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RIASSUNTO 

L’obiettivo principale di questa tesi è stato quello di sondare l’implicazione del sistema 

dei filamenti intermedi del citoscheletro cellulare nello svolgimento del ciclo replicativo 

del virus influenza umano A/NWS/33 (H1N1) in due modelli cellulari di mammifero a 

differente grado di permissività, al fine di individuare possibili fattori cellulari di 

restrizione all’infezione. Nello specifico, è stato esaminato il ruolo della componente 

citocheratina 8 dei filamenti intermedi e di una sua modificazione post-traduzionale, 

consistente nella fosforilazione, in corso di infezione sperimentale con il virus NWS/33; 

questa è stata condotta, a confronto, nelle cellule LLC-MK2 (rene di scimmia, modello 

semi-permissivo) e nelle cellule A549 (polmone umano, modello permissivo). 

I risultati ottenuti in seguito alla depolimerizzazione dei filamenti intermedi con la 

sostanza acrilammide hanno evidenziato la comparsa di modificazioni strutturali più 

evidenti nelle cellule LLC-MK2, dove peraltro citocheratina 8 ha un livello di espressione 

e di organizzazione in filamenti più esiguo, rispetto alle cellule A549. Sebbene la 

depolimerizzazione dei filamenti intermedi abbia esercitato effetti positivi 

sull’espressione della nucleoproteina (NP) del virus NWS/33 in entrambi i modelli, non 

sono stati ottenuti esiti analoghi per quanto riguarda i titoli infettanti della progenie 

virale, che sono risultati di entità lievemente inferiore. Tali osservazioni depongono per il 

fatto che un assetto altamente dinamico dei filamenti intermedi, quale quello indotto da 

acrilammide, si rivela congeniale allo svolgimento delle attività biosintetiche virali, ma, 

verosimilmente, ostacola l’emergenza della progenie virale, interferendo con le fasi 

tardive dell’infezione. 

L’analisi degli effetti indotti dal virus NWS/33 nei due modelli cellulari allo studio ha 

rivelato che citocheratina 8 viene modificata solo in fasi tardive dell’infezione. Inoltre, il 
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virus NWS/33 è in grado di aumentare la fosforilazione di citocheratina 8 solo nelle 

cellule A549, a partire da fasi precoci dell’infezione. Tali dati evidenziano l’univocit{ 

dell’interazione virus-cellula ospite, in quanto solo nel modello permissivo il virus 

NWS/33 è in grado di modificare precocemente l’assetto di citocheratina 8, sfruttando 

l’attivazione della fosforilazione, che contribuisce ad aumentare la dinamicità di tale 

componente del citoscheletro. Tali risultati sono stati successivamente suffragati dalle 

osservazioni desunte dall’analisi in microscopia confocale, che ha evidenziato la co-

localizzazione della NP virale con citocheratina 8 e la sua componente fosforilata nel 

corso di fasi precoci dell’infezione nelle cellule A549, ma non nelle cellule LLC-MK2, dove 

è stata evidenziata solo una debole co-localizzazione con citocheratina 8.  

Il trattamento dei modelli cellulari allo studio con sostanze chimiche (i.e. acido okadaico e 

12-O-tetradecanoilforbolo-13-acetato) in grado di attivare la fosforilazione ha indotto 

delle modificazioni strutturali di citocheratina 8 più evidenti nelle cellule A549. Peraltro, 

l’aumento della fosforilazione di citocheratina 8 indotto da tali sostanze ha favorito 

l’espletamento del ciclo replicativo virale nelle cellule A549, al contrario di quanto 

osservato nelle LLC-MK2. 

Allo scopo di sondare ulteriormente le implicazioni della fosforilazione di citocheratina 8 

sul ciclo replicativo virale, è stato impiegato un approccio molecolare che prevedeva il 

silenziamento del gene codificante per la proteina regolatoria “Ras homolog enriched in 

brain like-1” (RhebL1). I risultati ottenuti hanno mostrato un aumento della 

fosforilazione di citocheratina 8 in entrambi i modelli, oltre a ripercussioni positive 

sull’esito dell’infezione virale nelle cellule A549.  

Al fine di estendere le osservazioni ottenute anche alle cellule dell’epitelio respiratorio 

umano, che rappresentano il primo bersaglio dell’infezione del virus influenza, sono stati 

esaminati dei campioni dell’apparato respiratorio di pazienti pediatrici. L’analisi ha 



  

5 

 

permesso di evidenziare che nelle cellule positive per il virus influenza A, ma non per il 

virus respiratorio sinciziale, si assiste a un aumento della fosforilazione di citocheratina 

8. Tali risultati attestano che il virus influenza A impiega anche “in vivo” un meccanismo 

di attivazione della fosforilazione verosimilmente analogo a quello individuato nel 

modello permissivo A549 e strettamente virus-dipendente. 

 

I risultati ottenuti consentono, innanzitutto, di implementare le scarse informazioni 

finora disponibili in letteratura relativamente al ruolo dei filamenti intermedi in corso di 

infezione virale. Nello specifico, è stato appurato che in modelli cellulari permissivi (i.e. 

A549 e cellule dell’epitelio respiratorio) il virus è in grado di cooptare, a proprio 

vantaggio, citocheratina 8 e di modularne la fosforilazione, al fine di potenziare 

ulteriormente il suo ciclo replicativo. Al contrario, nel modello semi-permissivo LLC-MK2, 

dove precedenti osservazioni sperimentali ottenute dal gruppo di ricerca avevano 

consentito di evidenziare altri fattori di restrizione correlati al citoscheletro, la 

fosforilazione di citocheratina 8 non sembra essere funzionale al virus per aumentare la 

sua efficienza replicativa. 

Nell’insieme, i dati ottenuti evidenziano la complessit{ dell’interazione che si esprime tra 

virus e filamenti intermedi del citoscheletro cellulare, i cui meccanismi di regolazione 

dovranno essere oggetto di ulteriori studi e approfondimenti.  
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ABSTRACT 

The aim of this study was to investigate the involvement of cytoskeletal intermediate 

filaments in the human influenza A/NWS/33 virus (H1N1) infection using two 

mammalian cell models, in order to find out new cellular restriction factors. Specifically, 

the role of cytokeratin 8 and its post-translational modification, the phosphorylated state, 

were examined during NWS/33 virus infection in semi-permissive rhesus monkey-kidney 

(LLC-MK2) and permissive human lung (A549) epithelial cells. 

In order to analyse the effects induced by intermediate filaments depolymerisation, cell 

monolayers were treated with acrylamide. Major morphological changes were observed 

in LLC-MK2 cells, where cytokeratin 8 was poorly expressed and organized in filaments, 

when compared to A549 cells. Although acrylamide increased the expression of NWS/33 

virus nucleoprotein (NP) in both models, the corresponding viral yield slightly 

diminished. These data suggest that NWS/33 virus might take advantage of a highly 

dynamic state of intermediate filaments during the early stages of infection, but not 

during the latest stages. 

The effects induced by NWS/33 virus infection evidenced that the cytokeratin 8 

organization is subverted during the latest stages of the infection in both models. 

Furthermore, NWS/33 virus was able to promote cytokeratin 8 phosphorylation only in 

A549 cells at early phases of infection. These results demonstrate that there is a very 

exclusive “relationship” occurring between influenza virus and the host cell. In particular, 

NWS/33 virus is able to take advantages of the modification of the cytokeratin 8 

organization during the early stages of infection in the A549 model.  

In addition, the confocal microscopy analysis of the early stages of infection showed the 

co-localization of viral NP with cytokeratin 8, and its phosphorylated component in A549 
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cells, but not in LLC-MK2 cells, where only a weak co-localization of NP with cytokeratin 8 

was observed. 

The treatment with two chemical activators of the phosphorylation (i.e. okadaic acid and 

12-O-tetradecanoylforbol-13-acetate) induced major structural changes of cytokeratin 8 

in A549 cells. Additionally, these treatments increased cytokeratin 8 phosphorylation, 

favoring the NWS/33 virus replicative efficiency only in A549 cells. 

Subsequently, a molecular approach was applied. The silencing of the gene "Ras homolog 

enriched in brain like-1" (RhebL1) involved in the phosphorylation pathway showed an 

increased phosphorylation of cytokeratin 8 in both models, and positive effects on the 

outcome of NWS/33 virus infection only in A549 cells. 

Consistent with these findings, in epithelial respiratory cells from paediatric patients with 

acute respiratory disease it was assessed that cytokeratin 8 phosphorylation was 

increased by influenza A virus, but not by respiratory syncytial virus infection. Therefore, 

influenza A virus is able to hijack the phosphorylation mechanism also "in vivo", which 

seems to be virus-dependent. 

 

The obtained results implemented the available information about the role of 

intermediate filaments during viral infection. In particular, we showed that in permissive 

cells (i.e. A549 and respiratory epithelial cells) influenza virus is able to co-opt 

cytokeratin 8 to enhance its own replication. On the contrary, in semi-permissive LLC-

MK2 cells, where other cytoskeletal restriction factors were previously assessed, the 

NWS/33 strain does not take advantage of cytokeratin 8 phosphorylation for its 

replication. 
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In conclusion, these data highlight the complex interplay occurring between influenza 

virus and intermediate filaments, whose regulatory mechanisms require further in-depth 

studies. 
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INTRODUZIONE 

IL VIRUS INFLUENZA 

La famiglia Orthomyxoviridae, nella quale è classificato il virus influenza, comprende 

numerosi virus responsabili di infezioni caratterizzate da un diverso grado di morbilità e 

di mortalità 1.  

La malattia causata dal virus influenza è una malattia infettiva acuta a carattere 

epidemico o pandemico e deve la denominazione di “influenza” alla credenza che fosse 

dovuta a un influsso climatico maligno, conseguente a una sfavorevole congiunzione 

astrale. Tale malattia era già nota nell'antichità, come emerge dalle testimonianze del 412 

a.C. di Ippocrate e Livio 2,3.  

L’influenza è caratterizzata da uno spettro di sintomi altamente variabile, che spazia da 

lievi affezioni respiratorie, quali riniti o faringiti in presenza di tosse e febbre, a polmoniti 

dall’esito infausto. La comparsa e la gravità di tali sintomi variano a seconda delle 

caratteristiche dell'ospite e del virus influenza 4-7.  

I sintomi dell’influenza compaiono dopo un periodo di incubazione di circa 1-2 giorni e 

hanno un’espressione sistemica, caratterizzata da febbre, brividi, mal di testa, mialgia, 

malessere e anoressia, oltre che prettamente respiratoria, con comparsa di tosse non 

produttiva, secrezioni nasali e faringite 4-7. Inoltre, nei soggetti con infezione in atto, 

possono manifestarsi dei sintomi a livello oculare, come, ad esempio, congiuntivite, 

lacrimazione e dolore in seguito a movimento degli occhi 4.  

I sintomi dell'influenza possono differire nei bambini, rispetto agli adulti 4,6. Infatti, i 

bambini con influenza generalmente presentano delle temperature corporee più elevate 
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di quelle degli adulti e possono anche più frequentemente manifestare sintomi 

gastrointestinali 4,6,7.  

L’eliminazione del virus influenza da soggetti infettati inizia generalmente durante il 

periodo di incubazione, con un picco nei primi giorni di malessere, e diminuisce 

progressivamente, correlando con la gravità dei sintomi 8. Nei bambini e nei pazienti 

immunocompromessi l’eliminazione del virus influenza ha una durata maggiore, rispetto 

agli adulti immunocompetenti 9,10. Scarse conoscenze si hanno, invece, riguardo 

l’eliminazione del virus influenza nelle infezioni asintomatiche 11. 

La guarigione dalla malattia è, in genere, rapida, ma alcuni pazienti possono presentare 

astenia persistente per diverse settimane 12. 

Un importante ruolo negli studi rivolti all’individuazione dell’agente eziologico 

dell’influenza è stato svolto dal medico londinese Henry Franklin Parsons, che individuò 

la modalità di trasmissione interumana dell’influenza 13. 

L’isolamento del virus influenza avvenne nel 1933, impiegando dei furetti infettati 

sperimentalmente per via intranasale con un aspirato naso-faringeo prelevato da un 

soggetto con influenza 14. Negli anni successivi ci fu un ulteriore sviluppo degli studi sul 

virus influenza, che erano, in particolar modo, rivolti alla determinazione dei diversi 

sottotipi e alla messa a punto di vaccini potenzialmente destinati all’uomo.  

 

Classificazione 

I virus influenzali appartengono alla famiglia Orthomyxoviridae e sono classificati in 

quattro generi: Alphainfluenzavirus (specie Influenza A virus), Betainfluenzavirus (specie 

Influenza B virus), Gammainfluenzavirus (specie Influenza C virus) e Deltainfluenzavirus 

(specie Influenza D virus) 15.  
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Alla famiglia dei virus influenzali appartengono anche i generi Isavirus (specie Salmon 

isavirus), Quaranjavirus (specie Johnston Atoll quaranjavirus e Quaranfil quaranjavirus) e 

Thogotovirus (specie Dhori thogotovirus e Thogoto thogotovirus). 

A differenza dei virus influenzali di tipo A e B, che infettano principalmente l’uomo e 

causano epidemie stagionali, le infezioni sostenute dai virus influenzali di tipo C sono 

meno frequenti e generalmente associate a una malattia respiratoria lieve 16, che, tuttavia, 

sembrerebbe manifestarsi in forma più grave nei bambini 17. Infine, è stato osservato che 

i virus influenzali di tipo D, di più recente scoperta, non infettano l’uomo 18. 

I virus influenzali A, B e C sono distinti, innanzitutto, sulla base delle caratteristiche 

antigeniche della nucleoproteina virale (NP) e della proteina di matrice (M), che sono 

specifiche per ciascuno dei suddetti tipi e rappresentano dei rilevanti fattori di virulenza. 

Inoltre, la classificazione dei virus influenzali in diversi generi trae le premesse            

dallo spettro d’ospite e dalla severità dei sintomi causati, come anche da aspetti 

epidemiologici 19. 

I virus influenzali di tipo A possono essere, a loro volta, differenziati in sottotipi, sulla 

base della combinazione delle glicoproteine di superficie emoagglutinina (H) e 

neuraminidasi (N), delle quali sono state finora identificate, rispettivamente, diciotto e 

undici varianti 20 (Tabella A). Solo tre molecole di emoagglutinina (H1, H2, H3) e due di 

neuraminidasi (N1, N2) sono state finora identificate nei virus influenzali di tipo A che 

infettano l’uomo 21. Gli ulteriori sottotipi virali noti sono stati isolati da uccelli acquatici, 

in particolare da specie migratorie, che rappresentano il serbatoio naturale del virus 

influenza (Figura A). 

  



  

12 

 

 

Tabella A. Specificit{ d’ospite dei diversi sottotipi di emoagglutinina (H) e neuraminidasi (N) 
del virus influenza A. Tabella modificata da: Mostafa et al. Viruses. 2018;10(9).pii:E497. 

 

 

 

Figura A. Schema rappresentativo della trasmissione interspecie del virus influenza A 
e dei relativi sottotipi. Immagine modificata da: Joseph et al. Influenza Other Respir 
Viruses. 2017;11(1):74-84. 

 

Ogni ceppo di virus influenza viene identificato da un crittogramma, che indica 

nell’ordine: specie/specie ospite dalla quale il ceppo è stato isolato (nel caso di isolati 

virali non umani)/luogo d’isolamento/numero dell’isolato/anno di isolamento. Nel caso 
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dei virus influenzali di tipo A, viene anche indicato il sottotipo [ad esempio: 

A/Chicken/Hong Kong/220/97(H5N1)]. 

A differenza del virus influenza A, la classificazione in sottotipi non è necessaria per i 

virus influenzali di tipo B, in quanto sono meno diversificati tra loro. Nello specifico, sulla 

base degli studi epidemiologici finora effettuati, è stato osservato che nell’uomo 

l’infezione da virus influenza B è causata da due lineaggi antigenicamente differenti, 

denominati Victoria e Yamagata 7.  

 

Morfologia e struttura 

I virus influenzali sono dotati di pericapside e presentano un genoma segmentato, 

costituito da molecole di RNA monocatenario lineare a polarità negativa 16.  

Le particelle del virus influenza A sono pleiomorfe, in quanto possono essere 

caratterizzate da una forma sferica od ovoidale, con diametro di circa 100 nm, oppure da 

una forma filamentosa, che si estende fino a 20 μm 22,23 (Figura B).  

 

 

Figura B. 1) Osservazione al microscopio elettronico a trasmissione (28.000x) di virus influenzali, 
effettuata presso il Dipartimento di Medicina e Chirurgia dell’Università di Parma. 2) 
Osservazione al microscopio elettronico a scansione di virioni influenzali filamentosi e sferici. 
Immagine tratta da: Badham e Rossman. Curr Clin Microbiol Rep. 2016;3(3):155-61. 
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Il pericapside dei virus influenzali presenta due tipologie di peplomeri, costituiti da 

glicoproteine virus-specifiche (H e N) (Figura C).  

 

 

Figura C. Rappresentazione schematica della struttura di un virione influenzale. 
Immagine modificata dal sito web: https://www.cdc.gov/flu/resource-
center/freeresources/graphics/images.htm. 

 

Il doppio strato lipidico, che compone il pericapside e viene acquisito dalla particella 

virale mediante gemmazione a livello della membrana plasmatica della cellula ospite, è 

arricchito in colesterolo e glicosfingolipidi. 

I peplomeri dei virus influenzali A e B sono le proteine emoagglutinina (H, ~80%) e 

neuroaminidasi (N, ~17%) 24. La proteina H, che è responsabile del legame del virus 

influenza alla cellula ospite, è un trimero, che protrude dalla superficie virale per circa 

13,5 nm e presenta una caratteristica forma a bastoncino, mentre la proteina N genera un 

tetramero fungiforme 25-27. In particolare, quest’ultima proteina ha la funzione di scindere 

gli acidi sialici presenti sulle cellule ospiti, consentendo ai virioni neoformati del virus 

influenza A di essere rilasciati in modo efficiente dalla cellula infettata 28,29. È stato 

osservato che l'attività enzimatica della proteina N facilita l'infezione delle cellule, 
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aiutando il virione a penetrare nel muco del tratto respiratorio 30. Nei virus influenzali C è 

presente un solo tipo di peplomero, che svolge entrambe le attività biologiche delle 

proteine H ed N dei tipi A e B. 

Nel pericapside è, inoltre, presente in piccole quantit{ un’altra proteina virus-specifica, la 

proteina di matrice 2 (M2), che genera dei canali ionici protone-selettivi necessari per 

l’efficace scapsidamento dei virus influenzali 29.  

All’interno del pericapside del virus influenza è racchiuso il nucleocapside, caratterizzato 

da una simmetria elicoidale e con un diametro di circa 9 nm. Il nucleocapside racchiude i 

segmenti di RNA virale (890–2.341 nucleotidi), in associazione con la proteina NP e tre 

proteine ad attività polimerasica, ossia PA, PB1 e PB2. Tali proteine, che sono state 

classificate come acide (A) o basiche (B) in relazione alla loro mobilità elettroforetica, 

svolgono l’attivit{ di replicazione/trascrizione del virus influenza. La loro associazione 

con le molecole di RNA forma le ribonucleoproteine virali (vRNP) 27, che hanno una 

struttura caratterizzata da una testa globulare e una porzione allungata, entrambe 

rivestite dalla proteina NP (Figura D). 

 

 

Figura D. Rappresentazione schematica della struttura di uno dei 
segmenti di ribonucleoproteina del virus influenza. Immagine 
modificata da: Mostafa et al. Viruses. 2018;10(9).pii:E497. 
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La proteina M2 promuove l’acidificazione del nucleocapside virale, dopo che il virus è 

entrato nella cellula ospite, consentendo ai complessi vRNP di essere rilasciati nel 

citoplasma 28. 

