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The role of extracellular vesicles when innate meets adaptive.
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germogliavano dai reticolociffglobuli rossi immaturidurante la loro maturazione per eliminare alcune
proteinelegate alla membranplasmatica.

Originariamente si pensava che questi esosomi funzionassero come "bidoni della spazzatura" della cellula e
quindi ricevettero poca attenzione, ma ulteriori studi hanno indicato che queste piccole vescicole esocitate
non erano specifiche deeticolociti e sono rilasciate dalla maggior parte delle cellule di mammifero.
Successivamente, € stato dimostrato che gli esosomi hanno effetti di regolazione immunitaria, e che gli
esosomi derivatialle cellule B sono in grado di stimolare |#de T*.

Ulteriori studi hanno evidenziato il ruolo degli esosomi nella cancerogenesi, nei processi immunomodulatori,
nelle malattie neurodegenerative e nel trasferimento di agenti infettivi

Extracellular Vesicles: New Players in Lung Immunity.
AMIWSEALIANI / Sttt az2zf . A2fd Hnmy TFQRWOIR OYpcnnmpcp® R2AYMADPMMC pKk NOYO DPHAMT
https://www.atsjournals.org/doi/pdf/10.1165/rcmb.201-D293TR

Kalluri R, LeBleu VS.

The biologyfunction,and biomedical applications of exosomes.
Science. 2020;367(6478):eaau6977. doi:10.1126/science.aau6977
https://science.sciencemag.org/content/367/6478/eaau6977.long

Hessvik NP, Llorente A.

Current knowledge on exosome biogenesis and release.

Cell Mol Life Sci. 2018;75(2):1238. doi:10.1007/s0001817-25959
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5756260/

Pegtel DM, Gould SJ.

Exosomes.

Annu Rev Biochem. 2019;88:4874. doi:10.1146/annurebiochem-013118111902
https://www.annualreviews.org/doi/pdf/10.1146/annurebiochem013118111902

Gulfaraz Khan, Wagar Ahmed and Pretty S. Philip (July 12th 2017).

Exosomes and Their Role in Viral Infections, Novel Implications of Exosomes in Diagnosis and Treatment of Cancer andIséstas)

Jin Wang, IntechOpen, DOI: 10.5772/intechopen.69397.

Available from: https://www.intechopen.com/books/nowvéhplicatonsof-exosomesn-diagnosisandtreatment-of-cancerand-infectious
diseases/exosomeand-their-role-in-virakinfections
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Exosomes: New Tuberculosis BiomarkgPsospects From the Bench to the Clinic, Understanding Tuberculdkibal Experiences and Innovative
Approaches to the Diagnosis, Pei@an Cardona, IntechOpen, D00.5772/30720.

Available from: https://www.intechopen.com/books/understandigberculosisglobalexperiencesandinnovativeapproachego-the-
diagnosis/tuberculosibiomarkersprospectsfrom-the-benchto-the-clinic
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3 Raposo G, Stoorvogel W.

Extracellular vesicles: exosomes, microvesicles, and friends.
J Cell Biol. 2013;200(4):3383.d0i:10.1083/jcb.201211138
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3575529/

4Bhatnagar S, Schorey JS.

Exosomes released from infected macrophages comfiicobacterium avium glycopeptidolipids and are proinflammatory.
J Biol Chem. 2007;282(35):25729789. doi:10.1074/jbc.M702277200
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3636815

Kourembanas S.

Exosomes: vehicles of intercellular signaling, biomarkers, and vectors of cell therapy.
Annual Review of Physiolod}015;77:1827. doi: 10.1146/annurephysiot021014071641.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25293529/

5Kim GH., Hong MJ., Park D., et al.
Enhancement of ariumor immunity specific to murine glioma by vaccination with tumor cell lypased dendritic cells engineered to produce
interleukin-12.
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La svolta nella ricerca sugli esosomi & avvenuta @@l Z2on la scoperta che gli esosomi rilasciati dai
mastociti contengono oltre 1200 mMRNA che potrebbero essere trasferiti ad altre cellule ed essere tra

proteine®.
Hallmarks of exosomes
Regulation of gene Balance of immune response
transcription and and regulation of central and
translation peripheral immunity
Survival and Receptor-ligand
proliferation signaling
Reproduction and Apoptosis
development = Nucleic acid
(DNA,RRA) Cellular
Angiogenesis differentiatio_n
and wound and neoplasia
healing
. é\m(;”o Cellular migration
Wast % . and metastatic
management disease
Host-microbiome Metabolic
interaction and viral reprogramming
immunity and regulation

https://science.sciencemag.org/content/367/6478/eaau6977.long
Gli esosomi sono vescicole extracellulari generate da tutte le cellule e trasportano acidi nucleici, proteine, lipidigitm&abo mediatori della
comunicazionentercellulare a breve e lunga distanza nella salute e nella malattia e influenzano vari aspetti della biologia cellulare.

Cancedmmunology, Immunotherapy2006;55(11):13081319. doi: 10.1007/s0026@06-0134x.
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs0026R6-0134x

Singh PP, Smith VL, Karakousis PC, Schorey JS.

Exosomes isolated from mycobactenidected mice or cultured macrophages can recruit and activate immune cells in vitro and in vivo.
J Immunol. 2012;189(2):77785. doi:10.4049/jimmunol.1103638

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3685416/

Singh PP, LeMaire C, Tan JC, Zeng E, Schorey JS.

Exosomes released from M. tuberculosis infected cells can suppressrietilated activatin of naive macrophages.
PL0S One. 2011;6(4):e18564. Published 2011 Apr 14. doi:10.1371/journal.pone.0018564
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3077381/

Kalluri R, LeBleusS.

The biologyfunction,and biomedical applications of exosomes.
Science. 2020;367(6478):eaau6977. doi:10.1126/science.aau6977
https://science.sciencemag.org/content/367/6478/eaau6977.long

SKrek A., Grin D., Poy M. N, et al.

Combinatorial microRNA target predictions.

Nature Genetics2005;37(5):498500. doi: 10.1038/ng1536.
https://www.nature.com/articles/ng1536

Valadi H., Ekstrém K., Bossios A., Sjostrand M., Lee J. J., Létvall J. O.

Exosomemediated transfer of MRNAs and microRNAs isvehmechanism of genetic exchange between cells.
Nature Cell Biology®007;9(6):654659. doi: 10.1038/nch1596.

https://www.nature.com/articles/ncb1596
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Secondo ExoCarta, (un database di proteisesomiali, RNA e lipid) gli esosomi hanno una composizione
complessa il cui contero molecolare dipende dalla loro cellula di origine.

Sono stati identificati in esosomi di diverse specie 4.563 proteine, 194 lipidi, 1.639 mRNA e 764 miRNA, con
proteinedi trasporto di membrana e proteindi fusione tra quelle rilevate piu frequegthente.

Alcune proteineesosomiali sono sempre presenti, come le tetraspanine, CD63, CD81, CD9 e la proteina da
shock termico (Hsp70) comunemente usate come marcatori esosdmiali

Gli esosomi sono ricchi di lipidi come colesterolo, fosfolipidi, fosfatidilserina e prostaglandine ma mancano di
proteine nucleari, mitocondriali e ribosomiafi.

Immunogic regulator molecules

Tetraspanins

Actin

I Myosin
N ) Tubulin, ...

— :::'\ Cytoskeletal proteins

EGFR, CDC42, P13K,
Syntrnin, MUC1, B Catenin

e ' . : .
CD63 Signal transduction proteins
\R_ B /J g prof
- o Exosome
/\ s ) *
-
- N Heat shock proteins:
( cbs2 ) HSP90, HSP70, HSP60, HSC70

Enzymes: GAPDH, proteinase K, -
enolase, phosphoglycerate, . ..

ERM proteins

Eukaryotic translation elongation factor:
EEF1A1, EEF2,...

Lipid bilayer

https://www.hindawi.com/journals/mi/2016/5628404/

Struttura e contenuto degli esosomigli esosomi contengono una membrana a doppio strato fosfolipidica derivata dalla membrana plasmatica. |
contenuti esosomiali basati sul tipo di cellula di origine includono mRNA, miHMWAee proteine come annessine, tetraspanine, molecole MHC,
proteine citoscheletriche, enzimi e proteine di trasduzione del segnale

APPROFONDIMENTO

Le proteine di membrana destinate alla degradazione vengono internalizzate nelle vescicole intraluminali.
GNI aF2NXIFT A2yS RS3IfEA SyR2a2YA LINBO20OA Ay (I NRAJA
tardivo o corpo multivescitare (MVBca dzf G A @SaA Odzf  NJ . 2R&80 aA Ydz2 @S f dz

“Keerthikumar S, Chisanga D, Ariyaratne D, et al.

ExoCarta: A WeBased Compendium of Exosomal Cargo.

J Mol Biol. 2016;428(4):6882. doi:10.1016/j.jmb.2015.09.019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4783248/

8 Tickner JA, Urquhart AJ, Stephenson SA, Richard DJ, O'Byrne KJ.

Functions and therapeutic roles of exosomes in cancer.

Front Oncol. 2014;4:127. Published 2014 May 27. doi:10.3389/fonc.2014.00127
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4034415/

¢ Alipoor SD, Mortaz E, Garssen J, Movassaghi M, Mirsaeidi M, Adcock IM.
Exosomes and Exosomal miRNA in Respiratory Diseases.

Mediators Inflamm. 216;2016:5628404. doi:10.1155/2016/5628404
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5055958/
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Gli endosomi tardivi maturi non veicolano piu vescicole alla membrana e si fondono tra loro e coi lisosomi per (
il loro contenuto. Lanaturazione degli endosomi € connessa per mezzo delle vescicole di trasporto al TGN (T

Network), fornendo di continuo proteine lisosomiali di nuova sintesi.

nuclear envelope
endoplasmic reticulum

membrana plasmatica

corpo
multivescicolare

vescicola intraluminale

TRASPORTO MEDIATO
DAI MICROTUBULI

endosoma
I tardivo
@]
reticolo del trans-Golgi

Biogenesi degli esosomi

lisosoma

@~
)

M
S0

endolisosoma

La biogenesi dell'esosoma inizia demdocitosi e la formazione di endosomi precoci
L'endosoma precoce si sviluppall'endosoma tardivaopo la maturazione, caratterizzata dalla formazione

di vescicole intraluminali (IL\@)I'interno del lume dell'endosoma.

Le ILV, di 3000 nm di diamtro, sono formate dalla gemmazione verso linterno della membrana
endosomiale, che ingloba in modo casuale porzioni del citosol e incorpora prdtainemembrana e
periferiche nella membrana invaginante, portando alla formazionesdgii multivesicula (MVB)°.

10Keller S, Sanderson MP, Stoeck A, Altevogt P.
Exosomes: from biogenesis and seametio biological function.
Immunol Lett. 2006;107(2):16208. doi:10.1016/j.imlet.2006.09.005
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Sebbene l'endocitosi e il traffico dei recettori della membrana plasmatica negli MVB siano responsabili della
loro degradazione in seguito alla fusione con i lisosdnilidestino degli MVB puo variare e non tutti gli MVB
vengono degradatiei lisosomi, con un sottoinsieme che si fonde con la membrana plasmatica portando alla
generazione di esosomi.

Il processo di biogenesi degli esosomi e di smistamento del carico non &€ ancora ben compreso e molti studi
suggeriscono che i meccanismi digeoesi degli esosomi possono essere cebplecifici'2

Gli esosomi sono secreti principalmente da due diversi meccanismasdio costitutivoattraverso la rete
TransGolgi e ifilascio inducibile*®

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17067686/

van Niel G, Port€arreiro |, Simoes S, Raposo G.
Exosomes: a common pathway for a specialized function.
J Biochem. 2006;140(1)-P3. doi:10.1093/jb/mvj128
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/1687764/

*Woodman PG, Futter CE.

Multivesicular bodies: cordinated progression to maturity.

Curr Opin Cell Biol. 2008;20(4):4084. doi:10.1016/j.ceb.2008.04.001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2577128/

2PerezHernandez D, Gutiérre¢azquez C, Jorge |, et al.

The intracellular interactome of tetrasparenriched microdomains reveals their function as sorting machineries toward exosomes.
J Biol Chem. 2013;288(17):11648661. doi:10.1074/jbc.M112.445304

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3636856/

¥Record M, Subra C, SilvesReirot S, Poirot M.

Exosomes as intercellular signalosomes and pharmacological effectors.
BiochemPharmacol. 2011;81(10):11-A182. doi:10.1016/j.bcp.2011.02.011
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21371441/

Record M, Carayon K, Poirot M, SilveRt@rot S.

Exosomes as new vesicular lipid trposers involved in celtell communication and various pathophysiologies.
Biochim Biophys Acta. 2014;1841(1):4108). doi:10.1016/j.bbalip.2013.10.004
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24140720/
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https://www.sciencemagazinedigital.org/sciencemagazine/07_february_2020_Main/MobilePagedAdima?articleld=1559430#articleld1559430

Percorso cellulare degli esosomi internalizzati e degli esosomi prodotti per via endogétiaesosomi possono entrare direttamente nelle cellule
mediante meccanismi diversi (rosso). Gli esosomi sono generati\dedalle cellule attraverso il processo di endocitosi (blu). Gli esosomi vengono
continuamente generati e assorbiti dalle cellule. E probabile che possano essere secreti come una miscela degli escstbmicpesemati de novo

(rosso e blu). Non & notse il rilascio di esosomi generati o consumati per via endogena avvenga insieme o separatamente. Gli esosomi che vengono
assorbiti possono essere degradati dai lisosomi. Gli esosomi che entrano nelle cellule possono entrare o fondersi cdyrd68ihdeandosomes)
preesistenti e successivamente disintegrarsi e rilasciare il loro contenuto nel citoplasma. In alternativa, gli endosbimemofondersi di nuovo con

la membrana plasmatica e rilasciare esosomi al di fuori delle cellule.
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Content of exosomes
https://www.sciencemagazinedigital.org/sciencemagazine/07_february_2020_Main/MobilePagedAdima?articleld=1559430#articleld1559430
Biogenesi e identificazione degli esosomi.
| costituenti fluidi ed extracellulari come proteine, lipidi, metaboliti, piccole molecole e ioni possono entrare nelks aedieme alle proteineella
superficie ellulare, attraverso I'endocitosi e limginazione della membrana plasmatica. La formazione di gemme della membrana plasmatica risultante
nel lato luminale della cellula si presenta con un orientamento della membrana plasmatica dall'esterno all'integsto. fJocessali germogliazione
porta alla formazione di ESEpossibile fusione del germoglio con ESE preformati dai costituenti del reticolo endoplasmatico (ER), r&elgaflsGN)
e mitocondri. Gli ESE potrebbero anche fondersi con ER e TGNsgmgando come il carico endocitico li raggiunge.
Alcuni degli ESE possono quindi contenere membrane e componenti luminali che possono rappresentare origini diversan@d &#finé a LSE. La
seconda invaginazione nella LSE porta alla generazidh¥ @i questo passaggio puo portare a un'ulteriore modifica del carico dei futuri esosomi, con
i costituenti citoplasmatici che entrano nell'lLV di nuova formazione. Come parte della formazione di ILV, le fnloéegrano originariamente sulla
superfige cellulare) potevano essere distribuite distintamente tra le ILV. A seconda del volume di invaginazione, il procedse getestrigine a ILV
di diverse dimensioni con contenuto distinto. Le LSE danno origine a MVB con una raccolta definita tdirilegqéomi). Gli MVB possono fondersi
con gli autofagosomi e alla fine il contenuto puo subire la degradazione nei lisosomi.
| prodotti di degradazione potrebbero essere riciclati dalle celldleMVB possono anche fondersi direttamente con i lisog@mnia degradazione. Gli
MVB che non seguono questa traiettoria possono essere trasportati alla membrana plasmatica attraverso la rete citosehaéetnderotubuli della
cellula e ancorarsi sul lato luminale della membrana plasmatica con l'aiutopdetEine MVB-docking. Segue I'esocitosi che provoca il rilascio degli
esosomi con un orientamento del doppio strato lipidico simile a quello della membrana plasmatica. Diverse garieimaplicate ned biogenesi
R Sdsds@na e includono Rab GTRageoteineESCRT, cosi come altre che sono anche usate come marcatori per esosomi (CD9, CD81, CD63, flotillina,
TSG101, ceramide e Alikp proteinedi superficie degli esosomi includono tetraspanine, integrine, protgimaunomodulatorie e altro acora. Gli
esosomi possono contenere diversi tipi di protetedla superficie cellulare, proteiriatracellulari, RNA, DNA, amminoacidi e metaboliti.
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Biogenesi dei corpi apoptotici

L'apoptosi € caratterizzata da una sequenza di passaggi che pattammorte cellulare.

Le analisi al microscopio ottico e elettronico rappresentano un approccio efficace per valutare le caratteristiche
morfologiche durante il processo apoptotico, ma solo se associate allo studio biochimico & possibile ottenere
unacomprensione completa della complessita del meccanismo.

Vie intrinseche o stimoli estrinseci sono in grado di portare all'attivazione della segnalazione apoptotica.

Dopo l'induzione, viene attivata una cascata proteolitica casgipsindente.

Le caspasisono proteasi specifiche dell'acido aspartico responsabili della degradazione dei componenti
cellulari.

Le caspasB e -9 agiscono come iniziatori della via di segnalazione apoptotica, mentrasieas3, -6 e -7
agiscono come caspasi esecutori, chegid@pano attivamente alla degradazione dei substrati cellulari.

L'attivazione della caspasi puo seguire due principali vie apoptotichie, éstrinseca del recettore di morte
e quellaintrinsecao mitocondriale.

La cellula morente viene inghiottitda fagociti professionali o dalle cellule vicine.

Un'efficace rimozione delle cellule apoptotiche € guidata dall'interazione con i fagociti attraverso l'espressione
RA aSagglaih St At NAftoda@dih 2 QKRS aSBPAE A éllidlg rRoretedd laisiid O O 2
eventuale digestione nei fagolisosothi

L'apoptosi progredisce attraverso diversi stadi, di cui il primo consiste nella condensazione nucleare della
cromatina, poi seguono la scissione nucleare e la frequente comparsa di mieiprquéhdi il blebbing
(evaginazione) della membrana e, infine la scissione del contenuto cellulare in distinte vescicole racchiuse nella
membrana, chiamateorpi apoptotici o, piu recentemente, apoptosariii

Il processo di disassemblaggio cellulare d@ptgo e la rimozione del materiale apoptotico da parte dei fagociti

sono molto rapidi, quindi la presenza di corpi apoptotici (ApoBD) & molto limitata in‘¥ivo.

4 Kerr JF, Wyllie AH, Currie AR.

Apoptosis: a basic biologicphenomenon with wideanging implications in tissue kinetics.
Br J Cancer. 1972;26(4):2397. doi:10.1038/bjc.1972.33
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2008650/

15Elmore S.

Apoptosis: a review of programmed cell death.

Toxicol Pathol. 2007;35(4):4%8.6. doi:10.1080/01926230701320337
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC2117903/

PoveaCabello S, Oropesivila M, de la Cru@jeda P, et al.

Dynamic Reorganization of the Cytoskeleton during Apoptosis: The dffiesCypothesis.
Int J Mol Sci. 2017;18(11):2393. Published 2017 Nov 11. doi:10.3390/ijms18112393
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5713361/

16 Akers JC, Gonda D, KinCRrter BS, Chen CC.
Biogenesis of extracellular vesicles (EV): exosomes, microvesicles, retli@einesicles, and apoptotic bodies.
J Neurooncol. 2013;113(1)11. doi:10.1007/s1106013-1084-8
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5533094/
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3 O APOPTOTIC BODIES

P,
3

40-120nm

100-500 nm
500nm-2,5 micrometer

https://www.mdpi.com/20797737/9/1/21/htm 17

Schema di formazione delle vescicole extracellul@uesta figura mostra la biogenesi e il rilascio di microvescicole, esosomi e dei corpi apoptotici. La
loro morfologia & stata osservata mediante microscopégteonico a trasmissione (TEM) dopo la colorazione negativa. L'estrusione del corpo apoptotico
appare nello schema e nelle sezioni di cellule apoptotiche convenzionalmente incorporate. m = mitocondri, rer = retigéseradico ruvido, mic =
micronucle, Bar = 200 nm.

Exosomes )
Living cell Apoptotic cell

30-100nm

Microvesicles

C3b

Apoptotic bodies

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC468181%

17Battistelli M, Falcieri E.
Apoptotic Bodies: Particular Extracellular Vesicles Involved in Intercellular Communication.
Biology (Basel). 2020;9(1):21. Published 2020 Jan 20. doi:10.3390/biology9010021
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7168913/
8 Pugholm LH, Revenfeld AL, Sgndergaard EK, Jgrgensen MM. ABgsedyAssays for Phenotyping of Extracellular VesRitmsed Res Int.
2015;2015:524817. doi:10.1155/2015/524817
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Risposta immunitaria ed esosomi 19

Lyl NR&ALRAGE AYYdzyAGEFENREF STFFAOFOS NAOKASRS Af 024\
di origine patogena e la stimolazione di un‘adeguata risposta cellulare.

t SNIFyd2z dzy FlFGG2NB ONXzOA I t SareyiSiifezibne ®lladc#s<ibilita delleR S £ f
cellule immunitarie al materiale estraneo.

