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I fagociti e la maturazione del fagosoma

Rappresentazione schematica degli eventi che portano alla maturazione del fagosomaFasi della maturazione del fagosoma

 1. Fagocitosi

2. Fagosoma precoce

3. Fagosoma intermedio

4. Fagosoma tardivo

5. Fagolisosoma

Flannagan et al., 2009



Meccanismi microbicidi dei fagociti

Flannagan et al., 2009

➢ Produzione di ROS (NADPH ossidasi)

➢ Produzione di RNS (iNOS)

➢ Acidificazione del pH intrafagosomale

➢ Peptidi antimicrobici

➢ Starvation

➢ Esposizione a metalli pesanti (es. zinco)

➢ Autofagia (LAP e xenofagia)

Meccanismi microbicidi



Flannagan et al., 2009

Difesa microbica

➢ Inibizione dell’assemblaggio di NADPH ossidasi e iNOS

➢ Enzimi di detossificazione dei ROS e degli RNS

➢ Alcalinizzazione del pH intrafagosomale

➢ Proteasi

➢ Trasportatori per ridurre l’accumulo di livelli tossici di 
metalli pesanti (i.e. zinco)

➢ Inibizione dell’autofagia

Meccanismi microbicidi dei fagociti e difese del batterio
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Quale meccanismo governa la maturazione del fagosoma?

Analisi della maturazione del fagosoma tramite microscopia 
ad ultra risoluzione: analisi single phagosome



pHrodo: pKa ~ 6.5 (range pH misurato 4-7)
SNARF-1: pKa ~ 7.5 (range pH misurato 7-8)
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Analisi della cinetica di maturazione del fagosoma

Eterogeneità della risposta fagosomale, rilevata non solo in fagosomi 
generati in differenti macrofagi, ma anche in fagosomi all’interno dello 

stesso macrofago



Analisi della cinetica di maturazione del fagosoma

Analisi di correlazione tra le aree 
sottese alla curva (AUC) delle curve 
generate dal segnale SNARF-1 e il 

valore del picco di segnale 
fluorescente generato da pHrodo 

(AFU, active fluorescent unit)

Eterogeneità della risposta fagosomale, rilevata non solo in fagosomi 
generati in differenti macrofagi, ma anche in fagosomi all’interno dello 

stesso macrofago



Analisi della cinetica di maturazione del fagosoma

Inibizione della NADPH

Adapted from Riazanski et al., 2020
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Analisi della cinetica di maturazione del fagosoma

Inibizione della SOD

Inibizione della NADPH

Inibizione V-ATPase

Adapted from Riazanski et al., 2020



Analisi della cinetica di maturazione del fagosoma

Rodamina: sonda pH insensibile

pHrodo: sonda pH sensibile
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Analisi della cinetica di maturazione del fagosoma

Destrano: cargo del lisosoma
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Separazione della cinetica della maturazione del fagosoma

Attività microbicida analizzata come 
cambiamenti del volume del batterio

Combinazione del segnale fluorescente della proteina DsRed espressa 
da P. aeruginosa e software di imaging per restituire immagini 3D di 
aumento (crescita) o diminuzione (uccisione) del volume batterico
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Dalla teoria alla pratica: fagociti Fibrosi Cistica e il caso di Pseudomonas aeruginosa

CFTR protein 

From Kleizen et al., 2020

Cl⁻ Cl⁻
TMD1/TMD2

Transmembrane domains
(channel pore)

NBD1/NBD2
Nucleotide-binding domains

(ATP-binding domains)

R
Regulatory domain

Adapted from Milla and Moss 2015



Dalla teoria alla pratica: fagociti Fibrosi Cistica e il caso di Pseudomonas aeruginosa

CFTR protein 

Adapted from Kleizen et 
al., 2020

Cl⁻ Cl⁻
TMD1/TMD2

Transmembrane domains
(channel pore)