Il genoma dei virus influenzali A e B è composto da 8 segmenti di RNA, che codificano per 

almeno 10 diverse proteine virali, mentre quello dei virus influenzali C e D ne contiene 7. 

Nello specifico, ciascuno degli 8 segmenti del genoma del virus influenza A codifica, 

rispettivamente, per le seguenti proteine: polimerasi basica 2 (PB2, segmento 1), 

polimerasi basica 1 (PB1, segmento 2), polimerasi acida (PA, segmento 3), 

emoagglutinina (H, segmento 4), nucleoproteina (NP, segmento 5), neuroaminidasi (N, 

segmento 6), proteine di matrice 1 e 2 (M1 e M2, segmento 7) e proteine non strutturali 

(NS1 e NS2 o proteina di esporto nucleare, NEP, segmento 8) 16. 

Le proteine nucleocapsidiche del virus influenza A svolgono un ruolo strutturale, e, 

inoltre, sono coinvolte nella replicazione del genoma virale, nella modulazione delle 

risposte antivirali della cellula ospite e, infine, rappresentano dei fattori di             

virulenza 28,29,31,32.  

La proteina M1 riveste la superficie interna del pericapside 28,31 e partecipa 

all’assemblaggio e alla gemmazione del virus 29. 

La proteina NEP/NS2 svolge un importante ruolo regolatorio nel trasporto dei complessi 

vRNP dal nucleo verso il citoplasma 29,31,33.  

La proteina NS1 è una proteina multifunzionale, che, in particolare, risulta implicata 

nell'inibizione delle difese dell'ospite mediate da interferone 31,34,35. 

Un’ulteriore proteina, denominata PB1-F2, deriva da uno schema di lettura alternativo 

(“frameshift”) del segmento genico che codifica per la proteina PB1 36 ed è presente nella 

maggior parte dei virus influenzali A 37. Tale proteina svolge un importante ruolo nella 

patogenesi dell’infezione da virus influenza, contrastando la risposta immunitaria innata 
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dell'ospite e promuovendo l’insorgenza di co-infezioni 38-40. Tuttavia, gli effetti indotti da 

PB1-F2 sulla manifestazione dell’infezione differiscono a seconda del ceppo virale e della 

specie ospite. Infatti, la proteina può variare in lunghezza e sequenza per la presenza di 

codoni “stop” alternativi, che portano all'espressione di proteine tronche PB1-F2 di 

diversa lunghezza, come anche per la presenza di specifici residui amminoacidici, che 

determinano una maggiore virulenza e suscettibilità alle sovrainfezioni. 

L'altra proteina accessoria codificata dal segmento genico PB1 è la proteina N40, che è 

una forma tronca all’estremit{ N-terminale di PB1 41. Tale proteina sembrerebbe regolare 

l’equilibrio tra l’espressione di PB1 e PB1-F2, tuttavia, non è ancora stato chiarito se essa 

svolge ulteriori ruoli regolatori nella replicazione del virus influenza 42. 

Recentemente è stato identificato un nuovo prodotto genico del virus influenza, codificato 

dal segmento 3 e denominato PA-X, che avrebbe la capacità di contrastare le                

difese dell'ospite 43. PA-X è una proteina di fusione, costituita da un dominio comune N-

terminale ad attività endonucleasica di 191 amminoacidi, che presenta l’inizio della fase 

di lettura (“Open reading frame”) della polimerasi PA, ed è unito a un’unica regione C-

terminale di 41 o 61 amminoacidi (a seconda del ceppo virale), derivante dallo 

spostamento della fase di lettura di PA 42-44 (Figura E).  

 

 

Figura E. Rappresentazione schematica della struttura della proteina 
PA-X del virus influenza. Immagine modificata da: Shi et al. J Virol. 
2012;86(22):12411-3. 
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Sebbene la maggior parte dei virus influenzali finora isolati abbiano 61 residui 

amminoacidici nel dominio C-terminale, alcuni ceppi, come quello pandemico H1N1 del 

2009, possiedono un codone “stop” prematuro, che determina la formazione di un 

dominio C-terminale tronco di soli 41 amminoacidi 42-44. 

 

Ciclo replicativo 

L’infezione del virus influenza inizia con il legame (adsorbimento) dell’anti-recettore 

emoagglutinina ai residui di acido sialico presenti sulla superficie delle cellule sensibili 

dell’apparato respiratorio (Figura F).  

 

 

Figura F. Schema del ciclo replicativo del virus influenza. Immagine modificata da: Heldt et al. J Virol. 
2012;86(15):7806-17. 

 

In particolare, è noto che gli stipiti umani si legano a recettori cellulari in cui l’acido 

sialico è complessato al galattosio mediante legami di tipo α-2,6, mentre gli stipiti aviari a 

quelli di tipo α-2,3. Il suddetto legame porta all’attivazione di diversi possibili meccanismi 

di entrata. Tra questi, quello maggiormente utilizzato dal virus influenza è         

l'endocitosi 45,46.  
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Una volta che il virus è entrato nella cellula ospite, esso viene trasportato nel citoplasma 

all’interno di un endosoma precoce, che andrà incontro a un processo di acidificazione 

progressiva, fino a divenire endosoma tardivo. Tale meccanismo determina delle 

alterazioni conformazionali nell’emoagglutinina, che espone una porzione idrofobica, la 

quale, inserendosi nella membrana dell’endosoma, ne provoca la fusione con il 

pericapside virale. Di conseguenza, i complessi vRNP vengono liberati nel citoplasma e le 

molecole di RNA in essi contenute raggiungeranno il nucleo cellulare 47,48. Infatti, a 

differenza della maggior parte degli altri virus a RNA, il virus influenza replica all'interno 

del nucleo della cellula ospite.  

Dal momento che i segmenti di RNA dei virus influenzali hanno una polarità negativa, la 

sintesi delle proteine virali richiede che gli stessi vengano trascritti in RNA messaggeri 

(mRNA). Tali mRNA vengono trascritti nel nucleo ad opera degli enzimi ad attività RNA-

polimerasica presenti nel virione. 

La proteina PB1 inizia la trascrizione utilizzando come innesco dei frammenti                   

3’-terminali di RNA cellulare presenti nel nucleo e realizza delle copie complementari, le 

quali vengono successivamente addizionate all’estremit{ 3’ di sequenze poliadenilate e 

all’estremit{ 5’ di guanosina metilata (“cap”). 

La replicazione dei segmenti di RNA virale avviene ad opera della RNA polimerasi virus-

specifica, attraverso la sintesi di molecole di RNA complementari, che, a loro volta, 

funzionano da stampo per la sintesi di copie multiple di RNA identiche a quelle del virus 

parentale, ossia di senso negativo. 

Le proteine virus-codificate, sintetizzate a livello citoplasmatico, seguono un diverso 

percorso intracellulare. Le proteine H, N e M raggiungono la membrana plasmatica, dove 

le prime due si inseriranno. La proteina NP si trasferisce, invece, nel nucleo per formare, 

in associazione con le molecole di RNA di recente sintesi, i nucleocapsidi della progenie 
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virale. Questi, successivamente, migreranno dal nucleo al citoplasma, fino a raggiungere 

la membrana plasmatica modificata dove, attraverso un processo di gemmazione, si 

libereranno i virioni neoformati (Figura G). 

 

 

Figura G. Rappresentazione del processo di gemmazione del virus influenza. 1) Inizio della 
gemmazione del virus indotta dal raggruppamento delle glicoproteine H (in rosso) e N (in 
arancione) nel doppio strato lipidico. La proteina M1 (in viola) si lega alle estremità 
citoplasmatiche di H e N e funge da sito di ancoraggio per i complessi vRNP (in giallo). 2) 
Protrusione della membrana causata dalla polimerizzazione della proteina M1, con conseguente 
localizzazione polarizzata dei vRNP. La proteina M2 (in blu) è reclutata alla superficie del virus in 
gemmazione attraverso l’interazione con M1. 3) Scissione della membrana causata 
dall'inserimento dell'elica anfipatica di M2 al confine della fase lipidica, che altera la curvatura 
della membrana del virus in gemmazione e ne favorisce il rilascio. 4) Visione d’insieme del 
processo di gemmazione dei virus influenzali, che mostra l’addensamento di H e N in domini 
lipidici (in giallo), la formazione di un virione filamentoso e la scissione dalla membrana 
citoplasmatica favorita da M2. Immagine modificata da: Rossman e Lamb. Virology. 
2011;411(2):229-36. 
 

La liberazione delle particelle virali dalle cellule infettate si verifica per molto tempo 

dall’inizio dell’infezione, senza che le cellule vadano incontro a lisi. Tuttavia, è stato 

osservato che il protrarsi dell’infezione virale ha come conseguenza la morte 

programmata (apoptosi) della cellula ospite 49,50. 
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Caratteristiche biologiche 

La grande rilevanza epidemiologica dei virus influenzali dipende strettamente da 

caratteristiche intrinseche alla loro replicazione e, in particolare, dalla rapida insorgenza 

di caratteristiche antigeniche nuove. Quest’ultimo fenomeno è, nella maggior parte dei 

casi, la conseguenza di modificazioni strutturali delle glicoproteine del pericapside e, in 

particolare, dell’emoagglutinina, che insorgono a causa dell’accumulo progressivo di 

mutazioni puntiformi. Questo fenomeno, che prende il nome di deriva antigenica (“drift”), 

interessa sia i virus influenzali di tipo A sia quelli di tipo B e rende un individuo, 

precedentemente infettato da virus influenza o vaccinato, potenzialmente suscettibile 

all’infezione da parte di virus con caratteristiche antigeniche differenti (Figura H). 

 

 

Figura H. Rappresentazione schematica del fenomeno di deriva antigenica. 
Immagine modificata da: Sandbulte et al. Vaccines. 2015;3:22-73. 

 

In particolare, spicca la capacità di alcuni virus influenzali circolanti in ospiti aviari di 

emergere in maniera non prevedibile, attraverso riassortimento genico o trasmissione 

diretta, e, conseguentemente, diffondere nella popolazione umana. In particolare, i virus 
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influenzali di tipo A evolvono molto più rapidamente, rispetto a quelli di tipo B. I virus 

influenzali di tipo C sono, invece, relativamente più stabili. 

Soprattutto nel caso dei virus influenzali A, possono occasionalmente comparire degli 

stipiti virali completamente nuovi, ossia caratterizzati da rilevanti modificazioni 

antigeniche, in conseguenza del fenomeno di riassortimento genico, che si esprime tra 

segmenti genici di virus influenzali che hanno co-infettato una stessa cellula (sostituzione 

antigenica, “shift”) (Figura I). 

 

 

Figura I. Rappresentazione schematica del fenomeno di sostituzione antigenica. 
Immagine modificata da: Sandbulte et al. Vaccines. 2015;3:22-73. 

 

Di norma, il riassortimento genico si verifica tra uno stipite umano di virus influenza A e 

uno stipite animale di virus influenza A. La specie più idonea per il verificarsi di tale 

fenomeno è il suino, che può essere infettato da virus influenzali A sia umani sia aviari. 
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Il fenomeno di deriva antigenica rende ragione del verificarsi di epidemie stagionali di 

influenza 51, mentre le sostituzioni antigeniche sono la principale causa delle pandemie 

finora avvenute. 

La prima pandemia influenzale ad essere documentata è stata quella del 1580, che ha 

interessato Europa, Africa e America, ed è stata caratterizzata da un'incidenza e una 

mortalità estremamente elevate. Nel diciottesimo secolo, ci furono due pandemie 

influenzali (1729-1733 e 1781-1782) e tre nel diciannovesimo secolo (1830-1833, 1847-

1848 e 1889-1891). Nel ventesimo secolo, la pandemia più rilevante si è verificata nel 

1918-1919 ed è stata denominata “influenza spagnola”, mentre le pandemie influenzali 

più recenti si sono verificate nel 1957, 1968, 1977 e 2009. In particolare, quest’ultima 

pandemia è originata in Messico e negli Stati Uniti in seguito alla propagazione di uno 

stipite di virus influenza di sottotipo H1N1, derivante da un triplice riassortimento genico 

tra un ceppo influenzale aviare, uno umano e uno suino 52. 

È interessante notare che il tasso di mutazione puntiforme è più alto nei virus influenzali 

A umani, rispetto a quelli aviari 53. Inoltre, è stato osservato che il riassortimento genico 

si verifica solo per i virus appartenenti allo stesso genere (A, B e C) 54.  

Dal 1977, sono stati identificati tre tipi principali di virus influenzali circolanti negli esseri 

umani: influenza A H3N2, influenza A H1N1 e influenza B (Victoria e Yamagata). 

L'emoagglutinina è il principale determinante di patogenicità nei ceppi influenzali     

aviari 55,56, sebbene alla modulazione di questa caratteristica contribuiscano numerosi 

prodotti genici virali 57.  

L’emergenza di virus influenzali aviari di tipo A con caratteristiche antigeniche nuove è, 

ad esempio, attestata dal riscontro dei sottotipi H5N1, H7N7 e H7N9, responsabili di 

infezioni nell’uomo a elevato tasso di mortalità 58-60. 
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Nel 1997, un ceppo di virus influenza A di sottotipo H5N1 circolante nel pollame a Hong 

Kong è stato trasmesso direttamente all’uomo, causando la morte di sei delle diciotto 

persone infettate 12,61,62. Successivamente, nel 2003, tale ceppo è stato veicolato da uccelli 

migratori e si è diffuso nel continente Asiatico e, a seguire, in Europa, Medio Oriente e 

Africa 63,64. Parallelamente, altri ceppi di virus influenza A, tra cui i sottotipi H7N2, H7N3, 

H7N7, H9N2 e H10N7, hanno determinato dei casi sporadici di infezione nell'uomo, di 

entità lieve o addirittura fatale, in diversi distretti geografici 58,65-68. Inoltre, a partire dal 

2013, nuovi ceppi di virus influenza A originati da fenomeni di riassortimento genico 

(H5N6, H6N1, H7N4, H7N7, H7N9, H9N2, H10N8) sono stati in grado di infettare gli 

esseri umani, causando delle infezioni di diversa gravità ed entità 69-74. 

Infine, è stato osservato come, in individui infettati da uno stesso ceppo di virus influenza, 

si possa generare una progenie virale notevolmente disomogenea, indice di una selezione 

a favore di precise sub-popolazioni virali e strettamente dipendente dall'ospite cellulare 

in cui il virus si è replicato 75-78. È, del resto, noto come la cellula ospite contribuisca, in 

particolare attraverso processi di glicosilazione e modificazione post-traduzionale delle 

proteine virali, all'emergenza di virus influenzali in parte modificati e con caratteristiche 

nuove, rispetto al virus parentale. 

 

Interazione virus-cellula ospite 

È stato finora documentato che le proteine del virus influenza sono in grado di attivare 

diverse vie di trasduzione del segnale, che coinvolgono ben 1.023 proteine cellulari 79 

(Figura L). 
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La maggior parte dei recettori contenenti acido sialico presenti nell'epitelio nasale, nella 

trachea e nei bronchi del tratto respiratorio umano sono di tipo α-2,6 80. Si ritiene che 

l'assenza di legami di tipo α-2,3 nel tratto respiratorio superiore dell’uomo ostacoli il 

legame e la trasmissione interumana dei ceppi di virus influenza aviare 80. Sebbene nel 

tratto respiratorio superiore dei suini siano presenti acidi sialici con legami sia di tipo α-

2,3 sia α-2,6 81, che, pertanto, rendono tali animali suscettibili all’infezione da parte di 

ceppi influenzali aviari e umani, rappresentando un serbatoio per il potenziale 

riassortimento genico dei virus influenzali, studi più recenti suggeriscono che la 

distribuzione dei recettori del virus influenza A nei suini presenti delle similarità rispetto 

all’uomo 82-84. 

Alcuni dati sperimentali hanno focalizzato l’attenzione sulla capacit{ dei virus influenzali 

di legarsi a glicani di tipologia diversa, rispetto ai recettori finora noti 85, evidenziando 

come le conoscenze relative alla specificità recettoriale di tali virus non siano del tutto 

note. Inoltre, un aspetto importante che interviene nella modulazione dell’infettivit{ dei 

virus influenzali è rappresentato dalla differente suscettibilità della proteina H al 

clivaggio effettuato da proteasi dell’ospite. Nello specifico, la proteina H dei virus 

influenzali viene sintetizzata come singolo precursore polipeptidico (H0), che viene poi 

scisso nelle subunità H1 e H2 dalle proteasi cellulari. In particolare, la sequenza 

amminoacidica del sito di clivaggio determina da quali proteasi cellulari il precursore H0 

possa essere scisso 51.  

I virus dell'influenza aviare a bassa patogenicità hanno una proteina H che può essere 

scissa solo da proteasi presenti nel tratto gastrointestinale degli uccelli, mentre quelli ad 

alta patogenicità (ad esempio H5N1 e H7N9) hanno una proteina H che può essere scissa 

da proteasi di altra tipologia 86,87. 
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L'insieme delle evidenze sopra riportate depone per l’esistenza di numerosi 

fattori/funzioni cellulari che sono indispensabili all’espletamento del ciclo replicativo dei 

virus influenzali e la cui conoscenza è, a tutt’oggi, incompleta e in continua evoluzione. 

 

Trasmissione  

La rilevanza epidemiologica dei virus influenzali è strettamente correlata alla loro 

capacità di diffondere rapidamente da persona a persona.  

Il virus influenza può essere trasmesso attraverso tre modalità principali: contatto diretto 

con individui affetti, contatto con fomiti e inalazione di aerosol contenenti il virus. 

Dal momento che la modalità principale di trasmissione del virus è tramite inalazione di 

aerosol, la frequentazione di luoghi pubblici affollati nei mesi freddi contribuisce alla    

sua diffusione 88. Al contrario, la temperatura elevata e la maggiore intensità dei raggi 

ultravioletti nei mesi estivi contribuiscono a ridurre la presenza e la permanenza del 

virus influenza nell’ambiente. 

L'incidenza stagionale dell'influenza aumenta tipicamente nel tardo autunno e inizia a 

declinare a metà primavera. Nell'emisfero settentrionale, il periodo epidemico si 

manifesta da novembre a marzo, mentre in quello meridionale da aprile a settembre. Nei 

paesi tropicali, l'influenza si verifica sporadicamente durante tutto l'anno e la sua 

incidenza aumenta in correlazione con l’umidit{ atmosferica 21,89.  

Focolai localizzati di influenza stagionale si verificano anche in anni inter-pandemici, in 

particolare quando i ceppi di virus influenzali circolano in comunità di soggetti con 

un’immunità preesistente di entità minima. 
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Epidemiologia 

Nell’uomo, la maggior parte delle infezioni è causata dai virus influenzali di tipo A e B. 

Contrariamente al virus influenza A, che è responsabile di epidemie e pandemie, il tipo B 

è responsabile di focolai d’infezione più circoscritti 21. Infatti, i virus influenzali di tipo A 

possiedono uno spetto d’ospite più ampio, dal momento che sono in grado di infettare 

diverse specie di mammifero e di uccelli.  

In particolare, il virus influenza A di sottotipo H3N2 è stato riscontrato più 

frequentemente in Africa meridionale, in Australia e in Nuova Zelanda, il ceppo 

pandemico H1N1 del 2009 in Sud America e in Asia meridionale 90, mentre il virus 

influenza B è predominante in alcuni paesi Europei 91. 

Un recente studio epidemiologico, condotto dal gruppo di ricerca, ha evidenziato, per 

l’area di Parma, una prevalenza dell’infezione da virus influenza pari all’11,53% dei casi 

totali, con la più alta percentuale di casi (35,85%) nei bambini di età tra 6 mesi e 3 anni 92. 

