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, d@biettivo principale di questa tesi & statoquello diOT T AAOA 1 & &el disterBAAAUET 1
dei filamenti intermedi del citoscheletro cellulare nello svolgimentodel ciclo replicativo

del virus influenza umano A/NWS/33 (H1N1) in due modelli cellulari di mammifero a
differente grado di permissivita, al fine di individuare possibili fattori cellulari di

OA OO OE U Eekidnd Nekol spetifich, & stato esaminato il ruolo dellsomponente
citocheratina 8 dei filamenti intermedi e di una sua modificazione posttraduzionale,
consistente nella fosforilazione, in corso di infezione sperimentalecon il virus NWS/33;

guesta é stata condotta, a confrontonelle cellule LLGMK2 (rene di scimmia, modello
semi-permissivo) e nelle cellule A549 (polmone umano, modellopermissivo).

| risultati ottenuti in seguito alla depolimerizzazione dei filamenti intermedi con la
sostanza aclammide hanno evidenziato la comparsa di modificazioni strutturali piu

evidenti nelle cellule LLCGMKZ2, dove peraltro citocheratina 8 ha un livello di espressione

e di organizzazione in filamenti piu esiguo, rispetto lke cellule A549. Sebbene la
depolimerizzazione dei filanenti intermedi abbia esercitato effetti positivi

001 1 6AOPOAOGOEI T A AAITT A 1 OAI AT POT OAET Aonj . 0Q  /
sono stati ottenuti esiti analoghi per quanto riguarda i titoli infettanti della progenie

virale, che smo risultati di entita 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 attivita biosintetiche viralima,

OAOT OET EI 1 AT OAn 1T OOCAAT 1T A 1 6AT AOCAT UlAfashAl 1 A
OAOAEOA AAIT T GET MAUET T AS

, 6 AT Al EOE A A @l RirusANWEROMeiFdueEriodelli Geutari allo studio ha

rivelato che citocheratina 8 viene modificata solo1T &£AOE OAOAEOA AAI 1 6EIT



virus NWS/33 € in grado di aumentare la fosforilazione di citocheratina 8 solo nelle

cellule A549 A DAOOEOA AA EAOE DOAAT AE AAI1B8ET £ZAUE
. 73700 1T EI COAAT AE 11 AEZEZEAAOA DOAAT AAI AT O
1 6 Aaiddé& della fosforilazione, che contribuisce ad aumentare la dinamicita di tale
componente del citoscheletro.Tali risultati sono stati successivamente suffragati dalle

I OOAOOAUET T E A A® ditrésdopiaicanfotale Atie AbdvideRziato la co-
localizzazionedella NP virale con citocheratina 8 e la sua componente fosforilatanel

corso E ZAOE DOAAT AE cellulk A949 iad ngpAnelIEcklllIALLEMKR, doke

e stata evidenziata solainadebole ccelocalizzazione con cibcheratina 8.

Il trattamento dei modelli cellulari allo studio con sostanze chimichéi.e.acido okadaico e
12-O-tetradecanoilforbolo-13-acetato) in grado di attivare la fosforilazione ha indotto

delle modificazioni strutturali di citocheratina 8 piu evidenti nellecellule A549. Peraltro,

AOi AT O A A1 ldAcitodBer&iidal iadbtd W& fall sAstanze ha favorito

Qu

AODl AOGAIT AT Oi  AA1 nkliE Adlidle ABXA,Pal €oRtrArio EiQiantocO E OA T A

Qu

I
osservato nelleLLGMK?2.

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

sul ciclo replicativo virale, € stato impiegato un approccio molecolare che prevedeva Il
silenziamento del genecodificante per la proteinaregolatoria ©2 AO ET I 11 1 ¢ AT OF
brain like-p 6  j I2LE A Aisultati ottenuti hanno mostrato un aumento della
fosforilazione di citocheratina 8 in entrambi i modelli, oltre a ripercussioni positive

001 1 6 AOEOQT virAidrielle Gelfule ARV ET T A

Al fine di estendere le osservazioni ottenute anchelle AAT 1 01 A AAI 1 6 ADEOAI
umanon AEA OADPDPOAOAT OATT EI DPOEIT AAOOGACI EI AZ
AOCGAI ET AGE AAE AAI PET T E diZDMUIERA BOEEA OBAOA E ACDIOGERAFEC
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permesso di evidenziare che nelleellule positive per il virus influenza A, ma non per il
virus respiratorio sinciziale, si assiste a un aumento delléosforilazione di citocheratina
8.4A1 E OEOOI OAOE AOOAOOATT AERvived GIEOOOAEATAE G
di attivazione della fosforilazione verosimilmente analogo a quello individuato nel

modello permissivo A549 e strettamente virus-dipendente.

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

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

infezione virale. Nello specificg & stato appurato che in modelli cellulari permissivii(e.

lvtw A AATT O1 A AAIT I GrdsD&E O Ariadd 1di canfidded B Qrddio OET
vantaggio, citocheratina 8 e di modularne la fosforilazione al fine di potenziare
ulteriormente il suo ciclo replicativo.Al contrario, nel modello semipermissivo LLGMK2,

dove precedenti osservazioni sperimentaliottenute dal gruppo di ricerca avevano
consertito 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.

. AT T 6ET OEAT Ah E AAQOE 1 O0OAT OOE A GmifedlimeEAl T 1 A
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 wasto investigate the involvement of cytoskeletalintermediate
filaments in the human influenza A/NWS/33 virus (H1N1) infection using two
mammalian cell models,jn order to find out new cellular restriction factors. $ecifically,
the role of cytokeratin 8 andits post-translational modification, the phosphorylated state,
were examined during NWS/33 virusinfection in semi-permissive rhesus monkeykidney
(LLG-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 LLGMK2 cells,where cytokeratin 8 was poorly expressed and organized infilaments,
when compared toA549 cells. Although acrylamide increasedthe expression d NWS/33
virus nucleoprotein (NP) in both models the corresponding viral vyield slightly
diminished. These data suggest thaNWS/33 virus might take advantage ofa 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 infectionevidenced that the cytokeratin 8
organization is subverted during the latest stagesof the infection in both models
Furthermore, NWS/33 virus was able to promotecytokeratin 8 phosphorylation only in
A549 cellsat early phases of infection. These resultdemonstrate that there is avery
A A1 Oédidhshipdccurring between influenza virus andthe host cell. In particular,
NWS/33 virus is able to take advantages of the modification of thecytokeratin 8
organization during the early stagef infection in the A549 model

In addition, the confocal microscopyanalysis of the early stages of infection showed the

co-localization of viral NP with cytokeratin 8, and its phosphorylated component n A549



cells, but not in LLEMK2 cells, wlrere only a weak celocalization 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 majorstructural changes of cytokeratin 8
in A549 cells Additionally, these treatments increasedcytokeratin 8 phosphorylation,
favoring the NWS/33 virus replicative efficiency onlyin A549 cells.

Subsequently a molecular approachwas 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 ofNWS/33 virus infection only in A549 cells.

Consisent with these Aadings,in epithelial respiratory cells from paediatric patients with
acute respiratory disease it was assessed that cytokeratin 8 phosphorylation was
influenza A virus is able to hijack the phosphorylation mechanismalso "in viva', which

seems to bevirus-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 coopt
cytokeratin 8 to enhance itsown replication. On the contrary, in semi-permissive LLG
MK2 cells, where other cytoskeletal restriction factors were previously assessedthe
NWS/33 strain does not take advantage ofcytokeratin 8 phosphorylation for its

replication.



In conclusion, these datahighlight the complex interplay occurring between influenza
virus and intermediate filaments, whoseregulatory mechanismsrequire further in-depth

studies.
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IL VIRUSINFLUENZA

La famiglia Orthomyxoviridae,nella quale é classificato il virusinfluenza, comprende
numerosi virus responsabili di infezioni caratterizzate da undiverso grado dimorbilita e
di mortalita 1.

La mahttia causata dal virusinfluenza & una malattia infettiva acuta a carttere
epidemico opandemico edeve ladenominazioneAE OE 1 4ih &ddenzaicheosse
dovuta a un influsso climatico maligno, conseguente a una sfavorevole congiunzione
astrale. Tale malattiaera gia notanell'antichita, come emergedalle testimonianzedel 412
a.Cdi Ippocrate e LivioZ23,

, 6 ET APk &ditetizAata da uno spettro di sintomi altamente variabile, che spazisad
lievi affezioni respiratorie, quali riniti o faringiti in presenza di tosse e febbre, a polmoniti
A A Isito Grdausto. La comparsae la gravita di tali sintomi variano a seconda delle
caratteristiche dell'ospite e del virusinfluenza 4.

| sintomi AAT 1 8 E tompalddriolddpdun periodo di incubazione dicirca 1-2 giorni e

EATTT OI6AOPOAOOEITA OEOOATI EAAh AAOAOC
malessere e anoressia, oltre cherettamente respiratoria, con comparsa di tosse non
produttiva, secrezioni nasalie faringite 47. Inoltre, nei soggetti con infezione in attg
possono manifestarsidei sintomi a livello oculare, come ad esempiq congiuntivite,
lacrimazione e dolore in seguito a movimentalegli occhi.

| sintomi dell'influ enza possono differire nei bambinj rispetto agli adulti 486. Infatti, i

bambini con influenza generalmente presentanalelle temperature corporee piu elevate

h AAOAOOAOEUU,



di quelle degli adulti e possonoanche piu frequentemente manifestare sintomi
gastrointestinali 467,

periodo di incubazione, con un picco nei primigiorni di malesserg e diminuisce
progressivamente correlando con la gravita dei sintomi 8. Nei bambini e neipazienti

W s N o~ oz

Ei i OTTATI POT I AOOE 1 6 ifludhiaBd uAdbbratd ndaggiodgrispetioE O O O

e s .~ 2

La guarigiore dalla malattia € in genere rapida, ma dcuni pazienti possono presentare
astenia persistente per diverse settimanel2,

Un importante ruolo negli studi rivolti AT 1 8 ET AEOEAOA U&iolbgko AAIT |
AAT 1 8 E b ¢EioBvbltoWdad medico londineseHenry Franklin Parsons, che individuo
la modalitadi trasmissioneinterumana A A1 1 6 ER.AI OAT UA

, 8olamento del virus influenza avvenne nel 1933, impiegando dei furetti infettati

sperimentalmente per via intranasale con un aspirato nas€aringeo prelevato da un

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

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

sottotipi e alla messa a punto draccini potenziaimente AA OOET AOE Al 1 80T 11

Classificazione

| virus influenzali appartengono alla famiglia Orthomyxoviridae e sono classifiati in
guattro generi: Alphainfluenzavirus(specie Influenza A virus), Betainfluenzavirus(specie
Influenza B virus), Gammainfluenzavirugspecie Influenza C virug e Deltainfluenzavirus

(specielnfluenza D virus) 15.

10



Alla famiglia dei virus influenzali appartengono anche i generlsavirus (specie Salmon
isavirus), Quaranjavirus(specieJohnston Atoll quaranjaviruse Quaranfil quaranjavirus) e
Thogotovirus(specieDhori thogotovirus e Thogoto thogotovirus).

| AEEZAOAT UA AARE OEOOO EIT &£ OAT UAI E AE OEDI
causano epidemie stagionali, le infezionsostenute dai virus influenzali di tipo C sao
meno frequenti egeneralmenteassociatea una malattia respiratoria lieve 16, che, tuttavia,
sembrerebbemanifestarsi in forma piu grave nei bambinil’. Infine, & stato osservato che
i virus influenzali di tipo D, di pitirecente scoperta, non infettand & O 18] |

| virus influenzali A, B e C sono distintiinnanzitutto, sulla base delle caratteristiche
antigeniche della nucleoproteina virale (NP) e dellgroteina di matrice (M), che sono
specifiche per ciascuon dei suddetti tipi e rappresentano dei rile vanti fattori di virulenza.
Inoltre, la classificazione dei virus influenzali in diversi generi trae le premesse
dali OPAOOOIT dallad $e@Er& Gef sinthmi causati, come ancheda aspetti
epidemiologici 1°.

| virus influenzali di tipo A possono esserga loro volta,differenziati in sottotipi, sulla
base della combinazione delle glicoproteinedi superficie emoagglutinina (H) e
neuraminidasi (N), delle quali sono statefinora 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
infett AT T 1 #&.Golli Ulttriori sottotipi virali noti sono stati isolati da uccelli acquatici,

in particolare da specie migratorie, che rappresentano il serbatoio naturaledel virus

influenza (Figura A).

11



7 Pall i fer rini
SHelel AP vone s elo  Folme Uk Memiemarnl pgr,
Hi1 N1 H1 /M1 H1/N1 H1/N1 H1/N1 Hi
H2 N2 H2 /N2 H2/N2 H2 /N2 H2/N2 N2
H3 N3 H3 /M3 H3 H3 H3/N3 H3/MN3 H3/MN3
H4 N4 N4 H4 H4 /N4 H4/MN4 H4
H5 N5 H5 H5 H5 /N5 H5/M5 M5
Ha& Mé H6 /M6 Hé6/ M6 H&6 /M6 Ho/MN6
H7 N7 HF /M7 H7 /N7 H7 /N7 H7 /N7 H7 /N7
H& N8 NS MNE H8 /N8 HE/MNB
H9 H9 H9/H? H9 H2 /M9 H9/MN9 N9
H10 N10 Hi0 Hi0 H10 Hi0 N10
Hi1 Ni1 Hi1 Hi1 Ni1
Hiz Hiz Hi2
Hi3 H13 Hi3 Hi3
Hi4 H14 Hi4
H15 H15 Hi15
Hia Hié Hia
H17 H17
His H18

TabelaA.3 DPAAEZEAEOU A31 ODEOA AARE AEOAOOE OI 001 OEDE Al
del virus influenza A. Tabella modicata da: Mostafaet al. Viruses.2018;10(9).pii:E497.

7
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. 24
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______

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

Ogni ceppo di virus influenza viene identificato da un crittogramma, che indica
T Al 1 8:1sgedidspedie ospite dalla quale il ceppo @ stato isolatqnel casodi isolati

virali non umani)/luogo A3 E O 1 Aumérd OA 171 6 E OT 1 ido@inentd INdl tasoA E
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dei virus influenzali di tipo A, viene anche indicato il sottotipo [ad esempo:
A/Chicken/Hong Kong/220/97 (H5N1)].

