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1) Stato dell’arte

2) Domande aperte

3) Ipotesi

4) Obiettivi 

5) Approccio sperimentale

6) Risultati attesi

7) Rischi e possibili soluzioni

SVILUPPO DI UN PROGETTO DI RICERCA



Reclutamento e 
attivazione di 
popolazioni 
cellulari 
infiammatorie

L’interazione tra specifici fattori virali e cellulari scatena nell’ospite una
risposta infiammatoria responsabile della patologia COVID severa.

IPOTESI

Sindrome da 
rilascio di citochine

CRS

Danno 
tissutale

locale e sistemico
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1. Identificare i fattori (virali e cellulari) e i meccanismi
implicati nell’induzione dell’infiammazione;

2. Comprendere se tali meccanismi causino danni a 
tessuti non infettati dal virus

3. Comprendere se i fattori identificati possano
rappresentare markers prognostici

4. Identificare bersagli terapeutici “trattabili” per le 
forme severe/croniche della patologia.

OBIETTIVI
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1. Analisi delle interazioni dei fattori (proteine) virali 
con le proteine cellulari, per identificare candidati 
responsabili dell’innesco dell’infiammazione. 

2. Selezionato un candidato (interazione tra fattori), 
studiare gli effetti sulla risposta infiammatoria e 
sulla tossicità cellulare (in vitro) e I meccanismi 
coinvolti.

3. Inibizione dei meccanismi identificati e analisi delle 
conseguenze sui processi infiammatori e sulla 
tossicità cellulare.

APPROCCIO SPERIMENTALE



Serine protease

polimerase

remdesivir
molnupiravir

Mirtaleb et al 2021

paxlovid
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1. Analisi delle interazioni dei fattori virali con le 
proteine cellulari, per identificare candidati 
responsabili dell’innesco dell’ infiammazione.

A tale scopo le proteine virali dovranno essere prodotte 
e fatte interagire con il proteoma cellulare per 
identificare e studiare specifiche interazioni.

Descrizione dell’ APPROCCIO SPERIMENTALE

Analisi dell’interattoma 
(proteine cellulari associate) 

delle proteine virali



ORF….3-10

Spike



APPROCCIO SPERIMENTALE -
DETTAGLIO

1. SCELTA DEL MODELLO CELLULARE

2. DISEGNO DELL’ESPERIMENTO

3. SCELTA DEI SAGGI

4. SCELTA DEGLI STRUMENTI
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SCELTA DEL MODELLO CELLULARE

FATTORI DA CONSIDERARE:

- esperimenti high-throughput: richiesto modello con facilità di
mantenimento in coltura e rapidità di amplificazione

- espressione delle proteine virali: richiesta facilità di
trasfezione con DNA esogeno

- visualizzazione della corretta localizzazione delle proteine:
richiesta facilità di visualizzazione dei compartimenti
subcellulari

- Coltura 2D o 3D ? ORIGINE?
- Finora abbiamo manipolato cellule HEK293T (renali umane

trasformate in vitro)



APPROCCIO SPERIMENTALE: 
DETTAGLIO

1. SCELTA DEL MODELLO CELLULARE

2. DISEGNO DELL’ESPERIMENTO

3. SCELTA DEI SAGGI

4. SCELTA DEGLI STRUMENTI
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ORF….3-10

Spike

29 ORFs nel genoma virale
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1) Sovraespressione transiente

di proteine virali in cellule umane

2) Analisi dell’interattoma 
(proteine cellulari associate) 

delle proteine virali

= recuperare la proteina virale dalle 
cellule ed analizzare le proteine cellulari 

ad essa legate
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ORF8

Spike



a) Cerco il clone in una “banca” – repository di vettori
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b) Invio una richiesta agli autori di pubblicazioni rilevanti



1. Ottengo il cDNA inserito in un vettore “shuttle”

2. Procedo al subclonaggio in un vettore di espressione
adatto al mio scopo

3. Scelgo la tecnica appropriata per introdurre il costrutto nelle
cellule scelte per l’esperimento
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VETTORE:
molecola di DNA utilizzata per trasferire materiale genetico esogeno 
da una cellula ad un’altra: può essere plasmidico, virale, etc.



