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La patologia COVID severa € causata una risposta inflammatoria
forte/cronica che é scatenata nell’ospite dall’interazione tra fattori virali
e fattori cellulari NON NOTI
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DATI PRELIMINARI '

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




IPOTESI: )
la proteina ORF8 presente nell’ambiente extracellulare lega il
recettore IL-17RA sulle cellule di epitelio polmonare
innescando il rilascio di mediatori inflammatori
che causano attivazione di cellule immuni,
inflammaszione cronica e conseguente danno tissutale j
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IPOTESI: ORF8 attiva il recettore IL-17RA nelle cellule epiteliali
innescando una risposta inflammatoria che causa dannno tissutale

ORF8 causa la secrezione
% di mediatori infiammatori
Infezione, lisi e \
liberazione di ORF8 )

Attivazione di
cellule immuni (macrofagi)

° o  /.-secrezione di citochine
<+—_  Infiammatorie (TNFo e IFNy)

Citotossicita tissutale
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SCOPO del PROGETTO:

Verificare la capacita di ORF8 di innescare una reazione
inflammatoria con conseguente danno tissutale
mediante linterazione con il recettore IL-17RA in cellule di
epitelio polmonare
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PIANO SPERIMENTALE:

Dati preliminari

Analisi della capacita di ORF8 di indurre produzione e
secrezione di mediatori inflammatori da parte di cellule del
polmone via IL17RA

Esperimento 1)

Analisi della capacita di ORF8 di indurre reclutamento e
attivazione di cellule infiammatorie da parte di cellule del
polmone attraverso P’interazione con IL17RA

Esperimento 2)
Analisi della capacita delle cellule inflammatorie attivate
dall’asse ORF8-IL17RA di indurre tossicita in cellule di

polmone




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 inflammatorie
« attivazione di cellule immuni (macrofagi)
* induzione di morte in cellule epiteliali di polmone



Produzione batterica e purificazione della
proteina ORF8-His (eseguito dai docenti)
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Trattamento di cellule polmonari con proteina ORF8-His

Terreno condizionato da
cellule trattate con ORF8-His

His-ORF8

ILL7RA 0.0 citochine inflammatorie

CELLULE H1299
(linea cellulare epiteliale - polmone)



Esperimento preliminare (docente)

Dosaggio delle citochine secrete in risposta al trattamento con
ORF8

Terreno condizionato

da cellule trattate con
His-ORF8

«¢S%» SANDWICH ELISA
IL17RA ¢
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His-ORF8

CELLULE H1299
(linea cellulare epiteliale - polmone)
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0 —> Antigen level
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Analisi del ruolo dell’interazione di ORF8 con IL-17RA

1) cellule non trattate

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

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

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

His-ORF8 \\

IL17RA
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ESPERIMENTO 1) - SVOLTO IN LAB DIDATTICO:

Analisi della capacita di ORF8 di indurre reclutamento e

attivazione di cellule inflammatorie via IL17RA

Secrezione di citochine
infiammatorie
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Q ORF8



ESPERIMENTO 1)- SVOLTO IN LAB DIDATTICO:
Analisi della capacita di ORF8 di indurre reclutamento e

attivazione di cellule infiammatorie via IL17RA
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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)



Trattamento di cellule epiteliali H1299
(polmone) con proteina ORF8 purificata e
raccolta del terreno condizionato

vector
Terreno
His-ORF8 1 pug/ml condizionato da
cellule trattate con
‘ o @ o His-ORF8 1 ug/mi

vector
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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

g . @
differenziamento
a macrofagi
Analisi dell’attivazione: saggio di chemotassi
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ESPERIMENTO 1):

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
chemotassi (transwelling)

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




SAGGIO di chemotassi con camera di Boyden (transwelling)
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L STRUMENTO: conta delle cellule al microscopio ottico dopo colorazione ]J
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CONTROLLI SPERIMENTALI
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CONTROLLO POSITIVO: analisi dell’effetto di IL-17

Secrezione di citochine

infiammatorie @
4

Attivazione di
cellule immuni

SARS-CoV-2
ORF8

IL17RA

ACT1

TRAF6

p-kB

@ o©o Citotossicita tissutale

?

XY @Q&CO{‘.}

proinflammatory cytokines




CONTROLLO DI SPECIFICITA’: Analisi del ruolo di IL-17RA '

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

3) 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 neutralizzante anti-IL17RA (1.5 ug/ml 12h)

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

His-ORF8 \\

IL17RA



STUDIO DEL MECCANISMO:
Analisi del ruolo di NF-xB

His-ORF8

ory cytokines



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)



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/geni che regolano la migrazione ]J

/1234567 8 9101112 )
A00QQQLOO000QQ O
BOOOOOOOOO000
cOO0O000000000D
00000000000 D
EOOQOOQOOO0OO00000
FOOOOO 0000 O0OD
sO0000 0000000
QOOUUO’UO’OO’OU'O/

Saggio morfologico/funzionale

Libreria di farmaci




Screening FUNZIONALI per farmaci ]J

@ﬁ

Modello cellulare L|brer|a di farmaci
della patologia

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

S—— Cambiamento
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Saggi di migrazione in piastra multipozzetto

con lettura automatizzata al microscopio ottico/ reader

Pretreat desired
wells with Radius'™
Geel Pretreatment
Solution

Each well contams one
.68 mm Radws*™
Giel spot (abeve image

aniNicially colored bleg)

Add cell suspension
to the wells and
allow 4-24 hours for
firm attachment/
spreading

Cells don't attach
in the Radius™
Biocompatible Gel
Laver area

Remove the Radius™
Blocompatible Gel
Layer, exposing the

cell-free area for cell

migration

Le cellule possono
essere colorate
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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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Saggi di chemotassi 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 una
matrice polimerizzata 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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Saggi di motilita cellulare 2D per cellule in
adesione: wound-healing

(a)