A differenza del virus influenza A, la classificazion& sottotipi non & necessariaper i
virus influenzali di tipo B, in quanto sono meno diversificati tra loroNello specifico, silla

hY

base degli studi epidemiologici finora effettuati, & stato osservato cheAnl 1 & OT 1 1

18ET ZAUET T A AA OEOOO duk lindgdd Afigehisaménte tifferanti,0 OA O A

denominati Victoria e Yamagatd.

Morfologia e struttura

| virus influenzali sono dotati di pericapside e presentano ungenoma segmentato,
costituito da molecole di RNA monocatenaritineare a polarita negativa?l®.

Le particelle del virus influenza A sono pleiomorfe, in quanto possono essere
caratterizzate da una forma sfericaod ovoidale, con diametro di circa 100 nm oppure da

una formafilamentosa, che si estende fino 201 [ 2223 (Figura B).

Figura B. 1) Osservazione al microscopio elettronica trasmissione(28.000x) di virus influenzali,

effettuata presso il Dipartimento di Medicina e Chirurgia A AUnivésita di Parma 2)

Osservazione al microscopicelettronico a scansione di virioni influenzali filamentosi e sferici.
Immagine tratta da:Badham eRossman Curr Clin Microbiol Rep 2016;3(3):155-61.

13



Il pericapside dei virus influenzali presenta due tipologie di peplomeri, costituiti da

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

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

Il doppio strato lipidico, che compone il pericapsidee viene acquisito dalla particella
virale mediante gemmazione a livello dellanembrana plasmatica della cellula ospitgé
arricchito in colesterolo e glicosfingolipidi.

| peplomeri dei virus influenzali A e B sonole proteine emoagglutinina (H, ~80%) e
neuroaminidasi (N, ~17%) 24. La proteina H, chee responsabile del legamedel virus
influenza alla cellula ospite,e un trimero, che protrude dalla superficie virale per circa
13,5 nm e presentauna caratteristica forma a bastoncino, mentre la proteinaN generaun
tetramero fungiforme 2527, In particolare, NOA OO & O1 O Ehh A furlzienke @ Actbderk
gli acidi sialici presenti sulle celluleospiti, consentendo aivirioni neoformati del virus
influenza A di essere rilasciati in modo efficiente dalla celld infettata 2829, E stato

osservato che |'attivita enzimatica della proteina N facilita l'infezione delle cellule,
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aiutando il virione a penetrare nemuco del tratto respiratorio 0. Nei virusinfluenzali C e
presente un solo tipo di peplomerg che svolgeentrambe le attivitd biologiche dele
proteine H ed N cki tipi A e B.

Nel pericapsideg, inoltre, DOA OAT OA ET DEAAT 1 A N O-Apediieadal
proteina di matrice 2 (M2), che generadei canali ionici protone-selettivi necessariper
| effiicacescapsidamentodei virus influenzali 29.

1T 1 8ET OAOT T délAitus ifldeara dracEnidgo Al Aucleocapsidegaratterizzato
da unasimmetria elicoidale e conun diametro di circa9 nm. Il nucleocapside racchiude
segmenti di RNA virale (89Q2.341 nucleotidi), in associazione con la proteina NE tre
proteine ad attivita polimerasica, ossia PA, PB1 e PB2Tali proteine, che sono state
classificate comeacide (A) o basiche B) in relazione alla loro mobiita elettroforetica,
svolgonol 6 AOOEOEOU Aagcrizionk Bdl GrasAriluenza. Ad1@o associazione
con le molecole di RNA forma lgibonucleoproteine virali (vVRNP) 27, che hannouna

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

rivestite dalla proteina NP (Figura D).

Figura D. Rappresentazione schematica dellastruttura di uno dei
segmenti di ribonucleoproteina del virus influenza Immagine
modificata da: Mostafaet al.Viruses. 2018;10(9.pii:E497.
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La proteina M2 promuove | aidificazione del nucleocapside virale, dopo che il virus &
entrato nella cellula ospite, consentedo ai complessi VRNPdi essere rilascati nel
citoplasma?s.

Il genoma dei virus influenzali A e B2 composto da8 segmenti di RNA, che codificanper
almeno 10 diverse proteine virali, mentre quelb dei virus influenzaliC e D ne contiene 7.
Nello specifico, ascuno degli 8 segmentidel genoma del virus influenza Acodifica,
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 matricel e 2(M1 e M2, segmento 7) e proteine non strutturali
(NS1 e NS proteina di esportonucleare, NEP, segmento 85.

Le proteine nucleocapsidichedel virus influenza A svolgono unruolo strutturale, e,
inoltre, sono coinvolte nellareplicazione del genoma virale nella modulazione delle
risposte antivirali della cellula ospite € infine, rappresentano dei fattori di
virulenza 28293132,

La proteina M1 riveste la superficie interna del pericapside 2831 e partecipa
al 8 AOOAIT Alla deth@dzibnedkl virus 2°.

La proteina NERNS2 svolge un importante ruoloregolatorio nel trasporto dei complessi
VRNP dal nucleo verso il citoplasmap:3133,

La proteina NS1 €& una protena multifunzionale, che, in particolare, risulta implicata
nell'inibizione delle difese dell'ospite mediate da interferone31.3435,

51601 OAOET OA DOl OAZE deAvh dafudol sthental dAléitdva ddtermativo
i OFOAIT M segmED@dgEnico che cafica per la proteina PB136 ed & presente nella
maggior parte dei virus influenzali A37. Tale proteina svolge un importante ruolo nella

s N~z z A~

patogenesidel 6 ET FAUET T A A dontréskaqni01® rispobtadhniuditarid inata
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dell'ospite e promuovendol 8 ET OT O GiAfézidr 3844 HEuttavik, glieffetti indotti da
PBI-F2001 1 A | AT E £A OO0 A diffelistodo asdcdntiaciél tegph Uirglé delfx

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

diversa lunghezza,come anche per la presenza dspecifici residui amminoacidici, che
determinano una maggiorevirulenza e suscettibilita alle sovrainfezioni.

L'altra proteina accessoria codificata dal sgmento genicoPB1 éla proteina N40, che e

OT A Al Oi A 00T 1 AeAninAld di RBA*OTaI® Arotdin@ §embrerebbe regolare

1 6ANOEI EAOET OBlfe PB1FA tnininanCGamcordstatd dhiarito seessa

svolge ulteriori ruoli regolatori nella replicazione del virus influenzat2.

Recentemente € stato identificato un nuovo prodotto genicdel virus influenza,codificato

dal segmento 3 e denominato PA-X, che avrebbe la capacita dicontrastare le

difese dell'ospite 43. PAX e una proteira di fusiong costituita da un dominio comune N-

terminale ad attivita endonucleasicadi 191 amminoacidi AEA D OAOAT (afasd 6 ET E
diletturaj O/ DAT OAAAET wlim&aasARARed &unidAund AT EAA COACEIT 1
terminale di 41 o 61 amminoacidi (a seonda del ceppo virale), derivante dallo

spostamentodella fasedi lettura di PA 4244 (Figura E).

Codone: 1 41 61
I | I
Fr1 [ ] PA-X
5 I_-' PA } 3
Fro | == PA (716 cndu:ni]: :
[ | I
Codone: 1 ‘196 253 257
190-193

ucCcuuucGcuc
+1 motivo “frameshift”®

Figura E. Rappresentazione schematica dellatruttura della proteina
PA-X del virus influenza. Immagine modficata da: Shi et al. J Virol.
2012;86(22):12411-3.
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Sebbene la maggior parte dei virus influenzalifinora isolati abbiano 61 residui
amminoacidici nel dominio Gterminale, dcuni ceppi, comequello pandemicoH1N1 del
2009, possiedono O1 A1 todd Arem&uro, che determina la formazione di un

dominio Gterminale tronco di soli 41 amminoacidi 4244,

Ciclo replicativo
6 ET AAdD rusl iffluenza inizia con il legame (adsorbimento) dell & Arécéitare

emoagglutinina ai residui di acido sialico presenti sulla superficiedelle cellule sensibili

AAT 1 6 ADDAOA QRigu®BR. ODEOAOT OEIT

«.0

W ]
cRNA %’ cRNP ?\IRNA VRNP

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

NnDAOOEAT T AOAh 1t 11061 AEA CIE OOEDPEOE OI AT E
OEAT EAT 1 AT 1Pl AOOAOT Al GAS, Ad® pliGtpiti aviarfaA E AT O A
queliAE OED)IT JOOAAAOOT 1 ACAI Adiisi odshbili mdcdatisD OE O A (

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

I'endocitosi 4546,
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Una volta che il virus e entrato nella cellulaspite, esso viene trasportatanel citoplasma
A linteio di un endosoma precoce, che andrdncontro a un processo diacidificazione

progressiva, fino a divenire endosoma tardiva Tale meccanismodetermina delle

Al OAOAUET T E Ai 1 & Of AU Efiebspohetund phrzion idrdfdbidaiaCi O OE 1

quale, inserendosi nella mem®AT A AAIT 1, & jprdviocaild Aisione con il
pericapsidevirale. Di conseguenza complessivRNP vengondiberati nel citoplasma e le
molecole di RNA in essi contenuteaggiungeranno il nucleo cellulare 4748, Infatti, a
differenza della maggior parte degli altri virus a RNA, il virusinfluenzareplica all'interno
del nucleo della cellula ospite

Dal momento che i segmenti di RNA dei virus influenzali hanno una polarita negativa, la
sintesi delle proteine virali richiede che gli stessi vengano trasdti in RNA messaggeri
(mRNA). Tali mRNAvengono trascritti nel nucleo ad opera dgli enzimi ad attivita RNA
polimerasicapresenti nel virione.

La proteina PB1 inizia la trascizione utilizzando come innesco dei frammenti

o -ferminali di RNA cellulare presenti nel nucleoe realizzadelle copie complementari, le
quali vengono successivamente addizionatd | 1 6 AGQD OAd EAE OANOAl UA
Al 1 8AOCOO0AI EOU uvd @a. COATT OET A | AOCET AOA j
La replicazione dei segmenti di RNA virale avvienad opera della RNA polimerasi virus
specifica, attraverso la sintesi di molecole di RNAomplementari, che, a loro volta,
funzionano da stampo per la sintesdi copie nultiple di RNA dentiche a quelle del virus
parentale, ossiadi senso negativo.

Le proteine virus-codificate, sintetizzate a livello citoplasmatico, seguono un diverso
percorso intracellulare. Le proteine H, N eM raggiungono la membranaplasmatica dove

le prime duesi inseriranno. La proteina NPsi trasferisce, invece,nel nucleo per formare,

in associazione con le molecel di RNA di recente sintesii nucleocapsididella progenie
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virale. Questi, successivamente, migreranndal nucleo al citoplasmafino a raggiungere
la membrana plasmatica modificata dee, attraverso un processo digemmazione, Si

libereranno i virioni neoformati (Figura G.

WS
™

5 AN By
AASANAN )

~

y
o
»
”
V]
-
Al
"

Figura G. Rappresentazione del processo di gemmaziondel virus influenza. 1) Inizio della
gemmazione del virus indottadal raggruppamento delle glicoproteine H (in rosso) e N (in
arancione) nel doppio strato lipidico. La proteina M1 (in viola) si lega alle estremita
citoplasmatiche di H e N e funge da sito di ancoraggimer i complessi VRNP i giallo). 2)
Protrusione della membrana causatalalla polimerizzazione della proteina M1, con conseguente
localizzazione polarizzata devRNP. La proteina M2if blu) é reclutata alla superficiedel virus in

CAi T AUETTA AOOOAOAMOML B)6 FrissivAeO AelleE imbrdbrana causata
dall'inserimento dell'elica anfipatica di M2 al confire della fase lipidica, che alterda curvatura

della membrana del virus in gemmazione ene favorisce IOET AOAET 8 1q 6EOQEI
processo di gemmazione dei viuE 1 £l OAT UAT ER AEA 11 OOOAdomid AAA
lipidici (in giallo), la formazione di un viricne filamentoso e la scissione di&a membrana
citoplasmatica favorita da M2 Immagine modificata da: Rossman elLamb. Virology.

2011;411(2):229-36.

>,

La liberazione delle particelle virali dale cellule infettate siverifica per molto tempo

AAT 1 8ET EUET, seikd ¢thé e Edllieikaddnd incdntro a lisi. Tuttavia,e stato

I OOAOOAOI AEA EI DOl OOAOOE AAi1 1 6EImaAeUET T A

programmata (apoptosi) della cellulaospite 490,

20



Caratteristiche biologiche

La grande rilevanza epidemiologica dei virus influenzalidipende strettamente da
caratteristiche intrinseche alla loro replicazionee, in particolare,dalla rapida insorgenza
casi,la conseguenza di modificaziai strutturali delle glicoproteine del pericapsidee, in
particolare, dA I moagglutinina, che insorgono a causa dehdcumulo progressivo di
mutazioni puntiformi . Questofenomeno, cheprende il nome di deriva antigenica(@rift 9,
interessa sia i virus influenzali di tipo A sia quelli di tipo B erende un individuo,
precedentemente infettato da virus influenzao vaccinato, potenzialmentesuscetibile

Al 1 8 ET £A U Hilvitudconcdratt&istich® dntigeniche differenti (Figura H).

Deriva antigenica

L”immunita di gregge” esercita

« 7 S s
0'.'

& A h y
Suini infettati sviluppano ’ ‘ A

anticorpi nei confronti H3N2 o
dello stipite virale N\N

Stagione : \
influenzale * ,

‘ successiva ‘
H3N2

Emerge un nuovo stipite virale
‘ &Y e gl individui sviluppano
\ , ’Q anticorpi nei suoi confronti
\g
+*
. runnmnnn®
\ Uno stipite virale mutato viene trasmesso a

suini precedentemente infettati

Suscettibili a
stipiti virali mutati H3N2

Iy

Figura H. Rappresentazione schematica del fenomeno di deriva antigenica.
Immagine modificata da: Sandbulteet al. Vaccines. 2015;3:2273.

In particolare, spicca la capacita di alcuni virusnfluenzali circolanti in ospiti aviari di
emergere in maniera non prevedibile, attraverso riassortimento genico o trasmissione

diretta, e, conseguentemente, diffondere nella popolazione umana particolare, ivirus
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influenzali di tipo A evolvono molto pu rapidamente, rispetto a quelli di tipo B.l virus
influenzali di tipo C sonq invece relativamente piu stabili.