1) Sequenze necessarie per il mantenimento e l’amplificazione in batteri

Ø Origine di replicazione batterica (ColE1 ori)

Ø Marker per la selezione dei batteri trasformati: 

di solito un gene per la resistenza ad un antibiotico (antibatterico)

ORI

AmpR
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molecole di DNA batteriche extracromosomiche, solitamente circolari, 
in grado di replicarsi autonomamente, 

spesso contengono geni che conferiscono antibiotico-resistenza



Espressione
transiente in 
cellule di 
mammifero

Espressione 
in cellule di 
insetto

Espressione 
inducibile in 
cellule di 
mammifero

Espressione 
in vivo in 
mammifero

Espressione
in lievito

Espressione 
in batteri
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CMV
HA-

fusion 
clone



ORI

Amp

2) Sequenze necessarie al clonaggio del gene e alla sua espressione in 

cellule eucariotiche:

Poli-A

Ø segnale di poliadenilazione

MCS

Ø MCS (sito di clonaggio multiplo)

pro
moto

re

Ø promotore forte virale (CMV, SV40…)

CMV
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Espressione di proteine di fusione e TAGs

allo scopo di VISUALIZZARE, RECUPERARE O PURIFICARE la proteina 
sovraespressa

è possibile sovraesprimere la proteina in fusione con un corto peptide detto TAG 
(es. HA, FLAG, 6-His, Myc tag) oppure con un polipeptide come GFP, MBP etc.

La sequenza codificante il TAG è clonata in un vettore di espressione
nella stessa cornice di lettura (in frame) al cDNA codificante la proteina, a 
monte o a valle. 
Quindi il TAG può essere fuso all’N- o al C-terminale della proteina:

21Human Influenza hemagglutinin (HA) FLAG
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Analisi dell’interattoma 
(proteine cellulari associate) 

della proteina esca sovraespressa
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SPIKE

BamHI XhoI
HA



ORF8 HA

BamHI XhoI



• Il DNA trasfettato rimane in forma di episoma ma non può 
essere replicato, e  viene perso dopo qualche divisione

• n° di copie del plasmide nella cellula trasfettata: elevato e 
variabile

• Eterogeneità di espressione in diverse cellule

• Esperimenti brevi (24-72 ore)
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• Il DNA trasfettato può venir integrato nel genoma della 
cellula ed essere replicato con esso, 

• oppure può essere mantenuto come episoma stabile (se il 
vettore ha un’ORI)

• L’efficienza di integrazione varia a seconda del vettore e del 
tipo cellulare. 

• Omogeneità di espressione (ottenimento di cloni stabili)

• Possibilità di effettuare saggi a lungo termine.
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2. Selezione: le cellule 

non trasfettate moriranno

Per ottenere cellule trasfettate stabilmente è necessario subclonare il 
cDNA di interesse in un vettore di espressione per cell eucariotiche che 
contenga un gene codificante per un marcatore selezionabile, ad es.

resistenza ad un antibiotico (es. Neomicina). 

3. Isolamento di 

cloni di cellule che 
esprimono la proteina

Cloni

Dopo 2 o più  settimane…1. Trasfezione 
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Il DNA viene mescolato al PEI (cationico), si formano dei complessi

che vengono poi  aggiunti al mezzo di coltura e entrano nelle cellule 

per endocitosi.







Adenovirus e AAV – infettano anche cellule quiescenti,
non possono integrarsi nel genoma cellulare.
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POL

GAG

ENV

Retrovirus – possono integrarsi nel genoma di cellule proliferanti

Lentivirus – si integrano anche in cellule quiescenti
Utilizzati per cellule primarie in coltura ed anche in vivo
Per terapia genica.



I virus ricombinanti possono essere impaccati in particelle infettive
facendo esprimere alle cellule le proteine del capside virale e la
componente enzimatica per la retrotrascrizione o usando packaging
cell lines stabili.

pLenti



La membrana cellulare e quella nucleare sono permeabilizzate mediante 
l’applicazione di un campo elettrico: si formano dei pori del diametro di 

alcuni nm, attraverso i quali può passare il DNA. 

Tipo di saggio: transienti e stabili

Tipo di cellule: in adesione e in sospensione 

Efficienza: alta 

Tossicità : dipende dallo strumento
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il DNA viene precipitato su 
microscopiche particelle d’oro o 

tungsteno

che vengono poi “sparate” nelle cellule 

mediante un’apposita strumentazione 

che usa elio ad alta pressione.  

Tecnica che utilizza microproiettili

Usato per trasfettare cellule all’interno di tessuti, 
es. cellule vegetali (dotate di parete).
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Serine protease

polimerase

Mirtaleb et al 2021

ORF8

Spike



Serine protease

polimerase

Mirtaleb et al 2021

ORF
8

Spike
ORF8DSS-NLS

ORF8DSS
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ORF8 HA

BamHI XhoI

Del2-15



ORF8 HANLS

BamHI XhoI

Del2-15
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Serine protease

polimerase

remdesivir
molnupiravir

Mirtaleb et al 2021

paxlovid

ORF
8

Spike
ORF8DSS-NLS

ORF8DSS
Spike
+ BFA



APPROCCIO SPERIMENTALE: 
DETTAGLIO

1. SCELTA DEL MODELLO CELLULARE

2. DISEGNO DELL’ESPERIMENTO

3. SCELTA DEI SAGGI

4. SCELTA DEGLI STRUMENTI





! Proteina di circa 27 Kda isolata dalla medusa Aequora victoria

! Assorbe ed emette nel visibile
Osservazione al microscopio 
a fluorescenza
Ex:  475 nm
Em: 525 nm