DfA S&a2a2YA LlRaazy2 ag2taASNB dzy NiHz2f2 OKAlI @S ySftf
dall'ospite durante l'infezione ed € stato riscontrato che lesaieole extracellulari prodotte durante
un'infezione possono essere di derivazione dai patogatalkospite.

Le prime includono leescicole della membrana dei batteri graragativi e granpositivi. Il contenuto e la
funzione di queste vescicole generate dai batteri & stato recentemente oggetto di approfondite irfflagini

Sebbene queste vescicole svolgano probabilmente un ruolo importante nel corso di un'infezione batterica
extracellulare, il lororuolo nelle infezioni patogene intracellulari € meno chiaro, poiché non sono noti i
meccanismi per il trasporto delle vescicole all'esterno della cellula ospite.

Anche i parassiti patogeni e fungini rilasciano vescicole extracellulari che possono mddulegosta
immunitaria?!

Le vescicole derivate dall'ospite sono presenti durante le infezioni virali, batteriche, parassitarie e fungine.
Queste vescicole hanno origini e composizione diverse e, in base alla loro biogenesi, sono divise in tre categorie
principali:

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4681819/

19Schorey JS, Cheng Y, Singh PP, Smith VL.

Exosomes and other extracellular vesicles in fp@ghogen interactions.
EMBO Rep. 2015;16(1):28. doi:10.15252/embr.201439363
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4304727/

Lanyu Z, Feilong H.

Emerging role of extracellular vesicles in lung injury and inflammation.

Biomed Pharmacother. 2019;113:108748i:10.1016/j.biopha.2019.108748
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S075333221930160X?via%3Dihub

Schorey JS, Harding CV.

Extracellular vesieb and infectious diseases: new complexity to an old story.

J Clin Invest. 2016;126(4):118189. doi:10.1172/JC181132

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4811125/

20 Deatherage BL, Cookson BT.

Membrane vesicle release in bacteria, eukaryotes archaea: a conserved yet underappreciated aspect of microbial life.
Infect Immun. 2012;80(6):194B957. doi:10.1128/1A1.060141

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3370574/

Kulp A, Kuehn MJ.

Biological functions and biogenesis of secreted bacterial outer membrane vesicles.
Annu Rev Microbiol. 2010;6463-184. doi:10.1146/annurev.micro.091208.073413
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3525469/

Acevedo R, Fernandez S, Zayas C, et al.

Bacterial outer membrane vesicles avatcine applications.

Front Immunol. 2014;5:121. Published 2014 Mar 24. doi:10.3389/fimmu.2014.00121
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3970029/

2LSilverman JM, Reiner NE

Exosomes and other microvesicles in infection biology: organelles with unanticipated phenotypes.
Cell Microbiol. 2011;13(1):9. doi:10.1111/j.14625822.2010.01537.x
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.14625822.2010.01537.x

Oliveira DL, Rizzo J, Joffe LS, Godinho RM, Rodrigues ML.
Where do they come from and where do they go: candidates for regulating extracellular vesicle formétiogi in
Int J Mol Sci. 2013;14(5):9588603. Published 2013 May 2. doi:10.3390/ijms14059581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3676800/
13

Dr.ssa Loretta Bolgan ~ 03.10.2020


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4681819/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4304727/
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S075333221930160X?via%3Dihub
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3370574/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3525469/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3970029/
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1462-5822.2010.01537.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3676800/

rinascimentoitalia.it

corpi apoptotici,
esosomi
microvescicole?®?

Tutte e tre queste vescicole derivate dalle cellule sono racchiuse da un doppio strato lipidico, ma variano in
dimensioni (da 30 a 2.000 nm di diametro), nonché in composizione.

A differenza delle microvescicole, che sono generate dal germogliamentonuiidrana plasmaticd’, gli
esosomi derivano dalla via endolisosomiale e hanno una composizione lipidica e proteica peculiare.

Gli esosomi sono stati i pit studiati nel contesto dell'infezione. Una nota importante, tuttavia, € che la purezza
della frazime esosomiale non & stata sempre analizzata in questi studi e, pertanto, la popolazione delle
vescicole potrebbe essere composta sia da esosomi che da microvescicole, che si sovrappongono per
dimensioni e densita.

5A NBOSyiSs tQLYGSNYylF A2yttt {20ASd& F2NJ 9EGNI OSt f
per promuovere la standardizzazione dei protocolR‘EV

Le microvescicolepit grandi 1V, 100 nmm > Y @orpiSapoptotici (ABs, kp > sV distinguono perch
germogliano direttamente dalla membrana plasmatica.

A9 %

Le MP (microparticelle) sono ora sostituite con il termine MV e per renderlo inequivocabile si usa la definizione
"microvescicola (MV)" per le vescicole extracellulari di 106" ¥ RA RALF YSGNRZI| S vy
"microparticella (MP)".

Gli esosomiinvece si riferiscono a vescicole piu piccolecX680 nm), generate intracellularmente dal
germogliamento interno dai corpi multivescicolari (MVB) e rilasciate dalla cellula una velglidiVB s
fondono con la membrana plasmati¢a
https://www.endocrinology.org/endocrinologist/123pring17/features/howdo-i-measureextracellularvesiclesin-my-samples/
https://joe.bioscientifica.com/view/journals/joe/228/2/R57.xml

Tre tipi di vescicole extracellulari (EV) corpi apoptotici(AB, tp >Y0 a2y 2 F2N¥IFGA RIffQSaiNRTFt Sa
apoptotiche.Le microvescicoléMV, 100 nmv > Y0 &2y 2 F2NXIFGS REFEf 3ASN¥23f Al YSyGlizsoHBiERs
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22 Lawson C, Vicencio JM, Yellon DMWi@son SM.

Microvesicles and exosomes: new players in metabolic and cardiovascular disease.
J Endocrinol. 2016;228(2):RR71. doi:10.1530/JGE5-0201
https://joe.bioscientfica.com/view/journals/joe/228/2/R57 .xml
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Cell MembraneDerived Microvesicles in Systemic Inflammatory Response.
Folia Biol (Praha). 2018;64(4):1124.

https://f b.cuni.cz/file/5876/fb2018a0015.pdf

2D'SouzeSchorey C, Clancy JW.

Tumorderived microvesicles: shedding light on novel microenvironment modulators and prospective cancer biomarkers.
Genes Dev. 2012;26(12):128299.doi:10.1101/gad.192351.112
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3387656/

24Théry C, Witwer KW, Aikawa E, et al.

Minimal information for studies of extracellular vesicles QMISEV2018): a position statement of the International Society for Extracellular Vesicles
and update of the MISEV2014 guidelines.

J Extracell Vesicles. 2018;7(1):1535750. Published 2018 Nov 23. doi:10.1080/20013078.2018.1535750
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6322352/

2Crescitelli R, Lésser C, Szab6 TG, et al.

Distinct RNA profiles in subpopulations of extracellular vesicles: apoptotic bodies, microvesicles anteexoso
J Extracell Vesicles. 2013;2:10.3402/jev.v2i0.20677. Published 2013 Sep 12. doi:10.3402/jev.v2i0.20677
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3823106/

HuangDoran |, Zhag CY, ViddPuig A.
Extracellular Vesicles: Novel Mediators of Cell Communication In Metabolic Disease.
Trends Endocrinol Metab. 2017;28(1}8. doi:10.1016/j.tem.2016.10.003
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S104327601630128X
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lare una volta che gli MVB sono fusi con la membrana plasmatica delle cellule.
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30¢100 nm) sono contenutn piu corpi vescicolari (MVB), per germogliamento interno e inverso di una membrana endosomiale. Gli esosomi

) &€ t
= Q OO/ ) —Genomic DNA
. —DNA/mRNA/ miRNA ~— Q)
) . Multivesicular Body
Early Endosome
« —Exosomal proteins
« —Cytosolic proteins
1 —miRNA

Classification Exosomes Microvesicles Apoptotic bodies
Size 30-100 nm 100-1000 nm 50-5000 nm

Mechanism of
formation

Formation of multivesicular
bodies by inward budding of
endosomal membrane followed
by fusion with cell plasma
membrane

Outward protrusion (blebbing)
of plasma membrane followed
by detachment

Fragmentation of cells during
the apoptotic process

Characteristics and
composition

Rich in lipid rafts, cell
endosome-specific proteins (e.g.,
LAMPI1, CD63, TSG 101),
cytoplasmic proteins, RNA,
miRNA

Externalized phosphatidylserine
(annexin V binding), rich in
lipid rafts, cell surface-specific
molecules, cytoplasmic proteins,
RNA, miRNA, other ncRNA,

Externalized phosphatidylserine
(annexin V binding), organelles,
DNA, cytoplasmic proteins,

RNA, miRNA and other ncRNA

occasionally DNA

Functional properties

Selective cargo transfer
(functional proteins, mRNA,
miRNA), receptor interaction

Inflammation, coagulation,

thrombosis, angiogenesis, tissue

regeneration, tumour cell

invasion, metastasis, mRNA,

miRNA

Transfer of DNA fragments to
the phagocytes, inhibition of
inflammatory processes, cell
survival

Tipo di
vescicola

https://fb.cuni.cz/file/5876/fb2018a0015.pdf

Origine

Via endolisosomiale;

Dimensione

Marcatore

Contenuto

membrana di una
cellula apoptotica

formazione Tetraspanine (come  mRNA, miRNA, e altri RNA
intraluminale di TSPAN29 and non codificanti; proteine
corpi TSPAN30), citoplasmatiche e proteine di
Esasamsa multivescicolari e 40-120 nm componenti ESCRT, membrana inclusi i recettori
fusione di questi PDCD6IP, TSG101, e molecole dei complessi di
ultimi con la flotillin, MFGE8 maggiore istocompatibilita
membrana cellulare.
b mRNA, miRNA, RNA non
SR Integrine selectine codificanti, proteine
Microvescicola estroflessione della 50-1,000 nm € . ! ) ! p L
CD40 ligand citoplasmatiche e proteine di
membrana cellulare . L ;
membrana inclusi i recettori
Superficie cellulare;
Corpi Apoptotici estroflessione della 500-2,000 nm Vasta quantita di Frazioni nucleari e organelli

fosfatidilserina

cellulari
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https://ora.uniurb.it/retrieve/handle/11576/2629211/14864/phd_uniurb 57630.pdf

Caratteristiche fisiche dei diversi sottotipi di EWiversi sottotipi di EV sono raffigurati insieme ad altre particele éo2 f G S® 9Q a0
subcellulare di queste EV (endosomiali o dalla membrana plasmatica) insieme a intervalli di dimensioni e densita. Inelipentiedai meccanism
di secrezione, i diversi sottotipi di EV non possono essere completamente separati in base alle dimensioni o alla dessitdedlec caratteristiche
fisiche sovrapposte. Ad esempio, questo si applica a piccole microvescicole, esosomi e virus ao.ihagltiti cellulari, come i corpi apoptotici o
piccole vescicole apoptotiche prodotte quando le cellule subiscono I'apdftpsitrebbero non essere distinguibili dagli altri EV. Altre particelle sec
che possono essere gsolate con EV inctlono esomeri e diversi tipi di lipoproteine. Dopo centrifugazione differenziale dei fluidi contenenti g
vescicolé’, le pit grandi (ad esempio,> 300 nm) vengono recuperate a bassa velocita (circa 2.000 g) e un breve p&bada (i) di centrifgazione,
seguito dal recupero di dimensioni intermedie EV di¢@® nm a circa 1€20.000 g per meno di 30 minuti. Le EV piu piccole (<15 nm) ven
recuperate principalmente dopo ultracentrifugazione ad alta velocita, ma tali preparazioni possono iedkiderutture non EV piu piccole (esome
28¢ lipoproteinead alta densita (HDL)), soprattutto se la centrifugazione viene eseguita per un periodo esteso di tempo. Tuttavia tiEdipppssono
essere separate dagli EV combinando metodi daisehto ?° basati sulla dimensione e sulla densita. IDL, lipoproteirgensita intermedia; LDL
lipoproteinea bassa densita; VLDL, lipoprotembassissima densita.

https://www.nature.com/articles/s415581802509?WT.feed_name=subjects_ebiblogy

Microvesicles, ectosomes or microparticles
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26 Atkin-Smith GK, Tixeira R, Paone S, et al.

A novel mechanism of generating extracellular vesicles during apoptosis via adreag#ing membrane structure.
Nat Commun. 2015;6:39. Published 2015 Jun 15. doi:10.1038/ncomms8439
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4490561/

2"Kowal J, Arras G, Colombo M, et al.

Proteomic comparison defines novel mark to characterize heterogeneous populations of extracellular vesicle subtypes.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2016;113(8)4E%69 . doi:10.1073/pnas.1521230113
https://www.ncbi.nlm.nihgov/pmc/articles/PMC4776515/

26Zhang H, Freitas D, Kim HS, et al.

Identification of distinct nanoparticles and subsets of extracellular vesicles by asymmetric floflofiefdactionation.
Nat Cell Biol. 2018;20(3):3&23. doi:10.1038/s415561800404
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5931706/

29Karimi N, Cvjetkovic A, Jang SC, et al.
Detailed analysis of the plasma extracellular vesicle proteome after separation from lipoproteins.
Cell Mol Life Sci. 2018;75(15):282336. doi:10.1007/80018018-27734
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6021463/
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E importante sottolineare chiRNA presente negli esosomi & biologicamente aiyiud modulare il profilo
proteico e lo stato cellulare della cellula riceverfte

Tuttavia, il contenuto esosomico di RNA é dettato dalla sua origine cellulare e dallo stato fisiologico della cellula
31 indicando che l'incorporazione dellRNA nellav@A 02t S § dzy S@Sy (G2 RANBI A2y
selettiva dell'lRNA negli esosomi e in altri ExX¥IV.
Una volta internalizzati, gli esosomi possono fondersi con la membrana degli endosomi, determinando il
trasferimento genetico orizzontale dilro contenuto nel citoplasma delle cellule bersaglio.
Le molecole bioattive contenute negli esosomi hanno dimostrato di avere un impatto sulle cellule b
attraverso i seguenti meccanismi:

(1) stimolazione diretta delle cellule bersaglio attraverso i ligandi presenti sulla superficie;

(2) trasferimento dei recettori attivati alle cellule riceventi;

(1) riprogrammazione epigenetica delle cellule riceventi attraverso il rilascio di proteineofhatizilipid
e RNAS,

Di conseguenza, le cellule progenitrici possono comunicare con specifiche cellule bersaglio prossima
attraverso I'amplificazione dell'esosoma.

ht GNB FffUwb! RS Q2alibdbriofazionSdedii RNAN AR nedl KsbdomiB LI

0l ee Y, El Andaloussi S, Wood MJ.

Exosomes and microvesicles: extracellular vesicles for genfetimation transfer and gene therapy.
Hum Mol Genet. 2012;21(R1):R1R334. doi:10.1093/hmg/dds317
https://academic.oup.com/hmg/article/21/R1/R125/656800

SLEldh M, Ekstrom K, ValeH, et al.

Exosomes communicate protective messages during oxidative stress; possible role of exosomal shuttle RNA.
PLoS One. 2010;5(12):e15353. Published 2010 Dec 17. doi:10.1371/journal.pone.0015353
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3003701/

sz Mittelbrunn M, GutiérrezVazquez C, VillarroyBeltri C, et al.

Unidirectional transfer of microRNIldaded exosomes from T celio antigerpresenting cells.
Nat Commun. 2011;2:282. doi:10.1038/ncomms1285
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3104548/

Montecalvo A, Larregina AT, Shufesky WJ, et al.

Mechanism of transfer of functional microRNAs between mouse dendritic cells via exosomes.
Blood. 2012;119(3):75866. doi:10.1182/blooe2011-02-338004
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pnt/articles/PMC3265200/

Khalyfa A, Gozal D.

Exosomal miRNAs as potential biomarkers of cardiovascular risk in children.
J Transl Med. 2014;12:162. Published 2014 Jun 10. doi:10.1186884B4.2-162
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4057926/
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S RNA/DNA
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recipient cell

https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC6377728/

Diagramma schematico dei percorsi coinvolti nella comunicazione ceéllilda mediata dall'esosoma.

(1) Gli esosomi comunicano con le cellule riceventi tramite ligandi presenti sulla superficie.

(2) Gli esosomi trasferiscono i recettori attivati aidluale riceventi.

(3) Gli esosomi possono riprogrammare epigeneticamente le cellule riceventi tramite la veicolazione di proteine fuipdir@RNA

La bioattivita degli esosomi proviene non solo dalle proteine e acidi nucleici inglobati, ma daicloeo

Gli esosomi sono normalmente arricchiti in fosfatidilserina (PS), acido fosfatidico, colesterolo, sfingomielina
(SM), acido arachidonico e altri acidi grassi, prostaglandine e leucotrieni, che sono responsabili della loro
stabilita e rigidita strutturale.

Inoltre, gli esosomi hanno anche alcuni enzimi lipolitici funzionali, che possono produrre autonomamente unita
di vari lipidi bioattivi. Questi lipidi bioattivi esosomiali possono essere internalizzati nelle cellulentiogv
concentrati all'interno degli endosontt:

% Zhang Y, Liu Y, Liu H, Tang WH.
Exosomes: biogenesis, biologic function and clinical potential.
Cell Biosci. 2019;9:19. Published 2019 Feb 15. doi:10.1186/s035{®82-2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6377728/table/Tab3/
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Lipid-related enzymes and bioactive lipids in exosomes

lipid category and Lipid related enzymes Functional effects

description

LTA4, LTB4, LTC4 LTA4 hydrolase, LTC4 Triggering polymorphonuclear [131] leukocyte

synthase migration

PGE2, 15d-PGI2 COX-1, COX-2 Immunosuppression, [44] PPARy ligand

PGE2 PGE synthase Inflammation [4]

PA PLD2, DGK Increasing exosome production [132, 133]

AALPC cPLA2,iPLA2 Accounting for the membrane curvature [44]

/ SPLA2 IIA, sSPLA2 V Prostaglandin biosynthesis [44]

Ceramides nSMase2 Sorting cargo into MVBs [134]

Cholesterol / Regulating exosome secretion [135]

BMP / MVB formation [135] and subsequent ILV
biogenesis [136]

Ps / Being involved in exosome fate [13, 122]

SM ! Triggering calcium influx [135]

LA4, LTB4, LTC4 Leukoiriene; COX-1, COX-2 cyclooxygenases; PGE2, 15d-PGJ2 prostaglandins; PLD2
phospholipase D2; DGK diglyceride kinase; P4 phosphatidic acid; PLA2 phospholipases A2; cPLA2 calcium-
dependent phospholipases A2; iPLA2 calcium-independent phospholipases A2; A4 arachidonic acid; LPC
lysophosphatidylcholine; sPLA2 174; V secreted phospholipases A2 I1A and V; nSMase?2 neutral
sphingomyelinase 2; BMP Bis(monoacylglycero)phosphate, also called LBPA; PS phosphatidylserine; SM
sphingomyelin

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6377728/

Una domanda fondamentale € se le funzioni degli EXMV che portano molecole derivate dai patogeni guidano
la difesa dell'ospite e l'eliminazione del patogeno, o mediano la diffusione dei fattori di virulenza per
promuovere la sopravvivenza e la malattia gatogeno. Cid che si é visto & che in alcuni casi, possono
verificarsi entrambi, contemporaneamente e in equilibrio.

vdzSaidl 8§ dzyl R2YIFYyRIF O2YLX Saal OKS RALISYRS &aiAl RE
La risposta a questa domda per vari agenti patogeni non & ancora disponibile, poiché mancano molti degli
strumenti necessari per le indagini, ad esempio metodi robusti per inibire specificamente la produzione di
esosomi o altri ExMV al fine di valutare il loro ruolo nelle rispasimunitarie e nel controllo delle infezioni.

Tuttavia, studi condotti su vari modelli di infezione in vitro e in vivo hanno fornito alcune informazioni sulla
funzione degli esosomi e di altri ExXMV nella difesa dell'ospite e nell'evasione immunitaria.

'y Q23aSNDHT A2y S O2Ydzy$S LISNJ Y2t dGA &GdzZRA RA AY

che supporta una rilevanza funzionale per queste vescicole durante un'infe#iomfatti gli esosomi e alt]
ExMV sono stati implicati nella patogenesi di diversi virus.

35Nantakomol D, Chimma P, Day NP, et al.

Quantitation of cellderived microparticles in plasma using flovtedpased calibration.
Southeast Asian J Trop Med Public Health. 2008;39(1)336
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/18567455/

Hu G, Gong AY, Roth AL, et al.
Release of luminal exosomes contribs to TLR4nediated epithelial antimicrobial defense.
PLoS Pathog. 2013;9(4):e1003261. doi:10.1371/journal.ppat.1003261
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3617097/
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Al momento del rilascio, queste vescicole vengono "catturate" dalle cellule e il trasferimento di prote
RNA dell'ospite e virali potreblgotenziare l'infezione virale e la replicazione nelle cellule riceventi o inil
risposta immunitaria attraverso l'induzione dell'apoptosi o bloccando le risposte cellulari antivirali chia
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4304727/

Modulazione dell'immunita dell'ospite da parte degli esosomi durante un'infezione virale o parassitaria

Le cellule infettate da virus o parassiti, 0 gli stessi parassiticialas esosomi o microvescicole che possono stimolare I'attivazione dei linfociti T
fornendo antigeni agli APC. Al contrario, gli esosomi contenenti molecole microbiche, come I'HIV Nef o la Leishmanias&@3plpocare
I'attivazione dei linfociti T andurre I'apoptosi delle cellule immunitarie effettrici. Le vescicole extracellulari rilasciate da cellule infettate da virus

parassiti possono modulare sia la risposta immunitaria innata che quella acquisita. In alcuni casi, questo € a vantgmie geitogeno, mentre in
altri a vantaggio dell'ospite. Le linee tratteggiate indicano meccanismi sconosciuti. Vedere il glossario per le definizioni.