Soprattutto nel caso deivirus influenzali A, possono occasionalmente amparire degli
stipiti virali completamente nuovi, ossia caratterizzati da rilevanti modificazioni
antigeniche, in conseguenza defenomeno diriassortimento genico, che si esprimetra
segmenti genicidi virus influenzali che hanno ceinfettato una stessa cellulgsostituzione

antigenica,&hiftd) (Figura ).

Sostituzione antigenica

1)

H1N1 H1N1

) P Trasmissione diretta \Q‘ A ."
SO TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT v
™ A - o o

#"‘Q ‘,.“\

2) Riassortimento HIN2
A
>
I o 2
[
A
m
=]
LV j e D | WY
1, = ;" =R -
ot ;lllll’ PR ‘llll‘ vy
)
"l\ r\
H1N1 H3N2

Serbatoio in cui avviene
ricombinazione genetica

Figura |. Rappresentazone schematica del fenomeno di sostituzione antigenica
Immagine modificata da:Sandbulteet al. Vaccines. 2015;3:2273.

Di norma, il riassortimento genico si verifica tra u stipite umano di virus influenzaA e
uno stipite animale di virus influenza A. La speciepiu idonea per il verificarsi di tale

fenomeno ¢ I suino, che puod essere infettato da virus influenzali A sia umani sia aviari.
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Il fenomeno di deriva antigenicarende ragione del verificarsi di epdemie stagionali di
influenza 51, mentre le sostituzioni antigeniche sonola principale causadelle pandemie
finora avvenute.

La prima pandemia influenzale ad essere documentata é stata quella del 1580, che ha
interessato Europa, Africa e Americaed é stata caratterizzata da un'incidenza una
mortalita estremamente elevate Nel diciottesimo secolq ci furono due pandemie
influenzali (1729-1733 e 1781-1782) e tre nel diciannovesimo secolo (183601833, 1847-
1848 e 18891891). Nel ventesimo secolo, la pandemia piu rilevantsi e verificata nel

1918-1919eA T OOAOA AAT | IPRAICA Orderh® e pafide@idinflleAzalio

pill recenti si sono verificate nel 1957, 19681977 e 2009.) T BDAOOEAT 1 AOAh K
pandemia e 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 ceppoinfluenzale aviare, uno umano @no suino 52,

E interessante notare che il tasso dnutazione puntiforme & piu alto nei virus influenzali

A umani, rispetto a quelli aviari 3. Inoltre, & stato osservato che il riassortimento genico

si verifica solo peri virus appartenenti allo stesso gnere (A, B e C*.

Dal 1977, sono stati identifi@ti tre tipi principali di virus influenzali circolanti negli esseri

umani: influenza AH3N2,influenza A HIN1 e influenza BVictoria e Yamagata)
L'emoagglutinina € il principale determinant di patogenicta nei ceppi influenzali

aviari 5556, sebbenealla modulazione di questa caratteristica contribuiscano numersi
prodotti genici virali 57.

, 6 A1l AOCAT UA AE OEOOO EIT £ OAT UAT E AOEAOE AE
ad eempio, attestata dal riscontrodei sottotipi H5N1, H7N7 eH7N9, responsabili di

ET ZAUET 1 E elévato thsSo@il miorialitasé-6o,
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Nel 1997,un ceppodi virus influenza A di sottotipo H5N1 circolante nel pollame a Hong
+11T¢c 7 OOAOT OOAOI AGOT AEOAOOAI Al KeAliciokd 1 6 OT |
persone infettate 126162, Successivamente, nel 2003, tale ceppo € stato veicolatowtzelli
migratori e si e diffusonel continente Asiatico e, a seguirein Europa, Medio Oriente e
Africa 6364, Parallelamente, altriceppi di virus influenzaA, tra cui i sottotipi H7N2, H7N3,
H7N7, HON2 e H10N7, hanno determinato dei casi sporadici di infeziomell'uomo, di
entita lieve o addirittura fatale, in diversi distretti geografici 586568, Inoltre, a partire dal
2013, nuovi ceppi di virus influenza A originati da fenomeni di riassortimento genico
(H5N6, HEN1, H7N4, H7N7, H7N9, HON2, H10N8pno stati in grado diinfettare gli
esseriumani, causandadelle infezioni di diversa gravita ed entitas%-74,

Infine, eéstato osservato comein 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 subpopolazioni virali e strettamente dipendente dall'ospite cellulare

in cui il virus si & replicato?s78. E, del resto, noto come la cellula ospite contribuisca, in
particolare attraverso processi di glicosilazione e modificazione podraduzionale delle
proteine virali, all'emergenza di virus influenzali in parte modificati econ cardteristiche

nuove, rispetto al virus parentale

Interazione virus -cellula ospite
E stato finora documentato che le proteinedel virus influenza sono in grado di attivare
diverse vie di trasduzione del segnaleche coinvolgono benl1.023 proteine cellulari 7°

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

trachea enei bronchi del tratto respiratorio umano sono di O E B-2,6 83 Si ritiene che

l'assenza di legamidi O E B-2,3 ngl tratto OAODE OAOT OET OOPAOHT OA Al
legame e la trasmissionanterumana dei ceppi di virus influenza aviare 8. Sebbene nel

tratto respiratorio superiore dei suini siano presenti acidi sialici con legamOEA AE OEDI
2,3 sia]-2,6 81, che, pertanto, rendono tali animai OO OAAOOEAEI E Al 1 8 ET AA
ceppi influenzali aviari e umani, rappresentando un serbatoio per il potenziale
riassortimento genico dei virus influenzali, studi piu recenti suggeriscono che la

distribuzione dei recettori del virus influenza A nei suini presentdelle similarita rispetto

& |

Qu

Al 1
11 AOTE AAOE ODPAOEI AT OATE EATTT & AAI EUUAOT 1
di legarsi a glicani di tipologia diversarispetto ai recettori finora noti 85, evidenziando

come le conoscenze relative alla specificita recettoriale di tali viruson siano del tutto

note. Inoltre, nAODAOOI EI BT OOAT OA AEA ET OAOOEAT A TA
virus influenzali & rappresentato dalla differente suscettibilita della proteina H al

cd EOACCET AZEEAOOOAOI. NellcAspebifiod, @ Ardtéifia HAAi Ivirud T OPDE O
influenzali viene sintetizzata comesingolo precursore polipeptidico (HO), che viene poi

scisso nelle subunita H1 e H2 dall proteasi cellulari. In particolare, la sequenza
amminoacidicadel sito di clivaggio determira da quali proteasi cellulariil precursore HO
possaessere scissal.

| virus dell'influenza aviare a bassa patogenicita &nno una proteina Hche pud essere

scissasolo daproteasi presenti nel tratto gastrointestinale degli uccelli mentre quelli ad

alta patogenicita (ad esempidH5N1 e H7N9) hanno una proteina Hche puo essere scissa

daproteasi di altra tipologia 8687,
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L'insieme delle evidenze sopra riportate AADT T A DPAO 1 8A0EOOAT UA
fattori/funzioni cellulari che sonoET AEODAT OAAEITI E Al | dlkadwideh OAT Al

A A~ A A =

virus influenzali ela cui conoscenA 1 h A inCoinfl€dedein CoBtidm evoluzione.

Trasmissione

La rilevanza epidemiologica dei virus influenzalie strettamente correlata alla loro
capacita didiffondere rapidamente da persona a persona.

Il virus influenza pud essere trasmessattr averso tre modalita principali: contatto diretto
con individui affetti, contatto con fomiti einalazione di aerosol contenenti il virus.

Dal momento che la modalita principale di trasmissione del virus &amite inalazione di
aerosol, la frequentazione di luoghi pubbliciaffollati nei mesi freddi contribuisce alla
sua diffusione 8. Al contrario, la temperatura elevata e lamaggiore intensita deiraggi
ultravioletti nei mesi estivi contibuiscono a ridurre la presenza e la permanenza del
virus influenzal A1 1 6 Al AEAT OA

L'incidenza stagionale dell'influenza amenta tipicamente nel tardo autunno e inizia a
declinare a meta primavera. Nell'emisfero settentrionale,il periodo epidemico si
manifestada novembrea marzo, mentre in quellomeridionale da aprile a settembre. Nei
paesi tropicali, I'influenza si verifica sporadicamente durante tutto I'anno ela sua
incidenza aumentain correlazioneAT 1T 1 6 Ol EAEDH. AOi | OEAOEAA
Focolai localizzat di influenza stagionalesi verificano anchein anni inter-pandemici, in
particolare quando i ceppi di virus influenzali circolano in comunita di soggetti con

O TinBmunita preesistentedi entita minima.
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Epidemiologia

. A1 1 & @mégbior parte delle infezioni & causata dai visiinfluenzali di tipo A eB.
Cortrariamente al virus influenza A, che é responsabile depidemie e pandemig, il tipo B

T OAOPT T OAAEI A AE A&l Al PRArEatti A §irhd infifenrailditido AD E T
Pl OOEAATTT O11T ObAOdimoAehtd e soAoAin geaBd di irdttddeE T h
diverse specie di mammifero e di uccelli

In particolare, il virus influenza A di sottotipo H3N2 e stato riscontrato piu
frequentemente in Africa meridionale, in Australia e in Nuova Zelanda,il ceppo
pandemico H1IN1 del 2009 in Sud Americae in Asia meridionale %0, mentre il virus
influenza Bé predominante in alcuni paesi Hropei °1.

Un recente studio epidemiologico, condotto dal gruppo diicerca, ha evidenziato,per

1 6 AOAA  AnB pré@ale0da 1 | GET AADGOO AETAAI OAT Udai caBiA OE
totali, con la piu alta percentuale dcasi (3585%) nei bambini di etatra 6 mesi e 3 annp2,
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Qu

I
verificano ogni anno due differenti periodi epidemici a livello globale(Figura M). Per tale
i TOEOT h 1 8/ ™enlidleE delibAShrith Tpubblica ogni annodue specifiche

formulazioni vaccinali 3.
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00OAOAT UEI T AR ATT1 0011117 A OAOADPEA AAI1GET A&l OA

Dal momento che i sintomidell'influenza non sono abbastanza disfitivi da consentire
una diagnosi basata edasivamente sul quadro clinico949, e importante avvalersi di
metodi diagnostici di laboratorio.

Una correttae tempestivadiagnosidi laboratorio di infezione da virus influenzanon solo
consente di evitare il tratamento antibiotico ma, soprattutto, garantisce I'efficacia del
trattamento con farmaci antivirali, qualorasi renda necessaria E stato osservato ché
farmaci antivirali sono maggiormente efficaci se applicati dopo l'insorgenza dei primi
sintomi 9. Infatti, la somministrazione tardiva del farmacoantivirale puo comportare il
rischio di selezionare dei ceppi virali resistenti. In tal caso, il rischio di complicanze
A AT eziieburenta significativamente®7.98,

Per quanto riguarda la profilassi ela terapia delle infezioni da virusinfluenza, i farmaci
attualmente utilizzati sono stati classificati in due categorie inibitori del canale ionico M2
(amantadina e rimantading e inibitori della neuraminidasi (oseltamivir e zanamivir) 9.

In particolare, | afhantadinae i suoi derivati interferisconoconl 8 AOOEOEOQOU AAI

M2 del virus influenza A, impedendo il passaggio d protoni e, pertanto,| & E Tdél& E |

A/

replicazione virale 10, mentre gli inibitori dell A T AOOAI ET EAAOE 1,A 1 060

interferendo con il rilascio della progenie virale e laA E £FZO0OCET 1 A d@uksdtil 8 ET A&

farmaci sono attivinei confronti di virus influenzali di tipo A eB.

, 8 A EAE A A A E AarmAadh & tut@viaAlitnfa@ @& frequenti fenomeni di farmaco-
resistenza 101104 dovuti AT 1 6§ Al O OA O Q@lcui Awus iinfluéndl EzdnhoA
incontro. A tal riguardo, € statodi recente formulato un nuovo farmaco antiviralg
denominato (aloxavir marboxilg, che agiscel OOAAT 1 AT AT 1 8AOOEOEOU

subunita PA del complesso polimerasico del virus influenzaprevenendo la sua

replicazione %9,
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$AI [ T1 AT 01T AEA | éorfdrigBAOED® E AT OTARC QubakaBnei AOAOA
confronti dello stesso ceppo virale, la vaccinazioneé considerataun approccio valido per

la prevenzioneA A1 1 6 E isoplattitolinitdtegorie di soggetti a rischio.

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

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

anticorpi contro la proteina H105,

In genere, ivaccini anti-influenzali stagionali sonomultivalenti e contengonodei ceppi di

virus influenzali A e B antigenicamente simili a quellicircolanti nella popolazione durante

la stagione epidemical. Tuttavia, & noto chela comparsa di nuove varianti virali che e

un fenomeno molto frequentepuE A1 OAAOA | &adblla \@dciBaidhe.ET AT OO0

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

e, pertanto, relativamente ben conservatj avrebbero il vantaggo di evitare unacontinua
formulazione di nuovi vaccini sulla base delle arianti antigeniche isolate ogni anno
Sperimentazioni preliminari con costrutti di DNAin grado di esprimerela proteina NP,
comprensiva dela porzione extracellulare della proteina M2si sono rivelatein grado di

stimolare la risposta immune umorale ecellulo-mediata 197, In tale ottica, sono in atto

differenti approcci sperimentali, che hannol 6 | AEAOOEOT Aé&ccin®é@riii OP D A
influenzaO 01 EOAOOAIT A &dme antigbriEdalig rediohilconservatedella proteina

H 108, |n particolare, poiché la porzioneAA1T 1 A BOT OAET A ( AEA DPOI O
viione | OOA AE AT 1T OET O1 h 1 8 A OO AdrzitelinterAa, ih quen®A OA A
€ meno soggetta alle mutazioni.

Quale approccio alternativq studi di ricerca scientifica di basequale quelo oggetto di

questa tesh BT OOT T 1T AT OOEOOEOA O1 6 00 &ubvh O DAOARGD AGIORAS

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

vaccini/ farmaci antivirali.