L’influenza raggiunge i più alti picchi di prevalenza nei mesi invernali e, dal momento che 

l’alternarsi delle stagioni è diverso tra l’emisfero settentrionale e quello meridionale, si 

verificano ogni anno due differenti periodi epidemici a livello globale (Figura M). Per tale 

motivo, l’Organizzazione Mondiale della Sanità pubblica ogni anno due specifiche 

formulazioni vaccinali 93. 

 

 

 

 

 

 

 



  

29 

 

F
ig

u
ra

 
M

. 
D

is
tr

ib
u

zi
o

n
e 

ge
o

gr
af

ic
a 

d
ei

 
p

ri
n

ci
p

al
i 

so
tt

o
ti

p
i 

ci
rc

o
la

n
ti

 
d

i 
vi

ru
s 

in
fl

u
en

za
li

. 
Im

m
ag

in
e 

tr
at

ta
 

d
al

 
si

to
 

w
eb

: 
h

tt
p

s:
//

w
w

w
.w

h
o

.in
t/

in
fl

u
en

za
/s

u
rv

ei
ll

an
ce

_m
o

n
it

o
ri

n
g/

u
p

d
at

es
/l

at
es

t_
u

p
d

at
e_

G
IP

_s
u

rv
ei

ll
an

ce
/e

n
/.

 

 

 

 

 



  

30 

 

Prevenzione, controllo e terapia dell’influenza 

Dal momento che i sintomi dell'influenza non sono abbastanza distintivi da consentire 

una diagnosi basata esclusivamente sul quadro clinico 94,95, è importante avvalersi di 

metodi diagnostici di laboratorio.  

Una corretta e tempestiva diagnosi di laboratorio di infezione da virus influenza non solo 

consente di evitare il trattamento antibiotico ma, soprattutto, garantisce l'efficacia del 

trattamento con farmaci antivirali, qualora si renda necessario. È stato osservato che i 

farmaci antivirali sono maggiormente efficaci se applicati dopo l'insorgenza dei primi 

sintomi 96. Infatti, la somministrazione tardiva del farmaco antivirale può comportare il 

rischio di selezionare dei ceppi virali resistenti. In tal caso, il rischio di complicanze 

dell’infezione aumenta significativamente 97,98.  

Per quanto riguarda la profilassi e la terapia delle infezioni da virus influenza, i farmaci 

attualmente utilizzati sono stati classificati in due categorie: inibitori del canale ionico M2 

(amantadina e rimantadina) e inibitori della neuraminidasi (oseltamivir e zanamivir) 99. 

In particolare, l’amantadina e i suoi derivati interferiscono con l’attivit{ del canale ionico 

M2 del virus influenza A, impedendo il passaggio di protoni e, pertanto, l’inizio della 

replicazione virale 100, mentre gli inibitori della neuraminidasi ne ostacolano l’attivit{, 

interferendo con il rilascio della progenie virale e la diffusione dell’infezione. Questi 

farmaci sono attivi nei confronti di virus influenzali di tipo A e B. 

L’efficacia dei suddetti farmaci è, tuttavia, limitata da frequenti fenomeni di farmaco-

resistenza 101-104, dovuti all’alto tasso di mutazione a cui i virus influenzali vanno 

incontro. A tal riguardo, è stato di recente formulato un nuovo farmaco antivirale, 

denominato “baloxavir marboxil”, che agisce ostacolando l’attivit{ endonucleasica della 

subunità PA del complesso polimerasico del virus influenza, prevenendo la sua 

replicazione 99. 
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Dal momento che l’infezione naturale conferisce un’immunit{ di breve durata nei 

confronti dello stesso ceppo virale, la vaccinazione è considerata un approccio valido per 

la prevenzione dell’influenza, soprattutto in categorie di soggetti a rischio. 

Attualmente sono disponibili dei vaccini costituiti da virus inattivati, virus vivi e attenuati 

o da proteine virali ricombinanti, che si basano principalmente sulla produzione di 

anticorpi contro la proteina H 105.  

In genere, i vaccini anti-influenzali stagionali sono multivalenti e contengono dei ceppi di 

virus influenzali A e B antigenicamente simili a quelli circolanti nella popolazione durante 

la stagione epidemica 106. Tuttavia, è noto che la comparsa di nuove varianti virali, che è 

un fenomeno molto frequente, può eludere l’immunit{ indotta dalla vaccinazione.  

I vaccini anti-influenzali basati su antigeni comuni ai diversi sottotipi di virus influenza A 

e, pertanto, relativamente ben conservati, avrebbero il vantaggio di evitare una continua 

formulazione di nuovi vaccini sulla base delle varianti antigeniche isolate ogni anno. 

Sperimentazioni preliminari con costrutti di DNA in grado di esprimere la proteina NP, 

comprensiva della porzione extracellulare della proteina M2, si sono rivelate in grado di 

stimolare la risposta immune umorale e cellulo-mediata 107. In tale ottica, sono in atto 

differenti approcci sperimentali, che hanno l’obiettivo di sviluppare un vaccino anti-

influenza “universale”, impiegando, come antigeni, delle regioni conservate della proteina 

H 108. In particolare, poiché la porzione della proteina H che protrude all’esterno del 

virione muta di continuo, l’attenzione è stata focalizzata sulla porzione interna, in quanto 

è meno soggetta alle mutazioni. 

Quale approccio alternativo, studi di ricerca scientifica di base, quale quello oggetto di 

questa tesi, possono costituire un’utile premessa all’individuazione di nuovi “bersagli” 

molecolari nella cellula ospite, che sono fondamentali per la replicazione del virus 
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influenza e che potrebbero offrire uno spunto per la formulazione di nuovi 

vaccini/farmaci antivirali. 

 

Diagnosi di laboratorio dell’infezione da virus influenza 

La diagnosi di laboratorio dell’infezione da virus influenza può essere effettuata 

attraverso la rivelazione del virus o di suoi costituenti (diagnosi diretta) nel campione 

biologico prelevato al paziente e/o la dimostrazione della comparsa o dell’aumento di 

anticorpi specifici (diagnosi indiretta). 

I campioni idonei per la ricerca dei virus influenzali sono le secrezioni dell’apparato 

respiratorio, che vengono raccolte attraverso lavaggi o aspirati nasali, gargarizzati, 

lavaggi bronco-alveolari, tamponi faringei e tamponi nasali. Tali campioni devono 

auspicabilmente essere prelevati entro i primi 2-3 giorni di malattia e trasportati in 

laboratorio in opportuni terreni di trasporto per virus, avendo cura di mantenerli a bassa 

temperatura (0-4°C) per preservare l’infettivit{ virale.  

Attualmente sono disponibili diversi approcci per la diagnosi di infezione da virus 

influenza nell’uomo, come, ad esempio, l’isolamento del virus influenza in colture 

cellulari, i saggi di immunofluorescenza con anticorpi tipo-specifici (anti-influenza A e 

anti-influenza B) su cellule esfoliate dell’epitelio respiratorio per la ricerca di antigeni 

virali, i saggi di amplificazione degli acidi nucleici virali (reazione polimerasica a catena, 

PCR) e i saggi di immunocromatografia 21,92. 

In particolare, l’isolamento del virus in colture cellulari, quali le cellule di rene di cane 

(“Madin-Darby Canine Kidney with α-2,6-linked sialic acids enhanced expression”, MDCK-

SIAT1), prevede l’osservazione quotidiana delle colture inoculate allo scopo di appurare 

la comparsa dell’effetto citopatico virus-indotto. Il virus cresciuto in coltura viene 

successivamente identificato mediante saggio di immunofluorescenza, che, se positivo, 
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consente anche di definirne il tipo (A o B). Tuttavia, la comparsa dell’effetto citopatico, 

sebbene metta in luce l’infettivit{ virale e costituisca pertanto, a tutt’oggi, un metodo 

diagnostico di riferimento, è un evento che si esprime, nella maggior parte dei casi, a 

distanza di diversi giorni dall’inoculo del campione clinico e, quindi, risulta scarsamente 

utilizzabile ai fini del trattamento e dell’eventuale isolamento del soggetto infettato. La 

ricerca di antigeni virali (mediante reazioni di immunofluorescenza o 

immunoenzimatiche) e del genoma virale (PCR) viene impiegata per garantire una 

diagnosi rapida. 

Per quanto riguarda, invece, la diagnosi indiretta dell’infezione da virus influenza, il 

principale metodo utilizzato è la ricerca di immunoglobuline specifiche della classe IgM e 

IgG mediante saggio immunoenzimatico.  
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IL CITOSCHELETRO CELLULARE 

Il citoscheletro cellulare è uno dei primi sistemi “dirottati” dai virus per garantire il loro 

trasporto intracellulare e avviare il loro ciclo replicativo 109.  

Oltre a funzioni connesse all’organizzazione architetturale della matrice citoplasmatica, al 

citoscheletro compete la trasduzione di segnali ad attivit{ regolatoria sull’espressione 

genica, sulla sintesi di RNA, sulla modulazione del livello intracellulare degli ioni calcio e 

sulla proliferazione cellulare.  

Le diverse funzioni del citoscheletro sono strettamente correlate alle proprietà di quattro 

famiglie di proteine, che si assemblano a formare quattro tipi di filamenti (Figura N). 

 

 

Figura N. Rappresentazione schematica dei principali componenti del 
citoscheletro cellulare. Immagine modificata da: Mostowy. PLoS Pathog. 
2014;10(11):e1004409. 
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Tra i principali sistemi citoscheletrici delle cellule eucariote vi sono i microtubuli, formati 

prevalentemente da tubulina, i filamenti intermedi, variabili da un tipo cellulare a un 

altro, e i microfilamenti, costituiti principalmente da actina. Ciascun sistema del 

citoscheletro interagisce con gli altri sistemi 110. La dinamica di questi sistemi e le loro 

interazioni risultano di fondamentale importanza per l’espressione di diverse funzioni 

cellulari, quali la contrazione muscolare, la divisione cellulare e l’ancoraggio della cellula 

a un substrato.  

Tutte le cellule eucariote contengono actina e tubulina, mentre il terzo tipo principale di 

filamenti del citoscheletro, i filamenti intermedi, si trova soltanto in alcuni metazoi, tra 

cui i vertebrati, i nematodi e i molluschi, e, peraltro, anche in questi organismi non è 

presente in tutti i tipi cellulari.  

I filamenti intermedi sono particolarmente espressi nel citoplasma di cellule soggette a 

stress meccanici, essendo la loro principale funzione quella di impartire forza fisica a 

cellule e tessuti. Inoltre, essi rappresentano un abbondante “sistema tampone”, che 

protegge da “stress” fisico, chimico o microbico 111. Tale proprietà è molto rilevante nelle 

cellule epiteliali, che, come è noto, sono soggette a diversi fattori di “stress” ambientale. 

Recentemente è stato individuato un quarto sistema di filamenti del citoscheletro: le 

septine 112. Tali proteine sono in grado di legare guanosina trifosfato (GTP) e sono state 

riconosciute come componenti del citoscheletro in virtù della loro struttura filamentosa e 

della loro interazione con le membrane cellulari fosfolipidiche, con i filamenti di actina e 

con i microtubuli 112. Esse non solo si assemblano a formare filamenti e fasci, ma possono 

anche formare delle strutture ad anello (Figura N). In particolare, alcuni studi            

hanno messo in luce un importante ruolo per le septine nel controllo delle infezioni 

batteriche 113, in quanto tali proteine “intrappolerebbero” i batteri destinati ad     

autofagia 114. 
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I filamenti intermedi 

Tra le principali componenti del citoscheletro, i filamenti intermedi sono quella meno 

caratterizzata, a causa della loro variegata tipologia di proteine, distribuzione e funzione 

tessuto-specifica 115. I filamenti intermedi sono costituiti da proteine a elevata variabilità 

di sequenza, che si organizzano per formare filamenti di diametro di circa 10 nm.  

I singoli polipeptidi dei filamenti intermedi condividono un'organizzazione strutturale 

comune (Figura O).  

 

 

Figura O. Rappresentazione schematica di una subunità dei filamenti intermedi. Immagine 
modificata da: Intermediate filaments. The cell: a molecular approach, 2nd edition, Cooper, 
Sunderland (MA), Sinauer Associates, 2000. 

 

Nello specifico, si tratta di molecole allungate con un dominio centrale ad α-elica di circa 

310 aminoacidi e due domini N- e C-terminali. Il dominio centrale è simile nelle diverse 

isoforme delle proteine, mentre i domini globulari N- e C-terminali possono variare in 

dimensione, sequenza e struttura secondaria. Si ritiene che il dominio centrale svolga un 

ruolo cruciale nell'assemblaggio dei filamenti intermedi, mentre i domini terminali ne 

determinino le specifiche funzioni. 

Ciascuna subunità dei filamenti intermedi forma un dimero che, associandosi in modo 

anti-parallelo a un altro dimero, genera un tetramero sfalsato (Figura P).  
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Figura P. Rappresentazione schematica dell’assemblaggio dei filamenti intermedi. 
Immagine modificata da: Intermediate filaments. The cell: a molecular approach, 2nd 
edition, Cooper, Sunderland (MA), Sinauer Associates, 2000. 

 

L’unione di diversi tetrameri determina la formazione di un protofilamento e 

l’associazione di otto protofilamenti genera il filamento intermedio, che è una struttura 

cava e priva di polarità.  

I filamenti intermedi presentano una distribuzione radiale, dalla regione perinucleare alla 

periferia cellulare 116,117.  

Più di 70 proteine, che collocano i geni che le codificano tra le 100 più grandi famiglie di 

geni presenti nell’uomo 118, sono state finora identificate e classificate in sei tipologie 

principali di filamenti intermedi, in base alla loro struttura primaria e all’espressione 

tessuto-specifica 119. Infatti, famiglie diverse di filamenti intermedi sono espresse in 

specifiche tipologie cellulari (Figura Q). 
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Figura Q. Distribuzione dei filamenti intermedi nei tessuti umani. Immagine modificata 
da: Omary. J Clin Invest. 2009; 119(7):1756-62. 

 

In particolare, le proteine dei filamenti intermedi di tipo I-IV sono espresse nel 

citoplasma, mentre quelle di tipo V nel nucleo e, infine, quelle di tipo VI esclusivamente 

nelle lenti oculari 119. 

La famiglia di proteine più numerosa è quella delle citocheratine (K); esistono, infatti, 

circa 20 citocheratine nelle cellule epiteliali umane (citocheratina molle) e 10 nelle cellule 

di annessi cutanei, quali capelli e unghie (citocheratina dura) 120. 
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Una singola cellula epiteliale può produrre più tipi di citocheratine, che polimerizzano in 

una complessa rete, rappresentando quasi il 5% delle proteine cellulari totali 121. 

Ciascun filamento di citocheratina è composto, in parti uguali, da catene di citocheratina 

di tipo I (citocheratine relativamente acide: K9-K28 e K31-K40) e II (citocheratine 

relativamente neutre/basiche: K1-K8 e K71-K86) 122. Queste proteine formano 

eterodimeri, che si uniscono a due a due per generare la subunità tetramerica 

fondamentale.  

Le citocheratine svolgono un ruolo cruciale nel mantenere l'integrità strutturale e le 

proprietà meccaniche delle cellule, proteggendole da “insulti” ambientali 123. Inoltre, le 

citocheratine contribuiscono alla regolazione delle proprietà meccaniche del citoplasma e 

del nucleo 124,125. 

La diversità delle citocheratine viene impiegata nella diagnosi di laboratorio dei cancri 

epiteliali, in quanto fornisce un’importante indicazione riguardo al tessuto epiteliale in 

cui il cancro è originato e può contribuire a orientare la scelta del trattamento 

farmacologico. 

Le proteine dei filamenti intermedi di tipo III, che comprendono vimentina, desmina, 

sincoilina, proteina gliale fibrillare acida e periferina, formano degli omopolimeri. 

Vimentina è espressa in cellule mesenchimali e nella lente dell’occhio, desmina in cellule 

muscolari, sincoilina principalmente nelle cellule del muscolo scheletrico e cardiaco, la 

proteina gliale fibrillare acida negli astrociti e, infine, periferina negli assoni periferici. 

I filamenti intermedi di tipo IV comprendono i neurofilamenti, nestina, sinemina e α-

internessina. I neurofilamenti sono la componente più importante del citoscheletro dei 

neuroni. A tal riguardo, tre tipi di proteine di neurofilamenti di basso (NF-L), medio (NF-

M) e alto (NF-H) peso molecolare si co-assemblano “in vivo”, formando degli 

eteropolimeri.  
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Il gruppo dei filamenti intermedi di tipo V comprende le lamine nucleari A, B1 e B2, che 

rivestono la superficie interna della membrana nucleare 122.  

Infine, le proteine phakinina e finlensina, appartenenti ai filamenti intermedi di tipo VI, 

sono espresse esclusivamente nelle lenti dell’occhio, dove svolgono un ruolo regolatorio 

sulla funzione e trasparenza 126,127. 

 

Modificazioni post-traduzionali dei filamenti intermedi 

Nella maggior parte dei tipi cellulari, i filamenti intermedi rappresentano delle strutture 

altamente dinamiche (Figura R). 

I processi di associazione e dissociazione dei filamenti intermedi sono regolati da diverse 

modificazioni post-traduzionali, che includono la fosforilazione, glicosilazione, 

sumoilazione, acetilazione e prenilazione 115.  

L’assemblaggio dei filamenti intermedi comporta la formazione di diverse strutture 

intermedie, che si associano tra loro.  

La successiva organizzazione dei filamenti intermedi in reticoli e fasci è mediata da varie 

proteine, che formano dei legami crociati sia tra i filamenti intermedi, sia tra questi e 

specifiche strutture cellulari, come, ad esempio, la membrana plasmatica, la membrana 

nucleare, i microtubuli e i microfilamenti. 
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Figura R. Rappresentazione schematica dell’assemblaggio e della riorganizzazione citoplasmatica 
dei filamenti intermedi in risposta a modificazioni post-traduzionali. Immagine modificata da: 
Snider e Omary. Nat Rev Mol Cell Biol. 2014;15(3):163-77. 

 

Nell’ambito delle modificazioni post-traduzionali dei filamenti intermedi, la fosforilazione 

è quella meglio caratterizzata 115,128. La maggior parte dei siti di fosforilazione si trova in 

corrispondenza di residui di serina e treonina presenti nei domini globulari della testa e 

della coda delle subunità dei filamenti intermedi (Figura S).  
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Figura S. Rappresentazione schematica dei siti di fosforilazione identificati 
nella proteina citocheratina 8 umana. Immagine modificata da: Sawant e 
Leube. Int Rev Cell Mol Biol. 2017;330:171-225. 

 

Recenti studi proteomici hanno messo in luce numerosi siti di fosforilazione anche nel 

dominio centrale delle subunità dei filamenti intermedi, che solo recentemente è stato 

caratterizzato funzionalmente 129.  

Una delle principali funzioni della fosforilazione dei filamenti intermedi è                     

quella di promuoverne la riorganizzazione e le dinamiche di assemblaggio/              

disassemblaggio 115,130,131. Ad eccezione dei neurofilamenti, la fosforilazione basale delle 

proteine dei filamenti intermedi è di lieve entità e si accentua in caso di stimoli che 

alterano l’assetto cellulare fisiologico, come, ad esempio, nel corso della mitosi e a seguito 

di mutazioni delle proteine che li costituiscono.  

In particolare, citocheratina 8 (K8) e citocheratina 18 (K18) sono le principali 

componenti dei filamenti intermedi dell’epitelio semplice 132,133.  

