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1. ESPERIMENTO 1: sovraespressione transiente delle
proteine virali Spike e ORF8 (in fusione con TAG HA) in un
modello cellulare;

2. ESPERIMENTO 2: Analisi dell’interattoma delle proteine
virali (esperimento virtuale).

RISULTATO: ORF8 lega la porzione extracellulare del
recettore per IL-17




IPOTESI: ORF8 lega e attiva il recettore IL-17RA nelle cellule

di epitelio polmonare innescando una risposta inflammatoria
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APPROCCIO SPERIMENTALE:
ANALISI DELLATTIVITA’ PRO-INFIAMMATORIA DI ORF8

J

ESPERIMENTO 3: )
Analisi della capacita di ORF8 di indurre reclutamento e
attivazione di cellule infiammatorie da parte di cellule di

- polmone via IL17RA )

STRATEGIA SPERIMENTALE:

1) Scelta dei modelli cellulari
H1299 (linea di cellule epiteliali — origine polmone)

2) Trattamento di cellule epiteliali H1299 con proteina ORF8 purificata

3) Analisi degli eventi a valle (secrezione di citochine inflammatorie e
attivazione di cellule immuni)



Produzione e purificazione della proteina
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Stimolazione di cellule polmonari con ORF38

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

His-ORF8

ILL7RA 0.0 citochine inflammatorie



Dosaggio delle citochine secrete (esperimento virtuale)

CELLULE H1299 Terreno condizionato
(linea cellulare epiteliale - polmone) da cellule trattate con
His-ORF8
fe
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ILL7RA
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ORF8 contributes to cytokine storm during SARS-
CoV-2 infection by activating IL-17 pathway



y

O

@

«”wm‘ ORFS8
£ Q@

ESPERIMENTO 3 - PARTE SVOLTA IN LAB DIDATTICO:
Analisi della capacita di ORF8 di indurre reclutamento e

attivazione di cellule inflammatorie via IL17RA

Secrezione di citochine
infiammatorie




ESPERIMENTO 3- PARTE SVOLTA IN LAB DIDATTICO:
Analisi della capacita di ORF8 di indurre reclutamento e

attivazione di cellule infiammatorie via IL17RA

7

STRATEGIA SPERIMENTALE:

1) Scelta dei modelli cellulari
H1299 (linea di cellule epiteliali — origine polmone)
THP-1 (linea di cellule monocitiche)

2) Trattamento di cellule epiteliali H1299 con proteina ORF8 purificata

3) Analisi degli eventi a valle (attivazione di macrofagi)



Trattamento di cellule epiteliali H1299 con
proteina ORF8 purificata e raccolta del terreno

vector condizionato
Terreno
o His-ORF8 1 pg/ml condizionato da
vector cellule trattate con
‘ o @ o His-ORF8 1 ug/mi
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Incubazione di CELLULE THP-1
(linea cellulare monaocitica)
con il terreno condizionato

CELLULE H1299
(linea cellulare epiteliale - polmone)



Analisi dell’effetto su cellule
immuni/infiammatorie

Incubazione di CELLULE THP-1 (linea cellulare monocitica)
con il terreno condizionato da cellule H1299 trattate con His-ORF8

- . @
differenziamento
a macrofagi
Analisi dell’attivazione e della chemiotassi
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ESPERIMENTO:

Analisi della capacita di ORF8 di indurre reclutamento e
attivazione di cellule inflammatorie via IL17RA

Y

STRATEGIA SPERIMENTALE:

1) Scelta dei modelli cellulari
H1299 (linea di cellule epiteliali — origine polmone)
THP-1 (linea di cellule monocitiche che possono differenziare a macrofagi)

2) Disegno dell’esperimento
1) Trattamento di cellule epiteliali H1299 con proteina ORF8 purificata
2) Scelta dei controlli positivi e negativi
3) Raccolta del terreno condizionato (TC contenente citochine)

3) Scelta del saggio
analisi dell’effetto del TC sull’attivazione di macrofagi mediante saggio di
chemiotassi (transwelling)

4) Scelta dello strumento
Analisi delle cellule migrate al microscopio ottico




SAGGIO: Saggi di chemiotassi con camera di Boyden

) (transwelling)
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L STRUMENTO: conta delle cellule al microscopio ottico dopo colorazione ]J
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Possibilita alternative di saggi e strumenti ]J




Saggi di motilita cellulare 2D per cellule in
adesione: wound-healing

(a)




Analisi della migrazione cellulare mediante live imaging

IncuCyte® live-cell analysis system

https://www.sartorius.com/en/products/live-
cell-imaging-analysis/live-cell-analysis-
instruments#id-819590



Live imaging per saggi di
transwelling

Real time quantitative data




L Saggi di invasione ]J

Pozzetto superiore:
cellule seminate in
matrice 3D

membrana
porosa

Inserto

Terreno contenente
siero

Si misura la capacita delle cellule di migrare attraverso un gel
di collagene o Matrigel polimerizzato su un filtro poroso
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Live imaging per saggi di invasione
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Investigate Migration & Invasion Behavior in Mixed Cultures

non-invasive

invasive
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Saggio di invasione di sferoidi
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Migrazione e invasione sono fenotipi tumorali

Il cancro & una patologia nella quale le cellule proliferano senza
controllo, invadono e colonizzano i tessuti normali.
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Screening funzionali per farmaci che inibiscono la migrazione ]J
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Screening FUNZIONALI per farmaci ]J

@i

Modello cellulare L|brer|a di farmaci
della patologia ’

>
Plate cells onto Transfer
clear bottom compounds
384-well plate onto cells
Compound
treatment