$EACT T OE AE I ikekibne da@ifu®iilienzA Al 1 6

La diagnosi di laboratorio dA linfedione da virus influenza pud essere effettuata
attraverso la rivelazione del virus o di suoi costituenti(diagnosi diretta) nel campione

biologico DOAT AOAOT Al DPAUEAT OA Ax1 1 A AEI T OOOAUE
anticorpi specifici (diagnosi indiretta).

| campioni idonei per la ricerca dei virus infuenzali sono le secrezioni de | @adt®
respiratorio, che vengonoraccolte attraverso lavaggi o aspirati nasali, gargarizzati,

lavaggi bronccalveolari, tamponi faringei e tamponi nasali Tali campioni devono
auspicabilmente essere prelevatientro i primi 2-3 giorni di malattia e trasportati in
laboratorio in opportuni terreni di trasporto per virus, avendo cura di mantenerlia bassa
temperatura (0-4°C)DPAO DOAOAOOAOA. 1 6ET ZAOOEOEOU OEOAI A
Attualmente sono disponibili diversi approcci per la diagnosi di infezione da virus

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

anti-ET £1 OAT UA "q OO0 AAI 1 OI A AO&I 1 EAOCA AAI16AD
virali, i saggidi amplificazione degli acidi nucleici virali (reazione polimerasica a catena,

PCR)ei saggidi immunocromatografia 2192,

In particolare, 186 E OT 1 Alél AidusOin colture cellulari, quali le cellule di rene di cane

(O - A ADiErby Canine Kidhey with J -2,6-linked sialic acidsenhanced expressiod MDCk
SIAT),DOAOAAA | 8 uotididna deflelcRlture iBoculate allo scopo di appurare

1A AT T PAOOA AAI lviud-iasal O ID lirus AeLiltd ik Gatdd viene
successivamente identificato mediantesaggio diimmunofluorescenza che, se positivo,
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consenteanche di definirne il tipo (A o B) Tuttavia, laA T I B A O @ffettoicifopatlict,
OAAAAT A T AOOA ET 1 OAA 16ET ZEAOOEOEOU OEOAI A
diagnostico di riferimento, & un eventoche si esprime nella maggior parte dei casia
AEOOAT UA AE AEOAOOE CEI Ol e, qiidi risuteEstarssim®ritel A Al
utilizzabile ai fini del trattamento e dell 8 AOAT OOA1 Ael ogyéttb ifetidth ICal

ricerca di antigeni virali (mediante reazioni di immunofluorescenza o
immunoenzimatiche) e del genoma virale (PCRviene impiegata per garantire una

diagnod rapida.

Per quanto riguarda invece,la diagnosiindiretta delil 8 ET ZAUET T A AAl OEOO«
principale metodo utilizzato e la ricerca di immunoglobuline specifiche della classe Ig

lgGmediante saggio immunoenzimatico
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IL CITOSCHELETR@ELLULARE

Il citoscheletro cellulare & uno dei primi sistemi Qlirottati ddai virus per garantire il loro

trasporto intracellulare e avviare illoro ciclo replicativo 109,

/' 1 O0OA A AEOTUEITTE AITTTAOOA Al l 81 ctgpadmatida)ah UET T A
AEOT OAEAT AGOT AT i PAOGA 1T A OOAOAOGUEITTA AE OAC
genica, sulla sintesi di RNA, sulla modulazione del livello intracellulare degli ioni calcio e

sulla proliferazione cellulare.

Le diverse funzionidel citoscheletro sono strettamente correlatealle proprieta di quattro

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

G-actina
o

Actina

Microtubuli

Subunita F“%mémi 8§ 83 Anello
Septine e g § ga gg #gﬁi‘;@%

<~§-i-1 )

SN

Figura N. Rappresentazione schematica dei principali componenti del
citoscheletro cellulare. Immagine modificata da: Mostowy. PL0oS Pathog
2014;10(11):€1004409.
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Trai principali sistemi citoscheletrici delle cellule eucariote vi sonoi microtubuli, formati
prevalentemente da tubulina, i filamenti intermedi, variabili da un tipo cellulare aun
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
ET OAOAUETTE OEOOI OATT AE A& 1 AAIldveréeAinzoni Ei BT O
cellulari, quali la contrazione muscolare, la divisione cellulard 1 6 AT AT OACCET AA
aun substrato.

Tutte le cellule eucariote contengono actina e tubulina, mentrel 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, g peraltro, anche in questi organismi non é
presentein tutti i tipi cellulari.

| filamenti inter medi sono particolarmente espressinel citoplasma di cellule soggette a
stress meccanici, essendo la loro principale funzione quella di impartire forza fisica a
cellule e tessuti. Inoltre, essi rappresntano un abbondante Gistema tamponé khe
protegge dA sti®@ssdfisico, chimico o microbico 111, Tale proprieta & molto rilevante nelle
cellule epiteliali, che come & notosono soggette a diversi fattori di3tressdambientale.
Recentemente e stato individuato un quarto sistema di filamenti del citoscheletro: le
septine 112, Tali proteine sono in grado di legargguanosina trifosfato (GTP e sono state
riconosciute come componenti del citoscheletro in virtu della loro suttura filamentosa e
della loro interazione con le membrane cellulari fosfolipidiche, coni filamenti di actina e
coni microtubuli 112, Esse non solo si assemblano a formare filamenti e fasci, ma possono
anche formare delle strutture ad anello (Figura N). In particolare, dcuni studi
hanno messo in luceun importante ruolo per le septine nel controllo delle infezioni
batteriche 113, in quanto tali proteine OET OOADDIT i hatdriA deditski cad
autofagia 114,
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| filamenti intermedi

Tra le principali componenti del citoscheletro, ifilamenti intermedi sono quella meno
caratterizzata, acausa dellaloro variegata tipologiadi proteine, distribuzione e funzione
tessuto-specificalls. Ifilamenti interm edi sono costituiti da proteine aelevata variabilita
di sequenza che si organizzanger formare filamenti di diametro di circa 10 nm.

| singoli polipeptidi dei filamenti intermedi condividono un‘organizzazione strutturale

comune (FiguraO).

Dominio centrale C_terminale
a-elica, 310-350 amminoacidi @
M-terminale /fﬂ__\ — o
Testa E o i Coda
(Dimenszione e struttura variabili) (Dimenzione e struttura variakbili)

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

Nello specifico, si tratta di molecole a@lingate con un dominio centraleA A -elica di circa
310 aminoacdi e due domini N e Gterminali. Il dominio centrale & simile nelle diverse
isoforme delle proteine, metre i domini globulari N- e Gterminali possono variare in
dimensione, sequenza struttura secondaria. Si ritiene che il dominio centrale svolga un
ruolo cruciale nell'assemblaggio dei filamenti intemedi, mentre i domini terminali ne
determinino le specifiche funzioni.

Ciascuna subunita dei filamenti intermedi forma un dimeo che, assciandosiin modo

anti-parallelo aun altro dimero, genera un tetramercsfalsato(Figura P).
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Immagine modificata da: Intermediate filaments.The cell: a molecularapproach, 2d
edition, Cooper Sunderland (MA) Sinauer Associates, 2000.

I A AE 1001 DOl O1 £E1 Al AT OE CAT A0/

cava e priva d polarita.

| filamenti intermedi presentano una distribuzione radiale dalla regione perinucleare alla

periferia cellulare 116117,

Piu di 70 proteine, che collocano i geni che leodificano tra le 100 piu grandi famiglie di

geni presentiT A1 1 618,sdnd state finora identificate e classificatén sei tipologie

principali di filamenti intermedi, in base alla loro struttura primaria e al & Fesibne

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

specifiche tipologie cellulari (Figura Q).
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GFAP (1T}
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|
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5 Sincoilina (111}
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sempl
K7, KB ()
K18-20, K23 (1)

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

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

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

nelle lenti oculari 119,

La famiglia di proteine piu numerosa € quella delle citocheratine (K); esistono, infatti,
circa 20citocheratine nelle cellule epiteliali umane (citocheratina molle) e 10 nelle cellule

di annessi cutanei, quali capelli e unghigitocheratina dura) 120,
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Una singola cellula epiteliale puo produrre piu tipi di citocheratingche polimerizzano in
una complessa rete, rappresentando quasi il 5%elle proteine cellulari totali 121.

Ciascun filamento di citocheratina € compostan parti uguali, da catene di citocheratina
di tipo | (citocheratine relativamente acide: K9K28 e K31-K40) e Il (citocheratine
relativamente neutre/basiche: K1-K8 e K71K86) 122, Queste proteine formano
eterodimeri, che si uniscono a due a due pergenerare la subunita tetramerica
fondamentale.

Le citocheratine svolgono un ruolo cruciale nel mantenere lintegrita strutturale e le
proprietd meccanichedelle cellule, proteggemiole da Gnsultid ambientali 123. Inoltre, le
citocheratine contribuiscono alla regolazione delle proprieta meccache del citoplasma e
del nucleo24125,

La diversita delle ctocheratine viene impiegatanella diagnosidi laboratorio dei cancri
epiOAT EAT Eh ET  NrApbriarde indidakidhé fig@nAdd al tBssulio epiteliale in
cui il cancro € originato e puod contribuire a orientare la scelta del trattamento
farmacologica.

Le proteine dei filamenti intermedi di tipo Ill, che comprendono vimentina, desmina,
sincoilina, proteina gliale fibrillare acida e periferina, formano degli omopolimeri.
Vimentina & espessa in cellule mesenchimad A 1T AT 1 A | Aesnin& indeflulel 617 AA|
muscolari, sincoilina principalmente nelle cellule del musolo scheletrico e cardiacola
proteina gliale fibrillare acida negli astrociti e, infine periferina negli assoni periferici.

| filamenti intermedi di tipo IV comprendono i neuofilamenti, nestina, sineminaA - |
internessina. | neurofilamenti sono la compaente piu importante del citoscheletro dei
neuroni. A tal riguardo, tre tipi di proteine di neurofilamenti di basso (NFL), medio (NF
M) e alto (NFH) peso molecolare si cassemblano (n vivod formando degli

eteropolimeri.
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Il gruppo dei filamenti intermedi di tipo V comprende le lamine nucleari A, B1 e B2, che
rivestono la superficie interna della membrana nuclearé22.

Infine, le proteine phakinina e finlensina, appartenenti ai filamenti intermedi di tipo VI,
sono espresse esclusivamente nellelleOE A A | dové bvAlgoioEni ruolo regolatorio

sullafunzione e trasparenzal26.127,

Modificazioni post -traduzionali dei filamenti intermedi

Nella maggior parte dei tipi cellulari, i filamenti intermedi rappresentano delle strutture
altamente dinamiche (FiguraR).

| processi di associazione e dissociazione dei filamenti intermedi sono regolati da diverse
modificazioni post-traduzionali, che includono la fosforilazione, glicosilazione,
sumoilazione, acetilazione e prenilazionéls,

, 6 AOOAI A1l Accei AAE £&£EI Al AT OE EIT OAOI AAE
intermedie, che si associano tra loro.

La successiva organizzazione dei filamenti intermedi in reticoli e fasci € mediata darie
proteine, che formano dei legami crociatsia tra i filamenti intermedi, sia tra questi e
specifiche strutture cellulari, come ad esempiojJa membrana plasmatica, la membrana

nucleare, imicrotubuli e i microfilamenti.
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MPTdel dominio della testa MPT del dominio centrale MPT del dominio della coda
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Acetil, acetilazione; C, clivaggio ad opera di caspasi; F, farmesilazione; Glic, glicosilazione;
P, fosforilazione; SUMO, sumoilazione; T, transamidazione; Ub, ubiquitinazione

FiguaR.2 ADDOAOAT OAUET T A OAEAI AOEAA AAI1G8AO00AI Al AGCEI
dei filamenti intermedi in risposta a modificazioni posttraduzionali. Immagine modificata da:
Snider eOmary. Nat Rev Mol Cell Biol. 2014;15(3):1637.

-

. AT 1 8 Al AodficazidnRpbst-tfaduzionali dei filamenti intermedi, la fosforilazione
e quellameglio caratterizzata115128, La maggior parte dei i di fosforilazione si trova in
corrispondenza di residui di serina e treonina presenti nei dominglobulari della testa e

della coda delle subunita @i filamenti intermedi (Figura S).
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Figura S. Rappresentazione schematica dei siti di fosforilazione identificati
nella proteina citocheratina 8 umana.lmmagine modificata da: Sawant e
Leube. Int Rev Cell Mol Biol. 2017;330:17225.

Recenti studi proteomici hanno messo in luce numerosi siti di fosforilazione anche nel
dominio centrale delle subunita dei filamenti intermedi, che solo recentemente e st
caratterizzato funzionalmentel2°,

Una delle principali funzioni dela fosforilazione dei filamenti intermedi e
qguella di promuoverne la riorganizzazione e le dinamiche di assemblaggio/
disassemblaggio!15130.131 Ad eccezione dei neurofilamenti, ldosforilazione basale delle
proteine dei filamenti intermedi e di lieve entita e si accentua in caso dstimoli che

Al OAOATT 1 8AOO0A O @dmeAdlesemidandl colso delia Gnifosi & & sgdrifol h
di mutazioni delle proteine che li costituiscono.

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

AT I i 1T AT OE AAE ££EI Al AT OE ®BBOAOI AAE AAI 1 6APEO
La molecola di serina52 (Ser52) & il principale sito difosforilazione di K18 umanaCn
vivod Un aumento difosforilazione di tale sito & stato associato ana maggiore solubilita

e alterata polimerizzazione di citocheratina34135 come anche aina riorganizzazione
della stessat3 A A D DB O A U &pbptodi 12187AAndlogamente, la molecola di serina
432 (Ser32) & un importante sito di fosforilazione di K8 umanaGn vivod E statq, in

particolare, osservato che Sed32 viene fosforilata da proteine chinasi stimolate da
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mitogeni (O E OJAGDODIE OAOAA b OMAPK)En risgodial &l'@ithvarione del
recettore del fattore di cOAOAEOA AAIOARRABDEAMRBRIOAIEAAOI xOE AEAA
EGFR)!21, Ad esempiq la fosforilazione in quedo sito e stata descrittadurante lo stress

iper-osmoticoin cellule epiteliali umanedell 8 ET GROOET 1

Implicazioni della proteina citocheratina 8 in alcune patologie e infezioni virali

Recenti studi hanno evidenziato una strettsd | OOAT AUET T A OOA Al OAOAUI
di citocheratina 8 e la progressione di diversi tumori3®8 )1 DHDAOOEAIT I AOAh
espressione di citocheratina 8 favorisce la proliferazione e la migrazione cellulare in
pazienti con tumore gastrico.In aggiunta,citocheratina 8, unitamentea citocheratina 18,

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

seno 40, Nello specifico, & stato osservato cHe 8 A OB O A Gtarkeraiind 8 dbiela con

un fenotipo menoinvasivo di cancro al seno, mentre la sua assenza correla con me#asst
precoci e prognosi infaustal4?.