L'attuale comprensione delle funzioni delle EV comincia a colmare le lacune di conoscenza sullezaminic
cellulacellula. Ad esempio, le EV possono parzialmente rispondere alle domande su come le

citochine/chemochine raggiungono la concentrazione necessaria nel microambiente e raggiungano le loro
cellule bersaglio.

E stato riscontrato che le citocimon sono trasmesse in forma libera, ma sembrano essere associate alle EV
36

%6Konadu KA, Chu J, Huang MB, et al.

Association of Cytokines WilExosomes in the Plasma of HN\&eropositive Individuals.
J Infect Dis. 2015;211(11):171216. doi:10.1093/infdis/jiu676
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Citochine, chemochine, proteine miRNA sono notevolmente arricchiti all'interno delle EV, suggere
funzione delle EV come veicolo per concentrare e trasportare gquestecole di segnalazione.

Inoltre, gli RNA presenti nelle EV sono protetti dalla RNasiA, e quindi le EV possono costituire una
miRNA a scopo terapeutico e per il rilevamento di biomarcatori di maféttie

Veicolazione di farmadiramite gli esosomi
La veicolazione di principi attivi a base di EV offre numerosi vantaggi rispetto ai tradizionali sistemi di
somministrazione di farmadie EV mostrano una maggiore stabilita nel sangue che consente loro di percorrere
lunghe distanze 8interno del corpo in condizioni fisiologiche e patologi€he

Nel plasma sono stabili fino a 90 giorni in varie condizioni di conservd%idheontrario, le concentrazioni
di picco del TNE&lfa libero si verificano circa 2 ore dopo la somminighirzz, seguite da un rapido declino
della concentrazione nel plasma (emivita di circa 18,2 miffuti)
Esprimono gli stessi marcatori di superficie delle loro cellule "madri". Questa funzionalita offre
potenzialmente I'opportunita di fornire molecole cam¢ati EV in un modo specifico per il tipo di cellula.
Trasportano marcatori specifici del tipo di cellula e possono fungere da agente diagnosticbiopba
liquidd' * per evitare la diagnosi invasiva dei tessthi.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4447830/

87Cheng L, Sharples RA, Scicluna BJ, Hill AF.

Exosomes provide a protective and enriched source of miRNA for biomarker profiling compared to intracellularfesel delbd.
J Extracell Vesicles. 2014;3:10.3402/jev.v3.23743. Published 2014 Mar 26.3dd@2ljev.v3.23743
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3968297/

38 Jiang XC, Gao JQ.

Exosomes as novel baarriers for gene and drug delivery.

Int J Pharm. 2017;521):167-175. doi:10.1016/j.ijpharm.2017.02.038
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037851731730128X?via%3Dihub

Yousefpour P, Chilkoti A.

Coopting biology to deliver drugs.

Biotechnol Bioeng. 2014;111(9):169916. doi:10.1002/bit.25307
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4251460/

Terrasini N, Lionetti V.

Exosomedn Critical lliness.

Crit Care Med. 2017;45(6):1084€60. doi:10.1097/CCM.0000000000002328
https://journals.lww.com/ccmjournal/Abstract/2017/0800/Exosomes_in_Critical_lllness.17.aspx

%9Kalra H, Adda CG, Liem M, et al.

Comparative proteomics evaluation of plasma exosome isolation techniques and assessment of the stability of exosomeshinmamidood
plasma.

Proteomics. 2013;13(22):338864. doi:10.1002/pmic.201300282

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/pmic.201300282

“OFabbri LM, Rabe KF.

From COPD to chronic systemic inflammatsygdrome?

Lancet. 2007;370(9589):79P9. doi:10.1016/S0146736(07)61383
http://www.thelancet.com/retrieve/pii/S014067360761383X

4Lin J, Li J, Huang B, et al.

Exosomes: novdiomarkers for clinical diagnosis.
ScientificWorldJournal. 2015;2015:657086. doi:10.1155/2015/657086
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4322857/

Properzi F, Logozzi M, §8.

Exosomes: the future of biomarkers in medicine.
Biomark Med. 2013;7(5):76B78. doi:10.2217/bmm.13.63
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4322857/

GamezValero A, Lano-Ramos Sl, Bancu |, LauzuivGdemoros R, Borras FE.
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Biofluid Disease Associated proteins
Chronic hepatitis C CD81
Melanoma CD63, caveolin-1, TYRP2, VLA-4, HSP70, HSP90, (phospho)Met
Plashia Glioblastoma Epidermal growth factor receptor VI
Prostate cancer Survivin, PSA
Plasma cell dyscrasias c-Src
Ovarian cancer TGFB1 and MAGE3/6
SeRif Glioblastoma EGFRvIII
Lung cancer EGRF
Pancreatic cancer KRAS
Acute kidney injury Fetuin-A, ATF 3
Liver injury CD26, CD81, S1c3A1, CD10
Bartter syndrome type 1 NKCC2
Urie Bladder cancer EGF, a subunit of Gs, Resistin, Retinoic acid-induced protein 3,
Prostate cancer PSA, PCA3
isquemia reperfusion injury Aquaporin-1, Transcription factor 3
facal segmentary Wilms tumor 1, PODXL
glomerulosclerosis
Nephrotic syndrome Neprilysin, Aquaporin-2, Podocalyxin
Biofluid Disease Associated RNAs
Ovarian cancer miR-21, -141, -200a, -200b, -200c, -203, -205, -214
miR-17-3p, miR-21, miR-20b, miR-223, miR-301, let-7f, miR-
Lung cancer 151a-5p, miR-30a-3p, miR-200b-5p, miR-629, miR-100, miR-
154-3p
miR-16, miR-34b, miR-92a, miR-92b, miR-103, miR-107, miR-
Blaiia Prostate cancer 197, miR-328, miR-485-3p, miR-486-5p, miR-574-3p, miR-636,
miR-640, miR-766 and miR-885-5p
Es°"h2§§:::}:§g'c‘;"s sel miR-21, miR-1246
Breast cancer miR-141 and miR195
Cardiovascular disease miR-1, miR-133a
Alcoholic liver disease miR-122 and miR-155
Globlastoma RNU6-1, miR-320, and miR-574-3p
Sartin Colorectal cancer let-7a, miR-1229, miR-1246, miR-150, miR-21, miR-223, miR-23a
Human esgphageal cell miR-21
carcinoma
Urine Renal fibrosis miR-29¢c, CD2APmRNA
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5946167/
EV contenenti molecole che possono potenzialmente fungere da biomarcatori

Urinary extracellular vesicles as source of biomarkers in kidney diseases.
Front Immunol. 2015;6:6. Published 2015 Jan 30. doi:10.3389/fimmu.2015.00006
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4311634/

Zocco D, Ferruzzi P, Cappello F, Kuo WP, Fais S.

Extracellular vesicles as shuttles of tumor biomarkers andtamtor drugs.
Front Oncol. 2014;4:267. Published 2@et 8. doi:10.3389/fonc.2014.00267
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4189328/
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* Definizioni: LA BIOPSIA LIQUIDA

Df A &addzRA O2yR2G0GA FAYy2 TR 233IA KFEyy2 RAY2&a0GNI (2
oA2aAyiSiAnd2 RStfUSazazyl RSftfQ2aLIAGS 02YS LI NIS
Virus come paramyxovirus, virus dell'epatite C (HCHpdabvirus, filovirus, herpesvirus e virus dell'epatite B
(HBV) utilizzano i complessi di smistamento endosomiale necessari per il trasporto (ESCRT
endosomakortingcomplexesequired fortransport)*? per promuovere il loro rilascid®

Questesomiglianze e la presenza di proteine virali negli esosomi suggeriscono la condivisione d

processo per la veicolazione delle proteine virali mediante gli esosomi.

Inflammasoma ed esosomi  #

C'é una forte evidenza che la secrezione delle EV giglaia all'attivita dell'inflammasomé®

42\otteler J, Sundquist WI.

Virus budding and the ESCRT pathway.

Cell Host Microbe2013;14(3):23241. doi:10.1016/j.chom.2013.08.012
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3819203/

“>Meckes DG Jr.

Exosomal communication goes viral.

J Virol. 2015;89(10):5266203. doi:10.1128/JV1.024704
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4442506/

Ahmed |, Akram Z, Igbal HMN, Munn AL.

The regulation of Endosomal Sorting Complex Require@iréorsport and accessory proteins in multivesicular body sorting and enveloped viral
budding- An overview.

Int J Biol Macromol. 2019;127111. doi:10.1016/j.ijbiomac.2019.01.015
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0141813018358380?via%3Dihub

4 Cypryk W, Nyman TA, Matikainen S.

From Inflammasome to Exosormes Extracellular Vesicle Secretion ConstituttnlammasomeDependent Immune Response?
Front Immunol. 2018;9:2188. Published 2018 Sep 25. doi:10.3389/fimmu.2018.02188
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimnu.2018.02188/full

“SNyman TA, Lorey MB, Cypryk W, Matikainen S.

Mass spectrometrpased proteomic exploration of the human immune system: focus on the inflammasome, global protein secretion, and T cells.
Expert Rev Proteomi¢g017) 14:398407. doi: 100080/14789450.2017.1319768

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28406322/

Valimaki E, Miettinen JJ, Lietzén N, Matikainen S, Nyman TA.

Monosodium urate activates Src/Pyk2/PI3 kinase eafthepsin dependent unconventional protein secretion from human primary macrophages.
Mol Cell Proteomic§2013) 12:74863. doi: 10.1074/mcp.M112.024661

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3591666/

Valiméaki E, Cypryk W, Virkanen J, Nurmi K, Turunen PM, Eklund KK, et al.

Calpain activity is essential for A@iven unconventional vesiclmediated protein secretion and inflammasome activation in human macrophages.
J Immunol(2016) 197:331§25. doi: 10.4049/jimmunol.1501840

https://www.jimmunol.org/content/197/8/3315.long

Cypryk W, Lorey M, Puustinen A, Nyman TA, Matikainen S.

Proteomic and bioinformatic chacterization of extracellular vesicles released from human macrophages upon influenza A virus infection.
J Proteome Re$2017) 16:21@27. doi: 10.1021/acs.jproteome.6b00596

https:// pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jproteome.6b00596

Lorey MB, Rossi K, Eklund KK, Nyman TA, Matikainen S.

Global characterization of protein secretion from human macrophages followingaoonical caspas4/5 inflammasome activation.
Mol CellProteomics(2017) 16(4 suppl. 1):S&89. doi: 10.1074/mcp.M116.064840
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5393394/

Singhto N, Kanlaya R, Nilnumkhum A, Thongboonkerd V.
Roles of macrophage exosomes in immune response to calcium oxalate monohydrate crystals.
Front Immunol(2018) 9:316. doi: 10.3389/fimmu.2018.00316
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/artites/PMC5835051/
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https://www.jimmunol.org/content/197/8/3315.long
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jproteome.6b00596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5393394/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5835051/

| -
=

rinascimentoitalia.it

e che I'EV "indotto dall'inflammasoma” possa attivare risposte infiammatorie nelle cellule ric&venti

Pertanto l'attivazione della secrezione di EV attraverso vari meccanismi € probabilmente il risultattvitél
RSttt QAYFELYYlFaz2Yl ySttlr aSayrtrTA2yS AYYdzyAlGl NRI F

bSt 2 NP FromNifldamthasbrie tod Exosor®es Extracellular Vesicle Secretion Constitute an
Inflammasomes SLISY RSy (i L YY dgg8ykev& subderischiinkriodello della secrezione di EV
dipendente dall'inflammasoma come processo sequenziale, che serve al rilascio di citochifaprmatorie

e di numerose altre proteine.

befI- FTAIdz2NF &aS3dzSydS & NI LIWLINBaSyal alr

A. Il segnale 1 fornito da IL1R, TLR e altri PRR induce la trascrizione e l'espressione di NLRP3, nc
| precursori delle citochinsfiammatorie Ikm | $8 elLal'induzione dell'espressione di centinaia di &
| proteine.

| B. Il segnale 2attiva l'inflammasoma che catalizza I'elaborazione dellalpmmi S RSt f | 3t
1l frammento Nterminale della gasdermina D si inseriscanmembrana cellulare e oligomerizza, forman
| un poro, che consente la secrezione diretta di piccole proteine, citochine e favorisce i flussi ionici attr
| membrana.

| Inoltre, le concentrazioni di calcio e potassio sono influenzate anche dabredetintiporto * di membrang
| (ad es.P2X7) o dalla fuoriuscita di lisosomi, amplificando lattivazione dell'inflammasoma e ca
I'attivazione di floppasi, flippasi e scramblas, che catalizzano la traslocazione transmembrana di fosfati
| e fosfaidiletanolamina.

| C. Cio influisce sulla curvatura della membrana, provocando il germogliamento verso l'esterno, la forn
| di microvescicole e l'incorporazione di proteingprossimita della membrana (comprese ficm i -8 i
| maturo) nonché di preine di membrana integrali nel loro lume. La rapida elaborazione -t ilL

| comportare anche il reclutamentodiM Y G dzNBE y St S @Sa0A02tS Ay
un componente del percorso endosomiale, che trasferisce il sutentito direttamente alla membrang
 rilasciando esosomi.

D. L'attivita prolungata dell'inflammasoma porta a piroptosi che pud causare il rilascio di comp
| dellinflammasoma, citochine e altre proteitramite la lisi della membrana o strutture vesdari piu grandi
risultanti dalla frammentazione cellulare.

Ohman T, Teirila L, Lahesrgarpinen AM, Cypryk W, Veckman V, Saijo S, et al.

Dectinl pathway activates robust autophaggpendent unconventional protein secretion in human macrophages.
J Immunol(2014) 192:595¢62. doi: 10.4049/jimmool.1303213
https://www.jimmunol.org/content/192/12/5952.long

“Zhang Y, Liu F, Yuan Y, Jin C, Chang C, Zhu Y, et al.
Inflammasomederived exosomes activate NB signaling imacrophages] Proteome Re$2017) 16:17§178. doi: 10.1021/acs.jproteome.6b00599
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jproteome.6b00599
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* Definizioni: TRASPORTO E PERMEABILITA DI MEMBRANA CELLULARE

La sinapsi immunologica e gli esosomi

Il termine 'sinapsi immunologicéé stato originariamente coniato per evidenziare le somiglianze tra i contatti
sinaptici tra i neuroni nel sistema nervoso centrale e le interazioni affini, dipendenti dall'antigene tra le cellule
T e le cellule che presentano I'antigetie

APC TCR enriched vesicle signaling 2 ¢ modulation of

1 X, gene
4 expression

“ o g miRNA
t@ f nk

containing
exosome

S

gap
junction

complex

¥ X
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T cell

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5657015/

47Yokosuka T., Saito T. (2010)

The Immunolgical Synapse, TCR Microclusters, and T Cell Activation. In: Saito T., Batista F.

(eds) Immunological Synapse. Current Topics in Microbiology and Immunology, vol 340. Springer, Berlin, Heidelbergi.brgpd:0/d®07/9783-
642-038587_5

https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-642-038587_5

Dustin ML.

he immunological synapse.

Cancer Immunol Res. 2014;2(11):14283.d0i:10.1158/23266066.CIR.4-0161
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4692051/

GutiérrezVazquez C, Villarroygeltri C, Mittelbrunn M, Sanchédadrid F.
Transfer of extragllular vesicles during immune cekll interactions.
Immunol Rev. 2013;251(1):12%2. doi:10.1111/imr.12013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3740495/

Davis DM, DustiML.

What is the importance of the immunological synapse?

Trends Immunol. 2004;25(6):3327. doi:10.1016/].it.2004.03.007
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15145322/

Dustin ML.

What counts intie immunological synapse?

Mol Cell. 2014;54(2):25862. doi:10.1016/j.molcel.2014.04.001
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4005017/

Finetti F, Cassioli C, Baldari CT.
Transcellular communication at the immunological synapse: a vesicular-tregtiated mutual exchange.
F1000Res. 2017;6:1880. Published 2017 Oct 24. doi:10.12688/f1000research.11944.1
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/aticles/PMC5657015/
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Comunicazione cellukaellula alla sinapsi immunologica (IS).
miRNA, microRNA; MTOC, centro di organizzazionmidestubuli; MVB, corpo multivesicolare.

L'IS funziona come un dispositivo per la comunicazione transcellulare sfruttando diversi meccanismi:
1. trasferimento polarizzato di vescicole arricchite con recettore dell'antigene delle cellule T (TCR) dalle
cellue T alle cellule presentanti I'antigene (APC), che promuove la segnalazione precoce nella cellula
ricevente;

2. rilascio di esosomi contenenti miRNA dalle cellule T che modulano I'espressione genica nelle APC;

3. trogocitosi * del complesso peptieldHC: TCRpMHC: TCR) durante l'internalizzazione del TCR,
associata sia alla segnalazione sostenuta che all'espressione superficiale di pMHC nelle cellule T, in cui
guest'ultima conferisce alle cellule T la capacita di presentare I'antigene ad altre cellule T;

4. assemblaggio della giunzione stretta tra cellule T e APC che consente lo scambio di molecole solubili

all'ls.

BHENF AFSNAYSyYy(di2 RA FTNIYYSyidA RA YSYONI

I morte cellulare. Questo processo & mediato dalla segnalazione recettoriale in seguito al contattcekl

ESOSOMI E ARDS*

La comunicazione cellutzllula & essenziale per il funzionamento ottimale del polmone e quindi gli esosomi
sono importanti nella biologia e nella funzione polmonare.

“8Joly, E., Hudrisier, D.

What is trogocytosis and what is its purpose?

Nat ImmunoM, 815 (2003). https://doi.org/10.1038/ni096815
https://www.nature.com/articles/ni0903815

49Kim TH, Hong SB, Lim CM, Koh Y, Jang EY, Huh JW.

The Role of Exosomes in Bronchoalveloar Lavage from Patients with Acute Respiratory DistreseSyndrom
J Clin Med. 2019;8(8):1148. Published 2019 Aug 1. doi:10.3390/jcm8081148
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6722638/

CabreraBenitez NE, Valladares F, Gattéanandez Set al.

Altered Profile of Circulating Endotheliaerived Microparticles in Ventilatdnduced Lung Injury [

published correction appears in Crit Care Med. 2016 Mar;44(3):eC8BCare Med. 2015;43(12):e58559. doi:10.1097/CCM.0000000000001280
https://journals.lww.com/ccmjournal/Abstract/2015/12000/Altered_Profile_of_Circulating_Endothelial_Derived.37.aspx

Alipoor SDMortaz E, Garssen J, Movassaghi M, Mirsaeidi M, Adcock IM.
Exosomes and Exosomal miRNA in Respiratory Diseases.

Mediators Inflamm. 2016;2016:5628404. doi:10.1155/2016/5628404
https://www.hindawi.com/journals/mi/2016/5628404/

Fujita Y, Kadota T, Araya J, Ochiya T, Kuwano K.

Extracellular Vesicles: New Players in Lung Immunity.

Am J Respir Cell Mol BiaD18;58(5):56665. doi:10.1165/rcmb.2010293TR
https://www.atsjournals.org/doi/pdf/10.1165/rcmb.201-D293TR

Lanyu Z, Feilong H.

Emerging role of extracellular vesiclesund injury and inflammation.

Biomed Pharmacother. 2019;113:108748. doi:10.1016/j.biopha.2019.108748
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S075333221930160X

27
Dr.ssa Loretta Bolgan ~ 03.10.2020


https://www.nature.com/articles/ni0903-815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6722638/
https://journals.lww.com/ccmjournal/Abstract/2015/12000/Altered_Profile_of_Circulating_Endothelial_Derived.37.aspx
https://www.hindawi.com/journals/mi/2016/5628404/
https://www.atsjournals.org/doi/pdf/10.1165/rcmb.2017-0293TR
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S075333221930160X

CAPITOLO 2- COMPLICAZIONI RESPIRATORIE
DANNO MULTIORGANO  pARTE TERZA Esosomi

Gli esosomi vengono rilasciati da un'ampia gamma di tipi di cellule presenti afibrdet polmone, comprese

le cellule endoteliali, le cellule staminali, le cellule epiteliali, i macrofagi alveolari e le cellule tumorali, sebbene
le cellule epiteliali siano la principale fonte di esosomi derivetl polmone *°

Gli esosomi rilasciati dalle cellule epiteliali delle vie aeree contengono mucine e acido sial¢6 elffa hanno

un effetto neutralizzante sull'infezione da virus influenzale umano

Le mucine influenzano le proprieta strutturali, la conformazione e la carica superficiale degli esosomi e
contribuiscono cosi alla difesa mucociliare da parte del sistema immunitario innato del poffhone.