La molecola di serina 52 (Ser52) è il principale sito di fosforilazione di K18 umana “in 

vivo”. Un aumento di fosforilazione di tale sito è stato associato a una maggiore solubilità 

e alterata polimerizzazione di citocheratina 134,135, come anche a una riorganizzazione 

della stessa 136 e all’attivazione dell’apoptosi 121,137. Analogamente, la molecola di serina 

432 (Ser432) è un importante sito di fosforilazione di K8 umana “in vivo”. È stato, in 

particolare, osservato che Ser432 viene fosforilata da proteine chinasi stimolate da 
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mitogeni (“mitogen-activated protein kinase”, MAPK), in risposta all'attivazione del 

recettore del fattore di crescita dell’epidermide (“epidermal growth factor receptor”, 

EGFR) 121. Ad esempio, la fosforilazione in questo sito è stata descritta durante lo stress 

iper-osmotico in cellule epiteliali umane dell’intestino 138. 

 

Implicazioni della proteina citocheratina 8 in alcune patologie e infezioni virali 

Recenti studi hanno evidenziato una stretta correlazione tra alterazioni dell’espressione 

di citocheratina 8 e la progressione di diversi tumori 139. In particolare, un’aumentata 

espressione di citocheratina 8 favorisce la proliferazione e la migrazione cellulare in 

pazienti con tumore gastrico. In aggiunta, citocheratina 8, unitamente a citocheratina 18, 

svolge un ruolo importante ai fini della determinazione della prognosi del cancro al    

seno 140. Nello specifico, è stato osservato che l’espressione di citocheratina 8 correla con 

un fenotipo meno invasivo di cancro al seno, mentre la sua assenza correla con metastasi 

precoci e prognosi infausta 141. 

Altri dati di letteratura hanno attestato che la carenza di citocheratina 8, unitamente ad 

altre citocheratine epiteliali semplici (i.e. K18 e K19), aumenta la suscettibilità nei 

confronti di malattie renali 142. Inoltre, citocheratina 8 costituisce un antigene, che viene 

selettivamente riconosciuto da autoanticorpi generatisi in pazienti con artrite  

reumatoide 143. 

A tutt’oggi, esistono limitate evidenze del coinvolgimento di citocheratina 8 in corso di 

infezione virale e, apparentemente, nessuno studio è stato finora effettuato per il virus 

influenza. In particolare, è stato osservato che il silenziamento del gene che codifica per 

citocheratina 8 ostacola la replicazione del virus dell’epatite B 144, mentre l’espressione di 

citocheratina 8 aumenta in cellule infettate dal virus dell’epatite C 145. In aggiunta, 

aumentati livelli di fosforilazione di citocheratina 8 e 18 correlano con la progressione 
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dell’infezione da virus dell’epatite B e C 146-147. Analogamente, l’infezione da rotavirus 

comporta un aumento della fosforilazione di citocheratina 8 135, che è accompagnato da 

una riorganizzazione della stessa. Inoltre, è stata dimostrata la partecipazione di 

citocheratina 8, unitamente a citocheratina 18, alla regolazione del ciclo replicativo del 

virus respiratorio sinciziale 148. Infine, è stato riportato che citocheratina 8 viene 

processata dalla proteinasi 2A durante le fasi tardive del ciclo replicativo di rhinovirus 

umano in cellule tumorali della cervice uterina (HeLa) 149. 

  

Possibile ruolo regolatorio della proteina “Ras homolog enriched in brain like-1” 

(RhebL1) sui filamenti intermedi 

La proteina “Ras homolog enriched in brain 1” (Rheb1) è una GTPasi appartenente alla 

famiglia delle proteine Ras. Tale proteina, inizialmente identificata nel cervello di topo 150, 

è altamente conservata nelle varie specie. 

Nei mammiferi sono stati identificati due geni, Rheb1 e “Ras homolog enriched in brain 

like-1” (RhebL1 o Rheb2) 151. Rheb1 presenta un’espressione ubiquitaria, anche se è 

soprattutto abbondante nelle cellule muscolari e nel cervello 152,153. RhebL1 è, invece, 

espressa principalmente nel cervello e, in minore entità, in numerosi tessuti periferici. Le 

due proteine sono identiche al 52% nella composizione amminoacidica e svolgono delle 

funzioni assai simili. Tuttavia, sono state segnalate delle differenze riguardo alla loro 

localizzazione intracellulare, come anche al profilo di espressione dei geni che le 

codificano 154. 

Come altre proteine che legano GTP, la proteina Rheb1 è in grado di legare sia GTP sia 

guanosina difosfato (GDP) e idrolizzare GTP, alternandosi fra due stati conformazionali 

distinti: uno attivo, quando è legata a GTP, e uno inattivo, quando è legata a GDP. 
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Rheb1 interviene nella via di segnalazione intracellulare della fosfatidilinositolo 3-chinasi 

(PI 3-chinasi)/proteina chinasi B (PKB o Akt)/“mammalian target of rapamycin” (mTOR), 

che è cruciale in molti processi fisiologici, quali la progressione del ciclo cellulare, la 

trascrizione, la traduzione, il differenziamento cellulare, l’apoptosi, la motilità e il 

metabolismo cellulare 155 (Figura T). 

 

 

Figura T. Rappresentazione schematica della via di trasduzione del segnale 
insulina/mTOR/S6K. Immagine modificata da: Aspuria e Tamanoi. Cell Signal. 2004; 
16(10):1105-12. 

 

In particolare, Rheb1 svolge un ruolo fondamentale nell'attivazione di mTOR, una 

serina/treonina chinasi, che forma due complessi distinti, “mTOR Complex1” (mTORC1) e 

“mTOR Complex2” (mTORC2). Mentre l’attivazione di mTORC1 da parte della proteina 

Rheb1 favorisce un aumento della sintesi proteica, della crescita e della sopravvivenza 

cellulare, l’attivazione di mTORC2 agisce sulle dinamiche del citoscheletro cellulare, sulla 

migrazione e su altri processi cellulari 156,157. 

Rheb1 è localizzata a valle del complesso “tuberous sclerosis complex” (TSC) e a monte di 

mTOR nella via di trasduzione del segnale mTOR. L’attività di Rheb1 è regolata dal 
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complesso “tuberous sclerosis complex 1” (TSC1)/TSC2, dove la proteina TSC2 attiva le 

GTPasi (GAP), stimolando l’attivit{ intrinseca di Rheb1 e inibendo la via di segnalazione 

mTOR 158.  

In particolare, la proteina Akt agisce sul complesso mTORC1, fosforilando e inibendo la 

proteina TSC2, il quale forma un complesso con TSC1. L’inibizione di TSC2 permette alla 

proteina Rheb1 di associarsi a GTP e di attivare mTORC1 159. Se Akt attiva mTORC1, 

quest’ultimo, a sua volta, regola Akt, inibendola, attraverso un meccanismo di controllo 

negativo; infatti, se mTORC1 viene inibito, si ha un’iperattivazione di Akt e dei suoi 

substrati, sia “in vivo” sia “in vitro” 160. Il meccanismo che controlla, invece, l’attivazione di 

mTORC2 non è ancora del tutto noto; l’attivazione di questo complesso è, inoltre, 

collegata alla via di segnale PI 3-chinasi. 

Un numero assai limitato di studi attesta il coinvolgimento di Rheb1 in corso di infezione 

virale. In particolare, è stata dimostrata l’incapacit{ di citomegalovirus di completare il 

proprio ciclo infettivo in cellule deplete di Rheb1, in quanto contribuirebbe a mantenere 

mTORC1 in uno stato attivo 161. Inoltre, un aumento del livello di espressione di Rheb1 e 

mTOR è stato osservato in epatociti infettati dal virus dell’epatite C 162. 

 

La proteina RhebL1, di 183 aminoacidi, presenta due isoforme di diverso peso molecolare 

ed è altamente conservata in molte specie 163 (Figura U). 
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Figura U. Rappresentazione schematica della struttura 
cristallina della proteina RhebL1. Immagine tratta dal sito web: 
https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/3oes/citations. 

 

La proteina RhebL1 è localizzata a livello della membrana cellulare e nel citoplasma ed è 

distribuita in maniera ubiquitaria in tutte le cellule, soprattutto in quelle muscolari e 

nervose 150, aumentando notevolmente la sua espressione in cellule tumorali.  

Tale proteina, legandosi a GTP, esplica la propria attività di GTPasi e, pertanto, può 

attivare la trascrizione genica mediata dal fattore “nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells” (NF-kB), promuovere la trasduzione del segnale tramite 

mTOR, attivare la proteina ribosomiale S6 chinasi beta-1 (RPS6KB1), oltre che costituire 

un bersaglio a valle delle proteine TSC1 e TSC2 158,164-166 (Figura T). 

In particolare, recenti studi hanno messo in luce il coinvolgimento di RhebL1 nella 

riorganizzazione e fosforilazione di citocheratina 8 in cellule epiteliali di polmone umano 

A549 167. Oltre a evidenziare che la localizzazione di RhebL1 è simile a quella dei filamenti 

di citocheratina 8 fosforilata, tali studi attestano che il silenziamento genico di RhebL1 

causa un’inibizione della fosforilazione e riorganizzazione di citocheratina 8 indotta dalla 

sostanza sfingosilfosforilcolina.  
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SCOPO DELLA TESI 

Il grado di virulenza dei virus influenzali dipende non solo dai numerosi meccanismi di 

variabilità genetica, che ne influenzano le caratteristiche antigeniche, ma anche dalla 

complessa interazione con specifici fattori e/o funzioni della cellula ospite, la cui 

conoscenza è ancora incompleta e in continua evoluzione.  

Il progetto di ricerca oggetto di questa tesi ha l’obiettivo di mettere in luce la 

partecipazione di fattori/funzioni del citoscheletro cellulare (filamenti intermedi) nello 

svolgimento del ciclo replicativo del virus influenza A (H1N1) in due modelli cellulari di 

mammifero (cellule LLC-MK2: rene di scimmia, modello semi-permissivo; cellule A549: 

polmone umano, modello permissivo), al fine di approfondire le attuali conoscenze 

sull’interazione virus-cellula ospite e, possibilmente, individuare fattori di restrizione 

all’infezione virale. I risultati ottenuti potrebbero, pertanto, costituire un’utile premessa 

alla formulazione di nuovi farmaci antivirali. 

 

Precedenti risultati del gruppo di ricerca hanno evidenziato che il citoscheletro cellulare 

svolge un importante ruolo regolatorio sul ciclo replicativo del virus influenza A in diversi 

modelli cellulari di mammifero 46,168-171. In particolare, tali studi hanno messo in luce il 

ruolo della stabilizzazione dei microfilamenti e dei microtubuli quale fattore di 

restrizione nei confronti dell’infezione con il virus influenza A/NWS/33 (H1N1).  

Dal momento che sussistono limitate evidenze relative alla partecipazione dei filamenti 

intermedi alla regolazione del ciclo replicativo del virus influenza, il progetto di ricerca è 

stato focalizzato su tale componente del citoscheletro. In particolare, si è voluto sondare il 

ruolo di citocheratina 8, come anche del suo stato fosforilato, traendo le premesse da 
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precedenti osservazioni, che ne attestano il coinvolgimento in condizioni non fisiologiche, 

quali l’infezione virale 135,146,147, l’oncogenesi 139,172 e alcune epatopatie 146. 

Nello specifico, il progetto svolto nel Dottorato di Ricerca ha, come scopo principale, 

quello di sondare il coinvolgimento di citocheratina 8 nella modulazione di fasi precoci 

dell’infezione del virus influenza A/NWS/33 in cellule LLC-MK2 (rene di scimmia: 

modello semi-permissivo) e A549 (polmone umano: modello permissivo). In particolare, 

saranno valutati gli effetti della modulazione della fosforilazione di citocheratina 8, una 

modificazione post-traduzionale dei filamenti intermedi, sull’infezione virale. 
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MATERIALI E METODI 

Colture cellulari 

Nelle fasi sperimentali venivano impiegate le seguenti linee cellulari: 

- cellule simil-epiteliali in linea continua di rene di scimmia (LLC-MK2); 

- cellule simil-epiteliali in linea continua di rene di cane (MDCK); 

- cellule simil-epiteliali in linea continua di polmone umano (A549). 

Le cellule LLC-MK2 e MDCK venivano coltivate in terreno Minimum Essential Medium 

Eagle (E-MEM), mentre le cellule A549 in terreno Ham’s F-12, in presenza di L-

glutammina (2 mM), antibiotici (penicillina 100 U/ml e streptomicina 100 µg/ml) e siero 

di vitello fetale (10%: terreno di crescita; 1%: terreno di mantenimento) (EuroClone). Le 

colture cellulari venivano incubate a 37°C in presenza di CO2 al 5%. Le suddette colture 

cellulari sono state acquistate presso l’“Istituto Zooprofilattico Sperimentale della 

Lombardia e dell’Emilia-Romagna”.  

 

Virus 

Per le infezioni sperimentali, veniva impiegato il ceppo di virus influenza umano 

A/NWS/33 (ATCC N°VR-219), con caratteristiche antigeniche H1N1. Tale stipite era stato 

precedentemente propagato in uova embrionate di pollo, titolato mediante metodo delle 

placche e conservato a -80°C 168. 

 

Anticorpi 

Per il saggio di immunofluorescenza indiretta, venivano impiegati anticorpi monoclonali 

di topo anti-NP (Argene/BioMérieux; diluizione 1:30) e anti-proteina di fusione del virus 

respiratorio sinciziale (Argene/BioMérieux; diluizione 1:30). Inoltre, venivano impiegati 
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anticorpi policlonali di coniglio anti-K8 (ThermoFischer Scientific; diluizione 1:100), 

anticorpi policlonali di coniglio anti-K8 fosforilata a livello della molecola serina 432 

(pK8) (ThermoFischer Scientific; diluizione 1:100) e anticorpi policlonali di capra anti-

RhebL1 (Santa Cruz Biotechnology; diluizione 1:15). L’immunoreazione veniva rivelata 

utilizzando, rispettivamente, anticorpi secondari anti-topo coniugati con isotiocianato di 

rodamina (RITC) (Molecular Probes; diluizione 1:470), anticorpi secondari anti-coniglio 

coniugati con isotiocianato di fluoresceina (FITC) (Li StarFish; diluizione 1:70) e anticorpi 

secondari anti-capra coniugati con RITC (Molecular Probes; diluizione 1:500). 

Per il saggio di Western blotting, venivano utilizzati degli anticorpi policlonali di coniglio 

anti-K8 (diluizione 1:3.000) e anticorpi policlonali di coniglio anti-pK8 (diluizione 1:500). 

L’immunoreazione veniva rivelata utilizzando degli anticorpi anti-immunoglobuline di 

coniglio coniugati con fosfatasi alcalina (Sigma-Aldrich; diluizione 1:5.000). 

 

Infezione virale di monostrati cellulari 

Le cellule LLC-MK2 e A549 venivano coltivate per 48 ore in “shell vials” o in piastre di 

Petri a bassa densità iniziale, fino al raggiungimento della confluenza. Dopo aver 

effettuato due lavaggi con terreno di coltura E-MEM/Ham’s F-12 senza siero di vitello 

fetale (E-MEM-S/Ham’s F-12 -S), le cellule venivano infettate con una sospensione virale 

allestita in terreno E-MEM-S/Ham’s F-12 -S e calcolata in funzione della molteplicità di 

infezione (unità formanti placca, u.f.p./cellula; m.o.i.) desiderata. Le cellule venivano 

centrifugate, in presenza dell’inoculo virale, a 1.000 rotazioni per minuto (rpm) per 45 

minuti a 4°C (centrifuga “Eppendorf centrifuge 5810 R”, Eppendorf AG) e poi incubate per 

25 minuti a 4°C, allo scopo di consentire il legame del virus ai recettori cellulari e di 

impedirne la penetrazione all’interno delle cellule. L’inoculo virale veniva, quindi, 
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eliminato e sostituito con E-MEM-S/Ham’s F-12 -S. I monostrati cellulari infettati 

venivano, infine, incubati a 37°C per i tempi prestabiliti di infezione. 

 

Trattamento con sostanze in grado di modificare l’assetto e la fosforilazione dei 

filamenti intermedi  

I monostrati di cellule LLC-MK2 e A549 venivano trattati per i tempi previsti dal 

protocollo sperimentale con le sostanze di seguito elencate: 

 acrilammide (ACRYL; Bio-Rad), applicata ai monostrati cellulari alla concentrazione   

5 mM; 

 acido okadaico (9,10-deepithio-9,10-didehydroacanthifolicin; OA; Sigma-Aldrich), 

applicato ai monostrati cellulari alla concentrazione 0,05 µg/ml; 

 12-O-tetradecanoilforbolo-13-acetato (TPA), denominato anche forbolo 12-miristato 

13-acetato (Sigma-Aldrich), applicato ai monostrati cellulari alle concentrazioni        

25 nM (LLC-MK2) e 50 nM (A549). 

I trattamenti con le suddette sostanze venivano effettuati a 37°C. 

  

Immunofluorescenza indiretta  

Dopo aver effettuato l’infezione sperimentale e/o i trattamenti con sostanze chimiche, i 

monostrati cellulari venivano lavati con tampone fosfato salino (PBS; pH=7,4) [Na2HPO4 

(2 H2O) 137 mM; KH2PO4 1,5 mM; NaCl 135 mM; KCl 2,7 mM] a temperatura ambiente e, 

in seguito, fissati con metanolo per 5 minuti a -20°C. 

I monostrati cellulari venivano poi saturati per 20 minuti con sieroalbumina bovina (BSA; 

pH=8,0) all’1% in PBS a temperatura ambiente e, successivamente, incubati in camera 

umida per 1 ora a 37°C, in presenza dell’anticorpo primario diluito in BSA allo 0,2% in 

PBS. Dopo aver effettuato tre lavaggi con PBS (5 minuti per ciascun lavaggio) a 
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temperatura ambiente, l’immunoreazione veniva rivelata utilizzando anticorpi secondari 

diluiti in BSA allo 0,2% in PBS. L’anticorpo secondario veniva lasciato in incubazione per 

45 minuti a 37°C in camera umida. I monostrati cellulari venivano, in seguito, lavati con 

PBS per tre volte (5 minuti per ciascun lavaggio) a temperatura ambiente e montati con 

liquido di montaggio (Argene/BioMérieux) su vetrino portaoggetti. 

Le cellule venivano, infine, osservate con microscopio a fluorescenza (Leica-DMLB), 

impiegando un obiettivo a secco (ingrandimento 200X) o, alternativamente, a 

immersione (ingrandimento 500X). 

I reagenti chimici impiegati provenivano dalle ditte: PAA-The Cell Culture Company, Carlo 

Erba, Fluka Biochemika e Sigma-Aldrich. 

Le reazioni di immunofluorescenza indiretta sono state eseguite in almeno due 

esperimenti indipendenti. 

  

Analisi dell’espressione della nucleoproteina virale 

Allo scopo di determinare l’espressione della proteina NP mediante immunofluorescenza, 

venivano selezionati dieci campi focali rappresentativi per ogni monostrato cellulare e le 

cellule positive per la NP venivano espresse come valore medio percentuale, rispetto al 

numero totale di cellule. Tale numero veniva determinato mediante marcaggio della 

cromatina nucleare con 4',6-diamidino-2-fenilindolo (DAPI) (Sigma-Aldrich), utilizzato 

alla concentrazione 2,5 µg/ml, nella miscela allestita in BSA allo 0,2% in PBS e contenente 

gli anticorpi secondari. 

 

Silenziamento del gene RhebL1 con RNA interferenti  

Per silenziare il gene RhebL1, veniva impiegata una sequenza di oligonucleotidi diretta 

contro l’RNA messaggero codificante per la proteina RhebL1. Le sequenze di RNA 
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interferenti (“small interfering RNAs”, siRNAs) impiegate sono state disegnate 

commercialmente (Sigma-Aldrich) e vengono di seguito riportate:  

5’– GCAGGAUGAGUACAGCAUU – 3’ 

3’– CGUCCUACUCAUGUCGUAA – 5’. 

