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SPIKE + BFA

ORF8

SPIKE



Interattoma di ORF8



ORF8

Secrezione di citochine infiammatorie

IL-17RA



Reclutamento e 
attivazione di popolazioni 
cellulari infiammatorie



1) Analisi della capacità di ORF8 di indurre attivazione di cellule 
infiammatorie via NFkB pathway

2) Analisi della capacità di ORF8 di attivare NFkB via IL17RA 
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Secrezione di citochine 
infiammatorie

Attivazione di 
cellule 
immuni



STRATEGIA SPERIMENTALE:

1) Scelta dei modelli cellulari
Cellule trattate con ORF8: H1299 (linea di cellule epiteliali – origine 
polmone)
Cellule infiammatorie: THP-1 (linea cellulare monocitica umana)

2) Trattamento di cellule H1299 con proteina His-ORF8

3) Prelievo del terreno condizionato da cellule H1299 e analisi 
dell’induzione di chemiotassi in cellule THP-1 
• Scelta del saggio: migrazione in camera di Boyden
• Strumento per l’analisi: microscopio ottico



Terreno 
condizionato da 
cellule trattate con 
ORF8
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CELLULE H1299
(linea cellulare epiteliale - polmone)

CELLULE THP-1
(linea cellulare monocitica)

Induzione della 
chemiotassi in 
cellule immuni



ORF8 cDNA
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Trasformazione 
batterica
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Legame alla resina

eluizione

lavaggi

Clonaggio



Pozzetto 
superiore con 
cellule THP-1

Inserto

Pozzetto inferiore 
contenente terreno 
condizionato da cellule 
H1299 trattate o meno 
con His-ORF8

Membrana 
porosa (8μM)
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Terreno 
condizionato da 
cellule trattate con 
ORF8

His-ORF8

CELLULE HEK293T
(linea cellulare epiteliale)

CELLULE THP1
(linea cellulare di macrofagi)

Induzione della 
chemiotassi in 
cellule immuni

TRATTAMENTO 
CON INIBITORE 

DI NFkB



ESERCITAZIONE: Saggio di chemiotassi

STRATEGIA SPERIMENTALE:
Si vuole valutare l’effetto della proteina Cov-2-ORF8 sulla produzione di citochine
infiammatorie da parte di cellule epiteliali (H1299: linea cellulare di carcinoma
polmonare umano) attraverso la pathway di NFkB. Mediante il saggio di
chemiotassi si valuterà la migrazione di cellule THP-1 attraverso un supporto
permeabile con pori di diametro 8 µm (camera di Boyden) in risposta a citochine
rilasciate da cellule H1299 stimolate o meno con ORF8. Il ruolo di NFkB sarà
valutato mediante inibizione specifica della pathway.

PROCEDIMENTO:
Ogni gruppo costituito da 3 studenti esaminerà la migrazione (chemiotassi) di
cellule della linea THP-1 in risposta a:
1. Esposizione a terreno condizionato da cellule H1299 non trattate.
2. Esposizione a terreno condizionato da cellule H1299 trattate con proteina
His-ORF8.

3. Esposizione a terreno condizionato da cellule H1299 preventivamente
incubate con un inibitore di NFkB e trattate con His-ORF8.
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IL-17RA

Attivazione di NF-kB
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STRATEGIA SPERIMENTALE:

1) Scelta del modello cellulare
H1299 (linea di cellule epiteliali da polmone)

2) Trattamento di cellule H1299 con proteina His-ORF8 e/o Ab anti-
IL17RA

3) Analisi dell’attivazione di NFkB 
• Scelta del saggio: saggio di transattivazione mediante reporter
• Scelta del reporter: luciferasi
• Strumento per l’analisi: luminometro



Gene Reporter
luciferasi

MCS

ORI
Amp

Sito di legame 
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minimo



reporter 
sperimentale

promotore
attivabile da NFkB

Co-trasfezione

reporter 
controllo

promotore
costitutivo

+

Cellule H1299



mAb

1) cellule non trattate

2) cellule trattate con His-ORF8 dopo la trasfezione

3) cellule incubate preventivamente con anticorpo anti-IL17RA e

successivamente con His-ORF8 (dopo la trasfezione)



STEP 4: saggi di attività dei reporter
con doppio sistema reporter F-luc/R-luc:

+
cellule 

trasfettate

substrato L:
LUCIFERINA,

ATP, Mg2+
Emissione di luce:

attività del reporter 

SPERIMENTALE

= del promotore 

in esame

lisi

estratto 
proteico

Reazione 1

substrato C:
INIBITORE della
reazione 1
+ CELENTERAZINA

+
Emissione di un 

secondo lampo di luce:

attività del 

reporter di CONTROLLO

= dell’EFFICIENZA di trasfezione

Reazione 2Reazione 1



NORMALIZZAZIONE:

Se ho più campioni con efficienze diverse,

divido il valore misurato di ciascun campione 

per la propria efficienza di trasfezione 

(oppure per il valore letto per il reporter enzimatico)

STEP 5: NORMALIZZAZIONE