Gli esosomi controllano la segnalazione infiamoniat all'interno delle vie aeree attraverso la comunicazione
intercellulare® e possono agire come parte della risposta allo stress nelle vie aeree.

Nella sarcoidosi, gli esosomi provocano l'inizio e la progressione delle risposte inflammatorie ndgliora
l'induzione della produzione di-Il3, INFgamma e CX& nel microambiente polmonar®.

Inoltre, la secrezione degli esosomi e la loro composizione possono essere alterati a seguito dell'infezione. Ad
esempio, e stato dimostrato che gli esosomiidati dai macrofagi alveolari sono arricchiti per H&Pdopo
l'infezione da Mycobacterium [66T

Le EV rilasciate dalle cellule delle vie aeree possono essere trovate nel liquido di lavaggio broncoalveolare e
supportare l'infiammazione nei polmoni,anpossono anche riversarsi nella circolazione e trasportare un
cocktail di molecole prinfiammatorie alle cellule riceventi negli organi distaffti

50Y. Fujita, N. Kosaka, J. Araya, K. Kuwano, and T. Ochiya,
Extracellular vesicles in lung microenvironment and pathogenesis
Trends in Molecular Medicine, vol. 21, no. 9, pp.&8®, 2015.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/26231094/

SIN. T. Eissa

The exosome in lung diseases: message in a bottle

Journal of Allergy and Clinical Immunology, vol. 131, no. 3, pg99642013.
https://www.jacionline.org/article/S00946749(13)0016& /fulltext

52M. C. Rose and J. A. Voynow

Respiratory tract mucin genes and mucin glycoproteins in health and disease

Physiological Reviews, vol. 86, no. 1, pp.c248, 2006.
https://journals.physiology.org/doi/full/10.1152/physrev.00010.2005?rfr_dat=cr_pub++0pubmed&url_ver=239.88
2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org

9d . 2d2NR2yYyl &8s %d %l avz2yls [ wd Yd tSy1S8S Si o
Transcellular delivery of vesicular SOCS proteins from maagesto epithelial cells blunts inflammatory signaling
The Journal of Experimental Medicine, vol. 212, no. 5, pp; 77428 2015.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4419346/

*3R. Sessa and A. Hata

Role of microRNAs in lung development and pulmonary diseases
Pulmonary Circulation, vol. 3, no. 2, pp. 8388, 2013.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3757825/

5 K. R. Qazi, P. T. Paredes, B. Dahlberg, J. Grunewald, A. Eklund, and S. Gabrielsson
Proinflammatory exosomes in lmohoalveolar lavage fluid of patients with sarcoidosis
Thorax, vol. 65, no. 11, pp. 10®24, 2010.
http://protein.bio.msu.ru/biokhimiya/contents/v81/full/81081091.htrn

%5 C. Cordazzo, S. Petrini, T. Neri et al.

Rapid shedding of proinflammatory microparticles by human mononuclear cells exposed to cigarette smoke is dependémailiZation
Inflammation Research, vol. 63, no. 7, pp. 397, 2014.

https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs000014-07237

*6Wahlund CJE, Eklund A, Grunewald J, Gabrielsson S.

Pulmonary Extracellular Vesicles as Mediators of Locabgstemic Inflammation.

Front Cell Dev Biol. 2017;5:39. Published 2017 Apr 26. doi:10.3389/fcell.2017.00039
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/28491866/
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https://www.atsjournals.org/doi/pdf/10.1165/rcmb.201-D293TR
Morfologia delle vescicole extracellulampurificate (EV) dal fluido BAL umand/iene presentata un'immagine rappresentativa al microscopio
elettronico a trasmissione di contrasto di fase. Si osservano EV di varie dimensioni e forme. Questi EV sono statiizzaladioutin metodo di
ultracentifugazione convenzionale. Barra della scala: 200 nm.

EV e interazione tra il microbiota e la risposta immunitaria polmonare dell'ospite
Come gia visto, il microbiota e essenziale per lo sviluppo delle risposte immunitarie e dell'omeostasi delle vie
aeree®’,

La disbiosi e la colonizzazione dei patogeni sono state collegate ad alterazioni delle risposte immunitarie e allo
sviluppo di malattie nei polmont® ed é stato dimostrato che le EV derivate da agenti patogeni, compresi i
batteri, trasferiscono il loroantenuto alle cellule ospiti e modulano I'immunita innata dell'ospite

57 DicksorRP ErbDownwardJR HuffnagleGB.
Homeostasis and its disruption in the lung microbiome.
Am J Physiol Lung Cell Mol Phya@5;309:L.104GL1055.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4652146/

56BuddenKF GellatlySL Wood DL,CooperMA, MorrisonM, HugenholtzP, et al.
Emerging pathogenic links between microbiota and theglyug axis.

Nat Rev Microbiol2017;15:863.
https://www.nature.com/articles/nrmicro.2016.142.pdf

59 SchoreydS ChengY,SinghPP SmithVL.

Exosomes and other extracellular vesicles in ¢uethogen interactions.
EMBO ReR015;16:2443.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4304727/

Kaparakid_iaskos M, Ferrero RL.

Immune modulation by bacterial outer membrane vesicles.
Nat Rev Immunol. 2015;15(6):3387. da:10.1038/nri3837
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25976515/

Lee EY, Bang JY, Park GW, et al.
Global proteomic profiling of native outer membrane vesicles derived from Escherichia coli
[published correction appears in Proteomics. 2007 Oct;7(20):382bteomics. 2007;7(17):3148153. doi:10.1002/pmic.200700196
http://www.zgddek.com/EN/abstract/abstract13896.shtml
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Park et al hanno riscontrato che l'ingresso di EV deridaté&scherichia coli nel flusso sanguigno induceva
un'infammazione sistemica che imitava la sef¥&i,che EV derivatéa Staphylococcus aureus erano associate
alla patogenesi dell'infiammaazie polmonare neutrofil&®.

Inoltre, le EV derivatea batteri gramnegativi inducono risposte delle cellule Thl e Th1l7 e l'infammazione

neutrofila nei polmoni, che porta alla patogenesi delle malattie da infliammazione delle vie aeree come l'asma
neutrofila e la BPCE.

Questi dati suggeriscono che le EV derivdkemicrobiota intestinale possono essere i messaggeri chiavg

comunicazione tra il microbiota intestinale e le risposte immunitarie polmonari dell'ospite attravg
trasferimentodei componenti contenuti nelle EV.

Kim et al hanno analizzato il microbiota polmonare dal tessuto polmonare della BPCO e le EV d@&rivate
tessuto polmonare della BPC&, e hanno dimostrato che le EV di derivazione batterica possedevano
caratterisiche distintive nei polmoni di non fumatori, fumatori sani e pazienti con BPCO.

Le EV prodotte dai batteri commensali possono giovare all'ospite promuovendo la tolleranza della mucosa e
proteggendo dall'insorgenza di malattie polmorfdri

Al contrario, le EV derivatdalla disbiosi del microbiota polmonare possono indurre risposte immunitarie
polmonari attivate e patogenesi inflammatoria polmonaie.

60 ParkKS ChoikH,KimYSHongBS KimOY KimJH et al.

Outer membrane vesicles derived frdascherichia coli induce systemic inflammatory response syndrome.
PLoS One2010;5:€11334.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2893157/

61Kim MR, Hong SW, Choi EB, et al.

Staphylococcus auretderived extracellular vesicles induce neutrophilic pulmonary inflammation via both Thl and Th17 cell responses.
Allergy. 2012;67(10):1271281. doi10.1111/all.12001

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22913540/

52Kim YS, Choi EJ, Lee WH, et al.

Extracellular vesicles, especially derived from Greagative bacteria, in indoor dustduce neutrophilic pulmonary inflammation associated with both
Th1 and Th17 cell responses.

Clin Exp Allergy. 2013;43(4):4434. doi:10.1111/cea.12085

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/23517040/

KimJH,LeeJ,ParkJ,GhoYS.

Gramnegative and Grampositive bacterial extracellular vesicles.
Semin Cell Dev Biol2015;40@04.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25704309/

63Kim HJ, Kim Y&im KH, et al.

The microbiome of the lung and its extracellular vesicles in nonsmokers, healthy smokers and COPD patients.
Exp Mol Med. 2017;49(4):e316. Published 2017 Apr 14. doi:10.1038/emm.2017.7
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5420800/

54Choi Y, Park H, Park HS, Kim YK.

Extracellular Vesicles, a Key Mediator to Link Environmental Microbiota to Airway Immunity.
Allergy Asthma Immunol Res. 2017;9(2)-1@F. doi:D.4168/aair.2017.9.2.101
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5266118/

65Kubo H.

Extracellular Vesicles in Lung Disease.

Chest. 2018;153(1):24916.d0i:10.1016/j.chest.2017.06.026
https://journal.chestnet.org/article/S001:3692(17)3119%/fulltext
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EVs derivati dal microbiota e risposta immunitaria polmonare ospit&i propone che l'interazione tra il microbiota e le risposte immunitarie polmonari
dell'ospite mediate dalle EV abbia il potenziale per aumentare la comprensione delle risposte immunitarie polmonari foalildpEls derivati da

batteri o vescicole d& membrana esterna (OMV) inducono inflammazione neutrofila e lo sviluppo di malattia polmonare ostruttiva cronica (BPCO).
Inoltre, le EV prodotte dai microbi polmonari e intestinali possono attivare le risposte immunitarie polm@ylarEV prodotte diéa flora normale
promuovono la tolleranza della mucosa e proteggono dallinsorgenza di malattie infiammap#Aé¢ contrario, le EV derivate dalla disbiosi del
microbiota hanno il potenziale per attivare le risposte immunitarie polmonari

EV contenute nei fluidi broncoalveolari (BALF)

Vengono secrete nel fluido di lavaggio broncoalveolare grandi quantita di EV da diversi tipi di cellule dopo
infezione o lesione polmonare.

Le EV BALF contribuiscono in modo significativo allo sviluppo dell'infiammapiomenare in diversi modelli

di ALL.

5212 aldAY2fA a0GSNRARfTAZT fI F2yiS LINARYOALI S RSEfS 9+
erano principalmente derivate dai macrofagi alveolari in BALF indotto da stimoli inf&ttivi.

Effetti delle EV derivate dal tessuto polmonare

Quasi tutti i tipi di cellule rilasciano EV che colpiscono cellule vicine o distanti ed esercitano anche azioni
autocrine su sé stesse. Queste EV hanno effetti protettivi o dannosi distinti su altre celtuldipendono
fortemente dalle cellule donatrici, dagli stimoli accettati delle cellule madri e dalla varieta e composizione delle
EV.

Nei tessuti polmonari, le comunicazioni tra le cellule immunitarie e strutturali alveolari attraverso le EV
contribuiscono alla risposta infiammatoria polmonare, alla rottura della barriera strutturale e alla modulazione
del microambiente polmonare.

6] ee H, Zhang D, Laskin DL, Jin Y.

Functional Evidence of PulmoméaExtracellular Vesicles in Infectious and Noninfectious Lung Inflammation.
J Immunol. 2018;201(5):15a(509. doi:10.4049/jimmunol.1800264
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6109965/
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EV derivate dalle cellule epiteliali

Le EV sono fondamentali per l'attivazione e la propagazione della tronalttoaverso I'esposizione di
fosfolipidi caricati negativamente sulla loro superficie e il rilascio del fattore tissutale (TF, un iniziatore primario
della coagulazione del sangue, che svolge anche un ruolo fondamentale nell'angiogenesi) nel sito della
trombosi.®”

JinrAhPark et al hanno dimostrato da studi in vitro e in vivoletwllule epiteliali bronchiali sottoposte a stress
meccanico sono una fonte di TF secreto

La quantita di TF nel liquido di lavaggio broncoalveolare da pazienti con asma (una malattia caratterizzata in
parte da angiogenesi sottoepiteliale) e stata trovata a concentrazioni medie che Branite maggiordi

quelle del controllo sano, e gli eswsi isolati dalle cellule epiteliali bronchiali normali umane e dal fluido di
lavaggio broncoalveolare di soggetti asmatici contenevan&TF.

In maniera analogan seguito ad uno stimolo proinfiammatorio, le cellule epiteliali alveolari possono rilascia
molte EV contenenti fattore tissutale procoagulante (TF), che contribuiscono alla deposizione di fibrina
nellARDS®.

EV derivate dai macrofagi alveolari

le microvescicole alveolari derivate dai macrofagi vengono rilasciate rapidamente nelle psindelfdanno
polmonare acuto e sonpotenti iniziatori dell'inflammazionemediata in particolare dal TNF (tumour necrosis
factor).”™

5Falati S, Liu Q, Gross P, et al.

Accumulation of tissue factor into developing thrombi in vivo is dependent upon micropartsee€tin glycoprotein ligand 1 and plateles€lectin.
J Exp Med. 2003;197(11):158598. doi:10.1084/jem.20021868

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC2193915/

NieuwlandR, Berckmans RJ, McGregor S, et al.

Cellular origin and procoagulant properties of microparticles in meningococcal sepsis.
Blood. 2000;95(3):93035.

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10648405/

Bretelle F, Sabatier F, Desprez D, et al.

Circulating microparticles: a marker of procoagulant state in normal pregnancy and pregnancy complicategctaympsia or intrauterine growth
restriction.

Thromb Haemost. 2003;89(3):4882.

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/12624632/

Rauch U, Nemerson Y.

Circulating tissue factor and thrombosis.

CurrOpin Hematol. 2000;7(5):27277. doi:10.1097/000627520000900600003
https://journals.lww.com/cehematology/Abstract/2000/0900@Zirculating_tissue_factor_and_thrombosis.3.aspx

Thiagarajan P, Tait JF.

CollagerAnduced exposure of anionic phospholipid in platelets and platéégived microparticles.
J Biol Chem. 1991;266(36):243D2307.

https://www.jbc.org/content/266/36/24302.long

88 Park JA, Sharif AS, Tschumperlin DJ, et al.

Tissue factobearing exosome secretion from human mechanically stimulated bronchial epithelial aétt® iand invivo.
JAllergy Clin Immunol. 2012;130(6):137383. doi:10.1016/j.jaci.2012.05.031
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3511625/

59Bastarache JA, Fremont RD, Kropski JA, Bossert FR, Ware LB.

Procoagulant alveolar microparticles in the lungs of patients with acute respiratory distress syndrome.
Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2009;297(6):H1D3%1. doi:10.1152/ajplung.00214.20
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2793184/

0Soni S, Wilson MR, O'Dea KP, et al.
Alveolar macrophageéerived microvesicles mediate acute lung injury.
Thorax. 2016;71(!1):10201029. doi:10.1136/thoraxjr2015208032
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5099194/
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EV derivate da cellule endoteliali
Le EV derivate dalle cellule endoteliali promuovonsgdostamento al fenotipo prinfiammatorio delle cellule
endoteliali ™.

Inducono unaliminuzione della produzione di Nsa in vivo che in vitre in vivo sono stati riscontrati edema
polmonare, reclutamento di neutrofili e compromissione della barriera endotetibleolare’.

L'incubazione dei macrofagi con EV endoteliali indotte dal fumo di sigaretta (CS) causa una significativa
inibizione dell'efferocitosi dei macrofadt.

La ventilazione meccanica potrebbe causare lesioni e distruzione delle cellule endoteliali, anzhe se
un'inflammazione gia esistente.

Rispetto alla ventilazione meccanica a basso volume corriententilazione ad alto volume corrente aumenta

il punteggio dell'edema polmonare e porta a un deterioramento dello scambio gassoso, associato a un
evidenteaumento del numero di EV delle cellule endoteliali circolénti

Il ruolo diagnostico degli EV nel danno polmonare e nell'infiammazione
| componenti molecolari nelle EV sono correlati a determinate malattie, indicando che possono essere utilizzati
anche pr la diagnosi e predirre la gravita della malatéia

Le EV leucocitarie nel BALF e nel sangue (LeuMP) sono state identificate come biomarcatori di prognosi
favorevole all'inizio del’lARDS

* Andrews AM, Rizzo V.

MicroparticleInduced Activation of the Vascular Endotbetl Requires CaveolityCaveolae.

PL0S One. 2016;11(2):e0149272. Published 2016 Feb 18. doi:10.1371/journal.pone.0149272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4758735/

2Densnore JC, Signorino PR, Ou J, et al.

Endotheliumderived microparticles induce endothelial dysfunction and acute lung injury.

Shock. 2006;26(5):46471. doi:10.1097/01.shk.0000228791.10550.36
https://journals.lww.com/shockjournal/Fulltext/2006/11000/ENDOTHELIUM_DERIVED_MICROPARTICLES_INDUCE.6.aspx

7 Serban KA, Rezania S, Petrusca DN, et al.

Structural and functionatharacterization of endothelial microparticles released by cigarette smoke.
Sci Rep. 2016;6:31596. Published 2016 Aug 17. doi:10.1038/srep31596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/artites/PMC4987682/

"“CabreraBenitez NE, Valladares F, Gatténandez S, et al.

Altered Profile of Circulating Endotheliaérived Microparticles in Ventilatdnduced Lung Injury

[published correction appears in Crit Care Med. 2016 Mar;44(3):eC80]Care Med. 2015;43(12):e58559. doi:10.1097/CCM.0000000000001280
https://journals.lww.com/ccmjournal/Abstract/2015/12000/Altered_Profile_of_Circulating_Endothelial_Derived.37.aspx

>Properzi F, Logozll, Fais S.

Exosomes: the future of biomarkers in medicine.

Biomark Med. 2013;7(5):76B78. doi:10.2217/bmm.13.63
https://www.futuremedicine.com/doi/pdf/10.2217/bmm.13.63

Masaoutis C, Mihailidou C, Tsourouflis G, Theocharis S.

Exosomes in lung cancer diagnosis and treatment. From the translating research into future clinical practice.
Biochimie. 2018;151:236. doi10.1016/j.biochi.2018.05.014
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0300908418301457?via%3Dihub

6 Bastarache JA, Fremont RD, KropskBaasert FR, Ware LB.

Procoagulant alveolar microparticles in the lungs of patients with acute respiratory distress syndrome.
Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2009;297(6):E1D341. doi:10.1152/ajplung.00214.2009
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC2793184/

Guervilly C, Lacroix R, Forel JM, et al. High levels of circulating leukocyte microparticles are associated with beteiroatuge respiratory distress
syndrame. Crit Care. 2011;15(1):R31. doi:10.1186/cc9978
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3222067/
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EV derivate da altre cellule

La somministrazione intratacheale ed endovenosa di EV ematiche provenienti da ratti trattati con LPS a ratti
Y2NXIEfA SNI Ay 3INIR2 RA AYRANNBE Q! ws5{ O2¥ >m0QFf dz¥ S\
e I1:10 nel BALF e plasma.

Lo studiodella morfologica polmonare ha dimostrato che le strutture alveolari erano distrutte con una grande
quantita dineutrofili infiltrati nei tessuti polmonari’’

Studi effettuati sulle unita stoccate di globuli rossi concentrati (pRBC) hanno dimost@tsénza di EV in

jdzl yiAGLE ONBAaOSYydS O2y QI dzYSyidl N RSt GSYLER RA ai
tra cui malattie vascolari, danno polmonare, trombosi, immunomodulazione, refrattarieta piastrinica e priming

dei neutrofil

In vitro, i neutrofili umani cencubati con RB®&V hanno mostrato I'aumento delle espressioni di CD11b e

della produzione di superossido, nonché una maggiore capacita fagocitica che pud spiegi@rezihmento
della risposta infiammatoria osservadarante la trasfusione nei pazienti che ricevono pRBC piu vééchi

VIRUS E VESCICOLE EXTRACELLULARY

7Li H, Meng X, Liang X, Gao Y, Cai S.

Administration of microparticles fromlaod of the lipopolysaccharideeated rats serves to induce pathologic changes of acute respiratory distress
syndrome.

Exp Biol Med (Maywood). 2015;240(12):17351. doi:10.1177/1535370215591830

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4935343/

8 Belizaire RM, Prakash PS, Richter JR, et al.

Microparticles from stored red blood cells activate neutrophils and cause lung injury after hemorrhage and resuscitation.
J Am ColBurg. 2012;214(4):64857. doi:10.1016/j.jamcollsurg.2011.12.032
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4034387/

®Margolis L, Sadovsky Y.

The biology oéxtracellular vesicles: The known unknowns.

PLoS Biol. 2019;17(7):€3000363. doi:10.1371/journal.pbio.3000363
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6667152/

Microvesicles an¥iral Infection

David GMeckesJr.,NancyRaabTraub

Journal of Virologiov 201185 (24)1284412854;D01:10.1128/JVI1.058531
https://jvi.asm.org/content/85/24/12844

Ressel S, Rosca A, Gor#igrBuck AH.

Extracellular RNA in virbst interactions: Thinking outside the cell.
Wiley Interdiscip Rev RNA. 2019;10(4):e1535. doi:10.1002/wrna.1535
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6617787/

Gulfaraz Khan, Wagar Ahmed and Pretty S. Philip (July 12th 2017).

Exosomes and Their Role in Viral Infections, Novel Implicasfdasosomes in Diagnosis and Treatment of Cancer and Infectious Diseases,
Jin Wang, IntechOpen, DOI: 10.5772/intechopen.69397.