Le cellule LLC-MK2 e A549 venivano coltivate per 24 ore in “shell vials” a bassa densità 

iniziale, fino al raggiungimento di una condizione di semi-confluenza. In seguito, i 

monostrati cellulari venivano trattati con RNA interferenti rivolti contro RhebL1 alla 

concentrazione 15 nM, utilizzando il kit di trasfezione “MISSION® siRNA Transfection 

Reagent” (Sigma-Aldrich), sulla base delle indicazioni fornite dalla ditta produttrice. 

Come controllo veniva utilizzata una sequenza siRNA che non riconosceva alcun gene 

(controllo negativo). Dopo 48 ore di trasfezione, i monostrati cellulari venivano infettati 

con il virus influenza A/NWS/33 (m.o.i. = 0,1 u.f.p./cellula; 24 ore di infezione) e, infine, 

fissati in metanolo, prima di effettuare la reazione di immunofluorescenza. 

Il silenziamento del gene RhebL1 è stato effettuato in almeno due esperimenti 

indipendenti. 

 

Valutazione dell’infettività virale mediante titolazione della dose infettante il 50% 

delle colture di saggio (TCDI50) 

Allo scopo di valutare l’infettivit{ della progenie virale emersa dopo un ciclo replicativo in 

cellule LLC-MK2 e A549, secondo specifiche condizioni sperimentali, il mezzo di coltura 

dei monostrati cellulari veniva impiegato per la titolazione TCDI50. Allo scopo, venivano 

allestite in E-MEM-S diluizioni seriali in base dieci dei campioni da titolare. Una volta 

allestite le diluizioni, veniva utilizzata una piastra da 96 pozzetti, nella quale, per ciascuna 

diluizione, venivano distribuiti 100 µl in quattro pozzetti. Inoltre, nella piastra venivano 

riservati due pozzetti per il controllo cellule, in cui venivano distribuiti 100 µl di                
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E-MEM-S, e due pozzetti per il controllo infezione, nel quale venivano dispensati 100 µl 

del mezzo di coltura dei monostrati infettati non diluito. Infine, ad ogni pozzetto venivano 

aggiunti 100 µl di sospensione di cellule MDCK (2,16 x 105 cellule/ml) allestita in terreno 

E-MEM al 2,5% di siero scomplementato a 56°C per 30 minuti. La piastra veniva 

successivamente incubata in termostato a 37°C e osservata quotidianamente, per 4-5 

giorni, al fine di valutare la comparsa dell’effetto citopatico. Il titolo veniva determinato in 

accordo con il protocollo sperimentale elaborato da Reed e Muench 173. 

La valutazione dei titoli della progenie virale è stata effettuata in almeno due esperimenti 

indipendenti. 

 

Elettroforesi di proteine su gel di poliacrilammide (“SDS-PAGE”)  

Le cellule LLC-MK2 e A549, cresciute a confluenza in piastre di Petri e sottoposte o meno 

a trattamenti chimici e all’infezione virale, venivano, in seguito, raccolte in PBS con uno 

“scraper” e centrifugate a 1.000 rpm, per 5 minuti a 4°C (centrifuga “Eppendorf centrifuge 

5415 R”, Eppendorf AG). Dopo aver aspirato il sopranatante, il sedimento cellulare veniva 

risospeso in tampone di Laemmli [Tris-HCl (pH=6,8) 1 M; saccarosio 12%; β-

mercaptoetanolo 2%; dodecilsolfato di sodio (SDS) 2%; tracce di blu di bromofenolo] e, 

successivamente, scaldato per 5 minuti a 95°C. Infine, i campioni venivano conservati a -

20°C, prima dell’analisi elettroforetica. L’elettroforesi veniva effettuata con il sistema 

Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad), sfruttando la combinazione di un gel di 

impacchettamento (“stacking gel”) [acrilammide 4%; bis-acrilammide 0,1%; Tris-HCl 

(pH=6,8) 0,12 M; SDS 0,1%; persolfato di ammonio (APS) 0,12%; N,N,N’,N’-

Tetramethylethylenediamine (TEMED) 0,13%] e un gel di separazione (“running gel”) 

[acrilammide 13%; bis-acrilammide 0,3%; Tris-HCl (pH=8,7) 0,4 M; SDS 0,1%; APS 

0,05%; TEMED 0,06%]. Nei pozzetti preformati del gel di “stacking”, venivano caricate 
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uguali quantità di proteine (20 µg) per ciascun campione. Inoltre, un pozzetto del gel 

veniva utilizzato per caricare una miscela di proteine a peso molecolare noto (14,4-97,4 

kDa; SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Low Range, Bio-Rad). La migrazione 

elettroforetica avveniva in apposito tampone (Tris 37,5 mM; glicina 0,3 M; SDS 0,1%), a 

100 V costanti, per circa 2 ore. 

 

Western blotting 

Una volta terminata la migrazione su gel, le proteine venivano trasferite 

elettroforeticamente su membrana di nitrocellulosa (Bio-Rad) in apposito tampone (Tris 

25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,35 mM; metanolo 20%), mediante l’utilizzo del sistema 

Mini Trans Blot Cell (Bio-Rad), a 20 V costanti, per 15-18 ore, a 4°C. Dopo il trasferimento, 

la membrana di nitrocellulosa veniva saturata per 30 minuti con latte magro, 

mantenendola in agitazione costante e a temperatura ambiente, in modo da impedire il 

legame aspecifico degli anticorpi alla sua superficie. In seguito, la membrana veniva 

incubata per 1 ora e 30 minuti con anticorpi primari diluiti in latte magro, in agitazione 

costante e a temperatura ambiente. La membrana veniva lavata per tre volte con PBS (10 

minuti per ciascun lavaggio) a temperatura ambiente e, successivamente, incubata per 1 

ora con anticorpi secondari diluiti in PBS, in agitazione costante e a temperatura 

ambiente. Una volta terminato il periodo di incubazione, la membrana veniva lavata per 

tre volte con PBS (10 minuti per ciascun lavaggio) a temperatura ambiente e, in seguito, 

sottoposta a rivelazione, mediante impiego del substrato dell’enzima fosfatasi alcalina 

(Sigma fast BCIP/NBT tablet; Sigma-Aldrich) e fino allo sviluppo di una reazione 

colorimetrica. 

Il saggio di Western blotting è stato effettuato, per ciascuna condizione sperimentale, in 

almeno due esperimenti indipendenti. 
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Microscopia confocale 

Dopo aver effettuato la reazione di immunofluorescenza indiretta, sono stati condotti 

studi di microscopia confocale nelle cellule LLC-MK2 e A549, al fine di valutare la 

localizzazione subcellulare della proteina NP in rapporto alle proteine K8 e pK8. A tal fine, 

è stato impiegato un microscopio confocale invertito Zeiss LSM 510 META con un 

obiettivo a immersione 63x 1,4 NA.  

Il segnale corrispondente alla lunghezza d’onda di 488 nm (FITC) veniva acquisito con un 

laser ad argon e l'emissione veniva registrata nelle lunghezze d’onda di 505-530 nm. Il 

segnale corrispondente alla lunghezza d’onda di 543 nm (RITC) veniva acquisito con un 

laser ad elio-neon e l’emissione veniva registrata nelle lunghezze d’onda di 560-615 nm. 

Per ciascun campione è stata acquisita una serie di sezioni dello spessore di 0,39 µm 

ciascuna. In parallelo, sono stati esaminati dei monostrati immunomarcati solo con 

anticorpi secondari (controlli negativi) per confermare la specificità dei segnali osservati.  

Dalla sovrapposizione di ciascuna immagine derivante dall’emissione di segnale del 

fluorocromo RITC con la relativa immagine derivante dall’emissione di segnale del 

fluorocromo FITC è stata generata una nuova immagine in cui le aree di co-localizzazione 

tra le proteine oggetto di studio appaiono in colore giallo/arancio. 

Per l'analisi della co-localizzazione, dalla sovrapposizione di ciascuna immagine è stato 

generato un diagramma a dispersione del numero di “pixel” derivanti dall’emissione di 

segnale del fluorocromo RITC, rapportati a quelli derivanti dall’emissione di segnale del 

fluorocromo FITC. I coefficienti di co-localizzazione ponderata calcolati rappresentano la 

somma dell'intensità dei “pixel” co-localizzanti (rivelati in colore giallo/arancio) nei 

canali rosso e verde, rispetto alla somma complessiva dell'intensità dei “pixel” che si 

trovano al di sopra del valore soglia. Il coefficiente di co-localizzazione ponderata può 

assumere valori che vanno da 0 (nessuna co-localizzazione) a 1 (tutti i “pixel” co-
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localizzano). I “pixel” di intensità più rilevante contribuiscono maggiormente alla 

determinazione della co-localizzazione ponderata, rispetto a quelli di debole intensità. I 

coefficienti di co-localizzazione ponderata sono stati ottenuti con il software gestionale 

del microscopio Zeiss LSM 510 META. 

 

Allestimento di sedimenti cellulari e immunofluorescenza indiretta 

Campioni dell’apparato respiratorio (tamponi faringei e aspirati naso-faringei), prelevati 

da pazienti pediatrici ricoverati od osservati ambulatorialmente presso l’Azienda 

Ospedaliero-Universitaria di Parma e conservati a 4°C in terreno di trasporto per virus 

[soluzione salina bilanciata di Hank; BSA 0,5%; fungizone 5 µg/ml; penicillina 200 U/ml; 

streptomicina 0,2 mg/ml], sono pervenuti presso l’Unit{ Operativa di Virologia per la 

diagnosi di infezione da virus dell’apparato respiratorio. Tali campioni venivano 

sottoposti ad agitazione meccanica su vortex e, successivamente, trasferiti in provette, 

prima di essere centrifugati a 1.000 rpm, per 10 minuti a 4°C (centrifuga “Eppendorf 

centrifuge 5810 R”, Eppendorf AG). Il sedimento cellulare ottenuto veniva risospeso in 5 

ml di PBS e nuovamente centrifugato a 1.000 rpm, per 10 minuti, a 4°C. 

Dopo aver eliminato il sopranatante, il sedimento cellulare veniva risospeso in 0,2 ml di 

PBS e trasferito su vetrino portaoggetto, mediante citocentrifugazione a 1.000 rpm 

(centrifuga “Shandon Cytospin 3”, Shandon Southern Instruments, Inc.), per 5 minuti a 

temperatura ambiente. Il preparato ottenuto veniva fissato in acetone, per 10 minuti,        

a -20°C, lasciato asciugare a temperatura ambiente e, infine, conservato a -20°C, prima di 

essere sottoposto a immunofluorescenza indiretta. 

I sedimenti cellulari allestiti su vetrino portaggetto, dopo essere stati scongelati e 

delimitati con DakoPen (Dako), venivano sottoposti a immunoreazione. I sedimenti 

cellulari venivano reidratati con PBS e poi saturati per 20 minuti con BSA all’1% in PBS. 
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Successivamente, i sedimenti cellulari venivano incubati per 45 minuti a 37°C in camera 

umida, in presenza degli anticorpi primari, opportunamente diluiti in BSA allo 0,2% in 

PBS. Venivano, in seguito, effettuati due lavaggi con PBS (5 minuti per ciascun lavaggio) a 

temperatura ambiente. L’immunoreazione veniva rivelata con anticorpi secondari, diluiti 

in BSA allo 0,2% in PBS, e lasciati in incubazione, per 35 minuti a 37°C, in camera umida. 

Successivamente, venivano effettuati due lavaggi con PBS (5 minuti per ciascun lavaggio), 

a temperatura ambiente, dei sedimenti cellulari, che venivano poi lasciati asciugare al 

riparo dalla luce. Infine, sui sedimenti cellulari veniva dispensato il liquido di montaggio 

(Argene/BioMérieux) e posizionato un vetrino coprioggetto. I preparati venivano 

osservati con microscopio a fluorescenza (Leica-DMLB) con obiettivo a immersione 

(ingrandimento 500X). 

Le osservazioni sperimentali sono state effettuate su sedimenti cellulari allestiti a partire 

da dieci campioni clinici. 

 

Analisi statistica 

I dati sperimentali relativi all’espressione della NP e alla titolazione della progenie virale 

venivano rappresentati graficamente previo calcolo della media aritmetica derivante da 

tre distinti esiti sperimentali e della relativa deviazione standard.  

La significatività dei risultati veniva appurata impiegando il test t di Student. L’analisi 

statistica veniva condotta con il software GraphPad Prism (versione 5.0 per Windows). Il 

valore P < 0,05 (indicato con il simbolo *) veniva considerato statisticamente significativo 

e P > 0,05 (indicato con “n.s.”) non significativo. 
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RISULTATI 

1. EFFETTI DELLA DEPOLIMERIZZAZIONE DEI FILAMENTI INTERMEDI 

SULL’INFEZIONE SPERIMENTALE DEL VIRUS INFLUENZA A/NWS/33 (H1N1) IN 

MODELLI CELLULARI DI MAMMIFERO 

Precedenti osservazioni del gruppo di ricerca hanno evidenziato che la modificazione del 

sistema citoscheletrico dei filamenti intermedi esercita un effetto inibitorio sulla 

replicazione del virus influenza aviare A/FPV/Ulster 73 (H7N1), in quanto compromette 

la sintesi proteica della cellula ospite 174. 

Nell’ambito delle proteine che compongono i filamenti intermedi, l’attenzione è stata 

focalizzata su citocheratina 8, al fine di valutarne le implicazioni nell’infezione del virus 

influenza A/NWS/33 (H1N1), condotta, a confronto, nelle cellule LLC-MK2 (rene di 

scimmia: modello semi-permissivo) e A549 (polmone umano: modello permissivo). 

Inoltre, è stato sondato il ruolo regolatorio di una modificazione post-traduzionale di 

citocheratina 8, la fosforilazione, nota per favorire il disassemblaggio dei filamenti 

intermedi. 

 

1.1. Effetti indotti dal trattamento con acrilammide sui filamenti intermedi 

Allo scopo di valutare il possibile intervento dei filamenti intermedi nella regolazione del 

ciclo replicativo del virus influenza A/NWS/33 nei modelli cellulari di mammifero 

oggetto di studio, in una prima fase sperimentale è stata impiegata la sostanza 

acrilammide, in quanto è in grado di provocarne la depolimerizzazione.  

L’analisi, mediante saggio di immunofluorescenza indiretta, degli effetti indotti dal 

trattamento con acrilammide, che veniva applicata per 8 ore ai monostrati delle cellule 
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LLC-MK2 e A549, ha messo in luce delle profonde ripercussioni sull’assetto dei filamenti 

intermedi, rivelati tramite un anticorpo in grado di riconoscere citocheratina 8 (Figura 1).  

 

 
Figura 1. Effetti indotti da acrilammide su citocheratina 8 in cellule LLC-MK2 e A549. Le 
cellule LLC-MK2 (A, C) e A549 (B, D), non trattate (A, B) o trattate (C, D) con acrilammide        
(5 mM) per 8 ore, venivano fissate e, in seguito, sottoposte a reazione di immunoflorescenza 
indiretta per rivelare citocheratina 8. I preparati venivano osservati con microscopio a 
fluorescenza (ingrandimento 500x). 

 

Il tempo di trattamento con acrilammide è stato individuato sulla base di esperimenti 

preliminari (dati non mostrati), che hanno evidenziato come la comparsa di modificazioni 

dei filamenti intermedi facilmente osservabili richieda almeno 8 ore. 

In cellule in condizioni fisiologiche, citocheratina 8 presenta un’organizzazione 

filamentosa contraddistinta da una distribuzione radiale, che si estende dalla regione 

perinucleare verso la periferia della cellula (Figure 1A e 1B). Nelle cellule A549, 
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l’espressione di citocheratina 8 è maggiore, rispetto alle cellule LLC-MK2, dove peraltro la 

componente filamentosa risulta assai scarsa (Figura 1B vs 1A). Inoltre, nelle cellule LLC-

MK2 si osserva una prevalente localizzazione di citocheratina 8 nella regione perinucleare 

(frecce nella Figura 1A), al contrario delle cellule A549, dove la distribuzione della stessa 

appare maggiormente omogenea.  

Il trattamento con acrilammide provoca un addensamento di citocheratina 8 nella 

regione perinucleare in entrambi i modelli allo studio e, inoltre, causa la 

depolimerizzazione della componente filamentosa (Figura 1C vs 1A e 1D vs 1B). Tali 

modificazioni sono più pronunciate nelle cellule LLC-MK2 (Figura 1C vs 1D). 

 

1.2. Effetti indotti dal trattamento con acrilammide sull’infezione del virus influenza 

A/NWS/33 

Dal momento che i risultati precedenti hanno evidenziato delle rilevanti ripercussioni 

indotte da acrilammide sull’assetto di citocheratina 8, l’attenzione è stata 

successivamente focalizzata sul ciclo replicativo del virus NWS/33, condotto in presenza 

della sostanza.  

L’analisi, mediante saggio di immunofluorescenza indiretta, ha rivelato un aumento 

statisticamente significativo dell’espressione di NP nelle cellule LLC-MK2 e A549 infettate 

con il virus NWS/33 (m.o.i. = 0,1 u.f.p./cellula; 24 ore di infezione), qualora acrilammide 

venga applicata per 4 ore prima dell’infezione (pre-trattamento) e mantenuta per le 

prime 4 ore della stessa (Figura 2A). Tale condizione sperimentale, che aveva lo scopo di 

indurre delle modificazioni evidenti dei filamenti intermedi durante le fasi precoci del 

ciclo replicativo virale, è stata adottata a seguito delle osservazioni desunte dagli 

esperimenti precedenti, dove il tempo di trattamento con acrilammide era pari a 8 ore. 
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Inoltre, la bassa molteplicit{ d’infezione prescelta era funzionale a evidenziare la semi-

permissività delle cellule LLC-MK2 168.  

 

 

Figura 2. Effetti indotti da acrilammide sul ciclo replicativo del virus influenza 
A/NWS/33 in cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 e A549 venivano non trattate 
(NT) o pre-trattate (ACRYL) con la sostanza acrilammide (5 mM) per 4 ore e, successivamente, 
infettate con il virus influenza A/NWS/33 (m.o.i. = 0,1 u.f.p./cellula; 24 ore) in assenza (NT) o 
in presenza (ACRYL) della sostanza per le prime 4 ore dell’infezione. Nei grafici sono 
rappresentati: (A) la percentuale di cellule positive per la NP, che veniva determinata 
mediante reazione di immunofluorescenza indiretta, rispetto alla popolazione cellulare totale; 
(B) i valori logaritmici dei titoli della progenie virale emersa, che venivano determinati 
mediante il saggio TCDI50. I valori di significatività (* = P < 0,05 e n.s. = P > 0,05) sono stati 
calcolati con il test t di Student, rispetto ai relativi controlli. 

 

In parallelo, i titoli della progenie virale emersa da cellule LLC-MK2 e A549, trattate o non 

trattate con acrilammide come sopra descritto, venivano determinati con il saggio TCDI50 

(Figura 2B). I dati ottenuti hanno evidenziato che la depolimerizzazione dei filamenti 

intermedi nel corso di fasi precoci dell’infezione comporta una diminuzione, sebbene non 

statisticamente significativa, dell’efficienza replicativa del virus NWS/33 in entrambi i 

modelli cellulari.  
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2. ANALISI DELLA FOSFORILAZIONE DI CITOCHERATINA 8 IN CORSO DI INFEZIONE 

SPERIMENTALE DEL VIRUS INFLUENZA A/NWS/33 IN MODELLI CELLULARI DI 

MAMMIFERO 

2.1. Analisi del livello di espressione e fosforilazione di citocheratina 8 

L’analisi dell’espressione e della fosforilazione di citocheratina 8 nelle cellule LLC-MK2 e 

A549 è stata effettuata mediante saggio di immunofluorescenza indiretta (Figura 3).  

