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Interazione ospite patogeno

Ipotesi della regina rossa (1973)

Ora, in questo luogo, come puoi vedere, ci
vuole tutta la velocita di cui si dispone se si
vuole rimanere nello stesso posto; se si vuole
andare da qualche altra parte, si deve correre
almeno due volte piu veloce di cosi!”

Biologo statunitense Van Valen
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| fagociti e la maturazione del fagosoma

Fasi della maturazione del fagosoma Rappresentazione schematica degli eventi che portano alla maturazione del fagosoma
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Meccanismi microbicidi dei fagociti

Meccanismi microbicidi

Produzione di ROS (NADPH ossidasi)
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Meccanismi microbicidi dei fagociti e difese del batterio

b Microbial defensive mechanisms
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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 I'accumulo di livelli tossici di
metalli pesanti (i.e. zinco)

Inibizione dell’autofagia



Come si studia lI'interazione ospite patogeno

Saggio di protezione antibiotica
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Come si studia l'interazione ospite patogeno

Saggio di protezione antibiotica
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Quale meccanismo governa la maturazione del fagosoma?
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Analisi della cinetica di maturazione del fagosoma
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

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

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

Eterogeneita della risposta fagosomale, rilevata non solo in fagosomi
generati in differenti macrofagi, ma anche in fagosomi all’interno dello
stesso macrofago
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SNARF1




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)

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

Spike pHrodo Burst B =
BRI g e e £ £ o N .
. | | < I .: \Splke
SNARF1 SNARF1 / < bl
| | 852 \
I ® .
SNARF1 e o ;
| | S\ [0 o %>
{0y ° N4
| | <l i o # N
- -— — \
| | 3 N, @
o e N
A - _—T—__——-—r.f‘.:—':"_ o \\ E-
500 ° ° i &
oo N | : ; i
I \/ Burst
5 min Q. ¢ /N
N
@ ‘ N
N 9
(=) o \ ® .\.\
o @
\ N
1 o 1 N ] v 1 b ] 4
0 100 200 300N _ 400

@RH area (AU)




Analisi della cinetica di maturazione del fagosoma

Inibizione della NADPH
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Analisi della cinetica di maturazione del fagosoma
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Analisi della cinetica di maturazione del fagosoma
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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

Rodamina: sonda pH insensibile

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

Destrano: cargo del lisosoma

Rodamina: cargo (pH insensibile)




Analisi della cinetica di maturazione del fagosoma

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

Attivita 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
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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

Macrofagi umani differenziati in vitro

CTR

F508del/F508del

From| Del Porto et al., 2011

CFTR localization in macrophages from healthy
donors (CTR) and CF (F508del/ F508del ) subject.

Monociti isolati dal sangue periferico
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From Riquelme et al., 2017




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

M

CTR

F508del/F508del

acrofagi umani differenziati in vitro

From| Del Porto et al., 2011

CFTR localization in macrophages from healthy
donors (CTR) and CF (F508del/ F508del ) subject.

Monociti isolati dal sangue periferico
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Una CFTR disfunzionale determina una difettiva attivita
antimicrobica

I) Elevata risposta pro-infiammatoria
Il) Attivita antimicrobica:

=  Fagocitosi

"  Produzione dei ROS

= Acidificazione del fagosoma

=  Autophagy

o Dysfunctional CFTR Alters the Bactericidal Activity of
CFTR regulates phagosome acidification in Human Macrophages against Pseudomonas aeruginosa
macrophages and alters bactericidal activity

Paola Del Porto'*, Noemi Cifani', Simone Guarnieri”, Enea Gino Di Domenico’, Maria A. Mariggio®,
Francesca Spadaro?, Silvia Guglietta', Marco Anile®, Federico Venuta®, Serena Quattrucci®, Fiorentina

Anke Di', Mary E. Brown', Ludmila V. Deriy', Chunying Li’, Frances L. Szeto', Yimei Chen’, Ping Huang', Ascenzioni'

Jiankun Tong’, Anjaparavanda P. Naren’, Vytautas Bindokas', H. Clive Palfrey' and Deborah J. Nelson"