Cambiamento
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Saggi di migrazione in piastra multipozzetto

con lettura automatizzata al microscopio ottico/plate reader

Pretreat desired
wells with Radias*™
Ceel Pretreatment
Solution

l

Ench well contams one
.68 mm Radws*™
Giel spot (above image

anifk ally colored bieg)

Add cell suspension
to the wells and
allow 4-24 hours for
Cells don't attach
in the Radius™
Biocompatible Gel
Laver area

firm attachment
spreading

Remove the Radius™
Blocompatible Gel

(1 Layer, exposing the
Le cellule vengono celi-free area for cell
colorate e migration
fotografate al

microscopio ottico
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Saggi di transwelling (Boyden) in piastra multipozzetto
con lettura fluorimetrica

M Cell suspension is placed in upper

chamber

l 2-24 hours

Migratory cells pass through
w polycarbonate membrane and cling

to the bottom side. Non-migratory
cells stay in the upper chamber

Migratory cells are dissociated from
membrane by the addition of Cell
Detachment Buffer to the lower chamber

Migratory cells are lysed and quantified
using CyQuant® GR Fluorescent Dye

u
|

@® Cells [ ] Media/Chemoattractant
[ ] Serum Free Media [l Ce!l Detachment Buffer
[ CyQuant® GR Dye [ ] Polycarbonate Membrane
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ESPERIMENTO:

Analisi della capacita di ORF8 di indurre reclutamento e
attivazione di cellule inflammatorie via IL17RA

STRATEGIA SPERIMENTALE:

1) Scelta dei modelli cellulari
H1299 (linea di cellule epiteliali — origine polmone)
THP-1 (linea di cellule monocitiche che possono differenziare a macrofagi)

2) Disegno dell’esperimento
1) Trattamento di cellule epiteliali H1299 con proteina ORF8 purificata
2) Scelta dei controlli positive e negativi
3) Raccolta del terreno condizionato (TC contenente citochine)

3) Scelta del saggio
analisi dell’effetto del TC sull’attivazione di macrofagi mediante saggio di
chemiotassi (transwelling)

4) Scelta dello strumento
Analisi al microscopio ottico




CONTROLLO POSITIVO per il processo
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CONTROLLO POSITIVO: analisi dell’effetto di IL-17
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Analisi del ruolo di IL-17RA '

1) cellule non trattate
2) cellule trattate con His-ORF8 (1 ug/ml 24h)

3) Scelta del controllo per dimostrare il ruolo di IL-17RA

His-ORF8

IL17RA




Analisi del ruolo di IL-17RA '

1) cellule non trattate

2) cellule trattate con His-ORF8 (1 ug/ml 24h)
3) cellule incubate con anticorpo bloccante anti-IL17RA (1.5 ug/ml 12h) e

successivamente con His-ORF8 (1 ug/ml 24h)

His-ORF8 \\

IL17RA



I Analisi del ruolo di NF-xB '

His-ORF8
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La via di trasduzione (pathway) di NF-xB ]J
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Analisi del ruolo di NF-xB nel’attivazione delle

cellule immuni

Terreno
condizionato da

cellule trattate con
ORF8

Induzione della
chemiotassi in
cellule immuni

CON INIBITORE
DI NFxB
oryeytokines (inibitore della
chinasi IKK)

CELLULE H1299
(linea cellulare epiteliale)



Analisi della capacita di ORF8 di attivare NFkB via IL17RA

mediante analisi di attivita del reporter
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Nel caso in cui si voglia saggiare I’attivita di un promotore, lo si puod
clonare a monte di un gene reporter

— A ———

up to —200 —-30
—50 kb or more

promotore

In esame Gene Reporter
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GENI REPORTER:

Geni la cui espressione ectopica puo essere facilmente

visualizzata o misurata in cellule e tessuti

- 7




Analisi di espressione genica in cellule in coltura

Per saggiare I’attivita di un promotore in diverse condizioni sperimentali,
si puo clonare il promotore in esame a monte di un gene reporter, la cui
espressione sia misurabile.

Quanto piu attivo sara il promotore, tanto maggiore la produzione della

proteina codificata dal gene reporter.

L’espressione/attivita del reporter € proporzionale all’attivita del

promotore.

43



Clonaggio di un promotore bersaglio per NFkB a monte di un gene
reporter (codificante per un enzima con attivita misurabile)

up to —200 -30
—50 kb or more

promotore

In esame Gene Reporter

L’espressione/attivita del reporter € proporzionale all’attivita del promotore.
44



REPORTER: enzima luciferasi di Lucciola (Photinus pyralis)

Reazione:
catalizza I’ossidazione ATP-dipendente di un substrato

specifico = la luciferina.
La reazione € accompagnata dall’ emissione di luce visibile =

chemiluminescenza.
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Generazione del costrutto reporter:

clonaggio di un promotore bersaglio di NFkB a monte del
gene reporter luciferasi

y,

Sito di legame Promotore Gene Reporter
per NFxB minimo luciferasi

Am
P ORI



Saggi di attivita trascrizionale

Se il promotore € attivo nelle cellule si avra produzione dell’enzima:

aggiungendo il substrato al lisato cellulare, si avra emissione di luce

promotore
in esame —

Gene Reporter

la luce emessa puo essere misurata con il luminometro ed é direttamente

proporzionale alla quantita di enzima e quindi all’attivita del promotore
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Trasfezione, trattamenti e saggi di attivita del reporter JJ

M LUCIFERINA,

+ ATP. Ma2* Reazione
, Mg

mp— Emissione di luce:

cellule estratto attivita del reporter
trasfettate proteico U

Strumento per la misurazione di luce emessa: luminometro JJ