 

 
Figura 3. Analisi dell’espressione e della fosforilazione di citocheratina 8 in cellule LLC-
MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 (A, C) e A549 (B, D) venivano fissate e, in seguito, sottoposte 
a reazione di immunoflorescenza indiretta per rivelare citocheratina 8 (A, B) e citocheratina 8 
fosforilata (C, D). I preparati venivano osservati con microscopio a fluorescenza 
(ingrandimento 500x). 

 

I risultati ottenuti confermano la minore espressione e organizzazione in filamenti di 

citocheratina 8 nelle cellule LLC-MK2, rispetto ad A549 (Figura 3A vs 3B). 
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Per quanto riguarda la componente fosforilata di citocheratina 8, è stato osservato un 

esiguo livello di espressione in entrambi i modelli cellulari, sebbene lievemente più 

accentuato in cellule A549 (Figura 3D vs 3C). Inoltre, tale componente presenta una 

distribuzione citoplasmatica più omogenea nelle cellule A549, rispetto a LLC-MK2, dove si 

notano degli addensamenti della proteina nella regione perinucleare di numerose cellule 

del monostrato (Figura 3D vs frecce nella Figura 3C). 

 

2.2. Effetti della replicazione del virus influenza A/NWS/33 sull’espressione e 

fosforilazione di citocheratina 8 

Allo scopo di appurare il coinvolgimento di citocheratina 8 nel ciclo replicativo virale 

nelle cellule LLC-MK2 e A549, sono stati successivamente valutati gli effetti indotti su tale 

proteina dall’infezione con il virus NWS/33. A tal fine, l’infezione veniva condotta per 

diversi intervalli di tempo (m.o.i. = 2 u.f.p./cellula; 2 ore, 4 ore, 8 ore e 24 ore) (Figura 4). 

Dall’analisi, effettuata mediante saggio di immunofluorescenza indiretta, emerge che la 

replicazione virale non comporta delle sostanziali modificazioni nell’espressione e 

organizzazione di citocheratina 8 in entrambi i modelli cellulari, se non in fasi tardive 

dell’infezione. Infatti, dopo 24 ore di infezione si osserva una diminuzione 

dell’espressione di citocheratina 8 e la perdita della sua consueta conformazione radiale. 

Inoltre, si evidenzia un collasso dei filamenti di citocheratina 8 nella regione perinucleare 

di numerose cellule (frecce nelle Figure 4O e 4P). 

Per quanto riguarda, invece, citocheratina 8 fosforilata, in fasi tardive dell’infezione (i.e. a 

partire da 8 ore e fino a 24 ore di infezione) nelle cellule LLC-MK2 si osserva una parziale 

perdita dell’addensamento perinucleare e del livello di espressione presenti in cellule non 

infettate, come anche nel corso di fasi precoci dell’infezione (Figure 4M e 4Q vs 4C e 4G). 

Al contrario, nelle cellule A549, l’espressione di citocheratina 8 fosforilata aumenta 
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progressivamente in corso di infezione, a partire già da 2 ore (dati non mostrati) e 

raggiunge la massima espressione a 24 ore (Figure 4H, 4N e 4R vs 4D). Tale aumento si 

osserva soprattutto a livello della regione perinucleare della maggior parte delle cellule 

del monostrato. 

 

 
Figura 4. Analisi dell’espressione e della fosforilazione di citocheratina 8 in corso di infezione 
con il virus influenza A/NWS/33 in cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 e A549 venivano 
non infettate (A-D), oppure infettate con il virus influenza A/NWS/33 (m.o.i. = 2 u.f.p./cellula) (E-R) 
per 2 ore (dati non mostrati), 4 ore (E-H), 8 ore (I-N) e 24 ore (O-R), rispettivamente. Le cellule 
venivano successivamente sottoposte a reazione di immunoflorescenza indiretta per rivelare 
citocheratina 8 (A, B, E, F, I, L, O, P) e citocheratina 8 fosforilata (C, D, G, H, M, N, Q, R). I preparati 
venivano osservati con microscopio a fluorescenza (ingrandimento 500x). 
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3. EFFETTI DELLA MODULAZIONE DELLA FOSFORILAZIONE DI CITOCHERATINA 8 

INDOTTA DA SOSTANZE CHIMICHE SULL’INFEZIONE SPERIMENTALE DEL VIRUS 

INFLUENZA A/NWS/33 IN MODELLI CELLULARI DI MAMMIFERO 

3.1. Effetti del trattamento con acido okadaico e con 12-O-tetradecanoilforbolo-13-

acetato (TPA) sull’assetto e sulla fosforilazione di citocheratina 8 

Dal momento che i risultati precedenti hanno messo in luce delle differenze per quanto 

riguarda la fosforilazione di citocheratina 8 nei due modelli cellulari allo studio, sia in 

condizioni fisiologiche sia in corso di infezione virale, è stato successivamente impiegato 

un inibitore delle fosfatasi 1 e 2A (acido okadaico), allo scopo di valutarne le 

ripercussioni in cellule non infettate o infettate. 

L’analisi, mediante saggio di immunofluorescenza indiretta, degli effetti indotti dal 

trattamento con acido okadaico è mostrata nella Figura 5. In particolare, è possibile 

osservare che nei due modelli cellulari allo studio il livello di fosforilazione di 

citocheratina 8, che è di lieve entità (Figure 5A e 5B), viene modulato in maniera 

differente dal trattamento con la sostanza, applicata ai monostrati cellulari per 4 ore. 

Infatti, nelle cellule LLC-MK2 trattate con acido okadaico si osserva in circa il 20% delle 

cellule del monostrato un lieve aumento della fosforilazione, soprattutto nella regione 

perinucleare (frecce nella Figura 5C vs 5A). Al contrario, nelle cellule A549 sono state 

osservate delle modificazioni di grande rilievo, ossia la comparsa di “granuli” di 

citocheratina 8 fosforilata di dimensioni variabili, e, conseguentemente, la perdita della 

sua conformazione radiale (Figura 5D vs 5B). 



  

68 

 

 
Figura 5. Analisi della modulazione della fosforilazione di citocheratina 8 mediante 
trattamento con acido okadaico e TPA in cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 (A, 
C, E) e A549 (B, D, F) venivano non trattate (A, B) o trattate con acido okadaico (0,05 µg/ml) 
(C, D) per 4 ore oppure con TPA (LLC-MK2: 25 nM; A549: 50 nM) (E, F) per 1 ora e 20 minuti. 
Le cellule venivano, in seguito, sottoposte a reazione di immunoflorescenza indiretta per 
rivelare citocheratina 8 fosforilata. I preparati venivano osservati con microscopio a 
fluorescenza (ingrandimento 500x). (D) Un ingrandimento, pari a 4 volte (2.000x), dell’area 
contrassegnata con una linea tratteggiata viene mostrato nella parte inferiore destra 
dell’immagine. 

 

Successivamente, sono stati sondati gli effetti del trattamento con TPA, un attivatore 

dell’enzima protein-chinasi C (PKC), che veniva applicato ai monostrati cellulari per 1 ora 
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e 20 minuti (25 nM nelle cellule LLC-MK2 e 50 nM nelle cellule A549). Il tempo di 

trattamento con TPA è stato individuato sulla base di esperimenti preliminari (dati non 

mostrati), che hanno evidenziato come la comparsa di modificazioni dei filamenti 

intermedi richieda tempi assai brevi (1 ora circa). 

Il trattamento con TPA causa la depolimerizzazione dei filamenti di citocheratina 8 

fosforilata in entrambi i modelli allo studio, oltre a un addensamento degli stessi in 

regione perinucleare (frecce nelle Figure 5E e 5F vs 5A e 5B). Inoltre, la sostanza 

determina un aumento della fosforilazione di citocheratina 8 in entrambi i modelli 

cellulari (Figura 5E vs 5A e 5F vs 5B) e, in maniera più evidente, nelle cellule A549 (Figura 

5F vs 5E).  

 

3.2. Effetti del trattamento con acido okadaico e con TPA sull’infezione del virus 

influenza A/NWS/33 

In una fase sperimentale successiva, sono stati saggiati gli effetti indotti dalle sostanze 

acido okadaico e TPA sul ciclo replicativo del virus NWS/33.  

L’analisi, mediante saggio di immunofluorescenza indiretta, degli effetti indotti dal 

trattamento con acido okadaico (Figura 6A) ha rivelato un aumento, sebbene non 

statisticamente significativo, dell’espressione di NP nelle cellule A549 infettate con il 

virus NWS/33 (m.o.i. = 0,1 u.f.p./cellula; 24 ore di infezione), qualora la sostanza venga 

applicata per 2 ore prima dell’infezione e mantenuta per le prime 2 ore della stessa. Il 

tempo di trattamento con la sostanza è stato individuato sulla base dei risultati ottenuti 

in cellule non infettate, dove il tempo di trattamento era pari a 4 ore.  

Al contrario, nelle cellule LLC-MK2 trattate con acido okadaico l’espressione di NP 

diminuisce, sebbene in maniera non statisticamente significativa (Figura 6A). 
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Figura 6. Analisi degli effetti indotti dal trattamento con acido okadaico e TPA sul ciclo 
replicativo del virus influenza A/NWS/33 in cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 e 
A549 venivano non trattate (NT) o pre-trattate con la sostanza acido okadaico (0,05 µg/ml) 
(OA) per 2 ore oppure con TPA (LLC-MK2: 25 nM; A549: 50 nM) (TPA) per 40 minuti e, 
successivamente, infettate con il virus influenza A/NWS/33 (m.o.i. = 0,1 u.f.p./cellula; 24 ore) in 
assenza (NT) o in presenza di acido okadaico per le prime 2 ore dell’infezione o di TPA per i 
primi 40 minuti della stessa. Nei grafici sono rappresentati: (A) la percentuale di cellule positive 
per la NP, che veniva determinata mediante reazione di immunofluorescenza indiretta, rispetto 
alla popolazione cellulare totale; (B) i valori logaritmici dei titoli della progenie virale emersa, 
che venivano determinati mediante il saggio TCDI50. I valori di significatività (* = P < 0,05 e n.s. = 
P > 0,05) sono stati calcolati con il test t di Student, rispetto ai relativi controlli. 

 

L’analisi, mediante saggio di immunofluorescenza indiretta, degli effetti indotti dal 

trattamento con TPA (Figura 6A) nei due modelli cellulari allo studio, infettati alle 

condizioni sopra descritte, ha rivelato degli esiti simili a quelli ottenuti con acido 

okadaico. Infatti, nelle cellule LLC-MK2 è stata osservata una riduzione statisticamente 

significativa dell’espressione di NP, contrariamente alle cellule A549, dove è si assiste a 

un aumento statisticamente significativo, qualora la sostanza venga applicata per 40 

minuti prima dell’infezione (pre-trattamento) e mantenuta per i primi 40 minuti della 

stessa. Il tempo di trattamento con la sostanza è stato individuato sulla base dei risultati 

ottenuti in cellule non infettate, dove il tempo di trattamento era pari a 1 ora e 20 minuti.  

Le condizioni sperimentali adottate avevano lo scopo di indurre delle modificazioni 

evidenti dell’assetto dei filamenti intermedi durante le fasi precoci del ciclo replicativo 

virale, evitando, al contempo, l’insorgenza di effetti tossici, come appurato nel corso di 
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esperimenti preliminari (dati non mostrati) in cui la sostanza veniva applicata per tempi 

più prolungati. 

In parallelo, i titoli della progenie virale emersa dalle cellule LLC-MK2 e A549, trattate o 

non trattate con acido okadaico e TPA, come sopra descritto, venivano determinati con il 

saggio TCDI50 (Figura 6B). L’aumento di NP osservato, mediante saggio di 

immunofluorescenza indiretta, in cellule A549 trattate con acido okadaico è correlato a 

un aumento, sebbene non statisticamente significativo, dell’efficienza replicativa del virus 

NWS/33 (Figura 6B). In parallelo, nelle cellule LLC-MK2 si osserva una riduzione della 

replicazione virale, sebbene non statisticamente significativa (Figura 6B). Il trattamento 

con TPA comporta un aumento, sebbene non statisticamente significativo, dell’efficienza 

replicativa del virus NWS/33 nelle cellule A549, contrariamente a LLC-MK2, dove si 

osserva una riduzione statisticamente significativa della stessa. 

 

3.3. Analisi dell’espressione di citocheratina 8 e della sua componente fosforilata in 

condizioni fisiologiche e in corso di infezione con il virus influenza A/NWS/33  

Allo scopo di approfondire l’analisi dell’espressione di citocheratina 8 e della sua 

componente fosforilata nelle cellule LLC-MK2 e A549, l’espressione della proteina è stata 

esaminata mediante saggio di Western blotting.  

I risultati ottenuti hanno messo in luce che l’impiego di sostanze chimiche (acido 

okadaico e TPA) determina delle modificazioni di espressione di citocheratina nei due 

modelli cellulari esaminati (Figura 7). 
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Figura 7. Analisi degli effetti indotti dal trattamento con acido okadaico e 
TPA sull’espressione di citocheratina 8 e citocheratina 8 fosforilata in 
cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 (A, C) e A549 (B, D) non infettate 
(NO INF) venivano non trattate (cc) o trattate con acido okadaico (0,05 µg/ml; 
+OA) per 4 ore, oppure con TPA (LLC-MK2: 25 nM; A549: 50 nM; +TPA) per 80 
minuti. In parallelo, le cellule LLC-MK2 e A549 venivano inoculate (INF) con il 
virus influenza A/NWS/33 (m.o.i. = 1 u.f.p./cellula; 24 ore) non applicando (24 h) 
o applicando acido okadaico (24 h +OA) per 2 ore e TPA (24 h +TPA) per 40 
minuti prima dell’infezione sperimentale. Le sostanze venivano mantenute per le 
prime 2 ore (OA) e i primi 40 minuti (TPA) di infezione, rispettivamente. In 
seguito, le cellule venivano analizzate mediante saggio di Western blotting per 
rivelare citocheratina 8 e citocheratina 8 fosforilata. 

 

In particolare, nelle cellule LLC-MK2 trattate con acido okadaico (Figura 7A) e TPA 

(Figura 7C) il livello di espressione di citocheratina 8 è di entità pressoché paragonabile a 

quello presente in cellule in condizioni fisiologiche (Figura 7A: “+OA” vs “cc” e Figura 7C: 

“+TPA” vs “cc”). L’espressione di tale proteina diminuisce leggermente in seguito a 

infezione con il virus NWS/33 (m.o.i. = 1 u.f.p./cellula; 24 ore di infezione), sia in assenza 

(Figure 7A e 7C: “24 h” vs Figure 7A e 7C: “cc”), sia in presenza (Figura 7A: “24 h+OA” e 

Figura 7C: “24 h+TPA” vs Figure 7A e 7C: “cc”) di tali sostanze. 

Nelle cellule A549 il trattamento con acido okadaico (Figura 7B) e TPA (Figura 7D) non 

modifica in maniera sostanziale l’espressione di citocheratina 8 (Figura 7B: “+OA” vs “cc” 

e Figura 7D: “+TPA” vs “cc”). Al contrario, si osserva un aumento della sua espressione in 

seguito a infezione con il virus NWS/33, sia in assenza (Figure 7B e 7D: “24 h” vs Figure 

7B e 7D: “cc”), sia in presenza (Figura 7B: “24 h+OA” e Figura 7D: “24 h+TPA” vs Figure 

7B e 7D:“cc”) di tali sostanze.  
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Per quanto riguarda il livello di fosforilazione di citocheratina 8, il saggio di Western 

blotting ha evidenziato che nelle cellule LLC-MK2 sia il trattamento con acido okadaico 

(Figura 7A: “+OA” vs “cc”) sia l’infezione con il virus NWS/33 in assenza (Figura 7A:       

“24 h” vs “cc”) o in presenza (Figura 7A: “24 h+OA” vs “cc”) di tale sostanza ne causano 

una lieve diminuzione. Il trattamento con TPA determina, invece, un aumento del livello 

di espressione di citocheratina 8 fosforilata (Figura 7C: “+TPA” vs “cc”). Inoltre, in seguito 

a infezione con il virus NWS/33, il livello di espressione di citocheratina 8 fosforilata 

rimane di entità pressoché paragonabile a quello presente in cellule in condizioni 

fisiologiche sia in assenza (Figura 7C: “24 h” vs “cc”), sia in presenza (Figura 7C:              

“24 h+TPA” vs “cc”) di tale sostanza. 

Nelle cellule A549, la fosforilazione di citocheratina 8 aumenta considerevolemente 

qualora vengano trattate con acido okadaico (Figura 7B: “+OA” vs “cc”) e con TPA (Figura 

7D: “+TPA” vs “cc”), sia in condizioni fisiologiche, sia in corso di infezione con il virus 

NWS/33 (Figura 7B: “24 h” e “24 h+OA” e Figura 7D: “24 h” e “24 h+TPA”). 

 

4. ANALISI DELLA LOCALIZZAZIONE SUBCELLULARE DELLA NUCLEOPROTEINA 

VIRALE A CONFRONTO CON CITOCHERATINA 8 E CITOCHERATINA 8 FOSFORILATA 

IN MODELLI CELLULARI DI MAMMIFERO IN CORSO DI INFEZIONE SPERIMENTALE 

CON IL VIRUS INFLUENZA A/NWS/33 

4.1. Analisi della localizzazione subcellulare di citocheratina 8 e citocheratina 8 

fosforilata 

Nell’ottica di analizzare la localizzazione subcellulare di citocheratina 8 e della sua 

componente fosforilata, è stata condotta un’analisi in microscopia confocale, previo saggio 

di immunofluorescenza indiretta, nelle cellule LLC-MK2 e A549 (Figura 8). 
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Figura 8. Analisi in microscopia confocale dell’espressione e 
organizzazione di citocheratina 8 e citocheratina 8 fosforilata in 
cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 (A, C) e A549 (B, D) 
venivano fissate e, in seguito, sottoposte a reazione di 
immunofluorescenza indiretta per rivelare citocheratina 8 (A, B) e 
citocheratina 8 fosforilata (C, D). I preparati venivano osservati con 
microscopio confocale. Barra: 10 µm. 

 

L’analisi ha evidenziato un’organizzazione filamentosa di citocheratina 8 a livello 

citoplasmatico in entrambi i modelli cellulari (Figure 8A e 8B). Si conferma, inoltre, che 

citocheratina 8 è maggiormente espressa nelle cellule A549, dove peraltro i suoi filamenti 

sono più pronunciati, rispetto alle cellule LLC-MK2 (Figura 8B vs 8A).  

L’espressione di citocheratina 8 fosforilata, che risulta di scarsa entit{, rispetto a 

citocheratina 8, in entrambi i modelli cellulari (Figure 8C e 8D vs 8A e 8B), è comunque più 

accentuata nelle cellule A549, dove presenta una ricca organizzazione filamentosa (Figura 

8D vs 8C). 
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4.2. Analisi della localizzazione subcellulare della nucleoproteina virale a confronto 

con citocheratina 8 e citocheratina 8 fosforilata in corso di infezione con il virus 

influenza A/NWS/33 

Successivamente, è stata condotta un’analisi in microscopia confocale, previo saggio di 

immunofluorescenza indiretta, nelle cellule LLC-MK2 e A549 infettate con il virus 

NWS/33, allo scopo di valutare la co-localizzazione della NP virale con citocheratina 8 

(Figura 9) e citocheratina 8 fosforilata (Figura 10). In particolare, è stato scelto un tempo 

di infezione funzionale a osservare una prevalente localizzazione citoplasmatica della NP. 