Available fromhttps://www.intechopen.com/books/novelmplicationsof-exosomesn-diagnosisandtreatment-of-cancerand-infectious
diseases/exosomeand-their-role-in-virakinfections

Assil SWebster B, Dreux M.

Regulation of the Host Antiviral State by Intercellular Communications.

+ANHZASAad HamMpTTOoyoOYnTntnntood® R2AYMndoodnkBTnyHynn
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4576201/

Anderson MR, Kashanchi F, Jacobson S.

Exosomes in Viral Disease.

bSdzNR G KSNI LISdzi A O&dd HAamc TmMOBMEOBpopmpnc® R2ZAYMAOMANTKAMOOMM
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4965413/
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A differenza delle EV, la definizione di virus sviluppata dai virologi del XX secolo era abbastanza precisa: il virus
era "un agente infettivo di piccole dimensioni che pud moltiplicarsi solo nelle cellule vi@nti".

Le EV non rientrano in questa defioine, perché nonostante la loro somiglianza con i virus in molti aspetti,
sono fondamentalmente diversi, in quanton si replicano

Tuttavia, la virologia contemporanea ha preso le distanze da questa definizione rigorosa di virus con
f QA Y (i NP Retzhidi @ yirSs néh3rffettivo e difettoso. Pertantte EV generate da cellule infettate da
retrovirus che trasportano proteinerali e persino frammenti di genomi virali rientrano essenzialmente nella
definizione di virus non infettivi

Sulla base elle conoscenze attuali, ci sono molti aspetti in cui le EV assomigliano ai virus, in particolare ai
retrovirus.

Innanzitutto,sebbene alcune EV possano avere dimensioni fino a un micrometro, la maggior parte sono <300
nm, la dimensione di un tipico vista RNA

30-100nm 100 nm-1pm 1pm-5pum 8-12pum
<€ > €

protein
aggregates

viruses bactena

exosome microvesicle apoptotic body cell

Wourdinger T, Gatson NN, Balaj L, Kaur B, Breakefield XO, Pegtel DM.
Extracellular vesicles and their convergence with viral pathways.

Adv Virol. 2012;2012:767694. doi:10.1155/2012/767694
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3410301/

Alenquer M, Amorim MJ.

Exosome Biogenesis, Regulation, and Function in Viral Infection.

£ANHZASAD HAMpPTTODOYpnccmpnyod R2ZAYMNP®o0 PNK DT NHHY CH
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4584306/

Kouwaki T, Okamoto M, Tsukamoto H, Fukushima Y, Oshiumi H.

Extracellular Vesicles Deliver Host and Virus RNA and Regulate Innate Immune Response.
Int J Mol Sci. 2017;18(3):666. ddi.3390/ijms18030666
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5372678/pdf/ijrrE3-00666. pdf

80 Nolte-'t Hoen E, Cremer T, Gallo RC, Margolis LB.

Extracellular vesicles and viruses: Are they close relatives?

Proc Natl Acad Sci U S A. 2016;113(33):@1%8 . doi:10.1073/pnas.1605146113
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4995926/
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3142546Y

Intervalli di dimensioni dei principali tipi di vescicole di membranilentre gli esosomi condividono thstribuzione delle dimensioni con i virus, le
microvescicole si sovrappongono in termini di dimensioni con i batteri e gli aggregati proteici (ad esempio i complestiriniBiani corpi apoptotici
che le piastrine rientrano nella gamma di dimensidinicp > Y

Come i virus con involucro, le EV sono circondate da una membrana lipidica che contiene anchegetiéeine
membrana cellulare.

Come molti virus, le EV:

- si formano nel sistema endosomiale o sulla membrana plasmattcaverso percorsi di biogenesi
definiti, ad esempio, coinvolgendo i complessi di smistamento endosomiale necessari per i meccanismi
di trasporto (ESCR¥)

- possono legarsi alle membraneapmatiche di altre cellulgpenetrarvi tramite fusione o endocitosi e
innescare reazioni specifiche nelle cellule ricevéhti

- trasportano materiale geneticche puo modificare le funzioni delle cellule ricevéhti
Soprattutto nel caso dei retrovig) le EV generate nelle cellule infettate contengono molecole selezionate di
origine virale® e possono essere csimili a virus difettosi non infettkie hanno perso la loro capacita di
replicarsi, cosi la differenza tra loro diventa meno definita.

In altri casi,le EV forniscono un "involucro" ai virus senza involuathesempio I'epatite A, e questi virus
incapsulati con EV possono infettare le celfle

81Gyorgy B, Szab6 TG, Pasztéi M, et al.

Membrane vesicles, current stat#f-the-art: emerging role of extracellular vesicles.
Cell Mol Life Sci. 2011;68(16):268688. doi:10.1007/s0001811-0689-3
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3142546/

Monerah Al Soraj, Salma Bargal and Yunus A. Lugmani (September 14th 2016).

Extracellular Vesicles: A Mechanism to Reeévletastatic Behaviour as a New Approach to Cancer Therapy, Tumor Metastasis,

Ke Xu, IntechOpen, DOI: 10.5772/64391. Available from: https://www.intechopen.com/books/unetastasis/extracellulavesiclesa-mechanism
to-reversemetastaticbehaviouras-a-new-approachto-cancerthera
https://www.intechopen.com/books/tumometastasis/extraellular-vesiclesa-mechanisrro-reversemetastaticbehaviouras-a-new-approachto-
cancerthera

82Colombo M, Raposo G, Théry C.

Biogenesis, secretion, and intercellular interactions of exosomes and other extracellular vesicles.
Annu Rev Cell Dé&iol. 2014;30:25289. doi:10.1146/annureeellbio 101512122326
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/25288114/

83YafezM6 M, Siliander PR, Andreu Z, et al.

Biological properties of extracellularsieles and their physiological functions.

J Extracell Vesicles. 2015;4:27066. Published 2015 May 14. doi:10.3402/jev.v4.27066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4433489/

Valadi H, Ekstrém K, Bossios A, Sjostrand M, Lee JJ, Létvall JO.

Exosomemediated transfer of mMRNAs and microRNAs is a novel amésiin of genetic exchange between cells.
Nat Cell Biol. 2007;9(6):6%59. doi:10.1038/nch1596

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/17486113/

84Chahar HS, Bao X, Casola A.

Exosomes and Their Ratethe Life Cycle and Pathogenesis of RNA Viruses.
Viruses. 2015;7(6):3268225. Published 2015 Jun 19. doi:10.3390/v7062770
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4488737/

% Feng Z, Hensley L, McKnight KL, et al.
A pathogenic picornavirus acquires an envelope by hijacking cellular membranes.
Nature.2013;496(7445):36371. doi:10.1038/nature12029
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3631468/
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e funzionali che nelle cellule bersaglio generano nuove particelle virali infétive

Ne segue che nelle infezioni da retrovirus viene rilasciata una varieta di diverse vescicole, con ad un estremo
le EV costituite interamente da componenti della cellula ospite e dall'altro virus capaci di replicazione.

Tra questi estremi ci sono particethon replicanti che possono essere considerate sia come virus difettosi che
come EV contenenti varie quantita di molecole vispgcifiche .

Ovviamente, a differenza dei veri virus, le EV che contengono proteine virali e frammenti di genomonr
causano focolai ed epidemie.

Tuttavia, le EV possono interagire direttamente con i retrovirus o0 modulare le cellule ospiti, influenza
l'infezione.

host RNA S

host protein &

"@ /Y host membrane protein
viral glycoprotein ¥
viral protein &
viral RNA S

Infectious virus particle
Virus-like particle

Host EV

Virus-induced EV

Complete viral genome Antiviral proteins Selected host proteins
Complete viral proteome (altered) Host miRNAs Selected host lipids
Host lipid bilayer Viral miRNAs Selected host RNAs
High infectivity level Second messengers
Viral RNA
Host structural RNAs (YRNA, 7SL-RNA)
Virus receptors
Pathogen associated molecular pattems

https://www.pnas.org/content/113/33/9.55

Somiglianze strutturali tra EV e virionie cellule infettate con (retro)virus a RNA con involucro rilasciano vescicole contenenti una varieta di fattori
RSNAGIFGA RIFEEQ2ALIAGS S GANIfASDG | R dzy S a lkbuadspite dh), sa'altd esBemo dddolvilug dzi G S
AYFSUGGAOBA OAND2YRIGA RI dzy R2LILIAZ2 &GNI G2 £ ALK RA OéssoRriddedsaie peelinf@tvital Q2 & LIA
Nelle cellule infettate da virus, I€V incorporano frammenti del genoma virale e (glico)proteine virali. Inoltre, le infezioni virali modificano
l'incorporazione delle proteine ospiti e degli RNA nelle EV (azzurro). Tali EV indotte da infezioni, i cosiddetti tosiggteticelle sinli a virus, sono

entita intermedie e il confine tra loro sembra non esistere.

86Bukong TN, Momehieravi F, Kodys K, Bala S, Szabo G.
Exosomes from hepaititiS infected patients transmit HCV infection and contain replication competent viral RNA in complex witmiRg@2HSP90.
PLoS Pathog. 2014;10(10):e1004424. Published 2014 Oct 2. doi:10.1371/journal.ppat.1004424
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4183590/
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Per ogni virus (virus dell'epatite C (HCV), wieibepatite A (HAV), H¥Y, virus EpsteiBarr (EBV) o herpesvirus associato al sarcoma di Kaposi (KSHV)),
un trasferimento dipendente dal virione e una vescicola extracellulare (EV ) vengono mostrate le fasi di trasferimenentif®old nel caso ¢iCV

(parte a) e HAV (parte b) sono stati identificati interi virioni all'interno degli EV. Per gli altri virus, negli EV tsoifevatasingoli RNA o proteine.
Durante l'infezione da HIV (parte c), Nef pud essere incorporato negli EV e successiveaspattato a cellule non infette. La proteina solubile dell'HIV

Tat puo essere trasportata a cellule non infette senza essere incorporata nelle EV. Nel caso dellEBV (parte d), leeficdteirevirali e gli RNA
cellulari e virali vengono traspiati dalle EV dalle cellule infette alle cellule non infette. Nel caso di KSHYV (parte e), viene mostrato un modello temporale
in base al quale i microRNA virali (miRNA) vengono trasportati dalle EV prima dell'infezione (passaggio 1) e possaneqaedai cellula ricevente

per l'infezione (passaggio 2). EBER1, RNA 1 codificato dal virus EpsteiNNJT 9 DCw>X NBOS{ii2NB RSt FlLadd2N8 RA O
LMP1, proteina di membrana latente 1; NS3 / 4, proteina non strutturaleR3i8|, proteina gend inducibile dall'acido retinoico; VPg, proteina virale
legata al genoma.

Le EV e i virus si sovrappongono nella biogenesi

Le prime discussioni sulle relazioni tra EV e ¥ffu&erano in gran parte basate sul fatto che si&W che i
retrovirus utilizzano il meccanismo di vescicolazione cellulare, con sorprendenti somiglianze nella
composizione dei lipidi (HDL e glicosfingolipidi) e nel contenuto proteico (tetraspanine, préteireproteine
citoplasmatiche).

Inoltre, & stato ipotizzato che i retrovirus sfruttino percorsi preesistenti per il traffico di vescicole intracellulari
(The Trojan exosome hypothegi® e potrebbero essere considerati "esosomi modificati o mutati”.

87 RaabTraub N, Dittmer DP.

Viral effects on the content and function of extracellular vesicles.
Nat Rev Microbiol. 2017;15(9):5%5F2. doi:10.1038/nrmicro.2017.60
https://www.nature.com/articles/nrmicro.2017.60

88 Gould SJ, Booth AM, Hildreth JE.

The Trojan exosome hypothesis.

Proc Natl Acad Sci U S A. 2003;100(19):108887.doi:10.1073/pnas.1831413100
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC196848/

Badierah RA, Uversky VN, Redwan EM.

Dancing with Trojan horses: an interplay between the extracelitdaicles and viruses

[published online ahead of print, 2020 Apr 30Biomol Struct Dyn. 20202F. doi:10.1080/07391102.2020.1756409
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32351170/
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Altri ricercatori hanno contestattidea, perché a differenza dei retrovirus, c'erano poche prove di un ruolo
attivo degli EV nella modifidainzionaledelle cellule bersaglio attraverso il trasporto di proteimieattive,
lipidi e materiale geneticd®

Successivamente, si & scopert@ thEV contengono materiale genetico, principalmente sotto forma di piccoli
RNA%

Oltre al coinvolgimento di meccanismi molecolari per la selezione di prosgieeifiche nelle EY, numerosi
studi indicano che il contenuto di RNA delle EV nontéfiétontenuto di RNA della cellula che produce le EV.

Sebbene alcuni RNA possano diffondersi passivamente negli EV nel corso della loro biogenesi, si davisto che
selezione attiva di RNA specifici dipende da definite protiganti 'RNA2 Inoltre, & stato riscontrato che
miRNA e mRNA associati alle EV sono arricchiti in alcuni motivi di sefézione

Ulteriori scoperte scientifiche hanno dimostrato deeoroteine, i lipidi e il materiale genetico associati alle EV
possono essere trasfié funzionalmente alle cellule bersagfit®, il che implica che EV e (retro)virus hanno

8 PelchenMatthews A, Raposo G, Marsh M.

Endosomes, exosomes and Trojanuses.

Trends Microbiol. 2004;12(7):34316. doi:10.1016/j.tim.2004.05.004
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15223058/

Valadi H, Ekstrom K, Bossios A, Sjostrand M, Lee JJ, Létvall JO.

Exosomemediated transfer of mMRNAs and microRNAs is a novel mechanism of genetic exchange between cells.
Nat Cell Biol. 2007;9(6):6%59. doi:10.1038/nch1596

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/17486113/

Nolte-'t Hoen EN, Buermans HP, Waasdorp M, Stoorvogel W, Wauben MH, 't Hoen PA.

Deep sequencing of RNA from immune -celtived vesicles uncovers the sefive incorporation of small necoding RNA biotypes with potential
regulatory functions.

Nucleic Acids Res. 2012;40(18):98285. doi:10.1093/nar/gks658

https://www.ncbi.nim.nih.@v/pmc/articles/PMC3467056/

Vojtech L, Woo S, Hughes S, et al.

Exosomes in human semen carry a distinctive repertoire of smaltadimg RNAs with potential regulatory functions.
Nucleic Acids Res. 2014;42(11):72304. doi:10.1093/nar/gku347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4066774/

91Raposo G, Stoorvogel W.

Extracellular vesicles: exosomes, microvesicles, and friends.
J Cell BioR013;200(4):373883. doi:10.1083/jch.201211138
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3575529/

9 VillarroyaBeltri C, Gutiérre¥azquez C, Sanch€abo F, et al.

Sumoylated hRNPA2B1 controls the sorting of miRNAs into exosomes through binding to specific motifs.
Nat Commun. 2013;4:2980. doi:10.1038/ncomms3980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PM8905700/

9% Batagov AO, Kurochkin IV.

Exosomes secreted by human cells transport largely mRNA fragments that are enriched Horttiar®lated regions.
Biol Direct. 2013;8:12. Published 2013 Jun 7. doi:10.1186/61856-8-12
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3732077/

9Robbins PD, Morelli AE.

Regulation of immune responses by extracellular vesicles.
Nat Rev Immunol. 2014;14(3):1:288. doi:101038/nri3622
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4350779/

Kowal J, Tkach M, Théry C.

Biogenesis and secretion of exosomes.

Curr Opin Cell Biol. 2014;29:1185. doi:10.106/j.ceb.2014.05.004
https://www.hal.inserm.fr/inserm02452742/document

Lo Cicero A, Stahl PD, Raposo G.

Extracellular vesicles shuffling intercellular messages: for good or for bad.
Qurr Opin Cell Biol. 2015;35:6%. doi:10.1016/j.ceb.2015.04.013
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/26001269/
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in comune non solo aspetti strutturali ma anche funzionali, a causa della somiglianza nella biogenesi di EV e

virus.%
A Microvesicles Similar to canonical
. HIV budding process.
© e
]
|
Plasma membrane Similar to canonical enveloped
HAV budding process
Exosomes
\.
Endosome
Extracellular Vesicle Biogenesis
B. Tetraspanin proteins: C. Envelope proteins
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Viral genome
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Extracellular Vesicle Enveloped Virus Particle

https://www.mdpi.com/19994915/12/9/917/htm

Le vescicole extracellulari (EV) e le particelle virali condividono un processo e una composizione di gemmazione \ssiiic@aneprese proteine,
acidi nucleici e lipidi(A) Microvescicole germogliano sulla membrana plasmatica, in modo simile édgso di germogliamento canonico dei virus
dellimmunodeficienza umana (HIV). Gli esosomi provengono dal germogliamento verso l'interno dell'endosoma tardivo nelltegsicolare (MVB)

e successivamente dal rilascio sulla membrana plasmatica, similec@sso di germogliamento del virus dell'epatite A con involucro canonico (HAV).
(B) Le vescicole extracellulari possono trasportare fattori come tetraspanine, esterasi, Alix e Tsg101. Gli acidi nuclegii sacchprotetti dalle
nucleasi(C).Unaparticella virale & costituita da un involucro, capside, tegumento e genoma virale.

% Gill S, Catchpole R, Forterre P.

Extracellular membrane vesicles in the thammains of life and beyond.
FEMS Microbiol Rev. 2019;43(3):2308. doi:10.1093/femsre/fuy042
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6524685/

% Zhou Y, McNamara RP, Dittmer DP.
Purification Methods and the Presence of RNA in Virus Particles and Extracellular Vesicles.
Viruses. 2020;12(9):E917. Published 2020 Aug 21. doi:10.3390/v12090917
https://www.mdpi.com/19994915/12/9/917/htm
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CAPITOLO 2- COMPLICAZIONI RESPIRATORIE

DANNO MULTIORGANO PARTE TERZA Esosomi

I
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https://www.pnas.org/content/113/33/9155

Somiglianze tra la biogenesi delle EV e i virioni. Le EV e le particelle di retrovirus con involucro (ad esempiog@hid\f)lasciate simultaneamente
dalle cellule infette e condividono i percorsi per la biogenesi sulla membrana plasmatica o sui corpi multivesiculaA¢M$&hpio, le proteindel
complesso ESCRT e le tetraspanine sono coinvolte sia nella formaiziniani che di EV. L'RNA virale (rosso) entra nel citoplasma, dopodiché avviene
I'assemblaggio del virione mediato da Gag nel'MVB o sulla membrana plasmatica. MVB puo contenere sia virioni che Eb/ridageragodalla cellula
dopo la fusione deMVB con la membrana plasmatica attraverso l'azione delle profeai®s SNARE e SNAP.Si formano anche virus difettosi, ma non
infettivi a causa della mancanza di componenti virali essenziali. Mentre specifiche pagpitie RNA (blu), come CD63 éDHEC3G, possono essere
incorporati nei virioni, i componenti virali (rossi) sono anche incorporati nella pletora di tipi di EV rilasciati ddte Qeksti includono frammenti del
genoma virale, miRNA virali e (glico)proteuili, come Nef e GaQuesto intreccio dei loro percorsi per la biogenesi offusca la distinzione tra virioni
ed EV.

Strategie di entrata delle particelle virali ed esosomi
Lavia endociticaé la principale via di ingresso cellulare per grandi carichi e agenti patogeni.

Tra I'ampia varieta di strutture lipidiche specializzate all'interno degli endosomi, le vescicole intraluminali
formate negli endosomi precoci e trasferite ai compartimearidosomiali tardivi stanno emergendo come
effettori critici dell'infezione virale e del riconoscimento immunitario.

Vari virus trasportano i loro genomi in queste vescicole intraluminali, che fungono da veicoli per trasportare il
genoma alla periferia raleare per la replicazione.

Quando secrete come esosomi, le vescicole intraluminali contenenti genomi virali possono infettare cellule
permissive o attivare risposte immunitarie nelle cellule mieldidi.

97 Nour AM, Modis Y.
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Ingresso del virus attraverso la via endocitica

Per poter infettare le cellule e replicarsi, i virus devono avere accesso all'ambiente intracellulare.

Questo primissimo passaggio dipende strettamente dai recettori cellulari esposti in superficie a cui si legano
le particelle virali.

| virus possono utt AT T F NB SaaSyl AltYSyGdS RdzS RAGSNAS &iGNFGS
modello diendocitosi virale prevede che in seguito al legame a uno o piu recettori cellulari, le particelle virali
@Sy 3l y2 FAAAOFYSY (S elluldré enddbiticdl 8 unRprobebs Iddnthidtinbkiddcosi O
mediata dal recettore

In una seconda strategia, il legame del virus ai recettori cellulari porta alla penetrazione diretta delle particelle
virali dalla membrana plasmatica, bypassando il mecoamisndocitico. Questo processo € indicato come
ingresso mediato dal recettore indipendente dall'endocit8si

A. Receptor-mediated endocytosis B. Endocytosis-independent receptor-mediated entry
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https://www.mdpi.com/19994915/7/6/2747/htm

Strategie di ingresso deiirus. Per accedere al citoplasma delle cellule ospiti, i virus possono impiegare due strategie principaliif\atinaverso
I'endocitosi e uscita dalle vescicole endosomiali in un processo denon@ndtxitosi mediata dal recettor® (B)mediante penetrazione diretta dalla
membrana plasmatica, indicato conrgresso mediato dal recettore indipendente dall'endocitod/engono mostrati i virus con involucro; tuttavia i
virus senza involucro hanno sviluppato strategie simili. Queste sono solo generalizzazioni e ci sono eccezioni a geeste fegute nere
rappresentano la sequenza di eventi e le frecce rosseemgiate la potenziale segnalazione indotta.

