






Reclutamento e 
attivazione di 
popolazioni 
cellulari 
infiammatorie

La patologia COVID severa è causata una risposta infiammatoria
forte/cronica che è scatenata nell’ospite dall’interazione tra fattori virali

e fattori cellulari NON NOTI

Sindrome da 
rilascio di citochine

CRS

Danno 
tissutale

locale e sistemico

Secrezione 
di messaggeri 
infiammatori



ESPERIMENTO:
Abbiamo effettuato un’analisi dell’interattoma delle proteine virali Spike 

e ORF8 (in fusione con TAG HA) in un modello cellulare di epitelio 
polmonare.

RISULTATO: 
L’analisi ha evidenziato che la proteina ORF8 interagisce con la porzione 

extracellulare del recettore per IL-17 presente sulla superficie delle 
cellule di polmone

IL17RA

ORF8





ORF8

Secrezione di messaggeri 
infiammatori

Attivazione di 
cellule immuni

IL-17RA
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Cytokine release syndrome CRS
= infiammazione cronica 

e tossicità tissutale

Cellula di epitelio 
polmonare



Infezione, lisi e 
liberazione di ORF8

ORF8 causa la secrezione 
di mediatori infiammatori

Attivazione di 
cellule immuni (macrofagi) 

Citotossicità tissutale

secrezione di citochine 
Infiammatorie (TNFa e IFNg)
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STRATEGIA SPERIMENTALE:

a) Scelta dei modelli cellulari
a) H1299 (linea cellulare epiteliale – origine polmone)

b) Trattamento di cellule epiteliali H1299 con proteina ORF8 purificata

c) Analisi degli eventi a valle 
• secrezione di citochine infiammatorie 
• attivazione di cellule immuni (macrofagi)
• induzione di morte in cellule epiteliali di polmone



ORF8 cDNA

ORF8 cDNA

• Trasformazione 
batterica

• Selezione
• Coltura

• Lisi dei batteri

• Legame alla resina

• Eluizione

• Lavaggi

• Clonaggio



Terreno condizionato da 
cellule trattate con ORF8-His

CELLULE H1299
(linea cellulare epiteliale - polmone)

IL17RA
His-ORF8

citochine infiammatorie



Terreno condizionato 
da cellule trattate con 
His-ORF8

CELLULE H1299
(linea cellulare epiteliale - polmone)

IL17RA
His-ORF8 SANDWICH ELISA

Controllo positivo?





1) cellule non trattate

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

3) cellule incubate con anticorpo neutralizzante anti-IL17RA (impedisce il

legame di ORF8) e successivamente con His-ORF8 (1 µg/ml 24h)

IL17RA
His-ORF8 mAb





ORF8

Secrezione di citochine 
infiammatorie

Attivazione di 
cellule immuni

IL-17RA
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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)



CELLULE H1299
(linea cellulare epiteliale - polmone)

Incubazione di CELLULE THP-1
(linea cellulare monocitica)
con il terreno condizionato

IL17RA

His-ORF8 1 µg/ml

Terreno 
condizionato da 
cellule trattate con 
His-ORF8 1 µg/ml

Trattamento di cellule epiteliali H1299 
(polmone) con proteina ORF8 purificata e 

raccolta del terreno condizionato



Analisi dell’attivazione: saggio di chemotassi

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

Analisi dell’effetto su cellule 
immuni/infiammatorie

differenziamento 
a macrofagi

Gradiente di citochine



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 

chemotassi (transwelling)

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



Pozzetto 
superiore con 
cellule THP-1

Inserto

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

Membrana 
porosa
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Pozzetto superiore 
con cellule THP-1 Membrana porosa

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

Colorazione con crystal violet
e conta delle cellule migrate



IL-17

Secrezione di citochine 
infiammatorie

Attivazione di 
cellule immuni

IL-17RA

Citotossicità tissutale
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IL-17

Secrezione di citochine 
infiammatorie

Attivazione di 
cellule immuni

IL-17RA

Citotossicità tissutale
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1) cellule non trattate

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

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

IL17RA
His-ORF8



1) cellule non trattate

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

3) cellule incubate con anticorpo neutralizzante anti-IL17RA (1.5 µg/ml 12h)

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

IL17RA
His-ORF8 mAb



His-ORF8





Terreno 
condizionato da 
cellule trattate con 
ORF8

His-ORF8

CELLULE H1299
(linea cellulare epiteliale)

Induzione della 
chemiotassi in 
cellule immuni

TRATTAMENTO 
CON INIBITORE 

DI NFkB

(inibitore della 
chinasi IKK)



Il cancro è una patologia nella quale le cellule proliferano senza 
controllo, invadono e colonizzano i tessuti normali.
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Modello cellulare della patologia

Saggio morfologico/funzionale

Libreria di farmaci



Libreria di farmaci

Cambiamento
fenotipico

Modello cellulare
della patologia

Identificazione
del farmaco
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Analisi del fenotipo mediante Sistema 
high-content, high-throughput
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IncuCyte® live-cell analysis system

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





Si misura la capacità delle cellule di migrare attraverso una 
matrice polimerizzata su un filtro poroso

Pozzetto superiore: 
cellule seminate in 
matrice 3D

Inserto

Terreno contenente 
siero

membrana 
porosa 
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Microscopia time-lapse
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