Pertanto, sono stati esaminati tempi di infezione lievemente differenti nei due modelli 

(i.e. 1 ora e 30 minuti nelle cellule LLC-MK2 e 1 ora nelle cellule A549). Infatti, dati 

sperimentali precedenti 46,168 hanno attestato che nelle cellule LLC-MK2 il tempo 

impiegato dal virus per entrare è maggiore. Allo scopo di ottimizzare la visualizzazione 

del virus infettante, rivelato mediante marcaggio in immunofluorescenza della NP, le 

cellule sono state infettate con un’alta molteplicit{ d’infezione (m.o.i. = 10 u.f.p./cellula). 

Dall’analisi in microscopia confocale è emerso che l’organizzazione e l’espressione di 

citocheratina 8 non vengono pressoché modificate durante le fasi precoci dell’infezione 

del virus NWS/33 nei due modelli cellulari, rispetto a quanto osservato in cellule non 

infettate (Figura 9A vs 8A e 9B vs 8B).  

La proteina NP (Figure 9A1 e 9B1) presenta una prevalente localizzazione citoplasmatica 

con un assetto granulare e disomogeneo, mentre citocheratina 8 presenta un assetto 

filamentoso (Figure 9A e 9B). 

Citocheratina 8 co-localizza parzialmente con la NP a livello citoplasmatico nelle cellule 

A549 (Figura 9B2). Tale co-localizzazione si esprime anche nelle cellule LLC-MK2, 

sebbene con un’intensit{ di segnale decisamente minore (Figura 9A2). 
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In parallelo, è stata esaminata la localizzazione subcellulare di citocheratina 8 fosforilata 

a confronto con la NP in corso di infezione con il virus NWS/33 nelle cellule LLC-MK2 e 

A549. In accordo con le precedenti osservazioni sperimentali (si veda Figura 4), 

l’espressione di citocheratina 8 fosforilata aumenta lievemente dopo 1 ora d’infezione 

nelle cellule A549 (Figura 10B vs 8D), ma non nelle LLC-MK2 (Figura 10A vs 8C). Inoltre, 

nelle cellule A549 è evidente l’organizzazione in filamenti di citocheratina 8 fosforilata, 

che invece non è osservabile nelle cellule LLC-MK2 (Figura 10B vs 10A).  

Relativamente alla sovrapposizione dei piani focali, sono stati evidenziati deboli segnali 

di co-localizzazione tra citocheratina 8 fosforilata e NP nella regione perinucleare delle 

cellule A549, a differenza delle cellule LLC-MK2, dove invece non si osservano segnali di 

co-localizzazione (Figura 10B2 vs 10A2). 
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Figura 9. Analisi della co-localizzazione tra citocheratina 8 e NP in corso di infezione 
con il virus influenza A/NWS/33 in cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 e A549 
venivano infettate con il virus influenza A/NWS/33 (m.o.i. = 10 u.f.p./cellula) per 1 ora e 30 
minuti (A, A1, A2) e 1 ora (B, B1, B2), rispettivamente, e, in seguito, venivano sottoposte a 
rezione di immunofluorescenza indiretta per rivelare citocheratina 8 (A, B) e NP (A1, B1). 
Nelle immagini A2 e B2 è mostrata la sovrapposizione dei piani focali A e A1, e B e B1, 
rispettivamente. Le aree di co-localizzazione tra le proteine oggetto di studio appaiono in 
colore giallo/arancio. I preparati venivano osservati con microscopio confocale. Nei 
diagrammi a dispersione (A3, B3), derivanti dall’analisi delle immagini A2 e B2, 
rispettivamente, è rappresentato il numero di “pixel” corrispondenti all’emissione di segnale 
del fluorocromo RITC, rapportati a quelli corrispondenti all’emissione di segnale del 
fluorocromo FITC. I coefficienti di co-localizzazione ponderata sono stati ottenuti con 
software Zeiss LSM 510 META (canale verde: Ch2-T1; canale rosso: Ch3-T2). Barra: 10 µm. 
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Figura 10. Analisi della co-localizzazione tra citocheratina 8 fosforilata e NP in corso di 
infezione con il virus influenza A/NWS/33 in cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule LLC-
MK2 e A549 venivano infettate con il virus influenza A/NWS/33 (m.o.i. = 10 u.f.p./cellula) 
per 1 ora e 30 minuti (A, A1, A2) e 1 ora (B, B1, B2), rispettivamente, e, in seguito, venivano 
sottoposte a rezione di immunofluorescenza indiretta per rivelare citocheratina 8 fosforilata 
(A, B) e NP (A1, B1). Nelle immagini A2 e B2 è mostrata la sovrapposizione dei piani focali A 
e A1, e B e B1, rispettivamente. Le aree di co-localizzazione tra le proteine oggetto di studio 
appaiono in colore giallo/arancio. I preparati venivano osservati con microscopio confocale. 
Nei diagrammi a dispersione (A3, B3), derivanti dall’analisi delle immagini A2 e B2, 
rispettivamente, è rappresentato il numero di “pixel” corrispondenti all’emissione di segnale 
del fluorocromo RITC, rapportati a quelli corrispondenti all’emissione di segnale del 
fluorocromo FITC. I coefficienti di co-localizzazione ponderata sono stati ottenuti con 
software Zeiss LSM 510 META (canale verde: Ch2-T1; canale rosso: Ch3-T2). Barra: 10 µm. 
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5. EFFETTI DEL SILENZIAMENTO DEL GENE RHEBL1 SULL’INFEZIONE 

SPERIMENTALE DEL VIRUS INFLUENZA A/NWS/33 IN MODELLI CELLULARI DI 

MAMMIFERO 

5.1. Analisi dell’espressione della proteina RhebL1 

Allo scopo di valutare il possibile ruolo regolatorio della proteina RhebL1 sulla 

fosforilazione di citocheratina 8, ne è stata, innanzitutto, esaminata l’espressione     

(Figura 11).  

 

 
Figura 11. Analisi dell’espressione di RhebL1 in cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule 
LLC-MK2 (A) e A549 (B) venivano fissate e, in seguito, sottoposte a reazione di 
immunoflorescenza indiretta per rivelare RhebL1. I preparati venivano osservati con 
microscopio a fluorescenza (ingrandimento 500x). 

 

L’analisi in immunofluorescenza indiretta ha rivelato un esiguo livello di espressione di 

RhebL1 in entrambi i modelli cellulari, sebbene risulti più pronunciata nelle cellule LLC-

MK2 (Figura 11A vs 11B). Inoltre, nelle cellule LLC-MK2 si osserva una prevalente 

localizzazione di RhebL1 nella regione perinucleare (Figura 11A), al contrario delle cellule 

A549, dove la proteina ha una distribuzione citoplasmatica omogenea (Figura 11B). 

 

 



  

80 

 

5.2. Analisi del silenziamento del gene RhebL1 

Successivamente, sono stati condotti degli esperimenti di silenziamento del gene che 

codifica per la proteina RhebL1 nei modelli cellulari allo studio. Il silenziamento del gene 

RhebL1 è stato valutato mediante saggio di immunofluorescenza indiretta (Figura 12), in 

quanto l’anticorpo impiegato non presenta reattività in immunoblotting. Sono attualmente 

in corso altri esperimenti, che prevedono l’impiego di un anticorpo adatto a tale scopo. 

 

 
Figura 12. Analisi del silenziamento del gene che codifica per la proteina RhebL1 in 
cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 (A, B) e A549 (C, D) venivano trattate con 
sequenze siRNA controllo (A, C) oppure con la sequenza siRNA (15 nM) diretta contro il 
gene RhebL1 (B, D) per 48 ore e, in seguito, venivano sottoposte a reazione di 
immunoflorescenza indiretta per rivelare RhebL1. I preparati venivano, infine, osservati 
con microscopio a fluorescenza (ingrandimento 500x). 

 

L’analisi in immunofluorescenza indiretta mostra una riduzione dell’espressione di 

RhebL1 nelle cellule LLC-MK2 e A549 trattate con siRNA, rispetto ai relativi controlli, che 
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venivano trattati con sequenze siRNA che non riconoscevano alcun gene (Figura 12B vs 

12A e 12D vs 12C). 

 

5.3. Effetti del silenziamento del gene RhebL1 sull’infezione del virus influenza 

A/NWS/33 

L’analisi, mediante saggio di immunofluorescenza indiretta, degli effetti indotti dal 

silenziamento del gene RhebL1 (Figura 13) ha rivelato degli esiti differenti nei due 

modelli cellulari allo studio in corso di infezione sperimentale con il virus NWS/33 (m.o.i. 

= 0,1 u.f.p./cellula; 24 ore di infezione). Nello specifico, nelle cellule LLC-MK2 trattate con 

siRNA diretti contro RhebL1 per 48 ore prima dell’infezione con il virus NWS/33, 

l’espressione di NP è risultata di entit{ pressoché paragonabile a quella presente in 

cellule trattate con sequenze siRNA controllo (Figura 13B vs 13A). Al contrario, nelle 

cellule A549 trattate con siRNA si assiste a un aumento di espressione di NP (Figura 13D 

vs 13C). 
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Figura 13. Analisi degli effetti del silenziamento del gene RhebL1 
sull’espressione della proteina NP del virus influenza A/NWS/33 in cellule 
LLC-MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 (A, A1, B, B1) e A549 (C, C1, D, D1) venivano 
trattate con sequenze siRNA controllo (A, A1, C, C1) oppure con la sequenza siRNA 
(15 nM) diretta contro il gene RhebL1 (B, B1, D, D1) per 48 ore e, successivamente, 
infettate con il virus influenza A/NWS/33 (m.o.i. = 0,1 u.f.p./cellula; 24 ore). In 
seguito, le cellule venivano sottoposte a reazione di immunoflorescenza indiretta per 
rivelare la NP (A-D) parallelamente alla cromatina nucleare (A1-D1). Nelle immagini 
sono mostrati i medesimi piani focali (A-A1; B-B1; C-C1; D-D1), rivelati 
simultaneamente con l’anticorpo anti-NP (A-D) e con DAPI (A1-D1). I preparati 
venivano osservati con microscopio a fluorescenza (ingrandimento 200x). 
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I risultati ottenuti in immunofluorescenza sono stati successivamente esaminati a livello 

statistico. Nelle cellule LLC-MK2, si assiste a una diminuzione non significativa 

dell’espressione di NP, al contrario delle A549, dove la NP aumenta in maniera 

significativa (Figura 14A). In parallelo, i titoli della progenie virale emersa dalle cellule 

LLC-MK2 e A549, alle condizioni sopra descritte, venivano determinati con il saggio 

TCDI50 (Figura 14B). I risultati ottenuti sono in linea con quelli relativi all’espressione di 

NP. 

 

 

Figura 14. Effetti indotti dal silenziamento del gene RhebL1 sul ciclo replicativo del 
virus influenza A/NWS/33 in cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 e A549 venivano 
trattate con sequenze siRNA controllo (controllo negativo) oppure con la sequenza siRNA (15 
nM) diretta contro il gene RhebL1 (siRNA RhebL1) per 48 ore e, successivamente, infettate con 
il virus influenza A/NWS/33 (m.o.i. = 0,1 u.f.p./cellula; 24 ore). Nei grafici sono rappresentati: 
(A) la percentuale di cellule positive per la NP, che veniva determinata mediante reazione di 
immunofluorescenza indiretta, rispetto alla popolazione cellulare totale; (B) i valori 
logaritmici dei titoli della progenie virale emersa, che venivano determinati mediante il saggio 
TCDI50. I valori di significatività (* = P < 0,05 e n.s. = P > 0,05) sono stati calcolati con il test t di 
Student, rispetto ai relativi controlli. 

 

5.4. Analisi degli effetti indotti dal silenziamento del gene RhebL1 sulla fosforilazione 

di citocheratina 8 

Dopo aver appurato che il silenziamento del gene che codifica per la proteina RhebL1 ha 

delle ripercussioni differenti sul ciclo replicativo del virus NWS/33 nei due modelli allo 

studio, ne sono stati valutati gli effetti sulla fosforilazione di citocheratina 8 (Figura 15). 

L’analisi, mediante saggio di immunofluorescenza indiretta nelle cellule LLC-MK2 e A549, 
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che venivano trattate o non trattate con la sequenza siRNA diretta contro il gene RhebL1 

per 48 ore, ha rivelato che il silenziamento genico determina un aumento della 

fosforilazione di citocheratina 8 circoscritto ad alcuni campi del monostrato cellulare. 

Inoltre, è stato osservato un addensamento di tale proteina in regione perinucleare in 

entrambi i modelli (Figura 15C vs 15A e 15D vs 15B), ma più evidente nelle cellule A549 

(Figura 15D vs 15C).  

 

 
Figura 15. Effetti indotti dal silenziamento del gene RhebL1 sulla fosforilazione di 
citocheratina 8 in cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 (A, C) e A549 (B, D) venivano 
non trattate (A, B) oppure trattate con la sequenza siRNA (15 nM) diretta contro il gene 
RhebL1 (C, D) per 48 ore. Le cellule venivano fissate e, in seguito, sottoposte a reazione di 
immunoflorescenza indiretta per rivelare citocheratina 8 fosforilata (A-D). I preparati 
venivano osservati con microscopio a fluorescenza (ingrandimento 500x). 
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6. ANALISI DELLA FOSFORILAZIONE DI CITOCHERATINA 8 IN CELLULE 

DELL’EPITELIO RESPIRATORIO UMANO 

6.1. Effetti dell’infezione del virus influenza A e del virus respiratorio sinciziale sulla 

fosforilazione di citocheratina 8 in cellule esfoliate dell’epitelio respiratorio umano 

Dal momento che i risultati ottenuti depongono per un intervento di regolazione positiva 

di citocheratina 8 in corso di infezione con il virus NWS/33 nel modello permissivo A549, 

al contrario di LLC-MK2, è stata successivamente analizzata la fosforilazione di 

citocheratina 8 nelle cellule esfoliate dell’epitelio respiratorio umano (Figura 16). Tali 

cellule rappresentano, infatti, il primo bersaglio di numerosi virus, che infettano 

l’apparato respiratorio. Nello specifico, le cellule dell’epitelio respiratorio sono state 

ottenute da tamponi faringei e aspirati naso-faringei prelevati da pazienti pediatrici 

ricoverati od osservati ambulatorialmente presso l’Azienda Ospedaliero-Universitaria di 

Parma, che erano pervenuti presso l’Unit{ Operativa di Virologia per la diagnosi di 

laboratorio di infezione da virus dell’apparato respiratorio. 
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Figura 16. Analisi dell’espressione di citocheratina 8 fosforilata in cellule esfoliate 
dell’epitelio respiratorio umano infettate dal virus influenza A e dal virus respiratorio 
sinciziale. I sedimenti di cellule epiteliali del tratto naso-faringeo umano positive per il virus 
influenza A (A-A2) o per il virus respiratorio sinciziale (B-B2) venivano sottoposti a reazione di 
immunoflorescenza indiretta per rivelare citocheratina 8 fosforilata (A, B), la proteina NP del virus 
influenza (A1) e la proteina di fusione del virus respiratorio sinciziale (B1). Nelle immagini A2 e B2 è 
mostrata, rispettivamente, la sovrapposizione dei piani focali A e A1, e B e B1, ottenuta con software 
Leica QFluoro. Le aree di sovrapposizione tra le proteine oggetto di studio appaiono in colore 
giallo/arancio. I preparati venivano osservati con microscopio a fluorescenza (ingrandimento 500x). 

 

I sedimenti cellulari allestiti a partire da campioni positivi per il virus influenza A (Figure 

16A-A2) e per il virus respiratorio sinciziale (Figure 16B-B2) sono stati sottoposti a 

saggio di immunofluorescenza indiretta per rivelare simultaneamente citocheratina 8 

fosforilata (Figura 16A) e NP (Figura 16A1), oppure citocheratina 8 fosforilata (Figura 

16B) e la proteina di fusione del virus respiratorio sinciziale (Figura 16B1).  

I risultati ottenuti evidenziano un aumento di espressione di citocheratina 8 fosforilata in 

cellule positive per il virus influenza A (frecce nella Figura 16A), rispetto a cellule non 

infettate (triangolo nella Figura 16A). Tale aumento non si osserva, invece, in cellule 

positive per il virus respiratorio sinciziale (frecce nella Figura 16B), dove la fosforilazione 

di citocheratina 8 è di entità pressoché paragonabile a cellule non infettate (triangolo 

nella Figura 16B). 
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DISCUSSIONE 

L’influenza costituisce, a tutt’oggi, uno dei principali problemi di sanit{ pubblica a livello 

mondiale 175,176.  

L’instaurarsi dell’infezione dipende strettamente dalla capacit{ del virus influenza di 

cooptare a proprio vantaggio l’apparato biosintetico della cellula ospite, nonché da 

caratteristiche di virulenza che sono intrinseche a ciascun stipite. In relazione a 

quest’ultimo aspetto, è infatti noto che i virus influenzali sono caratterizzati da un’elevata 

variabilit{ genetica, che favorisce l’insorgenza di caratteristiche antigeniche nuove, in 

grado di evadere le difese immunitarie preesistenti dell’ospite 177.  

Alla luce degli aspetti sopra riportati, un’approfondita analisi delle interazioni che si 

esprimono tra virus influenza e cellula ospite potrebbe fornire non solo delle nuove 

conoscenze sulle modalit{ replicative del virus, ma anche sull’impiego di specifici 

“bersagli” cellulari, che sono determinanti nel regolare la permissivit{ della cellula 

all’infezione virale. In tale ottica, i risultati ottenuti potrebbero costituire un’utile 

presupposto alla formulazione di farmaci antivirali innovativi, in grado di contrastare i 

fenomeni di farmaco-resistenza che vengono di frequente evidenziati per farmaci rivolti 

contro componenti/funzioni virali. 

 

L’attivit{ sperimentale oggetto di questa tesi si inserisce nell’ambito di un progetto di 

ricerca scientifica di base, volto a mettere in luce la partecipazione del citoscheletro 

cellulare nello svolgimento del ciclo replicativo del virus influenza A/NWS/33 (H1N1). 

Precedenti osservazioni sperimentali del gruppo di ricerca hanno attestato il ruolo 

dell’assetto stabilizzato dei sistemi dei microfilamenti e dei microtubuli del citoscheletro 
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cellulare quali fattori di restrizione nei confronti dell’infezione del virus NWS/33 in 

cellule di mammifero 46,168-171.  

La ricerca oggetto di questa tesi si è posta, come obiettivo principale, quello di valutare 

l’implicazione del sistema dei filamenti intermedi nello svolgimento dell’infezione del 

virus NWS/33. Tale scopo trae le premesse dal fatto che le conoscenze relative al 

coinvolgimento dei filamenti intermedi in corso di infezione virale sono molto         

limitate 174,178-180, sebbene, fungendo da elemento di comunicazione tra membrana 

citoplasmatica e membrana nucleare e avendo la capacità di interagire con i complessi 

ribonucleoproteici citoplasmatici, sia plausibile che possano contribuire alla regolazione 

dell’infezione virale. In particolare, l’attenzione è stata focalizzata su citocheratina 8, una 

componente dei filamenti intermedi fortemente espressa negli epiteli semplici. Nello 

specifico, è stata esaminata l’implicazione di citocheratina 8 nel corso di fasi precoci 

dell’infezione del virus NWS/33, che è stata condotta, a confronto, nelle cellule semi-

permissive LLC-MK2 e nelle cellule permissive A549. Inoltre, è stato sondato il ruolo della 

fosforilazione di citocheratina 8, una modificazione post-traduzionale, associata alla 

riorganizzazione strutturale dei filamenti intermedi 181, come anche alla capacità di 

citocheratina di polimerizzare e di distribuirsi nel citoplasma cellulare 121,182-185. In 

relazione a quest’ultimo aspetto, è importante evidenziare che le conoscenze sulle 

complesse dinamiche dei filamenti intermedi sono limitate, rispetto a quelle disponibili 

per microfilamenti e microtubuli, e, pertanto, il percorso sperimentale di questa tesi 

potrebbe contribuire ad incrementarle. 