Endosomal vesicles as vehicles for viral genomes.
Trends Cell Biol. 2014;24(8):4494. doi:10.1016/j.tcb.2014.03.006
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4112135/

% Boulant S, Stanifer M, Lozach PY.
Dynamics of viruseceptor interactions in virus binding, signaling, and endocytosis.
Viruses. 2015(6):27942815. Published 2015 Jun 2. doi:10.3390/v7062747
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4488714/
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Lendocitosi & il meccanismo per l'internalizzazione di molecole di tutte le dimensioni, componenti della
membrana plasmatica e nanoparticelle mediante invaginazione della membrana plasmatica e formazione di
vesdcole attraverso la fissione della membrana.

L'endocitosi mediata dalla clatrina la via principale per il germogliamento delle vescicole dalla membrana
plasmatica, ma anche diverse vie indipendenti dalla clatrina contribuiscono all'endocitosi, itzcivisa
dipendente dalla caveolina

Le vescicole endocitiche si fondono con gli endosomi precoci (EE) nel citoplasma periferico, principale stazione
di smistamento nel percorso endocitico. Man mano che si accumulano i carichi extracellulari nelle evescicol
endocitiche, alcune proteine componenti della membrana vengono riciclati nel plasma, mentre altri vengono
trasferiti all'apparato del Golgi, tuttavia, la maggior parte del carico viene trattenuta all'interno degli EE.

Levescicole intraluminali (1Y) germogliano dalla membrana endosomiale, a partire dalle EE, anche se resta
da chiarire il momento in cui iniziano a formarsi le ILV. Gli EE e le ILV vengono trasportati verso il nucleo
attraverso i microtubuli (MT). Durante questo periodo, gli EE matura endosomi tardivi (LE).

La maturazione degli LE comporta cambiamenti nella composizione lipidica e proteica e nel pH del lume.
Inoltre, le vescicole germogliano dalla membrana esterna (limitante) dell'endosoma in maturazione per
formare le ILV. Mamano che la maturazione procede, le LE subiscono una fusione omotipica, crescono di
dimensioni, acquisiscono piu ILV e ricevono componenti di nuova sintesi dalla via secretoria.

Alcune ILV possono essere secrete sulla superficie cellulare attravecssslarse di un frammento degli LE e
la successiva fusione del frammento con la membrana plasmatica. La fusione di un LE con un lisosoma genera
un organello ibrido transitorio, I'endolisosoma (EL), in cui avviene la degradazione attiva.

Gli endolisosomi m@turano quindi in lisosomi, organelli di stoccaggio per idrolasi e componenti della
membrana.

Le proteinedella famiglia Rab delle GTPasi definiscono molti degli attributi funzionali degli endosomi regolando
le attivita biologiche delle proteineeffettrici, che includono il meccanismo ESCRT responsabile del
germogliamento e dello smistamento degli endosomi e degli ILV.

Lysosome

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4112135/
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| requisiti chimico  -fisici della fusione della membrana che dirigono alcuni vi rus nelle ILV

Le membrane endosomiche precoci e tardive e I'ampia varieta di strutture contenute sono costituite da
composizioni lipidiche distinté?

Gli endosomi precoci, come la membrana plasmatica da cui provengono, sono ricchi di colesterolo,
fosfatidilserina (PS) e fosfatidilinosit&¥.

Le sottostrutture lipidiche che hanno origine dagli endosomi precoci, inclusi invaginazioni, tubuli entid/, ha
inizialmente la stessa composizione lipidica (i lipidi possono successivamente essere sottoposti a
smistamento).

Man mano che le membrane progrediscono lungo la via endocitica, il loro contenuto di colesterolo diminuisce.
Il colesterolo ésostituito dalla ceramide negli endosomi tardivi e nei lisosomi, dove mantiene la fluidita della
membrana®!

I BMP (bisnonoacilglicerofosfato) lipidico anionico, resistente agli acidi (noto anche come acido
lisobisfosfatidico o LBPA) é arricchito neflembrane interne degli endosomi tardivi e dei lisosomi compresi
gli ILV da essi derivati, ma non negli ILV trasportati dagli endosomi préoci.

Quindi gli ILV derivatia endosomi precoci o tardivi formano pool distinti. I| BMP aumenta la fusogedalie
membrane delle vescicole a pH <6 e induce la vescicolazione interna in liposomi * simili agli endosomi
multivesiculari trovati in vivat®?

“Falguieres T, Luyet PP, Gruenberg J.

Molecular assemblies and menasre domains in multivesicular endosome dynamics.
Exp Cell Res. 2009;315(9):186573. doi:10.1016/j.yexcr.2008.12.006
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19133258/

Huotari J, Helenius A.

Endosome maturation.

EMBO J. 2011;30(17):348500. Published 2011 481. doi:10.1038/emb0j.2011.286
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3181477/

McMahon HT, Boucrot E.

Molecular mechanism and physiological functionslathrirmediated endocytosis.

Nat Rev Mol Cell Biol. 2011;12(8):8833. Published 2011 Jul 22. d0i:10.1038/nrm3151
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21779028/

Gruenberg J, Stenmark H.

The biognesis of multivesicular endosomes.

Nat Rev Mol Cell Biol. 2004;5(4):3323. d0i:10.1038/nrm1360
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15071556/

100 Kobayashi T, Stang E, Fang KS, de Moerloosetéh R&, Gruenberg J.
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Nature. 1998;392(6672):19897. doi:10.1038/32440
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Mobius W, van Donselaar E, Ohingashita Y, et al.

Recycling compartments and the internal vesicles of multivesicular bodies harbor most of the cholesterol found in theécepalioyay.
Traffic. 2003;4(4):22231. doi:10.1034/j.1600854.2003.00072.x
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1034/j.160854.2003.00072.x

Leventis PA, Grinstein S.

The distribution and function of phosphatidghine in cellular membranes.

Annu Rev Biophys. 2010;39:4827. doi:10.1146/annurev.biophys.093008.131234
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/20192774/

101K olter T, Sandhoff K.

Principles of lysosomal membrane digestion: stimulation of sphingolipid degradation by sphingolipid activator proteins@indysosomal lipids.
Annu Rev Cell Dev Biol. 2005;21181B.doi:10.1146/annurev.cellbio.21.122303.120013

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16212488/
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Role of LBPA and Alix in multivesicular liposome formation and endosome organization.
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Gli autoanticorpi contro il BMP provocano malattie autoimmuni come la sindrome da antifosfolipidi e la
sindrome di NiemanePick di tipo C.

Gli anticorpi antBMP causano una disfunzione nell'ordinamento e nel traffico degli endosomi tafdivi,
suggerendo un ruolo critico per il BMP nella funzione e nella dinamica degli endosomi tardivi.

sono vesciole di sintesi, cave o contenenti una soluzione acquosa, delimitate da uno strato ¢
o doppio di fosfolipidi. Le dimensioni dei liposomi sono comprese tra i 50 nm e 2.5 micron

Lysosome

4.5

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4112135/

La composizione lipidica delle membrane limitanti e interne dei compartimenti nella via endociticd.g(iyescicole endocitiche intraluminali (ILV)
germogliano verso l'interno dalla membrana plasmatiiasi fondono con gli endosomi precoci (EE), che vengono trasportati lungo i microtubuli (MT),
(iii), mentre maturano in endosomi tardivi (LE)) Gli endosomi tardivi si fondono tra loro @) con i lisosomi per produrre endolisosomi (EL). Il
colesterolo (Chol) diminuisce di concentrazione nella via endocitica, specialmente nelle membrane endosomiali limitaostitdte dalla ceramide
(Cer), presnte anche nei microdomini della membrana plasmatica. La fosfatidilserina (PS) € presente principalmente nei lembi ¢itoplelgpfesma

e nelle membrane EE. Il bis (monoacilglicero) fosfato (BMP) & specifico per le membrane interne dei compartdosainili tardivi. Le distinte
composizioni lipidiche delle diverse membrane endosomiali dirigono il traffico intracellulare e l'ingresso del virus.

Science. 2004;303(5657):53B84. doi10.1126/science.1092425
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/14739459/

Kobayashi T, Beuchat MH, Chevallier J, et al.

Separation and characterization of late endosomal membrane domains.
J Biol Chem. 2002;277(35):321%52164. doi:10.1074/jbc.M202838200
https://www.jbc.org/content/277/35/32157.long

103Kobayashi T, Beuchat MH, Lindsay M, et al.

Late endosomal membranes rich in lysobisphosphatidic acid regulate cholesterol transport.
Nat Cell Biol. 999;1(2):113118. d0i:10.1038/10084
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10559883/

Asherson RA, Khamashta MA, Gil A, et al.
Cerebrovascular disease and antiphospholipid antibodiesystemic lupus erythematosus, luplise disease, and the primary antiphospholipid
syndrome.
Am J Med. 1989;86(4):399. doi:10.1016/0008343(89)9033%
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/2494884/
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Prove recenti suggeriscono che queste mutevoli composizioni lipidiche negli endosomi, combinasogtia la
di fusione del pH, possono dirigere l'ingresso del virus in punti specifici lungo la via endocitica.

ILV: trasportatori di genomi virali alla periferia nucleare
Gli endosomi precoci, contenenti ILV, viaggiano lungo i microtubuli fino alla regemeigleare, dove si
fondono con le membrane endosomiali tardive, trasportando gli ILV nel lume endosomiale t4tdivo

| nucleocapsidi virali contenuti negli ILV endosomiali seguono lo stesso perterswoteineESCRT negli
endosomi tardivi mediantaretroF dzA A 2y S RSt f QL[ + 5 fmh la locdli@2dzoNd cigosolich A Y A i
delle proteineESCRT implica che il loro effetto sulla rdtreione possa essere indiretto.

La retrefusione consente il riciclaggio di vari componenti cellulari ¢ta il complesso maggiore di
istocompatibilita di classe Il (MHC 1), i recettori del mannédimsfato e le proteindetraspanniniche, tutti
arricchiti in ILV.

Si ritiene che raggiungere la regione perinucleare sia vantaggioso per quei virus amlMwotucro che
devono replicare il loro genoma nel nucleo come gli herpesvffus per i virus a RNA con involucro che
assemblano i loro complessi di replicazione in organelli perinucleari come il reticolo endoplasmatico (ER) o
compartimenti derivatR I £ f Q9w 02VYS yBddel®Ic®?2 RSA Tl GAJA NHza

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4112135/

Vie di entrata e uscita dalle cellule di virus con involucro che coinvolgono vescicole endosomiali intraluminali@IiL\)V si formano negli endosomi
precoci, che vengono poi trasportati lungo i microtubuli agli endosomi tardivi con i quali si fondono. Alcuni endosomo vieigjati sulla superficie
cellulare, rilasciando qualsiasi ILV che contengono nell'ambiextiecellulare come "esosomi”. Vari virus a RNA con involucro rilasciano i loro
nucleocapsidi (gialli) negli ILV, i quali possono rilasciare i nucleocapsidi nel citoplasma perinucleare o trasmeteoapsigtila un‘altra cellula tramite
esocitosi. Lfigresso e l'uscita del virus Hdipendente dipende da diversi eventi di fissione e fusione della memb(giggmmazione e fissione di una
vescicola endocitica dalla membrana plasmatica seguita dalla fusione della vescicola con un endosoma(iprécsioae delle membrane ILV virali

ed endosomiali(iii) germogliamento e fissione di un ILV dalla membrana endosomiale preqogesaccessiva retrfusione dell'lLV alla membrana
endosomica tardiva limitantdy) fusione di un endosoma alla membranagtaatica per secernere ILV come esosomi.

104 Huotari J, Helenius A.

Endosome maturation.

EMBO J. 2011;30(17):348500. Published 2011 Aug 31. doi:10.1038/emboj.2011.286
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3181477/

105 Falguieres T, Luyet PP, Gruenberg J.

Molecular assemblies and membrane domains in multivesicular endosome dynamics.
Exp Cell Res. 2009;315(9):186x73. doi:10.1016/j.yexcr.2008.12.006
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19133258/

Le Blanc I, Luyet PP, Pons V, et al.

Endosometo-cytosol transport of viral nucleocapsids.

Nat Cell Biol. 2005;7(7):65%54. doi:10.1038/nch1269
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3360589/

1%6Krummenacher C, Carfi A, Eisenberg RJ, Cohen GH.

Entry of herpesviruses into cells: the enigma variations.

Adv Exp Med Biol.0A3;790:178195. doi:10.1007/978-46147651-1_10
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4112135/

107Gillespie LK, Hoenen A, Morgan G, Mackenzie JM.

The endoplasmic reticulunrpvides the membrane platform for biogenesis of the flavivirus replication complex.
J Virol. 2010;84(20):10438447. doi:10.1128/JV1.00986®
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/artioks/PMC2950591/

1%8RomeroBrey |, Merz A, Chiramel A, et8al.
Threedimensional architecture and biogenesis of membrane structures associated with hepatitis C virus replication.
PLoS Pathog. 2012;8(12):€1003056. doi:10.1371/journal.ppat.1003056
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3516559/
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ILV come esosomi: un'altra via per l'infezione
Oltre a servire come veicoli di trasporto verso la periferia nucleare, prove recenti suggeriscono che gli ILV
forniscono un percorso per la trasmissione da cellwelkla.

Quando gli endosomi tardivi maturano, si fondono principalmente con i compartimenti lisosomiali, tuttavia
una frazione degli endosomi tardivi pud essere indotta a fondersi con la membrana plasmatica rilasciando ILV
endosomiali nell'ambiente exdicellulare noti, come gia visto, come esosomi.

Al rilascio nel flusso sanguigno, nel sistema linfatico o nella sinapsi neurale, gli esosomi possono essere
endocitati da un'altra cellula. Se gli esosomi subiscono una-fesione con una membrana endosaia

tardiva, il loro carico puo fornire importanti segnali alla cellula sullo stato delle cellule circo$fanti.

Sebbene gli esosomi di solito contengano citoplasma dalla cellula da cui hanno avuto origine, VSV e flavivirus
possono rilasciare i loro genamlirettamente negli ILV endosomi&if.

Se tali ILV sono secreti come esosomi e quindi entrano nel percorso endocitico di una cellula diversa, il
nucleocapside virale all'interno delle vescicole potrebbe, in linea di principio, essere rilasciato plaboit

di una cellula ricevente permissiva all'infezione fornendo cosi@rcanismo per la trasmissione intercellulare
dell'infezione virale.

In effetti, proprio un tale meccanismo e stato recentemente segnalato per I'HCV. Gli esosomi isolati da cellule
di epatoma umano infettato da HCV hanno dimostrato di contenere RNA virale a lunghezza intera, insieme a
proteinedel nucleo e dell'involucrd, ed erano in grado di infettare cellule naive.

109Simons M, Raposo G.

Exosomesvesicular carriers for intercellular communication.

Curr Opin Cell Bid2009;21(4):575%81. doi:10.1016/j.ceb.2009.03.007
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19442504/

10Nour AM, Li Y, Wolenski J, Modis Y.

Viral membrane fusion and nucleocapsid delivery intodji®plasm are distinct events in some flaviviruses.
PLoS Pathog. 2013;9(9):€1003585. doi:10.1371/journal.ppat.1003585
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3764215/

H1Tamai K, Shiina M, Tanaka N, et al.
Regulation of hepatitis C virus secretionthe Hrsdependent exosomal pathway.
Virology. 2012;422(2):37385. doi:10.1016/j.virol.2011.11.009
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22138215/
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anticorpi, suggerendo che I'HCV potrebbe utilizzare la trasmissione tramite esosomintecsanismo di
evasione immunitariat'?

In questo caso la componente ES©@Rrs e fondamentale per il rilascio del nucleocapside dellHCV attraverso

gli esosomi. La deplezione di Hrs non solo riduce la produzione di esosomi, ma inibisce anche la replicazione
dellHCV e la trasmissione da cellula a cellula, suggerend@lclesosomi sono una via principale per la
trasmissione dellHCV

9Q LI2aaAoAtS l[jdAyRA | FFSNXI NB OKS - UNJ AYAAZ
puo essere un meccanismo generale e importante di patogenesi che si verifica in una certa misura g
virus che rilasciano i loro nucleocapsidi negli ILV endosomiali.

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4112135/

Eventi chiave nella fusionéelle membrane nel trasporto di componenti virali da parte di vescicole endosomiali intraluminali (I@@)}usione di
membrana VirudLV. Il nucleocapside virale (giallo) viene rilasciato all'interno dell'ILV. Le glicoproteine virali vengono rillfiaembrana ILV, con

gli ectodomini glicosilati rivolti verso il lume dell'endosoma. Questo evento di fusione & catalizzato da un cambiamenteezariale nella proteina
dell'involucro virale (blu scurojb) Retrofusione di ILVs della membrana endosomica tardiva limitante. L'evento di fusione trasporta il contenuto di ILV
e il nucleocapside virale nel citoplasma. Fosfolipidi specifici ed effettori cellulari sono necessari pefflesiete(c) Fusione escitica dell'endosoma

alla membrana plasmatica. Qualsiasi ILV all'interno del compartimento endosomiale viene rilasciato nell'ambiente exeadefioléa fusione. Gli
esosomi rilasciati in questo modo possono infettare cellule adiacenti o distanti @pmssono essere trasmessi a una cellula dendritica o a un linfocita

T tramite una sinapsi immunologica.

Di seguito si riportano altre due figure che dettagliano ulteriormente il meccanismo di formazione delle
vescicole extracellulari che incorporano RfgdAche virale) e il loro ingresso nelle cellule circostdhti

112Ramakrishnaiah V, Thumann C, Fofana I, et al.

E>osomemediated transmission of hepatitis C virus between human hepatoma Huh7.5 cells.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2013;110(32):1:3B8093. doi:10.1073/pnas.1221899110
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3740869/

1130'Brien K, Breyne K, Ughetto S, Laurent LC, Breakefield XO.
RNA delivery by extracellular vesicles in mammalian cells anpplisations
[published online ahead of print, 2020 May 28pt Rev Mol Cell Biol. 20262P. doi:10.1038/s4158020-0251-y
https://www.nature.com/articles/s4158@20-0251y.pdf
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Incorporazione dell'lRNA in vescicole extracellulari e loro rilascio nello spazio extracellulare.

Una varieta di diverse specie di Rp essere incorporata in vescicole extracellulari. Sono state proposte numerose modalita per I'incorporazione di
RNA (specifici) nelle vescicole extracellulari. In primo luogo, gli RNA possono essere ancorati alla membrana plakrseititizceme miovescicole.
Possono anche essere ancorati al compartimento endosomiale e incorporati nelle vescicole intraluminali (ILV) del cogsicatatév(MVB), che
quindi possono essere ancorati alla membrana plasmatica, dove si fonde per rilasciare ILV ason@. ésntrambe queste modalita di biogenesi
condividono molti fattori, e quindi il tipo di vescicola e l'origine della vescicola sono in genere difficili da accexateobare. | microdomini di
membrana (lipid rafts) sono stati fortemente associdtrilscio di vescicole extracellulari. Inoltre, i componenti citoscheletrici sono implicati nella
biogenesi delle vescicole extracellulari, in particolare per gli esosomi, che vengono trasportati tramite microtuboig aggancio alla membrana
plasmatica & supportato da filamenti di actina ramificata generati da Arp2 / 3 stabilizzati dall'attivita di raggruppamenioaldatia cortactina . Il
rimodellamento dell'actina corticale € anche un evento importante nella formazione della membrana dilraitscio di microvescicole (non
mostrato). Il caricamento del'RNA nelle vescicole extracellulari pud avvenire attraverso molteplici vie: passivamergedeli@tsondanza di RNA

nel citosol; mediante riconoscimento tramite una serie di protégganti I'RNA (RBP), come Argonaute, annessina A2, MVP, ribonucleopnotel e
eterogenee A2 / B1 (HNRNPA2B1), YBX1, SYNCRIP e proteina del lupus La, che legano una particolare sequenza motivieneliétiéAcono
strutture uniche di RNA secohdNA 2 T S F GG NF SNE2 Y2RAFAOKS ALISOATAOKSET O02YS f UdzNARAT I
anche essere promossa dal suo riconoscimento da parte di protieihevestimento retrovirale come Gag (e le loro copie silenti prései genomi
animali), che ancorano efficacemente gli RNA alla membrana plasmatica (o alla membrana del MVB; non mostrato), con eotiissgiceditparticelle

simili a virus.

https://www.nature.com/articles/s4158@20-0251y.pdf

Interazione dell'lRNA incorporato nella vescicola extracellulare con le cellule riceventi e la sua veicolazione funzionale.