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

altre citocheratine epiteliali semplici (.e. K18 e K19), amenta la suscettibilita rei
confronti di malattie renali 142, Inoltre, citocheratina 8 costituisceun antigene, che viene
selettivamente riconosciuto da autoanticorpi generatisi in pazienti con artrite
reumatoide 143,

I 000081 CCEh eflidei®del chifvolgiméritordOdtddiferatina 8 in corso di
infezione virale e, apparentemente nessuno studio & statdfinora effettuato per il virus
influenza. In particolare, é stato osservato che il silenziamento del gene che codifica per

s N~z

citocheratina 8 ostacolalarepli@J ET T A AAT OE & MenthelM@spradssfomedOE OA

citocheratina 8 aumenta in cellule infefOOAOA AAl OEO®0On aydiunta,d ADAO

aumentati livelli di fosforilazione di citocheratina 8 e 18 correlano con la progressite
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AAT 1 8ET AR TAAATA S AGBEOEIOAl I"CAA A# OAnh 1 6ET AAUEI
comporta un aumento della fosforibzione di citocheratina 8135, che € accompagnato da

una riorganizzazione della stessa. Inoltreg stata dimostrata la partecipazione di
citocheratina 8, unitamente a citocheratina 18, alla regolazione del ciclo replicativo de

virus respiratorio sinciziale 148. Infine, e stato riportato che citocheratina 8viene
processatadalla proteinasi 2A durante le fasi tardive del iclo replicativo di rhinovirus

umano in celluletumorali della cervice uterina (HeLa)4°.

Possibile ruolo regolatorio della proteina (Ras homolog enriched in brain like -16
(RhebL1) sui filamenti intermedi

La proteina QRas homolog enriched in brainlé (Rhebl) & una GTPasappartenente alla
famiglia delle proteine Ras. Tale proteinainizialmente identificata nel cervello di topo1%0,
e altamente conservata nelle varie specie.

Nei mammiferi sono stati identificati due geni, Rheble (Ras homolog enrichedn brain

(@]}
p)

like-16 (RhebL1l o Rheb?) 151, Rhebl D OA OAT OA O 8 AODP O faxeEsed A
soprattutto abbondante nelle cellule muscolarie nel cervello 152153, RhebL1 ¢ invece,
espressa principalmente nekervello e in minore entita, in numerosi tessuti periferici. Le
due proteine sono identiche al 52% n#da composizione amminoacidica e svolgondelle
funzioni assai simili. Tuttavia, sono state segnalatedelle differenze riguardo alla loro
localizzazione intracellulare, come anche laprofilo di espressione deigeni che le
codificano 154,

Come altre proteine che legano GTIR proteina Rhebl e in grado di legare sia GTP sia
guanosina difosfato GDB e idrolizzare GTP alternandosi fra due stati conformazionali

distinti: uno attivo, quando é lgata aGTR e uno inattivo, quando e legata &DP
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Rhell interviene nella via di segnalazione intracellulare delldosfatidilinositolo 3 -chinasi

(P1 3-chinasi)/ proteina chinasi B PKBo Akt)/ @nammalian target of rapamycid(mTOR),

che ecruciale in molti processi fisiologici, quali la progressione del ciclo cellulare, la
trascrizione, la traduzione, il differenziamento cellularen 1 68 ADT P OlitabEh 1 A

metabolismo cellulares (Figura T).

Rhebl/2

Sintesi proteica
Ciclo cellulare

Crescita cellulare \

Figura T. Rappresentazione schematica dellavia di trasduzione del segnale
insulina/mTOR/S6K. Immagine modificata da:Aspuria eTamanoi.Cell Signal. 2004;
16(10):1105-12.
In particolare, Rhell svolge un ruolo fondamentale nell'attivazione di mTOR una
serina/ treonina chinasi, cheforma due compkssi distinti, OnTOR# | | D1 A@p &) g | 4/ 2
Rhebl favorisce un aumento della sintesi proteica della crescita e della sopravvivenza
cellulare,1 8 A O O E OWIOEJ2dgidce fulie dinamiche del citoscheletro cellulare, sulla

migrazione esu altri processi cellulari 156.157,

Rhebl & localizzataa valle del complessduberous sclerosisA T | B I((TAQ & a monte di

PRI
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complessoQuberous sclerosiscomplexp 6 | 4TS@2pdfvela proteina TSC2attiva le
GTPasiGAP)OOEIT T 1 AT AT 1 8 A CRh&DeEifivenddEld inQliEskgdaladidhe A E
MTOR158,

In particolare, la proteina Akt agisce sl complesso mTORCXosforilando e inibendo la

proteina TSC2 il quale forma un complesso con TSC1.6 ET E A E U E petmbtte AlE 4 3 #
proteina Rhehl di associarsia GTP e di attivare mTORCI9, Se Akt attiva mTORC1,

NOA OO B8 &sudwitgiregola Akt inibendola, attraverso un meccanismo di controllo

negativo; infatti, se mTORC1 viene inibitpOE EA O1 6EDPAOAOOEOAUEIT T A
substrati, siaQn vivodsiaGn vitro60.) 1 | AAAAT EOI 1T AEA AT 1T OOT 11 Al
mTORC2 non & ancorad A 000601 110N 18AO0OEOAUETTA AE
collegata alla via di segnale Pl-8hinasi.

Un numero assai limitato di studi attestal coinvolgimento di Rhehl in corso di infezione

OEOAT A8 )1 DPAOOGEAT T AOAh 17 OOAOA AEI T OOOAOQA
proprio ciclo infettivo in cellule deplete di Rheld, in quanto contribuirebbe a mantenere

MTORCL1 in uno stato attivd®?. Inoltre, un aumentodel livello di espressione di Rhelh e

mTOR & stab osservato in epatociti infettatt AAl OEOG@OCW®RAI | 8 ADAO

La proteinaRhebL1, di 183 aminoacidi, presenta due isoforme di diverso peso molecolare

ed ealtamente corservata in molte specie€lé3 (Figura U).
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Figura U. Rappresentazione schematica della struttura
cristallina della proteina RhebL1.Immagine tratta da sito web:
https://lwww.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/3oes/citations

La proteina RhebL1é localizzata a livello della membrana cellulare e nel citoplasma ed e

distribuita in maniera ubiquitaria in tutte le cellule, soprattutto in quelle muscolari e
nervosel50, aumentando notevolmentda sua espressionén cellule tumorali.

Tale proteina, kgandosi a GTP, esplica la propria tatita di GTPasi e, pertanto,puo
attivare la trascrizione genica mediata dafattore OT OA1T AAO MAHiK-Enai®d
AT EAT AAO 1T £ A ANDER) hORUbved la thadduziotkeddel segnale tramite
MTOR, attivae la proteina ribosomiale S6 chinasi betdl (RPS6KBJ, oltre che costituire
un bersaglio a valle dek proteine TSC1 e TSC28.164-166 (Figura T).

In particolare, recenti studi hanno messo in luceil coinvolgimento di RhebL1 nella
riorganizzazione efosforilazione di citocheratina 8 in cellde epiteliali di polmone umano
A549 167 _Oltre a evidenziare ched localizzazionedi RhebL1 esimile a quelladei filamenti
di citocheratina 8 fosforilata, tali studi attestano che il silenziamento genico di RhebL

causaO lindbizione della fosforilazione erior ganizzazione di citocheratina 8ndotta dalla

sostanza sfingosilfosforilcolina
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SCOPO DELLA TESI

Il grado di virulenza dei vrus influenzali dipende non solo da numerosi meccanismi di
variabilitd genetica, che ne influenzano le carattgstiche antigeniche, ma anche dalla
complessa interazione con specifici fattori e/o funzioni della cellula ospite la cui
conoscenza € ancora incompletaia continua evoluzione.

Il progetto di ricerca oggetto di questa tesiEA 1 61 AEMe@eteEid lluce la
partecipazione di fattori/funzioni del citoscheletro cellulare (filamenti intermedi) nello
svolgimento del ciclo replicativo del virus influenzaA (H1N1) in due modelli cellulari di
mammifero (cellule LLGMK2: rene di scimmia, modello semipermissivo; cellule A549:
polmone umano, modello permissivo), al fine di approfondire leattuali conoscenze
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Al 1T 8ET ZAUET TahoOORD Oi0k8 D) OORBAAROI h DPAOOAT O h

alla formulazione di nuovi farmaci antivirali.

Precedenti risultati del gruppo di ricercahanno evidenziato che il citoscheletro cellulare
svolge un importante ruolo regolatorio sulciclo replicativo del virus influenza A in diversi
modelli cellulari di mammifero 46.168-171 |n particolare, tali studi hanno messo in lucel
ruolo della stabilizzazione dei nicrofilamenti e dei microtubuli quale fattore di
restrizione nei confronti dell 8 E 1 AeArUlRitud ikluenzaA/INWS/33 (HIN1).

Dal momento che sussistono limitateevidenzerelative alla partecipazione dei filamenti
intermedi alla regolazione del ciclo replicativo @l virus influenza, il progetto di ricerca é
stato focalizzatosu tale comporente del citoscheletro. In particolare, sé voluto sondare |l

ruolo di citocheratina 8, come anchedel suo stato fosforilato, traendo le premesse da
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precedenti osservazionjche ne attestano il coinvolgimentan condizioni non fisiologiche,
N O A infé&ione &irale 135146147h ontogenesit3®172e alcune epatopatiel4s,

Nello specificg il progetto svolto nel Dottorato di Ricerca ha, come scopo pringpale,
guello di sondareil coinvolgimento di citocheratina 8 nella modulazionedi fasi precoci
deli 8 ET A£A U¥risl ifluenkal A/NWS/33 in cellule LLGMK2 (rene di scinmia:
modello semipermissivo) e A549 (polmone umano: modello permissiva)in particolare,
saranno valutati gli effetti della modulazione dellafosforilazione di citocheratina 8, una

modificazione posttraduzionale dei filamerti intermedi, OO1 1 6 ET AZAUET 1T A OEOAI
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Colture cellulari

Nelle fasi sperimentali venivano impiegate le seguenti linee cellulari:

- cellule simil-epiteliali in linea continua di rene di scimmia (LLEMK2);

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

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

Le cellule LLGMK2 e MDCK venivano coltivate in terreno Minimum Essitial Medium

Eagle (E- %- qh | AT OOA 1 A AAi i Ol Al2!in presenzaidi LOAOOAT
glutammina (2 mM), antibiotici (penicillina 100 U/ml e streptomicina 100 pg/ml) e siero

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

colture cellulari venivano incubate a 37°C in presenza di G@l 5%. Le suddette coltue

cellulari sono state acquistate presso 1 8 O) OOE OOOI 11 POl £E1 AOOE.

, T AAOAEA RITAMAJIcA6 EI EA

Virus

Per le infezioni sperimentali, veniva impiegato il ceppo di vius influenza umano
A/NWS/33 (ATCC N°VR219), con caratteristicheantigeniche H1N1. Tale stipite eratato

precedentemente propagato in uova embrionate di pollo, titolatanediante metodo delle

placche econservao a-80°C168,

Anticorpi
Per il saggio di ilmunofluorescenza 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 policlonali di coniglio anti-K8 (ThermoFischer Scientific; diluizione 1:100)
anticorpi policlonali di coniglio anti-K8 fosforilata a livello della molecola serina 432
(pK8) (ThermoFischa Scientific; diluizione 1:100) e anticorpi policlonali di capra anti-
RhebL1 (Santa Cruz Biotechnology; diluizione 1:15). 8 E1 | OT T OAAUET 1T A OAT |
utilizzando, rispettivamente, anticorpi secondari antitopo coniugati con isotiocianato di
rodamina (RITC) (Molecuar Probes; diluizione 1:470) anticorpi secondari anti-coniglio
coniugati con isotiocianato di fluoresceina (FITC) (Li StarFish; diluizione 1:7@ anticorpi
secondari anticapra coniugati con RITC (Molecular Probes; diluizione 1:500)

Per il saggio di Wstern blotting, venivano utilizzati degli anticorpi policlonali di coniglio
anti-K8 (diluizione 1:3.000) eanticorpi policlonali di coniglio anti-pK8 (diluizione 1:500).

, 6 ETl I O 1T GidnivarivdlataAutilizzando degli anticorpi anti-immunoglobuline di

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

Infezione virale di monostrati cellulari

LecellueLLG +¢ A 'tTuvtw OATEOATT Al |1l OEOAQidstreldAO 1
Petri a bassa densita iniziale, fino alraggiungimento della confluenza. Dopo aver
effettuato due lavaggi con terreno di coltura E- %- T ( A i-1® €enzé& sierodi vitello

fetale (E-MEM-ST ( A IFALD-9), le cellule venivano infettate con una sospensione virale

allestita in terreno E-MEM-ST ( A [ FEL®-S e calcolata in funzione della molteplicita di

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

AAT OOEZAOCAOAR ET DOAOATUA AAIT1G86ETTAOIT OEOAI
minuti a 4°C(centrifuga®D D AT AT O& AAT Gependsd 8B poinputtatedér h

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

impedirne la penetrazione A1 1 8 ET OAOT T AAT 1T A AAI 1 O1 A8 |, 8E
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eliminato e sosttuito con E-MEM-ST ( A 61Q -S&| monostrati cellulari infettati

venivano, infine, incubatia 37°Cper i tempi prestabiliti di infezione.