! Il cromoforo è un 

TRIPEPTIDE CICLICO

codificato nella 

sequenza primaria

GFP = Green Fluorescent Protein

51



promotore 

GFP

MCS

ORI
Amp

TrasfezioneGene X

Visualizzazione 
in situ 

Gene X
Codifica per la proteina di interesse X 

N C

Espressione di proteine in fusione con fotoproteine reporter

poliA 

Trascrizione e traduzione:

espressione della 

proteina  di fusione

nelle cellule

N C
La proteina X 

assume 

la sua tipica 
localizzazione 

intracellulare
Osservazione al microscopio 
a fluorescenza
Ex:  475 nm
Em: 525 nm 52



http://www.olympusconfocal.com/applications
/fpcolorpalette.html



https://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/print/probes/fpintroduction-print.html
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• visualizza LUCE DI FLUORESCENZA emessa dal campione dopo 

eccitazione 

• la luce di eccitazione e’ UV – visibile (può essere IR)

• il  potere di risoluzione è di 10 nm

• l’ingrandimento massimo è 1000 x

(normalmente 10X per l’oculare e fino a 100X per l’obiettivo)

• la luce di fluorescenza EMESSA dal campione è usata per formare 

l’immagine
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Per la visualizzazione della fluorescenza serve uno strumento in grado di  
eccitare il fluoroforo alla lunghezza d’onda l eccitazione

E di acquisire la luce emessa = luce di fluorescenza 57



Obiettivi
4x, 10x, 20x e 40x 

Microscopio campo chiaro/ fluorescenza rovesciato
Fino a 4 canali

Live imaging



Fotocamera digitale

Oculare

Filtri

Obiettivi
40x 63x e 100x

lampada
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Microscopio a epifluorescenza upright Leica DM4000



UV
Riflette la luce di 

eccitazione, mentre la luce 
EMESSA dal campione (di 
l maggiore) non è riflessa
e quindi può oltrepassarlo

la luce di eccitazione
viene riflessa 

Il campione è colorato con sostanze fluorescenti

Fanno passare 
luce di una determinata l

60
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Combinazione A: 
filtro d'eccitazione 340-380/ lamina dicromatica 400/ filtro di sbarramento 430 

Combinazione I3: 
filtro d'eccitazione 450-490/ lamina dicromatica 510 / filtro di sbarramento 515

Combinazione N2.1:
filtro d'eccitazione 515-560/ lamina dicromatica 580/ filtro di sbarramento 590 
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Organoide 
derivato da 
tessuto epiteliale 
mammario di 
topo

Nuclei (DAPI)
CK 14 - FITC
CK 18 - RITC

Immagine al 
microscopio 
a 
fluorescenza
confocale
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E-Cadherin in Mouse Intestinal Organoids.
E-Cadherin was detected in immersion fixed 
mouse intestinal organoids using Goat Anti-
Human/Mouse E-Cadherin Antigen Affinity-
purified Polyclonal Antibody at 10 µg/mL for 3 
hours at room temperature. 
Cells were stained using the NorthernLights™
557-conjugated Anti-Goat IgG Secondary 
Antibody 
and counterstained with DAPI (blue). 

Magnification shown at 100X (upper panel) 
and 40X (lower panel). 
Specific staining was localized to cell surfaces.



Con un normale microscopio a epifluorescenza all’osservatore arriva la luce

emessa dalle molecole che stanno nel piano focale, ma anche da quelle

sopra e sotto il piano focale.

TECNICHE DI IMAGING PER CAMPIONI 3D
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Con un microscopio a fluorescenza confocale solo la luce EMESSA dal

campione che proviene dal PIANO FOCALE viene utilizzata per formare

l’immagine = sezione confocale

MICROSCOPIA A FLUORESCENZA CONFOCALE
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Ottenimento di immagini 3D 

mediante microscopia confocale:

diverse sezioni ottiche confocali del campione vengono utilizzate 
da un algoritmo che ricostruisce un’imagine 3D interamente a 

fuoco 



Se 2 o più segnali colocalizzati sono confocali, le molecole 
possono essere considerate co-localizzate nella cellula 



Un algoritmo di deconvoluzione o computational clearing
ricostruisce l’immagine riassegnando alla luce il corretto piano 
focale.
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MICROSCOPIA A 2 FOTONI per imaging IN VIVO

2-photon/multiphoton excitation microscopy

Eccitazione mediante assorbimento 
simultaneo di due fotoni nell’infrarosso
(800-900 nm): la lunghezza d’onda della luce 
di eccitazione è maggiore di quella della luce 
emessa, ma l’energia fornita è comunque 
maggiore (eccitazione = 2 fotoni, emissione 
= 1 fotone)

La luce IR assicura un’elevata
penetrabilità nei tessuti di organismi
viventi e un limitato scattering
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