Lumacaftor (VX-809) restores the ability of CF macrophages to
phagocytose and kill Pseudomonas aeruginosa

Roxanna Barnaby', Katja Koeppen', Amanda Nymon'?, Thomas H. Hampton', Brent Berwin', , , , )
Shan F. Brunel', Janet A. Willment &, Gordon D. Brown , Graham Devereux

Alix Ashare'?, and Bruce A. Stanton’ and Adilia Warris'

Alterations in Ceramide Concentration and pH Determine the = Human Cystic Fibrosis Macrophages Have Defective Calcium-

Release of Reactive Oxygen Species by Cftr-Deficient Dependent PKC Activation of the NADPH Oxidase, an Effect
Macrophages on Infection Augmented by Burkholderia cenocepacia
Kaivon Assani’, Chandra L. Shrestha’, Frank Robledo-Avila’, Murugesan V. Rajaram?,

Yang Zhang,* Xiang Li,* Heike Grassmé,* Gerd Di}ring,q and Erich Gulbins* i Partid ", Larry S. i t, and jamin T. Kopp™ T+

Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator attaches MiR-146a is over-expressed and

tumor suppressor PTEN to the membrane and promotes anti controls IL-6 production in cystic

Pseudomonas aeruginosa immunity fibrosis macrophages
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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

EUROPEAN RESPIRATORY JOURNAL
ORIGINAL RESEARCH ARTICLE

L. CAVINATO ET AL.

Elexacaftor-tezacaftor-ivacaftor corrects monocyte microbicidal
deficiency in cystic fibrosis
Luca Cavinato', Francesco R. Luly’, Valentina Pastore’, Daniele Chiappetta’, Gloria Sangiorgi’,

Eva Ferrara®, Pia Baiocchi®, Giuseppe Mandarello®, Giuseppe Cimino?, Paola Del Porto’ and
Fiorentina Ascenzioni



Bacterial survival (CFU)

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

Disegno sperimentale
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Bacterial survival (CFU)
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Dalla teoria alla pratica: fagociti Fibrosi Cistica e il caso di Pseudomonas aeruginosa

Disegno sperimentale

/‘ p47-pht:)x*

CFTR regulates phagosome acidification in
macrophages and alters bactericidal activity

Anke Di', Mary E. Brown', Ludmila V. Deriy', Chunying Li*, Frances L. Szeto', Yimei Chen’, Ping Huang',
Jiankun Tong', Anjaparavanda P. Naren’, Vytautas Bindokas', H. Clive Palfrey' and Deborah J. Nelson'*

Aspergillus-induced superoxide
production by cystic fibrosis phagocytes
is associated with disease severity

Shan F. Brunel', Janet A. Willment ‘B', Gordon D. Brown', Graham Devereux?
and Adilia Warris'
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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
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Dalla teoria alla pratica: il caso di Acinetobacter Baumannii
Saggio di protezione antibiotica con A. baumannii fluorescente

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

UPAB1 2.5.h p.i.

PAB1 7 h p.i:
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Dalla teoria alla pratica: il caso di Acinetobacter Baumannii

Saggio di protezione antibiotica con A. baumanni fluorescente
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Dalla teoria alla pratica: il caso di Acinetobacter Baumannii

Saggio di protezione antibiotica con A. baumanni fluorescente
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Dalla teoria alla pratica: il caso di Acinetobacter Baumannii

Rappresentazione schematica dei due loci T1SS

» T3SS, T4SS, T6SS, T7SS sono solitamente i sistemi di secrezione

. i ) . i ) tolC1 hyB1  hiyD1
deputati alla sopravvivenza batterica all’interno dei macrofagi T el BICE O L i LS
> A. baumannii non possiede T3SS e T4SS . - T ey s
T1SSb
» Sembra che il T6SS in A. baumannii sia coinvolto solamente nella Rappresentazione schematica di T1SS (adapted from Smith et al., 2018)

competizione interbatterica

» |l T1SS e utilizzato per es. da Legionella pneumophila, Ehrlichia
chaffeensis, Francisella novicida and Orientia tsutsugamushi