4 0A00AT AT OT ATT O OOAT UA ET aGoAfdilaziodeEdei | T A E /EF

filamenti intermedi

| monostrati di cellule LLGMK2 e A549 venivano trattati per i tempi previsti dal

protocollo sperimentale con le sostanze di seguito elencate:

1 acrilammide (ACRYI. Bio-Rad), applicata ai monostrati cellulari alla concentrazione
5 mM;

1 acido okadaico (9,16deepithio-9,10-didehydroacanthifolicin; OA; SigmaAldrich),
applicato ai monostrati cellulari alla concentrazione 0,05 pg/mi;

1 12-O-tetradecanoilforbolo-13-acetato (TPA), denominato anche forbob 12-miristato
13-acetato (SigmaAldrich), applicato ai monostrati cellulari alle concentrazioni
25 nM (LLGMKZ2) e 50 nM (A549).

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

Immunofluorescenza indiretta

$1 D1 AOAO A £A£A O Gikehtaé e/d i ErditamaEii ddh isdstBnzeOHimiche, i
monostrati cellulari venivano lavati con tampone fosfato salino (PBS; pH,4) [NaHPQ
(2 H20) 137 mM; KHPQ, 1,5 mM; NaCl 135 mM; KCI 2,7 mM{ temperatura ambientee,
in seguito, fissati con metanolger 5 minuti a-20°C

| monostrati cellulari venivano poi saturati per 20 minuti con sieroalbumina bovina (BSA;
pH=¢p h mq Al | & gemperatlra @nbiéntee, successivamente, incubati in camera
umidaperp 1T OA A o xJ# h antcorpo PricnArid Aliluitd An BEAAEId 052%in
PBS Dopo aver effettuatotre lavaggi con PBS (5 minuti per ciascun lavaggioa
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temperatura ambienteh 1 6 Ei | OT 1T OAAUET T A OAT EOGA OEOAI AOA
AElI OEOE ET " 3! Al 11T mh ¢ bvenkd las@ato3ndncubaridrie PE AT OD |
45 minuti a 37°C in camea umida. | monostrati cellulari venivano, in seguito, lavati con

PBS per tre volte (5 minuti per ciascun lavaggioa temperatura ambientee montati con

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

Le cellule venvano, infine, osservate conmicroscopio a fluorescenza (LeicdDMLB),
impiegando un obiettivo a secco (ingrandimerd 200X) o, alternativamente, a
immersione (ingrandimento 500X).

| reagenti chimici impiegati provenivano dalle ditte: PAAThe Cell Culture Cmpany, Carlo

Erba, Fluka Biochemika e Sigmaldrich.

Le reazioni di immunofluorescenza indiretta sono state eseguite in almeno due

esperimenti indipendenti.

' T Al EOE AAIT | &aAwieoprdiena Gralé A A A

L1117 OAT BPI AE AAOA Od pioleidaOR meédaiedrBniAo@uorEscenzh, A AT |
venivano selezionati dieci campi focali rappresentativi per ogni monostrato cellulare e le

cellule positive perla NP venivano espresse come valore medio percentuale, rispetto al
numero totale di cellule. Tale numero veniva determinatomediante marcaggio della
cromatina nucleare con4',6-diamidino-2-fenilindolo (DAPI) (SigmaAldrich), utilizzato

alla concentrazione 2,51g/ml, nella miscela allestitain BSA allo 0,2% in PB8 contenente

gli anticorpi secondari.

Silenziamento del gene RhebL1 con RNA interferenti
Per silenziare il gene RhebL1, veniva impiegata una sequenza di oligonucleotidi diretta

AT T OO0T 1 6 2 ro!codifichr@eOpkIClg Aroteina RhebL1l. Le sequenze di RNA
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interferenti (Gmall interfering RNAS), siRNAs) impiegate sono state disegnate
commercialmente (SigmaAldrich) e vengono di seguito riportate:

L DGCAGGAUGAGUACAGCAL#IO

0 ZCGUCCUACUCAUGUCGRAAG
Le cellule LLGMK2 e A549 venivano coltivate pec T | OA ET abasaAénsita OE AT (
iniziale, fino al raggiungimento di una condizione di semconfluenza. In seguito, i
monostrati cellulari venivano trattati con RNA interferenti rivolti contro RhebL1 alla
concentrazione15 nM, OOET EUUAT AT EIl MESON siREA DadHcotidh UET T /
2 AACAT Oo6AIdiicB)EsGlia Aase delle indicazioni fornite dalla ditta produttrice.
Come controllo veniva utilizzata una sequenzasiRNA che non riconoscevaleun gene
(controllo negativo). Dopo 48 ore di trasfezione, i monostrati cellulari venivano infettati
con il virus influenza AINWS/33 (m.o.i.= 0,1 u.f.p./cellula; 24 oredi infezione) e, infine,
fissati in metanolo, prima di effettuare la eazione diimmunofluorescenza
Il silenziamento del gene RhebLl é stato effettuato in almeno due esperimenti

indipendenti.

6 Al OOAUETTA AAI18ET ZAOOEOEOU OEOAIT A 1T AAEAT O/
delle colture di saggio (TCDlso)

Allo scopo divalutare ET ZAOOEOEOU AAI T A POT CATigahoi®EOAT A
cellule LLCMK2 e A58, secondo specifiche condizioni sperimentali, il mezzo di coltura

dei monostrati cellulari veniva impiegato per la titolazione TCDQb. Allo scgo, venivano

allestite in EEMEM-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 ul in quattro pozzetti. Inoltre, nella piastra venivano

riservati due pozzetti per il controllo celule, in cui venivano distribuiti 100 pl di
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E-MEMS, e due pozzetti per il controllo infezione, nel quale venivano dispensati 100 pl

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

aggiunti 100 pl di sospensione di cellule MDCK (2,16 x 16ellule/ml) allestita in terreno

E-MEM al 2,5% di siero scomplementato a 56°C per 30 minuti. La piastra veniva
successivamente incubata in termostata 37°C e osservata quotidianamente, per-3

CET OT Eh Al ZEET A AE OAI OOAOA T A AT i PAOGMA AAIT I
accordo con il protocollo sperimentale elaborato dé&reed eMuench17s,

La valutazione dei titoli della progenie viale é stata effettuata in almeno due esperimenti

indipendenti.

%l AOOOT £ OAOE AE DOI OAET A-000 wpAd AE DI 1 EAAOQE
Le cellule LLEMK2 e A549, cresciute a confluerain piastre di Petri e sottoposte o meno
atrattamenti chimicie AT 1 8 ET AA Weénivand, in 8d§uitd radcblte in PBS con uno
OOAOADPAOO A 1.008rpnQ) P FEDI@IAGEART OOELEOCA OWDDAT Al C
L T p v, Eppandorf AG). Dopo aver aspirato il sopranatante, il sedimento cellulare veniva

risospeso in tampone di Laemmli [Tris-HCI (pHphyq p -N OAA-AAOIT OF
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 &1 1 6 AT Al EOE A1 AOOOT £ OAOEAA8 , 6A1 AOOO
Mini-Protean Tetra Cell (BieRad), sfruttando la combinazione di un gel di

Ei PAAAEAOOAIT AT O1T j OOOAAEE l-acrilargiide ®,Q%; ArisAMET Al i
(pH=6,8) 0,12 M; SDSmthpbkPnN DHAOOI I AAOI AE Al TTTET jl
Tetramethylethylenediamine (TEMED) 0,13%]e OT CAI1 AE OADPAOAUEI T A
[acrilammide 13%; bis-acrilammide 0,3%; TrisHCI (pH=8,7) 0,4 M; SDS 0,1%; APS

0,05%; TEMED 0,06%]Nei pozzetti preformati AAT CA1 AE OOOAAEEI Coh
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uguali quantita di proteine (20 pg) per ciascun campione. Inoltre, un pozzetto del gel
veniva utilizzato per caricare una miscela di pratine a peso molecolare noto (14874
kDa; SDSPAGE Molecular Weight Standds, Low Range, Bidrad). 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 terminaa la migrazione su gel le proteine venivano trasfeite
elettroforeticamente sumembrana di nitrocellulosa (Bio-Rad) in apposito tampone (Tris

v I -Nn CIEAETA pwg 1-N 3$3 mhov 1i-Nn 1T AOGATTI
Mini Trans Blot Cell (BicRad), a 20 V costanti, per 148 ore,a 4°C. Dopo il traferimento,

la membrana di nitrocellulosa veniva saturata per 30 minuti con latte magro,
mantenendola in agitazione costante e a temperatura ambiente, in modo da impedire |l
legame aspecifico degli anticorpi allasua superficie In seguito, la membrana vena
incubata per 1 ora e 30 minuti con anticorpiprimari 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 ambientee, successivamente, tubata 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 lavaggia temperatura ambientee, in seguito,

01 001 pi OOA A OEOAI AUETTAh 1 AAEAT OA EIi PEACI
(Sigma fast BCIP/NBT tablet; Sigmaldrich) e fino allo sviluppo di una reazione
colorimetrica.

Il saggio di Western blottingé stato effettuato, per cascuna condizione sperimentalein

almeno due esperimenti indipendenti.
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Microscopia confocale

Dopo aver effettuato la reazione di immunofluorescenzandiretta, sono stati condotti

studi di microscopia confocale nelle cellule LLMK2 e A549,al fine di valutare la
localizzazione subcellulare della proteina NP in rappod alle proteine K8 e pK8. A tal fine,

e stato impiegato un microscopio confoale invertito Zeiss LSM 510 METAcon un

obiettivo aimmersione 63x 1,4 NA.

Il segnale corrispondente alla lungheza A8T1T 1T AA AE tyy T1 j&)4#q O
I AGAO AA AOcCiT A 12AITEOCOEITA OAT EBGINMACEOOO
OACT AT A AT OOCEODPT T AAT OA AT 1T A 101 CEAUUA AdT1 A/
laser ad eliocl AT 1  Asione® Al EOA OACEOOOAOA 1 Al-618nml O1 CEA
Per ciasan campione e stata acquisitauna serie di sezioni dello spessore di 0,3gm

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

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

$AT1T A OI OOApPI OEUETT A AE AEAOAOI A EITAGETA
Al 01T of Aol i1 2)a4# AIT1 1A OAI AGEOGA EIiiT ACETA
fluorocromo FITC e stata gnerata una nuovammagine in cui learee di calocalizzazione

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

Per l'analisi della colocalizzazione, dalla sovrapposizione di ciascuna immagine e stato
generato un diagramma a dispersioa del numero di(ixeld AAOEOAT OE AAI 1 6/
OAct AT A AAT A& OT OT AOTi1T 2)4#h OADPDPI OOAOE A |
fluorocromo FITC. | coefficienti di celocalizzazione ponderatacalcolati rappresentano la

somma dell'intensita dé (ixeld co-localizzanti (rivelati in colore giallo/arancio) nei

canali rosso e verderispetto alla somma complessiva dell'intensita dei(ixeld che si

trovano al di sopra del valore soglia. Il coefficientali co-localizzazione ponderatapuo

assumere vabri che vanno da 0 (nessuna ctocalizzazione) a 1 (tutti i (pixeld co-

57



localizzano). | (oixeld  Aténsita pil rilevante contribuiscono maggiormente alla
determinazione della colocalizzazione ponderatarispetto a quelli di debole intensita.|
coefficienti di co-localizzazione ponderata sono stati ottenuti conl software gestionale

del microscopio Zeiss LSM 510 META.

Allestimento di sedimenti ce llulari e immunofluorescenza indiretta

CAi PETTE AAI 1 6APPAOAOT OAODE Qasdfariagei), preje@h | BT 1T E
da pazienti pediatrici OEAT OAOAOQOE T A 1T OOAOOAOGE Al AOI Adi
OspedaliercUniversitaria di Parma e conservati a 4°C in terreno di trasporto per virus
[soluzione salina bilanciata di Hank; BSA 0,5%; fungizonepg/ml; penicillina 200 U/ml,

AEACT T OE AE EIT £ZAUETTA AA .OHO Cdpiod AehivadoA b B

streptomicina 0,2 mg/mijh 0T 11T DAOOAT OOE DPOAOGOI 1851 EOU
AO/

sottoposti ad agitazione meccanicau vortex e, successivamnte, trasferiti in provette,

prima di essere centrifugati a 1.000 rpm, per 10 minutia 4°C(centrifuga O %D D AT AT O£

AAT OOE A0 CHpbpendirpAG) lIsédimento cellulare ottenuto veniva risospeso in 5

ml di PBS e nuovamente centrifugato a 1.000 rpm, p&0 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, mediantecitocentrifugazione a 1000 rpm

(centrifuga O3 EAT AT T  # ShArdéhEsButherrolastrumentsnc.), 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, conservate?@°C, prima di

essere sottoposto a immunofluorescenza indiretta.

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

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

AAl 1 Ol AOE OATEOATT OAEAOAOAOE ATl o0"3 A DIE

58



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 ciaslawaggio) a
temperatura ambiente8 , 8 Ei | OT T OAAUET T A OAT EOA OEOAI AOA
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 P&Sminuti per ciascun lavaggio),

a temperatura ambiente,dei sedimenti cellulari, chevenivano poi lasciati asciugare al
riparo dalla luce. Infine, sui sedimenti cellulari veniva dispensato il liquido di montaggio
(Argene/BioMérieux) e posizionato un vetrino copioggetto. | preparati venivano
osservati con microscopio a fluorescerza (LeicaDMLB) con obiettivo aimmersione
(ingrandimento 500X).

Le osservazioni sperimentali sono site effettuate susedimenti cellulari allestiti a partire

da diecicampioni clinici.

Analisi statistica

) AAOE ODPAOEI AT OAT E OAI AOEOE Al 1 8AOPOAOOETT A
venivano rappresentati graficamente previo calcolaella media aritmetica derivanteda

tre distinti esiti sperimentali e della relativa deviazone standard.

Qu

La significativita dei risultati veniva appurata impiegando il testt AE 3 OO0OAAT 08
statistica veniva condotta con il software GraphPad Prism (versne 5.0 per Windows). |
valore P < 0,05 (indicato conil simbolo *) veniva considerato statisticamente significativo

e P> 0,05 (indicato con®.sf) non significativo.
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RISULTATI

1. EFFETTI DELLA DEPOLIMERIZZAZIONE DEI FILAMENTI INTERMEDI
35, ,8).&%: )/ . % 30RYRUSWNBLUENZA ABNG/S/33 (HIN1) IN

MODELLI CELLULARI DI MAMMIFERO

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

sistema citoscheletrico dei filamenti intermedi esercita un effetto inibitorio sulla
replicazione del virus influenza aviare AFPV/Ulster 73 (H7N1), in quanto compromete

la sintesi proteica dela cellula ospitel’4.