In una fase iniziale, è stata impiegata la sostanza acrilammide, al fine di depolimerizzare i 

filamenti intermedi 186. Le ripercussioni sono risultate più evidenti nelle cellule LLC-MK2, 

rispetto ad A549. Tale risultato rende ragione del fatto che il sistema dei filamenti 

intermedi, come emerso attraverso saggi di immunofluorescenza volti a rivelare 
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citocheratina 8, presenta un assetto strutturale e, verosimilmente, funzionale, di tipologia 

differente nei due modelli allo studio. Infatti, le cellule A549 sono caratterizzate da una 

maggiore espressione e organizzazione in filamenti di citocheratina 8. Inoltre, in tali 

cellule la componente fosforilata di citocheratina 8 è più accentuata, oltre che presentare 

un’articolata organizzazione in filamenti. 

La depolimerizzazione dei filamenti intermedi durante le fasi precoci dell’infezione del 

virus NWS/33 ha rivelato effetti positivi sull’espressione della NP virale in entrambi i 

modelli cellulari. Tale risultato depone per il fatto che un assetto altamente dinamico dei 

filamenti intermedi possa favorire l’espletamento del ciclo replicativo virale. Tuttavia, è 

stato parallelamente osservato che la depolimerizzazione dei filamenti intermedi 

comporta una lieve diminuzione dei titoli infettanti della progenie virale. Pertanto, è 

verosimile che la modificazione di assetto di citocheratina indotta da acrilammide 

promuova le attività biosintetiche connesse al ciclo replicativo virale e, al contempo, 

abbia ripercussioni negative sulle fasi tardive dell’infezione, in accordo con osservazioni 

di altri Autori 187,188. Tale ipotesi è anche suffragata dal fatto che, sebbene acrilammide sia 

stata applicata ai monostrati cellulari nel corso di fasi precoci dell’infezione, il tempo 

richiesto per il ripristino dell’assetto fisiologico dei filamenti intermedi, dopo rimozione 

della sostanza, è cospicuo 174, e, pertanto, questo comporta che l’assetto depolimerizzato 

o, comunque, altamente dinamico dei filamenti intermedi persista anche nelle fasi tardive 

dell’infezione. A tal riguardo, è di rilievo evidenziare che alcuni Autori hanno appurato 

che il trattamento con acrilammide causa una diminuzione del livello di fosforilazione di 

citocheratina 189. Tali osservazioni correlano con il fatto che, come verrà discusso 

successivamente, la fosforilazione di citocheratina rappresenta un importante fattore di 

regolazione del ciclo replicativo virale.  
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In linea con i risultati sopra riportati, precedenti osservazioni del gruppo di ricerca hanno 

evidenziato che nelle cellule LLC-MK2 infettate con lo stipite aviare A/FPV/Ulster 73 

(H7N1) di virus influenza la depolimerizzazione dei filamenti intermedi causa una 

riduzione della sintesi proteica cellulare e ostacola la fuoriuscita della progenie virale 174. 

Inoltre, altri Autori hanno evidenziato che le modificazioni strutturali dei filamenti 

intermedi in corso di infezione con il virus di Junin 190, il virus dell’afta epizootica 191, il 

virus Dengue 188 e citomegalovirus 192 comportano una diminuzione dell’efficienza 

replicativa virale. 

 

L’analisi degli effetti indotti dall’infezione del virus NWS/33 nei modelli allo studio ha 

rivelato l’insorgenza di modificazioni strutturali di citocheratina 8, come anche la 

modulazione del suo livello di fosforilazione. In particolare, l’assetto di citocheratina 8 

viene modificato solo in fasi tardive dell’infezione virale in entrambi i modelli allo studio, 

mentre l’aumento della fosforilazione si esprime esclusivamente nelle cellule A549, già a 

partire da fasi precoci del ciclo replicativo virale. Tali osservazioni depongono per il fatto 

che, nelle cellule A549, il virus NWS/33 è in grado di promuovere una maggiore 

dinamicit{ dei filamenti di citocheratina 8, attraverso l’aumento della fosforilazione, al 

contrario di quanto si verifica nel modello semi-permissivo LLC-MK2, dove si osserva 

soltanto una diminuzione dell’espressione di citocheratina 8 a livello perinucleare. I 

risultati ottenuti sono indicativi del fatto che il virus NWS/33 è in grado di concorrere alla 

regolazione delle complesse vie di trasduzione del segnale responsabili della 

fosforilazione di citocheratina 8 nelle cellule A549, ma non nelle LLC-MK2. In tale ottica, è 

verosimile ritenere che nel modello semi-permissivo siano presenti dei fattori di 

regolazione negativa della fosforilazione in grado di contrastare l’iperfosforilazione 

indotta dal virus. Tale ipotesi è rafforzata dal fatto che il livello di fosforilazione 



  

91 

 

osservabile nelle cellule LLC-MK2 in condizioni fisiologiche è decisamente minore, 

rispetto alle cellule A549. Tali risultati, che rendono ragione della complessità dei 

meccanismi di regolazione della fosforilazione di citocheratina 8, dovranno, in ogni caso, 

essere oggetto di ulteriori studi, che consentiranno di approfondire le differenze emerse 

nei modelli allo studio.  

A supporto delle osservazioni sperimentali ottenute, è stato precedentemente riportato 

che citocheratina 8 può essere fosforilata da protein-chinasi stimolate da mitogeni 

(MAPK) 119,128, che vengono attivate dal virus influenza in cellule bronchiali umane 193, al 

fine di promuovere i meccanismi di trasporto dei complessi ribonucleoproteici virali e la 

successiva fuoriuscita della progenie virale 194. Inoltre, è stato osservato che elevati livelli 

di fosforilazione correlano con il disassemblaggio dei filamenti intermedi 195, una 

maggiore dinamicità degli stessi 196 e un aumento della solubilità di citocheratina nel 

citoplasma 121. In aggiunta, è stato riportato che la fosforilazione di citocheratina 8 ha 

delle ripercussioni sulla sua riorganizzazione in sede perinucleare 197. 

Le suddette evidenze sperimentali rendono ragione del fatto che il sistema dei filamenti 

intermedi del citoscheletro risenta dell’attivit{ regolatoria di numerosi fattori e di come i 

virus possano contribuire ad aumentarne la dinamicità, cooptando, a loro vantaggio, 

specifici meccanismi. A tal riguardo, è stato, ad esempio, osservato che il virus HIV è in 

grado di effettuare il clivaggio di una componente dei filamenti intermedi, vimentina, 

causando profonde modificazioni strutturali al citoscheletro 198,199. 

 

Nelle fasi sperimentali successive, l’attenzione è stata focalizzata sugli effetti indotti sul 

ciclo replicativo del virus NWS/33 dalla modulazione della fosforilazione di citocheratina 

8. I risultati ottenuti in seguito all’impiego di acido okadaico, un inibitore delle fosfatasi 1 

e 2A 200, sono risultati di maggiore impatto nelle cellule A549, attestando, anche in questo 
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caso, importanti differenze nei meccanismi di regolazione della fosforilazione, che si 

esprimono nei due modelli allo studio. Infatti, dopo trattamento con acido okadaico, solo 

nelle cellule A549 si osserva una rilevante alterazione dell’assetto di citocheratina 8 

fosforilata, oltre a un aumento della sua espressione.  

Analoghi risultati di iperfosforilazione e depolimerizzazione di citocheratina in seguito a 

trattamento con acido okadaico sono stati descritti in precedenti studi effettuati in 

cheratinociti murini 201, cheratinociti umani 202, fibroblasti murini 203 e cellule di 

carcinoma umano 184. 

In parallelo, il trattamento con la sostanza TPA, un attivatore dell’enzima                  

protein-chinasi C 204,205, ha evidenziato, in entrambi i modelli allo studio, un 

addensamento di citocheratina 8 fosforilata nella regione perinucleare, come anche un 

aumento di espressione di tale proteina, evidente soprattutto nelle cellule A549. Risultati 

simili sono stati riportati da altri Autori per epatociti murini 195 e cellule pancreatiche 

umane 181 trattate con TPA. 

Per quanto riguarda il ciclo replicativo virale, il trattamento con acido okadaico e TPA ha 

presentato delle ripercussioni positive sull’efficienza replicativa del virus NWS/33 nelle 

cellule A549, al contrario delle LLC-MK2, dove correla con la riduzione della progenie 

virale. Tali risultati sono in linea con quanto precedentemente osservato in corso di 

infezione virale. Infatti, il virus NWS/33 è in grado di aumentare la fosforilazione di 

citocheratina 8 nelle cellule permissive A549, ma non nelle LLC-MK2, dove, in base ai 

risultati sopra riportati, la fosforilazione sembra svolgere un ruolo di regolazione 

negativa sull’efficienza dell’infezione virale. A tal riguardo, è importante evidenziare che i 

meccanismi che regolano la fosforilazione di citocheratina sono estremamente complessi 

e non del tutto chiariti. Infatti, la fosforilazione prevede il coinvolgimento di diversi 

fattori, quali il fattore di crescita dell'epidermide (“epidermal growth factor”, EGF), 
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inibitori di fosfatasi e leucotriene B4 201,206,207, che si esprimono dipendentemente dal 

modello cellulare e dalle condizioni in cui questo si trova. In particolare, è stato osservato 

che i meccanismi di iperfosforilazione di citocheratina correlano con la progressione della 

malattia in soggetti con infezione cronica 146,208, partecipando alla riorganizzazione di 

citocheratina e agendo sull’interazione della stessa con altre molecole 133. Tali 

osservazioni supportano i risultati ottenuti in questo studio, che attestano come nelle 

cellule permissive A549 il virus NWS/33 sia in grado di contrastare l’assetto altamente 

organizzato di citocheratina 8 e, verosimilmente, di modularne le interazioni con altre 

molecole, al fine di potenziare la sua mobilit{ intracitoplasmatica e l’efficienza 

dell’infezione. In linea con i risultati ottenuti, è stato precedentemente osservato un 

aumento della fosforilazione di citocheratina 8 in seguito all’infezione produttiva di 

rotavirus e dei virus delle epatiti B e C 135,146,147. 

Precedenti dati di letteratura hanno evidenziato che il virus influenza NWS/33 è in grado 

di attivare l’enzima protein-chinasi C in fasi precoci dell’infezione 209,210, promuovendo, in 

tal modo, il suo ingresso nella cellula 211. Nello specifico, è stato appurato che l’attivazione 

di protein-chinasi C favorirebbe l’ingresso dei virus attraverso il meccanismo di 

endocitosi 212,213. Precedenti osservazioni del gruppo di ricerca hanno attestato che 

l’ingresso del virus NWS/33 in cellule LLC-MK2 avviene prevalentemente per 

macropinocitosi e, solo in minima parte, attraverso vescicole rivestite di clatrina 

(endocitosi) 46. Tali dati potrebbero rendere ragione del fatto che l’attivazione 

dell’endocitosi tramite meccanismi di iperfosforilazione possa essere funzionale al virus 

NWS/33 nel modello permissivo A549, ma non nelle cellule semi-permissive LLC-MK2. 

 

In linea con i dati sopra riportati, è stato osservato, mediante saggio di Western blotting, 

che nelle cellule A549 l’infezione del virus NWS/33 aumenta l’espressione della 
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componente fosforilata di citocheratina 8. Al contrario, nelle cellule LLC-MK2 l’infezione 

si ripercuote negativamente sull’espressione di tale componente. Sebbene dati 

sperimentali ottenuti da altri Autori abbiano messo in evidenza un analogo aumento di 

espressione di citocheratina 10 nelle cellule A549 infettate con lo stipite aviare di virus 

influenza A (H9N2) 214, dati contrastanti ottenuti previa infezione con papillomavirus 

hanno evidenziato una riduzione di espressione di citocheratina 14 in cellule epiteliali di 

cervice umana 215, attestando l’univocit{ dell’interazione che si verifica tra tipologie 

differenti di virus e specifiche componenti dei filamenti intermedi. 

I risultati ottenuti in microscopia confocale hanno consentito di rafforzare le informazioni 

relative alla partecipazione di citocheratina 8 alla regolazione del ciclo replicativo virale. 

Infatti, è stata attestata la parziale co-localizzazione della NP virale con citocheratina 8 e 

la sua componente fosforilata durante le fasi precoci dell’infezione nel modello cellulare 

A549, mentre nelle LLC-MK2 sono stati osservati solo minimi segnali di co-localizzazione 

con citocheratina 8, e, addirittura, assenza di segnali con la componente fosforilata. In 

accordo con tali osservazioni, altri Autori hanno riportato che la proteina US2 del virus 

herpes simplex tipo 2 co-localizza con citocheratina 18 in cellule di carcinoma umano 216 

e la nucleoproteina del virus della coriomeningite linfocitaria co-localizza con 

citocheratina 1 in cellule epiteliali della cervice umana 217. 

 

Nell’ottica di sondare ulteriormente il ruolo della fosforilazione di citocheratina 8 in corso 

di infezione virale, l’attenzione è stata successivamente rivolta alla proteina RhebL1, 

avente funzioni regolatorie su tale processo 167. È noto, infatti, che RhebL1 interagisce con 

molecole che sono in grado di attivare le vie di trasduzione del segnale delle protein-

chinasi, come, ad esempio, le chinasi regolate da segnali extracellulari (ERK), le chinasi “c-
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Jun” N-terminali (JNK) e la protein-chinasi C, promuovendo la fosforilazione di 

citocheratina 172,218. 

I risultati ottenuti in questo studio hanno evidenziato che, analogamente a quanto già 

osservato impiegando attivatori chimici della fosforilazione, il silenziamento genico di 

RhebL1 si ripercuote positivamente sul ciclo replicativo del virus influenza NWS/33 nelle 

cellule A549, ma non nelle LLC-MK2. Tale risultato potrebbe essere conseguente al fatto 

che la proteina RhebL1 ha un’espressione differente nei due modelli allo studio e, 

pertanto, svolge delle funzioni regolatorie di entità/tipologia diversa. Infatti, sebbene 

RhebL1 sia poco espressa in entrambi i modelli cellulari, dal momento che è principale 

appannaggio di cellule del sistema nervoso 219, ne è stata appurata una maggiore 

espressione nelle cellule LLC-MK2. Inoltre, i risultati ottenuti hanno attestato che il 

silenziamento genico di RhebL1 determina un aumento della fosforilazione di 

citocheratina in entrambi i modelli ma, soprattutto, nelle cellule A549. Pertanto, gli effetti 

negativi sull’infezione riscontrati nel modello LLC-MK2 previo silenziamento del gene 

RhebL1 potrebbero essere imputabili all’aumento di fosforilazione osservato. 

I dati ottenuti sono in parziale contrasto con quelli descritti da Kim et al. 167, che attestano 

un’inibizione della fosforilazione a seguito del silenziamento di RhebL1. Tuttavia, in 

questo caso il silenziamento genico è stato condotto previo trattamento con 

sfingosilfosforilcolina, una molecola che aumenta la fosforilazione di citocheratina. 

Pertanto, le condizioni sperimentali non sono del tutto analoghe. In tale accezione, è 

importante considerare che diversi dati di letteratura 220-222 attestano un ruolo 

regolatorio meno critico per RhebL1, rispetto alla proteina Rheb1, sulla regolazione della 

fosforilazione. Inoltre, è stato osservato che la proteina Rheb1 può compensare la 

deplezione di RhebL1, ma non può avvenire il contrario 222. In aggiunta, è stato appurato 
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che l’attivit{ di fosforilazione del complesso mTORC1 è, in parte, indipendente dalla 

regolazione svolta da Rheb1 e RhebL1 223. 

I dati ottenuti in questo studio, che evidenziano un aumento di fosforilazione in seguito al 

silenziamento genico di RhebL1, potrebbero deporre per un ruolo di regolazione negativa 

svolto da RhebL1 in tali modelli cellulari sul processo di fosforilazione. Inoltre, 

potrebbero essere conseguenti all’attivazione di meccanismi alternativi di fosforilazione, 

indipendenti dal controllo di Rheb1 e RhebL1.  

I risultati ottenuti, che hanno, in ogni caso, consentito di apportare delle nuove 

informazioni sul ruolo di RhebL1, dovranno essere ulteriormente approfonditi e, in 

particolare, dovranno essere confrontati con quelli conseguenti al silenziamento del gene 

Rheb1. 

 

Allo scopo di generalizzare i risultati precedentemente riportati, sono state, infine, 

esaminate le cellule dell’epitelio respiratorio umano ottenute da campioni clinici di 

pazienti pediatrici pervenuti per la diagnosi di laboratorio di infezione da virus 

dell’apparato respiratorio. In tali cellule, è stato osservato un aumento della 

fosforilazione di citocheratina 8 qualora siano state infettate dal virus influenza A, ma non 

dal virus respiratorio sinciziale. Tali risultati, che sono in linea con quanto osservato nelle 

cellule A549 infettate dal virus NWS/33, mettono in luce come l’attivazione della 

fosforilazione sia un meccanismo che si esprime non solo in maniera cellula-dipendente, 

ma anche virus-dipendente. 

 

Concludendo, tale studio ha permesso di sviluppare delle nuove conoscenze sul ruolo dei 

filamenti intermedi nell’espletamento del ciclo replicativo del virus NWS/33. In 

particolare, i dati ottenuti attestano che in modelli cellulari permissivi (i.e. cellule A549 ed 
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epitelio respiratorio umano) il virus NWS/33 è in grado di attivare il processo di 

fosforilazione di citocheratina 8 a proprio vantaggio, favorendo, in tal modo, un ulteriore 

potenziamento della sua efficienza replicativa. Infatti, il virus non è in grado di modificare 

l’assetto di citocheratina 8 se non in fasi tardive dell’infezione e, pertanto, sfrutta 

efficacemente a tale scopo il meccanismo della fosforilazione. Tali considerazioni sono, in 

particolare, supportate, oltre che dalle osservazioni desunte in corso di infezione 

sperimentale, anche dall’aumento dell’efficienza replicativa del virus NWS/33 osservato 

nelle cellule A549 trattate con sostanze chimiche e con siRNA in grado di attivare la 

fosforilazione, come anche dai segnali di co-localizzazione della NP con citocheratina 8 

fosforilata, rilevati mediante microscopia confocale. 

Non avendo osservato analoghi risultati nelle cellule LLC-MK2, dove il livello di 

fosforilazione di citocheratina 8 è assai esiguo in condizioni fisiologiche, si può ritenere 

che l’impiego, da parte del virus, di meccanismi di attivazione della fosforilazione di 

citocheratina non sia funzionale all’aumento della sua efficienza replicativa in tale 

modello. D’altro canto, nelle cellule LLC-MK2 il sistema dei filamenti intermedi, rilevato 

attraverso citocheratina 8, è meno espresso e organizzato, rispetto alle cellule A549, e, 

pertanto, è verosimile che non rappresenti per il virus NWS/33 un fattore di restrizione 

all’infezione di entità analoga a quella dei sistemi dei microfilamenti e dei microtubuli 

precedentemente descritti dal gruppo di ricerca 169-171.  

 

Nell’insieme, i risultati ottenuti nell’ambito del Dottorato di Ricerca mettono in luce la 

complessit{ dell’interazione che si esprime tra virus influenza e sistema dei filamenti 

intermedi del citoscheletro cellulare ed evidenziano come la presenza di specifici fattori 

cellulari sia cruciale nel modulare l’efficienza del ciclo replicativo virale. La natura di 

questi fattori e i complessi meccanismi che ne regolano le funzioni, determinando la 
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resistenza o, alternativamente, la permissivit{ all’infezione virale, dovranno essere 

oggetto di ulteriori studi e approfondimenti. 
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