» UPABI1 possiede due loci per T1SS, T1SSa e T1SSb
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P. aeruginosa e in grado di sfuggire al fagosoma
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gram negativi
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P. aeruginosa e in grado di sfuggire al fagosoma

P. aeruginosa evade il fagosoma e riesce successivamente a lisare il macrofago

(Garai et al., 2019)
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P. aeruginosa e in grado di sfuggire al fagosoma

P. aeruginosa evade il fagosoma e riesce successivamente a lisare il macrofago

La lisi del macrofago e strettamente

A L'espressione di ExoS (effettore T3SS) e PcrV (ago del T3SS) e strettamente correlata
correlata all’attivita di MgtC e OprF
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P. aeruginosa e in grado di sfuggire al fagosoma

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

AexoSTY
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(Garai et al., 2019)



P. aeruginosa e in grado di sfuggire al fagosoma

Lespressione di ExoS e PscN ma non di ExoT ed ExoY sono necessari per permettere I'evasione da P. aeruginosa del
fagosoma e in ultima istanza della lisi del macrofago

AexoSTY

\() Phagosome % P. aeruginosa #T3SS

(Garai et al., 2019)



Enzimi batterici di detossificazione dei ROS

Thioredoxin 1 & 2 Catalase-

paraxidase
Perox 0.
P + s Qo/
Thioredoxin
reductase

HO+O,
Glutathione
homens-— Giutaredoxin 1,248 3
Maonothiol
glutaredoxin

C Escherichia coli

Adapted from
Johnson & Hug, 2019

Superoxide dismutases (SOD)
20, + 2H*> 0O, +H,0,

Cataleses (KAT)
H,0, + H,0, 2 O, +2H,0

Peroxidases -

RH, + H,0, > R +2H,0

Le perossidasi si
distinguono in base al
loro fisiologico
donatore di elettroni

‘

SODs e KATs si
distinguono in
base al cofattore
utilizzato




Distribuzione degli enzimi di detossificazione dei ROS

Predicted gene abbundance of ROS scavenging enzymes
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Il caso di P. aeruginosa

—— — Pseudomonas =@
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Il caso di P. aeruginosa

Effect of Superoxide Dismutase Gene Inactivation on Virulence of
Pseudomonas aeruginosa PAO1 toward the Silkworm, Bombyx mori"

1.3 Jae Man Lee,” Takahiro Kusakabe,” TN a—
and Susumu Shimizu’ W#‘J-e“/ii;&k}‘ﬂ?

Kazuhiro liyama,'* Yuuka Chieda,
Chisa Yasunaga-Aoki,’

00
80 -
60 -
40 -

20 -

108 10° 104 103

b=

=

M LA
T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

0 24 48 72 96 1201440 24 48 72 96 120144 0 24 48 72 96 120144 0 24 48 72 96 120144

Hours after inoculation

Adapted from liyama et al., 2008

100

80

- 60

40

- 20

0

‘;‘/ f 10
‘;‘ N, *&
B. mori

Saggio di mortalita della larva Bombix
mori

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

Le larve infettate con il mutante sodB
mostrano ridotta mortalita

Le larve infetate con il dobbio mutante
sodMB mutant non mostrano alcuna
mortalita quando le CFU inoculate
erano inferiori a 10°



Obiettivo

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

}front_iers _
in Microbiology

Escaping the Phagocytic Oxidative
Burst: The Role of SODB in the
Survival of Pseudomonas aeruginosa
Within Macrophages

Luca Cavinato', Elena Genise', Francesco R. Luly', Enea G. Di Domenico?,
Paola Del Porto' and Fiorentina Ascenzioni™

Department of Biology and Biotechnology “Charles Darwin®, Sapienza University of Rome, Rome, italy, @ Microbiology and

Virology, San Galicano Demmatologic institute, IRCCS, Rome, ltaly
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SODB contribuisce negativamente alla sopravvivenza precoce di P. aeruginosa