AT 1 8A1 ABOT OARINA AAEA AT I BT T CIT11 enBoneEEdtafai AT OE
focalizzata sucitocheratina 8, al fine di valutarne le implicazionil A1 1 6 E deBAWET T A
influenza A/INWS/33 (H1N1), condotta, a confronto, nelle celluleLLGMK2 (rene di

scimmia: modello semipermissivo) e A549 (polmone umano: modello permissivo).

Inoltre, & stato sondato il ruolo regolatorio di una modificazione postraduzionale di
citocheratina 8, la fcsforilazione, nota per favorire il disassemblaggp dei filamenti

intermedi .

1.1. Effetti indotti da | 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/INWS/33 nei modelli cellulari di mammifero

oggetto di studio, in una prima fase sperimentale e stata impiega la sostanza
acrilammide, in quantoe in grado di provocarne la depolimerizzazione.

, 8 AT, Aedta®t& saggio di immunofluorescenza indiretta, degli effetti indotti dal

trattamento con acrilammide, che venivaapplicata per 8 ore a monostrati delle cellule
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LLGMK2 e A540 EA [ AOOT ET 1 OAA AAIl isdettoRi@filaerdtiAA OE

intermedi, rivelati tramite un anticorpo in grado di riconoscere citocheratina8 (Figura 1).

LLC-MK2

Figura 1. Effetti indotti da acrilammide su citocheratina 8 in cellule LLC-MK2 e A549. Le
cellule LLGMK2 (A, C) e A549 (B, D), non trattate (A,)B 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. | preparati venivano osservati conmicroscopio a
fluorescenza (ingrandimento500x).

Il tempo di trattamento con acrilammide é 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.

(@}
—_
Ou

In cellule in condizioni fisiologiche, citocher® ET A ¢ DHOAOAT OA
filamentosa contraddistinta da una distribuzione radiale che si estendedalla regione

perinucleare verso la periferia della cellula(Figure 1A e 1B). Nellecellule A549,

61



1 AODPOAOGOET 1 As éntagghre 3petoralfe OeluleA LGMK2, dove peraltro la
componente filamentosa risulta assai scarsa (Figura 1% 1A). Inoltre, nelle cellule LLG
MK2 si osserva um prevalente localizzazioneli citocheratina 8 nella regioneperinucleare
(frecce nella Figura ), d contrario delle cellule A549, dove la distibuzione della stessa
appare maggiormente omogenea.

Il trattamento con acrilammide provoca wn addensamento di citocheratina8 nella
regione perinucleare in entrambi i modelli allo studio e, inoltre, causa la
depolimerizzazione della componente filamentosa(Figura 1Cvs 1A e 1D vs 1B). Tali

modificazioni sonopiu pronunciate nellecellule LLGMK2 (Figura 1Cvs1D).

1.2. Effetti indotti dal trattamento conac OET AT [ EAA O @dl VirGsEnfluanka) ET 1 A
A/NWS/33

Dal momento che i risultati precedenti hanno evidenziato delle rilevanti ripercussioni

indotte da adOEIl Ai i EAA OOI 1 6A00AQPDT 1 BEOOARE QEAE AO,
successivamente focalizzata sul ciclo replicativdel virus NWS/33, condotto in presenza

della sostanza

, 8 AT, Avledtadté saggio di immunofluorescenza indirettaha rivelato un aumento
statisticamente OE C1 E £E A A O E ¢ di MPAekllecélldled hEVKDeOAS49infettate

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

OAT CA APPI EAAOA DPAO 1 Itathamedbt@) eimantedufaiperdeET £A U
prime 4 ore della stessa (Figura 2A). Tale condizione sperimentaleheaveva lo scopo di

indurre delle modificazioni evidenti dei filamenti intermedi durante le fasi precoci del

ciclo replicativo virale, & stata adottataa seguio delle osservazioni desunte dagli

esperimenti prececenti, dove il tempodi trattamento con acrilammide era pari a 8 ore
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Figura 2. Effetti indotti da acrilammide sul ciclo replicativo del virus influenza
A/NWS/33 in cellule LLC -MK2 e A549. Le cellule LLEMK2 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 AINWS/33 (m.o.i. = 0,1 u.f.p./cellula; 24 ore) in assenZ&T) o

in presenza (ACRY)L della sostanza per le prime 4 ore déld ET £Ael HiaficiAs8no
rappresentati: (A) la percentuale di cellule positive perla 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 TCD¢b. | valori di significativita (* =P < 0,05 e n.s. > 0,05 sono stati
calcolati con il testt di Student, rispettoai relativi controlli.

In parallelo, i titoli della progenie virale emersa da cellule LLGMMK2 e A549, trattate 0 non
trattate con acrilammide come sopra descritto, venivano determinati con il saggio TGP
(Figura 2B). | dati ottenuti hanno evidenziato che la depolimerizzazione dei filamenti
ET OAOi AAE T Al Ai OO01T AE ZEAOE DPOAAT AE AAITITGET A
OOAOGEOOEAAI AT OA OECTI EAXAEAAOEOALh AAlehntréandoii/EE AE AT

modelli cellulari.
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2. ANALISI DELLA FOSFORILAZIONE DI CITOCHERATINA 8 IN CORSONBEZIONE
SPERIMENTALE DE VIRUS INFLUENZA A/NWS/33 IN MODELLI CELLULARI DI

MAMMIFERO

2.1. Analisi del livello di espressione efosforilazione di citocheratina 8
, 6 AT Al E ®E OB @deliaddsibrilazioneldi citocheratina 8 nelle cellule LLGMK2 e

A549 e stata effettuatamediante saggio diimmunofluorescenzaindiretta (Figura 3).

LLC-MK2

&ECOOA o8 ! 1 Al E OBHelldfdsioiilagid i@Riifohe dinal Rin okllule LLC-
MK2 e A549. Lecellule LLGMK2 (A, C) e A549 (BD) venivano fissate e, in seguito, sottoposte
a reazione di immunoflorescenza indirettaper rivelare citocheratina 8 (A, B) e citocheratina8
fosforilata (C, D). | preparati venivano osservati con microscopio a fluorescenza
(ingrandimento 500x).

| risultati ottenuti confermano la minore espressione e organizzazione in filamentdi

citocheratina 8 nellecellule LLCMKZ2, rispetto ad A549 (Figura 3Avs3B).
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Per quanto riguarda la canponente fosforilata di citocheratina 8§ e stato osservato un

esiguo livello di espressione in entrambi i modelli cellulari,sebbene lievemente piu
accentuato in cellule A549 (Figura 3Dvs 3C). Inoltre, tale componente presentauna

distrib uzione citoplasmatica piu omogeneaelle cellule A549, ripetto a LLGMK2, dovesi

notano degliaddensanenti della proteina nella regione perinucleare di numerose cellule

del monostrato (Figura 3Dvsfrecce nella Figura3C).

2.2. Effetti della replicazione A Al OEOOO ET &£ OATUA 1 17.737TxX
fosforilazione di citocheratina 8

Allo scopo di appurare il coinvolgimento di citocheratina 8 nel ciclo replicativo virale

nelle cellule LLGMK2 e A549 sonostati successivamentevalutati gli effetti indotti su tale

proteina A Al 1zbrecoEA virus NWS/338 | OAl  ZAET Ah 1 686ET AZAUET 1
diversi intervalli di tempo (m.o.i. = 2 u.f.p./cellula; 2 ore, 4 ore, 8 ore e 24 oréFigura 4).

Dal 8 AT Al EOEh Ao 6 @vimdrbfludrebokiizdndirétta, emerge che la

OAPI EAAUETTA OEOAT A 111 AlibDiOOA AAIT A OiC
organizzazione di citocheratina 8 in entrambi i mdelli cellulari, se non in fasitardive

AAT 1 8ET AAUE odoA3 orp 1 diEANeDdRd si Msserva una diminuzione

del 1 6 AODPOAOOET 1 A eldperdith Held sdaEchDdtacBrifoAnazione radiale

Inoltre, si evidenzia un collasso dei filamenti di citocheratina 8 nella regione perinucleare

di numerose cellule(frecce nelle Figure 40 e 4P

Per quarto riguarda, invece, citocheratinas fosforilatah ET A£AOE OA QileleOA AA]
partire da 8 ore e fino a 24 ore di infezionehelle cellule LLCGMK2 si osserva una parziale
DAOAEOA AAIT 1 6 AAAAT OAilvellol debpressiare gresénd in delu@ Aon A A A
ET ZAOOAOCAR AT 1T A AT AEA T AI Al OO0 AEs40BMGE DOA/
Al contrario, nelle cellule A5499,1 8 AOPOAOOEI T A AE AEOI AEAOAOQE]
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progressivamente in corso di infeziong a partire giada 2 ore (dati non mostrati) e
raggiunge la massima espressione a 24 o(€igure 4H, 4N e 4R/s4D). Tale aumento si
osservasoprattutto a livello della regione perinucleare della maggior parte delle cellule

del monostrato.

LLC-MK2 LLC-MK2

controllo

4hpi.

8 hp.i

24 h p.i.

pK8 pK8
&ECOOA 18 ! 1 Al E OHlelldfdsioiilazidn® @ Citobedaina T A in Borso di infezione
con il virus influenza AINWS/33 in cellule LLC -MK2 e A549. Le celluleLLGMK2 e A549venivano
non infettate (A-D), oppure infettate con il virus influenza AINWS/33 (m.o.i. = 2 u.f.p./cellula) ()
per 2 ore (dati non mostrati), 4 ore (EH), 8 ore (kFN) e 24 ore (OR), rispetivamente. Le cellule
venivano successivamentesottoposte a reazione di immunoflorescenza indiretta per rivelare
citocheratina 8 (A, B, E, F, I, L, O, P) e citocheratiBdosforilata (C, D, G, H, M, N, Q). R preparati
venivano osservati cormicroscopio a fluorescenza (ingrandimentdb00Xx).
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3. EFFETTIDELLA MODULAZIONE DELLA FOSFORILAZIONEH CITOCHERATINA 8
INDOTTA DA SOSTANZE CHIMICHE3 5, , 0) . &%: )/ . % 30 %2) - %.

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) O O1 1 8 A &ulsXddfbriiazione di citocheratina 8

Dal momento che i risitati precedenti hanno messo in luce dell@ifferenze per quanto
riguarda la fosforilazione di citocheratina 8 nei duemodelli cellulari allo studio, sia in
condizioni fisiologiche sia in corso di infezionevirale, &€ stato successivamente impiegato
un inibitore delle fosfatasi 1 e 2A (acido okadaicq, allo scopo di valutarne le
ripercussioni in cellule non infettate o infettate

, 8 AT, AedfiadtE saggio diimmunofluorescenza indiretta, degli effetti indotti dal
trattamento con acido okadaicoe mostrata nella Figura 5. In particolare, e possibile
osservare che ne due modelli cellulari allo studio i livello di fosforilazione di
citocheratina 8, che € di li#e entita (Figure 5A e 5B), viene modulato in maniera
differente dal trattamento con la sostanzaapplicata ai monostrati cellulari per 4 ore.
Infatti, nelle cellule LLCMK2 trattate con acido okadaicosi osserva in circa il 20% delle
cellule del monostrab un lieve aumento dellafosforilazione, soprattutto nella regione
perinucleare (frecce nella Figura 5G/s 5A). Al contrario, nelle cellule A549 sono state
osservate delle modificazioni di grande rilievo, ossiala comparsa di @ranulid6 A E
citocheratina 8 fosforilata di dimensioni variabili, e, conseguentemente, la perdita della

suaconformazione radiale (Figura 5Dvs5B).
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LLC-MK2

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. Lecellule LLGMK2 (A,

C, E) e A549 (B, D, F) venivano non trattate (A, B) o trattate con acido okadai@®$ pg/ml)

(C, D)per 4 oreoppure con TPA (LGMK2: 25 nM; A549:50 nM) (E, F) per 1 ora €0 minulti.

Le cellule venivar, in seguito, sottoposte a reazione di immunoflorescenzmdiretta per

rivelare citocheratina 8 fosforilata. | preparati venivano osservati con microscopio a

fluorescenza (ingrandimento500x). (D) Un ingrandimento, pari a 4 volte 2ttt @qh AAT 1 8 AOAA
contrassegnata con una linea tratteggiata viene mostrato nella parte inferiore destra

AARAT16EIT AGCET A

Successivamente sono stati sondatigli effetti del trattamento con TPA, un attivatore

delld AT UE | A-chinasi CQPKEY), che venivapplicato ai monostati cellulari per 1 ora
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e 20 minuti (25 nM nelle cellule LLEMK2 e 50 nM nelle celluleA549). Il tempo di

trattamento con TPA e stato individuato sulla base di esperimenti preliminari (dati non
mostrati), che hanno evidenziato come la comparsa di modifizeoni dei filamenti

intermedi richieda tempi assaibrevi (1 ora circa).

Il trattamento con TPA causa la depolimerizzazione dei filamentdi citocheratina 8

fosforilata in entrambi i modelli allo studio, oltre a unaddensamento degli stessi in
regione perinucleare (frecce nelle Figure 5E e 5ks 5A e 5B. Inoltre, la sostanza
determina un aumento dellafosforilazione di citocheratina 8 in entrambi i modelli

cellulari (Figura 5Evs5A e5F vs5B) e, in maniera piu evidente, nelleellule A549 (Rgura

5Fvs5E).

3.2. Effetti del trattamento con acido okadaico e con TPA OO1 | 6 ETd&EAituE T T A
influenza A/ NWS/33

In una fase sperimentalesuccessivasono stati saggiatigli effetti indotti dalle sostanze

acido okadaico e TPA sul ciclo replicativo del virus NWS/33

, 6 AT, AedfiadtE saggio di immunofluorescenza indirettadegli effetti indotti dal
trattamento con acido okadaico (Figura 8) ha rivelato un aumento, sebbene non
statisticamente significA OE OT h AAT 1 6 A Ob GAlQOASHY ifettafecon.ilo 1 Al
virus NWS/33 (m.o.i.= 0,1 u.f.p./cellula; 24 ore di inf@ione), qualora la sostanza venga
applicataper 2 ore prEi A AA1 1 é mdneBitdden Ié pkime 2 ore dellastessa. |l
tempo di trattamento con la sostanza stato individuato sulla base dei risultati ottenuti

in cellule non infettate, dove iltempo di trattamento era pari a 4 ore.