Dopo aver incontrato la cellula ricevente, la vescicola extracellulare é tipicamente legata alla sua superficie traetiteiidelta superficie cellulare
(sebbene le vescicole extracellulari possano anche essere incorporate dall'ambiente in un processo noto come macroporoaitosirato). Dopo

aver stabilito un'interazione con la superficie cellulare, la vescicola pud riméegat sulla superficie o pud essere internaliz4aaUn possibile
mezzo di internalizzazione ¢ la fusione diretta con la membrana plasn(@}icaa il meccanismo pit comune di internalizzazione coinvolge I'endocitosi,
per cui le vescicole extracellui vengono portate fino agli endosorf8). Nell'endosoma, il contenuto di RNA potrebbe essere rilasciato nello spazio
luminale (se l'integrita della membrana della vescicola extracellulare & perturbata) o potrebbe essere rilasciato nefnzt(gidanotee, la frequenza

di questi eventi & bassa e la fuoriuscita endosomica del carico delle vescicole extracellulari € attualmente un impdidatteottglia nella consegna

del carico di RNA funzionale da parte delle vescicole extracellulari). In entreasbgli RNA possono essere riconosciuti da recettori di riconoscimento
del pattern, come i recettori Telike (TLR) e i recettori RI® NODBlike che risiedono rispettivamente nell'endosoma e nel citoplasma, aumentando la
segnalazione della risposienmunitaria innata(4) . Gli endosomi precoci si trasformeranno gradualmente in endosomi tardivi con progressiva
acidificazione interna e possibile rilascio di RNA (stimolato dalla diminuzione d@)pPi)i avanti lungo la via endocitica, gli endosoratureranno

in lisosomi, in cui il carico che non € stato rilasciato nel citoplasma sara deg(éjidicarico di RNA che raggiunge il citoplasma puo suscitare il suo
effetto funzionale. Ad esempio, 'mRNA puo essere tradotto in una proteina funzimoaie la proteina fluorescente verde (GFP), e la fluorescenza
risultante puo agire come un reporter del rilascio funzionale del carico di vescicole extracéful@uando un piccolo carico di RNA interferente
(siRNA) viene rilasciato nel citoplasma, [mibire la traduzione di trascritti specifici, come quelli che codificano per prof&ioeescenti. In questo
caso, la scomparsa della fluorescenza riportera il rilascio funzionale del carico di vescicole extrgBglluéaviescicole extracellulgrossono essere
NI OOALFGS fdzy3a2 1jdzSai2 LISNO2NEH2 O2y f Udza2 Rwb RIREStNEshriladS I ISy G A 2 &0 N
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| dati pubblicati indicano che le EV condividono con i virus un'importante funzione che hausmaltio critico
nell'evoluzione, vale a dire il trasporto di materiale bioattivo da una cellula all*attra

114 Meckes DG Jr, Radlvaub N.

Microvesicles and viral infection.

JVirol. 2011;85(24):128442854. doi:10.1128/JV1.05853
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3233125/

Meckes DG Jr.

Exosomal communication goes viral.

J Virol 2015;89(10):520%6203. doi:10.1128/JV1.024704
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4442506/

Ridder K, Keller S, Dams M, et al.
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Combinazioni specifiche di lipidi e proteine, in particolatetespanine!'®, nella membrana delle EV possono
mediare il targeting specifico delle vescicole verso le cellule riceventi e possono determinare la capacita delle
vescicole di fondersi con le membrane cellulari.

Queste molecole, cosi come il materiale genetico e ldgme racchiuse nelle EV (ad esempio, fattori di
trascrizione e citochine), costituiscono segnali molecolari che possono influenzare la funzione delle cellule
riceventi

E esattamente questa caratteristica dell'essere unita di trasporto multicomponeheele EV condividono con
i virus con involucro

In alcuni casi, le EV possono anche fornire materiale genetico alle cellule bersaglio. Dopo la scoperta iniziale
che gli EV trasportano mRNA codificanti per proten@ccoli RNA non codificanti cewiti nella regolazione
dell'espressione genica [microRNA (MiRNK)]

Diversi gruppi hanno dimostrato alterazioni nell'espressione genica delle cellule bersaglio dovute al
trasferimento di tali RNA tramite EY/

Oltre agli miRNA, le EV contengono amaima grande varieta di altri piccoli RNA non codificanti, come
frammenti di regioni codificanti di proteine sequenze ripetute, che potrebbero agire anche come RNA
regolatori influenzando I'espressione genit4.

Sebbene la maggior parte del materiale genetico racchiuso nei virioni codifichi per pratelnessenziali per

la replicazione del virusjrus ed EV si uniscono nella loro capacita di trasferire RNA che possono attivare i
recettori di riconoscimentalei patogeni (PRR) nelle cellule bersadhéatti, frammenti del genoma virale, cosi

come piccoli RNA virali, come quelli codificati da EBV e alcuni miRNA delle cellule ospiti, attivano i PRR delle
cellule bersaglio.

Extracellular vesiclenediated transfer of gnetic information between the hematopoietic system and the brain in response to inflammation [published
correction appears in PLoS Biol. 2018 Mar 12;16(3):e10028R85 Biol. 2014;12(6):1001874. Published 2014 Jun 3.
doi:10.1371/journal.pbio.1001874

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4043485/

Zomer A, Maynard C, Verweij FJ, et al.

InVivo imaging reveals extracellular vesigiediated phenocopying of metastatic behavior
Cell. 2015;161(5):1048057. doi:10.1016/j.cell.2015.04.042
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4448148/

H15Andreu Z, Yafielelo M.

Tetraspanins in extracellular vesiclerfation and function.

Front Immunol. 2014;5:442. Published 2014 Sep 16. doi:10.3389/fimmu.2014.00442
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4165315/

116Valadi H, Ekstrom K, BassA, Sjostrand M, Lee JJ, Létvall JO.

Exosomemediated transfer of mMRNAs and microRNAs is a novel mechanism of genetic exchange between cells.
Nat Cell Biol. 2007;9(6):6%569. doi:10.1038/ncb1596

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17486113/

117YafezM6 M, Siljander PR, Andreu Z, et al.

Biological properties of extracellular vesicles and their physiological functions.

J ExtraceNesicles. 2015;4:27066. Published 2015 May 14. doi:10.3402/jev.v4.27066
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4433489/

118 Nolte-'t Hoen EN, Buermans HP, Waasdorp M, Stoorwdgéauben MH, 't Hoen PA.
Deep sequencing of RNA from immune-deltived vesicles uncovers the selective incorporation of smaHamaling RNA biotypes with potential
regulatory functions.
Nucleic Acids Res. 2012;40(18):98285. doi:10.1093/nar/gks658
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3467056/
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Sebbene l'attivazione del sistem&R si traduca in risposte complesse, in alcuni casi pud indurre un aumento
dello stato di attivazione delle cellule bersadfit
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Riconoscimento dell'lRNA virale da parte dei recettori dei pattern di riconoscimef#gLe cellule dendritiche e i macrofagi internalizzano leipelie

virali attraverso la fagocitosi. Gli RNA virali sono internalizzati negli endosomi, in cui i recettikeT@ILR) riconoscono I'RNA virale e attivano il
segnale per indurre risposte immunitarie inna{8) Alcuni tipi di virus infettano le celle dendritiche e macrofagi. L'RNA virale viene rilasciato nel
citoplasma. | sensori citoplasmatici del'RNA virale, i recettorilHtk& (RLR), rilevano I'RNA virale nel citoplasma e attivano le risposte immunitarie
innate; (C)Nelle cellule infettate d virus, gli RNA virali vengono ordinati in esosomi e microvescicole tramite i complessi di smistamento endosomiali

119Chen X, Liang H, Zhang J, Zen K, Zhang CY.
microRNAs are ligands of Flikle receptors.

RNA. 2013;19(6):73739. doi:10.126/rna.036319.112
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3683908/

Dreux M, Garaigorta U, Boyd B, et al.

Shortrange exosomal transfer of viral RNA from infected cells to plegto@ dendritic cells triggers innate immunity.
Cell Host Microbe. 2012;12(4):5580. doi:10.1016/j.chom.2012.08.010
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3479672/

Baglio &, van Eijndhoven MA, Koppéralic D, et al.

Sensing of latent EBV infection through exosomal transfer of 5'pppRNA.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2016;113(5)E598. doi:10.1073/pnas.1518130113
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4747727/

120Kouwaki T, Okamoto M, Tsukamoto H, Fukushima Y, Oshiumi H.

Extracellular Vesicles Deliver Host and Virus RNA and Regulate InmatedrResponse.
Int J Mol Sci. 2017;18(3):666. Published 2017 Mar 20. doi:10.3390/ijms18030666
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5372678/
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necessari per il trasporto (ESCRT) o fattori sconosciuti. Le cellule dendritiche e i macrofagi internalizzano le vieacieliléaex(/) contenenti RNA
virali, che vengono rilasciati negli endosomi e sono riconosciuti dai TLR, determinando risposte immunitarie innatevi@li RBigciati nel citoplasma
sono riconosciuti dagli RLR.

La maggior parte degli effetti descritti mediatilte EV sulla funzione di altre cellule sono limitati ai sistemi in
vitro o si verificano all'interno dello stesso organismo.

Mentre i virus si trasferiscono tra organismi e da cellula a cellula all'interno di un organismo, il trasfe
funzionale di EV da un individuo all'altro, a differenza delle EV denlatatte materno o seminale, no
stato dimostrato 1%

Poichée EV sono prodotte praticamente da tutte le cellule, probabilmente ogni preparazione virale € i
una miscela di virioni ed EV.

Per studiare le rispettive funzioni, &€ necessario separare EV e virioni. Questo & molto difficile con alcuni virus,
come i retrovirus, perché sia EV che i retrovirus sono di dimensioni (le EV vanno da 50 a 100 nm, il¥irioni
100 nm) e densita comparabili (EV: £11,38 g/ L; la maggior parte dei retrovirus: 1688 g/ L).

Pertanto, i gradienti di densita, cherso spesso usati per separare le EV dagli aggregati proteici contaminanti
sulla base delle differenze nelle densita di galleggiaméftaon sono sempre affidabili per la separazione
dele EV dalle particelle virali.

Ostacaoli tecnici simili sono statscontrati anche nelle prime fasi della ricerca sui retrovirus, quando c'erano
disaccordi e controversie di lunga durata riguardo alle particelle oncovirali che causano il cancro e la loro
dipendenza da virus helper competenti per la propagazidiie.

In quei primi giorni, i microscopisti elettronici hanno osservato che i virus ultracentrifugatiecipitavano

con altre particelle racchiuse in una membrana delle dimensioni di 100 nm.

A meno che non sia definito in modo piu specifico, & attualmerteialmente impossibile separare

identificare specificamente EV che trasportano proteimgali, proteineospiti ed elementi genomici virali
particelle virali con involucro che trasportano le stesse molecole.

Tuttavia, i metodi ad alto rendinmto per analizzare le singole particelle nanometriche possono facilitare la
discriminazione di diverse patrticelle nel continuumviius in futuro.

Ad esempio, i recenti sviluppi nelle tecniche basate sulla citometria a flusso hanno aperto la podsibilita
quantificare e caratterizzare particelle di dimensioni diZm0 nm.

?1Vojtech L, Woo S, Hughes Salet

Exosomes in human semen carry a distinctive repertoire of smaltadimg RNAs with potential regulatory functions.
Nucleic Acids Res. 2014;42(11):72304. doi:10.1093/nar/gku347
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4066774/

Irmak MK, Oztas Y, Oztas E.

Integration of maternal genome into the neonate genome through breast milk mRNA transcripts and reverse transcriptase.
Theor Biol Med Model. 2012;9:2Bublished 2012 Jun 7. doi:10.1186/1746829-20
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3413567/

122Raposo G, Nijman HW, Stoorvogel W, et al.

B lymphocytes secrete antiggmesenting vesicles.

J Exp Med. 1996;183(3):116172. doi:10.1084/jem.183.3.1161
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC2192324/

122Maeda N, Fan H, Yoshikai Y.
Oncogenesis by retroviruses: old and new paradigms.
Rev Med Virol. 2008;18(6):38M05. doi:10.1002/rmv.592
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.002/rmv.592
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In vivo, le EV possono interagire con i virus e tra loro, sia direttamente che tramite la modulazio
risposte dell'ospite, partecipando cosi a una "Guerra e Pace" tra vosgite.?*

Alcuni virus inducono le cellule infettate a rilasci&¢ modificate che facilitano I'infezionaumentando
pool di cellule bersaglio suscettibili (p. es., aumentando il numero di cellule attivate) o la loro suscettib
infezioni viali o fungendo da esche che assorbono gli anticorpi antivirali, compromettendo cosi im
antivirale.

Al contrario,le EV che trasportano proteineirali possono anche essere utili per l'ospjtad esempid
fornendo alle cellule dendritiche antigewirali per facilitare I'inizio delle risposte immunitarie adattative.

Ipoteticamente, la capacita delle EV di regolare la durata della vita delle cellule permissive e di mod
risposte immunitarie antivirali pud dare ulteriore flessibilita'capite nel rispondere all'infezione vira
Pertanto, le EV formate durante l'infezione virale possono svolgere un ruolo pro-oiraiei

Al momento non € noto se le diverse funzioni attribuite alle EV indotte dal virus possano in parte essere
spiegde dalle differenze nella purezza delle popolazioni EV usate in vari studi.

Manca quindi ancora una comprensione generale dei parametri che determinano l'effetto netto degli EV sulle
infezioni virali1?®

241 isco A, Vanpouille C, Margolis L.

War and peace between microbes: HiVihteractions with coinfecting viruses.
Cell Host Microbe. 2009;6(5):4@®8. doi:10.1016/j.chom.2009.10.010
https://lwww.cell.com/action/showPdf?pii=S1933128%2809%290035%

Bhattarai N, McLinden JH, Xiang J, Kaufman TM, Stapleton JT.

Conserved Motifs within Hepatitis C Virus/Bliope (E2) RNA and Protein Independently Inhibit T Cell Activation.
PLoS Pathog. 2015;11(9):€1005183. Published 2015 Sep 30. doi:10.1371/journal.ppat.1005183
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4589396/

125Margolis L, Sadovsky Y.

The biology oéxtracellular vesicles: The known unknowns.

PLoS Biol. 2019;17(7):e3000363. Published 2019 Jul 18. doi:10.1371/journal.pbio.3000363
https://journals.plos.orgplosbiology/article?id=10.1371/journal.pbio.3000363

Zhang W, Jiang X, Bao J, Wang Y, Liu H, Tang L.

Exosomes in Pathogen Infections: A Bridge to Deliver Molecules and Link Functions.
Front Immunol. 2018;9:90. Published 2018 Febdt210.3389/fimmu.2018.00090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5816030/pdf/fimmd9-00090. pdf

Assil S, Webster B, Dreux M.

Regulation of the Host Aiviral State by Intercellular Communications.
Viruses 2015;7(8):470-4733. Published 2015 Aug 19. doi:10.3390/v7082840
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4576201/

54
Dr.ssa Loretta Bolgan ~ 03.10.2020


https://www.cell.com/action/showPdf?pii=S1931-3128%2809%2900354-0
https://journals.plos.org/plosbiology/article?id=10.1371/journal.pbio.3000363
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5816030/pdf/fimmu-09-00090.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4576201/

P
| -
o

rinascimentoitalia.it

transmitting pathogen
related molecules
infection anti-infection

participating in

: Lo cxosome <

immune escape

discrepant effects of exosomes
inhibiting immune accelerating
responses

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articlps/PMC5816030/pdf/fimmD900090.pdf
9a42a2YA yStt anfeyiohs GlireSogomi pértecipghd dia ai processi ddzitine che a quelli antihfezione che vanno dall'infezione da
patogeni alla regolazione delle risposte immunitarie.

viral propagation
and pathogenesis

stimulatory effect

viral RNA (HCV.-
MONE L LCMV, HAV)

VMIRNAS
R LIV, KSHVY)

inhibitory effect

f2= VMIRNA (EBV)

| viral restriction

host proteins: factors

o VMIRNA (EBV, HIV)

STING,
5 APOBEC3G
(KSHV, HIV) 1 J
— ‘ unknown effect
viral protein
‘ (HIV Nef)
host mRNA, miRNA
vmiRNAs

R~ (EBV, KSHV)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4576201/

TrasfeA YSy 2 YSRALFG2 RI S&2&82YA RA O02YLRYySy (A .dopdNinfezioneSi contériutb @eglitesdsoiniS R C
LINER2GGA RIFftS OSttdz S AyFSGiaS OFYoAl aspitg HARNA NdSazbdraziorie ilm&o RNASIsvaSi dzl v i 2
dall'ospite (mIRNA) o dal genoma virale (RNA virale, vmiRNA). Le specie derivate dall'ospite e dal virus presenti neglergoso trasferite alle

cellule vicine, dove possono attivare o inibire una serie\dirde vie di segnalazione dell'ospite. Queste comunicazioni mediate da esosomi hanno un

ampio effetto sulla funzionalita delle cellule nelle vicinanze delle cellule infette, compresi i tipi di cellule che sattariral'infezione virale produttiva.

Lo schema mostra una selezione di diverse specie trasferite da esosomi noti per influenzare il decorso dell'infeziorelaifz¢ogenesi mirate alle

vie infiammatorie, antivirali (tramite fattori di restrizione virali), apoptotici e oncogeni. CamMitusignificativi si verificano nel contenuto di mRNA e

miRNA derivatdall'ospite che sono incapsulati in esosomi in seguito a infezioni virali, tuttavia, ad oggi, I'effetto di queste diveisseidRBIA sulle

cellule vicine durante un'infezione vieahon & completamente compreso.
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Infezioni in gravidanza ed esosomi

Il sistema immunitario di una donna in gravidanza, lungi dall'essere in uno stato di riposo, subisce diversi
cambiamenti durante l'intero periodo di gestazione.

Negli anni gli studi nelammpo della biologia riproduttiva si sono accostati alle molteplici interazioni
all'interfaccia maternefetale, che possono sfociare in gravidanze normali o patologtéhe.

Considerata inizialmente come una minaccia per una gravidanza di successo, l'inflammazione é attualmente
riconosciuta come un passaggio essenziale per l'istituzione e il mantenimento della gravidanza, sebbene tale
risposta immunitaria debba essere finementegolata.

L'inflammazione esacerbata pu0 causare l'aborto e altre complicazioni della gravidanza, ma l'assenza di
inflammazione preclude un impianto efficace a causa di un rimodellamento inadeguato dei tessuti.

Durante la gravidanza si verifica un gaggio a un ambiente meno inflammatorio, consentendo lo sviluppo
fetale. Infine, entro la fine del terzo trimestre, in prossimita del parto, si verifica una serie di alterazioni
fisiologiche e un ambiente prmfiammatorio &€ nuovamente predominante.

Inoltre, quando ha luogo l'impianto, gli antigeni paterni vengono espressi e il sistema immunitario materno
incontra due sfide: evitare lattivazione immunitaria e il rigetto del feto in via di sviluppo e
contemporaneamente indurre l'attivazione immunitaria pitare l'infezione da patogeni.

La tolleranza fetale &€ un processo complesso che si manifesta durante tutto il periodo di gestazione e comporta
la modulazione delle risposte immunitarie locali verso un profilo antinfiammatorio.

E interessante notare che la placenta & un vigoroso produttore di esosomi e vescicole extracellulari
state descritte come attori chiave nella regolazione delle risposte immunitarie materne.

Il sinciziotrofoblasto ha importanti meccanismi figamnolecolari che impediscono ai microbi di bypassa
placenta e raggiungere il feto, e queste caratteristiche vanno dai microvilli densi e ramificati sulla s
apicale ai recettori solubili trasportati dagli esosoti.

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/cei.13304

Carichi di vescicole extracellulari rilasciate dall'embrione preimpiantato e dai trofoblasti con effetti riportati suile icethuntarie materne locali.

tL.C I FLiG2NBE RA o0f2002 AyR2GG2 RIFf LINRPISAGSNBYST HI[AYI UXtoQSYAl NS T
fAIFYR2 RA Y2NIS LINPINFIYYFG2 mT alL/ 1!S&.420 YIINMEKAENSF RA2 MMBEIf2I0RHY LK flifilo A €
RSEfUFIGOAGEG2NE RSt LXFaYAy23aSy2nmT K/ D ' I2y |l R2{NER Liagfogendptadehtge/ A O  dzY
dzY y2T Cbm I' FAONRYSOUAYlITMOD

126 Kaminski VL, Ellwanger JH, Chies JAB.

Extracellular vesicles in hegathogen interactions and immune regulatieoexosomes aemerging actors in the immunological theater of pregnancy.
Heliyon. 2019;5(8):e02355. Published 2019 Aug 31. doi:10.1016/j.heliyon.2019.e02355
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/artioks/PMC6771614/

27Giacomini E, Alleva E, Fornelli G, et al.
Embryonic extracellular vesicles as informers to the immune cells at the mafetabinterface.
Clin Exp Immunol. 2019;198(1):28. doi:10.1111/cei.13304
https://onlinelibrary.wiley.com/doifull/10.1111/cei.13304
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i Vale la pena ricordare ch: 5sione
| retrovirus endogeni sono fossili evolutivi ereditati in modo mendeliano e sono derivati da retrovi

| anticamente hanno infettato le cellule della linea germinale. Un gene HERV envelope (env) apparten;

t famiglia HERWV codifica una proteina psessa nel sinciziotrofoblasto denominata come sincitina.

fattore

| fornisce un meccanismo con cui la sincilneaggiunge
| interagisce con le cellule bersaglio del sistema immunitario materno e rappresenta un nuovo mecca
L immunosoppressione endogena negd retrovirale che pud essere rilevante per la tolleranza immunit
. materna.!?®

128 Tolosa JM, Schjenken JE, Clifton VL, et al.

The endogenous retroviral envelope protein syncytimhibits LPS/PHsgtimulated cytokine responses in human blood and is sorted into placental
exosomes.