Fase precoce dell’infezione

Pa infection X

e |l trattamento DPl aumenta
la sopravvivenza di P.
aeruginosa (eccezion fatta

d RAW264.7

A B

Untreated DPI per || mutante SOdB nEi
1.4x105+ 1.4x105 . L.
12¢10° 12¢10° macrofagi murini).
1x10°+ . i 1x10°+
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o T 1 .
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0 . 0 : del tutto simile
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o HMDM _
w c D , * |l mutante sodB sopravvive
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] * e T maggiormente rispetto al
1x105- : 1x105- WT ed al mutante sodM
2 8x10°- T 8x104-
O]
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4x10% 4x10%
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La fagocitosi di P. aeruginosa non e influenzata dall’ attivita di SODB

Pa infection X

Analisi citofluorimetrica

RAW264.7
* Lafagocitosi viene analizzata come

A

Untreated DPI
percentuale di macrofagi GFP*

Il trattamento con DPI non aumenta
I"attivita fagocitica, ma mette in
evidenza il quenching ROS-dipendente
della GFP

Counts

10
GFP
HMDM

Counts

10 10
GFP



Il caso di Salmonella

Ruolo della SOD periplasmatica di
Salmonella nel contrastare il burst
ossidativo

Salmoneila spp

Myeloperoxidase targets oxidative host
attacks to Salmonella and prevents
collateral tissue damage

Disparate Impact of Oxidative Host Defenses
Determines the Fate of Salmonella
during Systemic Infection in Mice

dt, Mike Recher, Christoph Hess,  Neil A. Burton,’ Nura Schirmann, " Olivier Casse,' Anne K. Steeb,’ Beatrice Claudi,’ Janine Zanki,*
Alexander Schmidt,” and Dirk Bumann'."

Periplasmic superoxide dismutase protects Salmonella from .
products of phagocyte NADPH-oxidase and nitric oxide synthase Salmonella evasion of the NA.DPH
phagocyte oxidase

Andrés Vazquez-Torres, Ferric C. Fang®
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ty Medical Center,

in Protection against Early Killing by J774 Macrophages

A e manyrn wsmnne s BAUMLER, anp FRED HEFFRON*

Phagocytic Superoxide Specifically Damages an sogy and Immunolegy, Oregon Health
Extracytoplasmic Target to Inhibit or Kill Sa/monella Portand, Orcgon 97201
Maureen Craig', James M. Slauch'** Salmonella detoxifying enzymes are sufficient to cope with the

 Department of Micrabiology, Univessity of linois, Urbiana, Binois, United States of America, 2 College of M
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host oxidative burst

30, Magali Hébrard, Aude-Agnes Guilhon, Julie P. M. Viala, Sandrine Henri,

Sorvel, Fredéric Barras i, Stéephane Méresse i

Phagocyte Roulette in Salmonella Killing

Luke A. Fenlon' and James M. Slauch’**
Department of Microbiology

2College of Medicine

University of lllinois, Urbana, IL 61801-3709, USA
*Correspondence: slauch@illinois.edu
http://dx.doi.org/10.1016/j.chom.2014.01.001

Salmonella SODs

Salmonella

periplasmic SODs

* SodCl/Cll: periplasmic Cu/Zn-SOD
e SodA: cytoplasmic Mn-SOD
e SodB: cytoplasmic Fe-SOD

~

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

* Sod Cll: Dimeric protein of 16kDa. It is

realesed in the periplasm by osmotic shock




Ruolo della SOD periplasmatica di

Il caso di Salmonella

Salmonella nel contrastare il burst
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Il caso di Salmonella
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P. aeruginosa SODB contribuisce ai livelli di O, intrafagosomali
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Phagosomes picture adapted from Burton et al., 2014



P. aeruginosa SODB contribuisce ai livelli di O, intrafagosomali
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SODB promuove la sopravvivenza intramacrofagica di P. aeruginosa
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P. aeruginosa SODB riduce I'attivazione dell’autofagia
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P. aeruginosa SODB riduce I'attivazione dell’autofagia
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Conclusione

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

aeruginosa contribuisce a trasformare 'O, in
— H,O,, diminuendone la sopravvivenza

v

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

aeruginosa contribuisce a trasformare 'O, in
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A tempi tardivi, I'attivita, della SODB

promuove la sopravvivenza intracellulare,

riducendo la risposta autofagica

Time after infection
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