NBD1/NBD2
Nucleotide-binding domains

(ATP-binding domains)

R
Regulatory domain

Modulatori

Adapted from Milla and Moss 2015

From Kleizen et al., 2020



Dalla teoria alla pratica: fagociti Fibrosi Cistica e il caso di Pseudomonas aeruginosa

Macrofagi umani differenziati in vitro 

Monociti isolati dal sangue periferico



Dalla teoria alla pratica: fagociti Fibrosi Cistica e il caso di Pseudomonas aeruginosa

Macrofagi umani differenziati in vitro 

Monociti isolati dal sangue periferico

Una CFTR disfunzionale determina una difettiva attività 

antimicrobica 

I)  Elevata risposta pro-infiammatoria

II) Attività antimicrobica:

▪ Fagocitosi

▪ Produzione dei ROS

▪ Acidificazione del fagosoma

▪ Autophagy



Dalla teoria alla pratica: fagociti Fibrosi Cistica e il caso di Pseudomonas aeruginosa

Obiettivo

Analisi degli effetti del combinazione di modulatori (Kaftrio) su monociti FC



Dalla teoria alla pratica: fagociti Fibrosi Cistica e il caso di Pseudomonas aeruginosa
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Dalla teoria alla pratica: fagociti Fibrosi Cistica e il caso di Pseudomonas aeruginosa
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Dalla teoria alla pratica: fagociti Fibrosi Cistica e il caso di Pseudomonas aeruginosa
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Dalla teoria alla pratica: fagociti affetti da Fibrosi Cistica e il caso di Pseudomonas aeruginosa

NOX2

O2
-

Bacterium

Phagosome 
lumen

DPI

Disegno sperimentale

Pa CFU

Gm30’
DPI

30’



Dalla teoria alla pratica: il caso di Acinetobacter Baumannii

L’Isolato clinico di A. baumannii UPAB1 sono in grado di 
riprodursiall’interno di fagosomi (ACV, Acinetobacter containing vacuole)

Saggio di protezione antibiotica con A. baumannii fluorescente

Immagini adattate da
Sycz et al 2021

Distel et al, 2023
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Produzione di ammoniaca all’interno di ACVs 

Altri isolati clinici di A. baumannii sono 
in grado di replicarsi all’interno di ACV Escape dal fagosoma e conseguente lisi 

del macrofago

Immagini adattate da:
Sycz et al 2021

Distel et al, 2023

L’Isolato clinico di A. baumannii UPAB1 sono in grado di 
riprodursiall’interno di fagosomi (ACV, Acinetobacter containing vacuole)

Saggio di protezione antibiotica con A. baumanni fluorescente
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➢ T3SS, T4SS, T6SS, T7SS sono solitamente i sistemi di secrezione 
deputati alla sopravvivenza batterica all’interno dei macrofagi

➢ A. baumannii non possiede T3SS e T4SS

➢ Sembra che il T6SS in A. baumannii sia coinvolto solamente nella 
competizione interbatterica

➢ Il T1SS è utilizzato per es. da Legionella pneumophila, Ehrlichia
chaffeensis, Francisella novicida and Orientia tsutsugamushi

➢ UPAB1 possiede due loci per T1SS, T1SSa e T1SSb

Rappresentazione schematica di T1SS (adapted from Smith et al., 2018)

Rappresentazione schematica dei due loci T1SS

Dalla teoria alla pratica: il caso di Acinetobacter Baumannii
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Hajjar et al., 2024
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P. aeruginosa evade il fagosoma e riesce successivamente a lisare il macrofago

(Garai et al., 2019)
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P. aeruginosa è in grado di sfuggire al fagosoma 
P. aeruginosa evade il fagosoma e riesce successivamente a lisare il macrofago

La lisi del macrofago è strettamente 
correlata all’attività di MgtC e OprF  

L’espressione di ExoS (effettore T3SS) e PcrV (ago del T3SS) è strettamente correlata 
con l’attività MgtC e OprF  