Al contrario, nelle cellule LLG- +¢ OOAOOAOA AT 1T AAEAIT NP EAAAE

diminuisce, sebbene in maniera non statisticamente significativéeigura 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/INWS/33 in cellule LLC -MK2 e A549. Le celluleLLGMK2 e
A549 venivano non trattate (NT) o pretrattate con la sostanza acido okadaico (0,05 pg/ml)
(OA) per 2 oreoppure con TPA (LLCMK2: 25 nM; A549: 50 nM)(TPA) per 40 minuti e,
successivamente, infettate con il virus influenza AINWS/33 (m.o.i. = Oilf.p./cellula; 24 ore) in
assenza (NT) o in presenzai acido okadaicoper le prime 2 oreA A1 1 8 E b dEARAREITI A
primi 40 minuti della stessa Nei grafici sono rappresentati: (A) la percentuale di cellule positive
per la NP, che veniva determinatanediante reazione di immunofluorescenza indiretta, rispetto
alla popolazione cellulare totale (B) i valori logaritmici dei titoli della progenie virale emersa,
che venivano determinatimediante il saggio TCDBb. | valori di significativita (* =P<0,05 e n.s. =
P> 0,05 sono stati calcolati con il test di Student, rispetto ai relativi controlli.

= s A s~ 7 L~

, 8 AT Al EOEh | A AnimAroffidrescendaQrlifetta, dédhi effetti indotti dal
trattamento con TPA (Figura 6A) nei due modelli cellulari allo sudio, infettati alle
condizioni sopra descritte, ha rivelato degli esiti simili a quelli ottenuti con acido

okadaicao. Infatti, nelle cellule LLGMK?2 & stata osservata una riduzionestatisticamente

significatva AAT 1 8 AODPOAOOET T A AlE cellule A549 tiole®@Gilfadsltd & AT OA

un aumento statisticamente significativo, qualora la sostanza venga applicata per 40
i ET OOE DPOEI A AAdttantedid) éehanteruta Aer i pBr® A0 minuti della
stessa. Il tempo di trattamentocon la sostanzaé stato individuato sulla base dei risultati
ottenuti in cellule non infettate, dove iltempo di trattamento erapari a 1 ora e 20 minuti

Le condizioni sperimentali adottate avevano lo scopo di indurre delle modificazioni
evidentt AAT T 8 A OOA O Q interdh ddEdurdBte leAdsifptecocidel ciclo replicativo

z

virale, evitando, al contempg | 8 ET OT OCAT UA AE AE£AAOOE O1 00
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esperimenti preliminari (dati non mostrati) in cui la sostanza veniva applicatgper tempi

pit prolungati.

In parallelo, i titoli della progenie virale emersa die cellule LLGMK2 e A549, trattate o
non trattate con acido okadaicaee TPA,come sopra descritto, veivano determinati con il
saggio TCDko (Figura 6B). , 8 AOI AT OI AE .0 I OOAOOAODT h
immunofluorescenzaindiretta, in cellule A549 trattate con acido okadaico € correlato a
un aumento, sebbene non statisticamente significativod A IfficiénZa replicativa del virus
NWS33 (Figura 6B). In parallelg nelle cellule LLGMK2 si osserva una rideione della
replicazione virale, sebbene non statisticamente significativ@Figura 6B). Il trattamento

con TPAcomporta un aumento, sebbene non statisticamente significativél A 1 iciénZa/E /A&
replicativa del virus NWS/33 nelle cellule A549, contrariamente aLLGMK2, dove si

osserva una riduzionestatisticamente significativa della stessa

3.3. AnalisidAT 1 6 AODOAOOET 1 A8 eAldila shaEcOmpAnenteddsiGnitata A

condizioni fisiologich e e in corso di infezione con il virus influenza AINWS/33

Allo scopo AE ADPDPOT £ 1T AEOA | 8 Alil didchie@tiha 8AE delladsbiad D O A O«
componente fosforilatanelle cellule LLGMK2 e A549] 6 AODOAOOET 1 AstataAl 1 A 1
esaminata mediantesaggio di Western blotting.

| risultati ottenuti hanno messo in luce AEA |1 6EI PEACT AE O1 OOAT U
okadaico e TPA) diermina delle modificazioni di espressione di citocheratinanei due

modelli cellulari esaminati (Figura 7).
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Figura 7. Analisi degli eff etti indotti dal trattamento con acido okadaico e
TPAsul | 6 AODPOAOCOETTA AE AEOI AEAOCAOCET A ¢y A AEOT AE
cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule LLEMK2 (A, C)e A549(B, D)non infettate
(NO INF)venivano non trattate (cc) o trattate con acido okadaico (0,05 pg/mi;
+OA) per 4 ore, oppure con TPA(LLGMK2: 25 nM; A549: 50 nM+TPA) per 80
minuti. In parallelo, le cellule LLEMK2 e A549 venivano inoculate (INF) con il
virus influenza AINWS/33 (m.o.i. = 1 u.f.p./cellula; 24 ore) non applicando (24 h)
0 gpplicando acido okadaico (24 h +OAper 2 ore e TPA (24 h +TPA) per 40
minuti prima delld ET AAUET T A . L6 spdtadhEe ivehivabdnmandtenutper le
prime 2 ore (OA) e i primi 40 minuti (TPA) di infezione, rispettivamente.In
seguito, le cellule venivano analizzate mediante saggio di West blotting per
rivelare citocheratina 8 e citocheratina 8 fosforilata

In particolare, nelle cellule LLGMK2 trattate con acido okadaico (Figura 7A) e TPA
(Figura 7C)il livell o di espressione di citocheratina & di entita pressochéparagonabile a
quello presentein A1 1 O1 A ET AT TAEUEIT T E A&EFAN |ACEAEQD G/
Oc4o0ws®AAGQ8 , 6 AODPOA OO HImindisce Adgger@dnie An efulid DA ET A
infezione con il virusNWS/33 (m.o.i.= 1 u.f.p./cellula; 24 ore di infezione), sia in assenza
i &RECOOA x! viREXHDAOxT Ho6 x#d OAAGQqIO¢cHEA! &1 ADPO
Figura7C:O¢ 1 E@®REICOOA x! A x#qd OAA6QqQ AE OAI E 01O
Nelle cellule A549 il trattamento con acido okadaico (il§ura 7B) e TPA (Figura 7D) non
iTAEZEAA ET 1 AT EAOA O1 OOAT UEAT A 1 6AQGEOMABOET 1
A &ECOOA wdAADGaor'b AT T OOAOEI h OE T OOAOOA OI
seguito a infezione con il virus NWS/33,EA ET AOOAT UA | & EsEiueeA x " |
7Be 7D:OAA6Qh OEA ET ®BQEOAI 6A A} &EEOOAOVsEHEHIG
X" A )d giGdstanze
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Per quanto riguarda il livello di fosforilazione di citocheratina 8, il saggio dwestern
blotting ha evidenziato che nellecellule LLCGMK2 siail trattamento con acido okadaico

W s N o~z

i RECOOA wdOQAADER ! BOET ZAUETT A ATT EI OEOOO .7
OceEwsOAAGQq I ET DPOAOAT UAsGARRBQD OME xOAJ AOcaT OOV
una lieve diminuzione. Il trattamento con TPAdetermina, invece, un aumento del livello

di espressione di citocheratina 8 fosforilata (Figura 7G0 TPASvs O A)Aldoltre, in seguito

a infezione con il virus NWS/33, il livello di espressione di citocheratina 8 fosforilata

rimane di entita pressoché paragonabile a quello presente in cellule in condizioni
fisiologiche OEA ET AOOAT UA pws(EACADHOPh xGrgA Gt EEGDA OAT
O ¢ E C 4 0ovs(bA)Alidale sostanza

Nelle cellule A549, lafosforilazione di citocheratina 8 aumenta considerevolemente
qualoravengano trattate conAAEAT T EAAAEAT vp&AEACKOATRA(Bidurd] OC/ !
Xx$d O@s00AIA® qh OEA ET Al 1T AEUET infEzionEEdD B vilud CEAE A

. 73700 | &ECOOA x"qd OdAdt xBd AcOcEGEAB/ Og1AE&LBEQOD

4. ANALISI DELLA LOCALIZZAZIONE SUBCELLULARE DELLA NUCLEOPROTEINA
VIRALE A CONFRONTO CON CITOCHERATINA 8 E CITOCHERATINA 8 FOSFORILATA
IN MODELLI CELLULARI DMAMMIFERO 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
. A1 1671 OOEAA AE AT Al EUUAOA T A 11T AAI EAUSAUET T /£
componente fcsforilata, @ statacondottaO1 6 AT A1 EOE ET [ EAOT OAT PEA |

di immmunofluorescenza indiretta, nelle cellule LLGMK2 e A549 (Figura 8).

73



LLC-MK2

&ECOOA w8 !''TAIEOE EI i EAOT OAT PEA AT 1T £ AAT A
organizzazione di citocheratina 8 e citocheratina 8 fosforilata in

cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule LLEMK2 (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) | preparati venivano ossenati con

microscopio confocaleBarra: 10 um.

, 6AT Al EOE EA AOEAATUEAOI O161 OCAT EUUAUETTA
citoplasmatico in entrambii modelli cellulari (Figure 8A e 8B). Si confermanoltre, che
citocheratina 8 € maggiormente espressa nelleellule A549, dove peraltroi suoi filamenti

S0ONo piu pronunciati, rispetto alle cellule LLEMK2 (Figura 8Bvs8A).

, 6 AOPOAOOEI T A AE AEOI AEAOAOET A ¢y A& O&I OEI A
citocheratina 8,in entrambi i modelli cellulari (Figure 8C e 8Dvs8A e 8B, ecomunquepiu

accentuata nellecellule A549, dove presenta una ricca organizzazione filamwsa (Figura

8D vs8C).
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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/INWS/33

Successivamente, & stataondotta OT 8 AT ATl EOE ET [ EAOI OAT PEA Al
immunofluorescenza indiretta, nelle cellule LLGMK2 e A549 infettate con il virus
NWS/33, allo scopo di valutare laco-localizzazionedella NP virale con citocheratina 8

(Figura 9) e citocheratina 8 fasforilata (Figura 10). In particolare, e stato scelto un tempo

di infezione funzionale aosservareuna prevalentelocalizzazione citoplasmatica della NP.
Pertanto, sono stati esaminati tempi di infezione lievemente differenti nei due modelli

(i.e. 1 ora e 30 minuti nelle cellule LLGMK2 e 1 oranelle cellule A549). Infatti, dati
sperimentali precedenti 46168 hanno attestato che nelle cellule LLGMK2 il tempo
impiegato dd virus per entrare € maggiore.Allo scopo di ottimizzare la visualizzazione

del virus infettante, rivelato mediante marcaggio in immunofluorescenza della NP, le

AAT 1T O A O111 OOAOA ET ZAOOAOCA A1 1 OIT6A1I OA 1171
$ Al 1 & Aimictogcdpia confocale @ emerscEA 1 61 OCAT EU GdidnEdi T A A
citocheratina 8 non vengono pressoché modificatd OOAT OA 1 A AAOE DOAAI
del virus NWS/33 nei due modelli cellulari, rispetto a quanto osservato in cellule non

infettate (Figura 9Avs8A e9B vs3B).

La proteina NP (Figure 9A1 ©B1) presentauna prevalente localizzazione citoplasmatica

con un assetto granulare e disomogeneomentre citocheratina 8 presenta un assetto
filamentoso (Figure 9A e 9B).

Citocheratina 8 co-localizza parzialmente con IaNP a livello citoplasmatico nellecellule

A549 (Figura 9B2). Tale colocalizzazione si esprime anche nelleellule LLCMK2,

OAAAAT A AT 1 O 8 EécicehentziEndtre (Rigurad@d.c1 AT A A
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In parallelo, & stata esaminata l#éocalizzazionesubcellulare di citocheratina 8 fosforilata

a canfronto con laNP in corso di ineézione con il virusNWS/33 nelle cellule LLCMK2 e

A549. In accordo con le precedenti osservazioni sperimentali (si veda Figura 4),

1 6AOPOAOCOETT A AE AEOTI AEABAGEIORN (i1 &Ei Of& OBIA U
nelle cellule A549 (Figura 10Bvs8D), ma non nelleLLGMK2 (Figura 10Avs8C). Inoltre,

nelle AAT 1T OTA 'vtw T AOEAAT OA 181 OCAT EUUAUETTA
che invece non & osservabile nelle cellulelLGMK2 (Figura 10Bvs10A).

Relativamente alla sovrapposizione dei piani focali, sono stati evidenziati debaegnali

di co-localizzazione tra citocheratina 8 fosforilata e NP nellaegione perinucleare delle

cellule A549, a differenza delleellule LLGMK2, dove invece non si osserano segnali di

co-localizzazione(Figura 10B2 vs10A2).
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Figura 9. Analisi della co -localizzazione tr a citocheratina 8 e NPin corso di infezione

con il virus influenza AINWS/33 in cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule LLEMK2 e A549

venivano infettate con il virus influenzaA/NWS/33 (m.o.i.= 10 u.f.p./cellula) per 1 ora e 30

minuti (A, Al, A2) e 1 oa (B, B1, B2), rispettivamente, gin seguito, venivano sottoposte a

rezione di immunofluorescenza indirettaper rivelare citocheratina 8 (A, B) e NP (A1, B1).

Nelle immagini A2 e B2 &€ mostrata la sovrapposiziondei piani focali A eAl, e B e B1,

rispettivamente. Le aree di cedocalizzazionetra le proteine oggetto di studio appaiono in

colore giallo/arancio. | preparati venivano osservati con microscopio confocale. Nei

diagrammi a dispersione (A3, B3) derivanti AA1 | 8 ATl linfn@gmi AR Ae B2
OEODPAOOEOAI AT OAh 7 OADDPOAOGAT OAOGI EI 101 A0 AE OPE!
del fluorocromo RITC,OADDI OOAOE A NOAI T E AiT OOEODPI T AAT OE Al
fluorocromo FITC | coefficienti di colocalizzazione ponderata sono stati ottenuti con

software Zeiss LSM 510ETA(canaleverde: Ch2T1; canalerosso: Ch3-T2). Barra: 10 um.
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