(Garai et al., 2019)



P. aeruginosa è in grado di sfuggire al fagosoma 

L’espressione di ExoS e PscN (ATPase necessaria al’attività di T3SS) ma non di ExoT ed ExoY  sono necessari per 
permettere l’evasione di P. aeruginosa dal fagosoma e in ultima istanza della lisi del macrofago  

(Garai et al., 2019)



P. aeruginosa è in grado di sfuggire al fagosoma 

L’espressione di ExoS e PscN ma non di ExoT ed ExoY  sono necessari per permettere l’evasione da P. aeruginosa del 
fagosoma e in ultima istanza della lisi del macrofago  

(Garai et al., 2019)



Enzimi batterici di detossificazione dei ROS

Cataleses (KAT)
H2O2 + H2O2 → O2  + 2H2O

Peroxidases 
RH2 + H2O2 → R  + 2H2O

Superoxide dismutases (SOD)         
2O2

- + 2H+
 → O2  + H2O2

Le perossidasi si 
distinguono in base al 

loro fisiologico 
donatore di elettroni

SODs e KATs si 
distinguono in 

base al cofattore 
utilizzato

Adapted from 
Johnson & Hug, 2019



Proteobacteria:
Pseudomonas spp.
Salmonella spp.
Escherichia spp.
Acinetobacter spp.

Adapted from 
Johnson & Hug, 2019

Predicted gene abbundance of ROS scavenging enzymes

SOD1
Cu or Zn superoxide 

dismutase

SOD2 
Fe or Mn superoxide 

dismutase

Ni-dependent SODccc

Superoxide families

SOD1 Periplasm

Gram- bacterium

Cytosol 
SOD2

Distribuzione degli enzimi di detossificazione dei ROS



PA4468 (sodM): Mn-cofactored SOD

PA4366 (sodB): Fe-cofactored SOD

La SOD con co-fattore il manganese 
(SodM) è espressa solamente in 

condizioni di deprivazione di ferro e nei 
ceppi che producono alginato

SOD (SodB) con Fe come co-fattore 
è maggiormente espressa. I mutanti 

sodB mostrano difetti di crescita

Hassett et al., 1995

Il caso di P. aeruginosa



Il caso di P. aeruginosa

• Saggio di mortalità della larva Bombix 
mori

• Il mutante sodM si comporta 
similmente al ceppo WT (PAO1)

• Le larve infettate con il mutante sodB
mostrano ridotta mortalità

• Le larve infetate con il dobbio mutante 
sodMB mutant non mostrano alcuna 
mortalità quando  le CFU inoculate 
erano inferiori a 106

B. mori 

Adapted from Iiyama et al., 2008



Obiettivo

• Definire il ruolo delle SOD 
di P. aeruginosa nel 
contrastare il burst 
ossidativo prodotto dai 
macrofagi



Materiali

P. aeruginosa strains:

➢ PAO1 wt
➢ PAO1 sodB mutant
➢ PAO1sodM mutant

Tipica piastra batterica



Macrophages:

➢ RAW264.7 
(linea cellulare immortalizzata di macrofagi 
murini)

➢ Monocytes-derived macrophages (MDM)
Macrofagi primari
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Macrophages:

➢ RAW264.7 
(linea cellulare immortalizzata di macrofagi 
murini)

➢ Monocytes-derived macrophages (MDM)
Macrofagi primari

Isolamento dei PBMC 
dal sangue periferico

Differenziamento in vitro dei 
monociti in macrofagi

P. aeruginosa strains:

➢ PAO1 wt
➢ PAO1 sodB mutant
➢ PAO1sodM mutantc

Tipica piastra batterica

Materiali
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PAO1 sodB sodM PAO1 sodB sodM

PAO1 sodB sodM PAO1 sodB sodM

C
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C

F
U

DPIUntreated

SODB contribuisce negativamente alla sopravvivenza precoce di P. aeruginosa

• Il trattamento DPI aumenta 
la sopravvivenza di P. 
aeruginosa (eccezion fatta 
per il mutante sodB nei 
macrofagi murini).

• PAO1 wt e il mutante sodM 
si comportano in maniera 
del tutto simile 

• Il mutante sodB sopravvive 
maggiormente rispetto al 
WT ed al mutante sodM

Fase precoce dell’infezione
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DPIDPIUntreated Untreated• La fagocitosi viene analizzata come 
percentuale di macrofagi GFP+ 

• Il trattamento con DPI non aumenta 
l’attività fagocitica, ma mette in 

evidenza il quenching ROS-dipendente 
della GFP

Analisi citofluorimetrica

La fagocitosi di P. aeruginosa non è influenzata dall’ attività di SODB



Ruolo della SOD periplasmatica di 
Salmonella nel contrastare il burst 

ossidativo

Il caso di Salmonella

Salmonella SODs 

• SodCI/CII: periplasmic Cu/Zn-SOD

• SodA: cytoplasmic Mn-SOD

• SodB: cytoplasmic Fe-SOD

Salmonella 
periplasmic SODs

• Sod CI: Dimeric protein of 32kDa. It is 
tethered by some «noncovalent» 
interactions. It is required for fully 
virulence

• Sod CII: Dimeric protein of 16kDa. It is
realesed in the periplasm by osmotic shock



Ruolo della SOD periplasmatica di 
Salmonella nel contrastare il burst 

ossidativo

Il caso di Salmonella

Adapted from Burton et al., 2014cccccc
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Il caso di Salmonella

Adapted from Burton et al., 2014
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• La produzione dei ROS NADPH-
dipendente aumenta rapidamente 
raggiungendo il picco intorno ai 15-20 
min post-infezione

• I macrofagi umani producono più ROS 
rispetto ai macrofagi murini

• I macrofagi infettati con il mutante
sodB mostrano livelli più alti di O₂⁻ 
intrafagosomale

P. aeruginosa SODB contribuisce ai livelli di O₂⁻ intrafagosomali

Phagosomes picture adapted from Burton et al., 2014



H2O2 H2O2
H2O2

• Misurazione di H2O2 rilasciato 
nel melieu extracellulare

• A conferma che i macrofagi 
murini producono meno ROS 
rispetto a quelli umani, il rilascio 
di H2O2 nel melieu extracellulare 
è stato undetectable

P. aeruginosa SODB contribuisce ai livelli di O₂⁻ intrafagosomali

Phagosomes picture adapted from Burton et al., 2014



Slope values:
PAO1  -242.4
SodB   -798.3

Slope values:
PAO1  -124.7
SodB   -318.9

• I valori di slope delle curve di killing 
rappresentano un indice dell’attività microbicida 
dei macrofagi

• La percentuale di sopravvivenza è stata 
calcolata tra le CFU racolte al t0 e quelle al t180

• % di sopravvivenza
•  100 – (CFUt0-CFUt180)/CFUt0*100

Saggio di protezione antibiotica

SODB promuove la sopravvivenza intramacrofagica di P. aeruginosa



Adapted from Lam et al., 2010

Autophagy activation

P. aeruginosa SODB riduce l’attivazione dell’autofagia



Adapted from Lam et al., 2010

Autophagy activation

P. aeruginosa SODB riduce l’attivazione dell’autofagia



Conclusione

A tempi precoci dell’infezione, la SODB di P. 

aeruginosa contribuisce a trasformare l’O2
- in 

H2O2, diminuendone la sopravvivenza



A tempi precoci dell’infezione, la SODB di P. 

aeruginosa contribuisce a trasformare l’O2
- in 

H2O2, diminuendone la sopravvivenza

A tempi tardivi,  l’attività, della SODB 

promuove la sopravvivenza intracellulare, 

riducendo la risposta autofagica 

Conclusione
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