Placenta2012;33(11):933®41. doi:10.1016/j.placenta.2012.08.004

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/22999499/
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CAPITOLO 2- COMPLICAZIONI RESPIRATORIE
DANNO MULTIORGANO  pARTE TERZA Esosomi

Recenti studi hanno rivelato I'importanza degli esosomi per una gravidanza di successo, come partner del
sistema immunitario all'interfaccia materrfetale.?°

Il traffico di molecole, cellule e agenti patogeni tra madre e feto durante la gravidanza € attualmente visto
come un fenomeno naturale. In questo contesti, esosomi possono essere importanti mediatori delle
infezioni transplacentali

Inoltre, I'immunosoppressine indotta dagli esosomi seminaf pud aiutare a spiegare la persistenza dei
numerosi virus presenti nello sperma

129 ucia MinchevaNilsson

Placental exosomenediated immune protection of the fetus: feeling orgy in a cloud of exosomes,
Expert Review of Obstetrics & Gynecolo010)5:5,619634,D0I:10.1586/e0g.10.43
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1586/e0g.10.43?scroll=top&needAccess=true

Menon R, Mesiano S, Taylor RN.

Programmed Fetal Membrarfgenescence and Exosoiitediated Signaling: A Mechanism Associated with Timing of Human Parturition.
Front Endocrinol (Lausanne). 2017;8:196. doi:10.3389/fendo.2017.00196

https://www. ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5562683/

Adam S, Elfeky O, Kinhal V, et al.

Review: Fetaiaternal communication via extracellular vesiclésplications for complications of pregnancies.
Placenta. 2017;54:888. doi:10.1016/j.placenta.2016.12.001

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27939894/

Salomon C, Nuzhat Z, Dixon CL, Menon R.

Placental Exosomes During Gestation: Liquid Biopsies Carrying Signals for the Regulation ¢fattumitzon.
Curr Pharm Des. 2018;24(9):9982. doi:10.2174/1381612824666180125164429
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29376493/

Hedlund M, Stenqvist AC, Nagaeva O, et al.

Human placenta expresses and secretes NKG2D ligands via exosomes thamnalivieie the cognate receptor expression: evidence for
immunosuppressive function.

J Immunol. 2009;183(1):348b1. doi:10.4049/jimmunol.0803477

https://www.jimmunol.org/content/183/1/340.long

Stenqvist AC, Nagaeva O, Baranov V, Minchéigson L.

Exosomes sweted by human placenta carry functional Fas ligand and TRAIL molecules and convey apoptosis in activated immuneesgilg, sugg
exosomemediated immune privilege of the fetus.

J Immunol. 2013;191(11):558%23. doi:10.4049/jimmunol.1301885

https://www .jimmunol.org/content/191/11/5515.long

Nair S, Salomon C.

Extracellular vesicles and their immunomodulatory functions in pregnancy.
Semin Immunopathol. 2018;40(5):4287. doi:10.1007/s0028018-0680-2
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29616307/

Holder B, Jones T, Sancho Shimizu V, et al.

Macrophage Exosomes Induce Placental Inflammatory Cytokines: A Novel Mode of MBtacesital Messaging.
Traffic. 2016;17(2):16878. doi:10.1111/tra.12352

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4738478/

Zhang J, Li H, Fan B, Xu W, Zhang X.

Extracellular vesicles in normal pregngrand pregnancyelated diseases.
J Cell Mol Med. 2020;24(8):434388. doi:10.1111/jcmm.15144
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7176865/

Salomon C, Rice GE.

Role of Exsomes in Placental Homeostasis and Pregnancy Disorders.

Prog Mol Biol Transl Sci. 2017;145:16®. doi:10.1016/bs.pmbts.2016.12.006
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/28110750/

130Vojtech L, Woo S, Hughes S, et al.
Exosomes in human semen carry a distinctive repertoire of smaltadimg RNAs with potential regulatory functions.
Nucleic Acids Res. 2014;42(11):7-Z304. doi:10.1093/nar/gku347
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4066774/
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Effetti delle EV nella gravidanza normalee EV mediano le comunicazioni matefet@ale nella gravidanza normale. Le EV contsbaino all'impianto
dell'embrione promuovendo I'adesione dei trofoblasti. La placenta puo interagire con le cellule immunitarie tramite lebifdhpire |'attivazione e

la soppressione immunitaria durante la gestazione. Le EV possono attivare le eedlateliali (EC) e le cellule muscolari lisce vascolari (VSMC) per
promuovere l'angiogenesi. Le EV possono accelerare il metabolismo del glucosio nella placenta e nei muscoli schétetriciseégoali di
infammazione della maturazione nelle EVsgano preparare |'utero per il parto

Madison MN, Roller RJ, Okeoma CM.

Human semen contains exosomes with potent aitit1 activity.

Retrovirology. 2014;11:102. Published 2014 Nov 19. doi:10.1188754214-0102z
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4245725/

Yang C, Guo WB, Zhang WS, et al.
Comprehensive proteomics analysis of exosomes derived from human seraisrala.
Andrology. 2017;5(5):100%7015. doi:10.1111/andr.12412
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5639412/
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27 Scenario

https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC6771611'H"’1
Potenziali ruoli degli esosomi nelle infezioni virali transplacentare (1 ° scenagey@almente trasmissibili (2 ° scenario)

DIFFERENZE E SIMILARITA TRA GLI ESOSOMI E LE EV E IL SARDV-2

[ LINBaSyll RA Saz2az2yYAiA ySi (S54aadhok2 h&R portatallninfeBsf G A O
ricercatori ad approfondire il loro ruoloefia patogenesi del COVID.

La similitudine tra esosomi e SARS+2, ha aperto un dibattito sulla reale esistenza del SBR& quale agente infettivo.
Si riportano di seguito degli interessanti approfondimenti sul tema:

181Kaminski VL, Ellwanger JH, Chies JAB.
Extracellular vesicles irobt-pathogen interactions and immune regulatioexosomes as emerging actors in the immunological theater of pregnancy.
Heliyon. 2019;5(8):e02355. doi:10.1016/j.heliyon.2019.e02355
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6771614/pdf/main.pdf
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https://drive.google.com/file/d/1JWLOmzI9hukDO2SgYT7mObx9BQJkE96J/view?fbclid=IwAR3_DnD8cdMJTOxN8VFL1X0nOn1AyXzxm5lyTgA0CelWNgESTSbI5V2gXh0
https://youtu.be/681OYYmgvd8
https://www.youtube.com/watch?time_continue=1&v=UY4pJaGJgkA&feature=emb_logo
https://www.preprints.org/manuscript/202006.0145/v1/download
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6771614/pdf/main.pdf
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Spike Integrin
glycoprotein
Tetraspanin
Envelope protein
protein extracellular
Membrane domains
protein
N2
,,,,, \p
Host cell N Other surface
Protein . protein
Cytosolic
protein
30 kb viral Non coding RNA
RNA genome Nucleocapsid r:‘s\senger PHA —> Known
protein > Speculative
Key similarities

80-120 nm Diameter 50-150 nm

1.16-1.18 g/L Density 1.13-1.18 g/L

Lipid bilayer envelope Structure Lipid bilayer envelope

Protein, RNA, others Cargo Protein, RNA, others

type

Releasingcell Cargo origin Releasing cell

Endocytic pathway, Cell entry Endocytic pathway,

others mechanism others

Key differences

Replication & survival Function Message delivery
Endoplasmic reticulum—Golgi Intracellular .
intermediate compartment biogenesis Multivesicular body (MVB)
(ERGIC)

Cell exit MVB-Plasma Membrane (PM)

Host cell budding mechanism fusion or surface shedding

Lessons foSARSCoV2 study (COVIEL9 disease) from its exosome relatives

Dalla revisione della letteratura € dimostrabitde i| SAREov2 e i suoi antigeni si possono trovare
Fff QAYGSNYy2 RS3IEA SazazyYa

Gli autori dello studio recente (pieINA PaiedtiondofViral RNA Fragments in Human iRSdiomyocytes
following Treatment with Extracellular Vesicles from SBB®& CodingSequencéverexpressing Lung
Epithelial Cells Kl yy2 NARaO2y (NI G2 OKEovARNA rdpgresenanéuna®ig ¢ii Sy ¢
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https://www.preprints.org/manuscript/202006.0145/v1/download

CAPITOLO 2- COMPLICAZIONI RESPIRATORIE
DANNO MULTIORGANO  pARTE TERZA Esosomi

ingresso indiretta nei cardiomiociti con conseguente potenziale disfunzione cardiaca senza la necessita di
infezione virale diretta-*

Muthukumar Gunasekaran et al. hanno riscontrato thénfezioni da coronavirus aumentavano gli esosomi
circolanti conteneti auto-antigeni associati ai polmoni, nonché antigeni virali e proteasoma'#0S

Questo fatto supporta l'ipotesi chie cellule infettate dal virus COVID producano esosomi contenenti
particelle virali

Come gia dettagliato nei paragrafi precedelatidifferenza sostanziale tra gli esosomi e le particelle virali con
involucro o veicolate da esosomi € la capacita di replicazione

Nel caso del virus SAR®v2 e stata dimostrata mediante sequenziamentockpacita di replicazionen
coltura cellulare di campioni clinici ed € stata studiata la sua cinetica di replica%ione

Ly QFE OGN AYLRNIEFYy(GS CbWREhé ibSifdenzia dadlk esdRdni nordraphiddndi & ! w {
formazione di quasispeciecioé di popolazioni di mutanti che evolvono nel tempo per replicazione
yStt Q2B yAaY?2

132Kwon Y, Nukala SB, Srivastava S, et al.

Detection of Viral RNA Fragments in Human i€8@iomyocytes ftowing Treatment with Extracellular Vesicles from S&R82 CodingSequence
Overexpressing Lung Epithelial Cells.

Preprint.bioRxiv. 2020;2020.05.14.093583. Published 2020 Jul 1. d0i:10.1101/2020.05.14.093583
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7337395/

133Gunasekaran M, Bansal S, Ravichandran R, et al.

Respiratory viral infection in lung transplantation induces exosomes that trigger chronic rejection.
J Heart Lung Tranksmt. 2020;39(4):37888. doi:10.1016/j.healun.2019.12.009
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7102671/

134 Nyayanit DA, Sarkale P, Baradkar S, et al.

Transcriptome & viralrgwth analysis of SARSb\/2-infected Vero CG81 cells

[published online ahead of print, 2020 Jul 3@Hian J Med Res. 2020;10.4103/ijmr.lIJMR_2257_20. doi:10.4103/ijjmr.IIMR_2257_20
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32773420/

Banerjee A, Nasir JA, Budylowski P, et al.

Isolation, Sequence, Infectivity, and Replication Kinetics of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2.

Emerg Infect Dis. 2020;26(9):208@63.doi:10.3201/eid2609.201495
https://www.researchgate.net/publication/340603961_Isolation_sequence_infectivity _andiaaon_kinetics_of SARSo\V2

Liu Z, Zheng H, Lin H, et al.

Identification of Common Deletions in the Spike Protein of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2.
J Virol. 2020;94(17):e007<2®. Published 2020 Aug 1d0i:10.1128/JV1.007920
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7431800/pdf/JVI.00720.pdf

Ogando NS, Dalebout TJ, Zevenhebebbe JC, et al.

SARSororavirus?2 replication in Vero E6 cells: replication kinetics, rapid adaptation and cytopathology
[published online ahead of print, 2020 Jun 2P{5en Virol. 2020;10.1099/jgv.0.001453. doi:10.1099/jgv.0.001453
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/jgv.0.001453/sidebyside

Milewska A, Kul@acurar A, Wadas J, et al.

Replication of Severe Acute Respiratory Syndrome Coron&virusluman Respiratory Epithelium.
J Virol. 2020;94(15):e009%0. Published 2020 Jul 16. doi:10.1128/JVI.06857
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7375387/

135 Jary A, &ducq V, Malet |, et al.

Evolution of viral quasispecies during SARS?2 infection

[published online ahead of print, 2020 Jul 22]in Microbiol Infect. 2020;S119&3X(20)30440. doi:10.1016/j.cmi.2020.07.032
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7378485/

Capobianchi MR, Rueca M, Messina F, et al.

Molecular characterization of SAR®\2 from the first case of COVID in Italy.
Cin Microbiol Infect. 2020;26(7):95@56. doi:10.1016/j.cmi.2020.03.025
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7118617/
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Esistono prove chgli essomi trasferiscono ACE&lle cellule riceventi®®, con una funzione di supporto ¢
I'internalizzazione e l'infezione del SABS+2.

Poiché gli ACE2 sono selezionati negli esosomi, il-S&WRSpud entrare nelle cellule attraverso la vi
internalizazione, e di conseguenza i suoi componenti come gli miRNA e le proteine possond
impacchettati in esosomi come per altri virus discussi in precedenza.

Meccani smo di formazione degl i eGov-20 mi nel |l Ainfezi
Di seguito & proposto un meanismo del ciclo vitale del SAR®¢2 nelle cellule polmonatt’

g Emvelope glycoproten
kf V.' r.lmm
e ke Membrane glycoprotein 4 Mooieinand A
Endocytosis 5 4 \::
2 | B LR
8% " (1) coo Ace2 ” K .34

@ \ " @

(3) /- @ g%

Exosomes

mxa\ o =2
Translation
X @ S0

h'd

o

Infected cell Target cell
Il ciclo vitale del virus (COVADO) nelle cellule polmonari umandl COVIEL9 entra nelle cellule quando la proteina S si lega al recettore AGE®po
l'aggancio, la conformazione della proteina S viene modificata, il che facilita I'ingresso del virus nella via end@sdpniicali, il virus COVAL? rilascia
RNAnella cellula o/e i componenti del virus CONMDpossono essere diretti negli MVB/esosdB)i L'RNA del virus viene tradotto in repliche virali
poliproteine ppla e lab, che vengono poi scisse in componenti virali dalle proteinasi virali. Le protalne 'RNA vengono successivamente
assemblati in virioni nel reticolo endoplasmatico e nel G@l@ 5)e quindi rilasciati fuori dalla cellula tramite esocitosi od orientati negli esof®mi
All'ingresso, il virus COVI® puo essere diretto nellaia esosomiale e i suoi componenti vengono selezionati negli esosomi per la secrezione e la
diffusione(passaggi 3 e 6).e vescicole extracellulari (esosomi e microvescicole) possono contribuire a diffondere questo virus in quanto trasferiscon
recettori come la (tetraspanina) CD9 e ACE2, che rendono le cellule riceventi suscettibili allaggancio del virus. ACE2, enziemsicdieconv
dell'angiotensina 2; EE, endosoma precoce; ER, reticolo endoplasmatico; GA, apparato di Golgi; MVB, corpo multikgsicole;
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7293471/

Diversi gruppi di ricerca hanno riscontrato che la replicazione dei coronavirus & strettamente collegata alla
formazione di vescicole intracellulari e il complesso replicativo si lega alla membrana intracellulare, portando
alla formazione di strutture vesmwlari.*%®

1%Wang J, Chen S, Bihl J.

ExosomeMediated Transfer of BE2 (Angiotensi@onverting Enzyme 2) from Endothelial Progenitor Cells Promotes Survival and Function of
Endothelial Cell.

Oxid Med Cell Longev. 2020;2020:4213541. Published 2020 Jan 18. doi:10.1155/2020/4213541
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articlesPMC6995312/

3"Hassanpour M, Rezaie J, Nouri M, Panahi Y.

The role of extracellular vesicles in CO¥®virus infection [published online ahead of print, 2020 Junlh8ict Genet Evol2020;85:104422.
doi:10.1016/j.meegid.2020.104422

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7293471/

138 Giannessi F, Aiello A, Franchi F, Percario ZA, Affabris E.
The Role of Extracellular Vesghs Allies of HIV, HCV and SARS Viruses.
Viruses. 2020;12(5):E571. Published 2020 May 22. doi:10.3390/v12050571
https://www.mdpi.com/19994915/12/5/571/htm
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Sono state identificate due diverse strutture vescicolari:
-la prima corrisponde a sferule a membrana singola che si formano in organelli membranosi, come ER,
perossisomi o endosonki®;

-le seconde sono vescicole a doppia membrana (DMVunatiametro di circa 206800 nm, che sono spesso
associate ad altre strutture, come i tubuli o le membrane ER, formando cosi una rete vescicolare néftitosol.

Viral Factors

i |
l'::' M 0‘ Host Factors

INFECTED
CELL S ACE2/DPP4

https://www.mdpi.com/19994915/12/5/571/htm

Rappresentazione schematica delle EV rilasciate da cellule infettate da coronavirus.(COdYs dirottano il meccanismo cellulare per favorirne la
replicazione. Le proteine CoVs promuovono la formazione nel citosol di vescicole a doppia membrana (DMV) associateshidioaypieazione e
trascrizione (RTC) in cui si verifica la replarazivirale. Dopo la produzione di proteine strutturali e non strutturali, il germogliamento puo avvenire

139den Boon JA, Ahlquist P.

Organellelike membrane compartmentalization of positiserand RNA virus replication factories.

Annu Rev Microbiol. 2010;64:2456. doi:10.1146/annurev.micro.112408.134012
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20825348/

140Knoops K, Kikkert M, Worm SH, et al.

SARS&oronavirus replication is supported by a reticulovesicular network of modified endoplasmic reticulum.
PLoS Biol. 21B;6(9):€226. doi:10.1371/journal.pbio.0060226
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2535663/

Ulasli M, Verheije MH, de Haan CA, Reggiori F.

Qualitative andqjuantitative ultrastructural analysis of the membrane rearrangements induced by coronavirus.
Cell Microbiol. 2010;12(6):84861. doi:10.1111/j.1465822.2010.01437.x
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC7159092/

Maier HJ, Hawes PC, Cottam EM, et al.

Infectious bronchitis virus generates spherules from zippered endoplasmic reticulum membranes.
mBio. 2013;4(5):e00804813. Published 2013 Oct 2#i:10.1128/mBio.008013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3812713/

Hagemeijer MC, Rottier PJ, de Haan CA.

Biogenesis and dynamics of the coronavirus replicative strestu

Viruses. 2012;4(11):3243%269. Published 2012 Nov 21. doi:10.3390/v4113245
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3509692/

Qian Z, Travanty EA, Oko L, et al.

Innate immune response of human alveolar type Il cells infected with severe acute respiratory syndooomavirus.
Am J Respir Cell Mol Biol. 2013;48(6):748. doi:10.1165/rcmb.20223390C
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3727876/
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dalle membrane di Golgi e ER. Successivamente, le particelle virali vengono rilasciate nello spazio extracellulare Isfretendscicolare. Otralle

particelle virali, i CoVs inducono il rilascio di vescicole che trasportano le proteine dell'involucro virale (E) e deinméih). Ad oggi, non ci sono

prove chiare di vescicole rilasciate da cellule infettate da CoV che trasportano altNJatto@A NI f A 2 RSt f Q2&8LIAGS® bdzOt S2
Complesso di Golgi |G

[ QF LILI NIF G2 NBOoX2k @raldgh @quell®kdel SBRSwdd & costituito da un massimo di sedici
proteine non strutturali (da Nspl a Nsp16), di cui 3ySgsp4 e Nsp6 sono impegnate nell'induzione di BMV.
Mutazioni nella Nsp4 sono state collegate alla formazione di DMV aberranti con evidenti difetti
nell'accoppiamento della membrana.

Questo puod spiegare l'aspetto delle vescicole a membrana singoklle \eescicole a doppia membrana
contenenti diverse vescicole a membrana singola racchiuse all'interno di una membrana esterna e contenenti
il SARE oV nelle cellule Vero E6%

Mutazioni in Nsp6 di diversi coronavirus causano invece la formazionsdaico® a membrana singol&.

Queste osservazioni indicano che il riarrangiamento della membrana (reindirizzamento e riorganizzazione le
membrane delle cellule ospiti per I'uso come parte del meccanismo di replicazione e trascrizione del genoma
virale) rappresenta una strategia utilizzata da tutti i virus noti a RNA a singolo filamento con polarita positiva.

Diversi casi riportati in letteratura hanno indicato la presenza di DMV contenenti il virus in biopsie, autopsie
ed endoscopie e campionopt mortem analizzati mediante microscopia elettronica (EM).

5FftfQlylrtAar Aadz2t23A0F 9a S LI -Nd/isond étdteSilevdta iNjutfi A O 2
i campioni esaminati di tessuto dell'intestino tenue ottenuti dall'autapsionché nei campioni bioptici ileali e

del colon terminali ottenuti con la colonscopia, che sono stati isolati, coltivaitro, propagati e confermati
mediante RTPCR.

Le patrticelle virali erano confinate alle cellule epiteliali, principalmeptgirenterociti della superficie apicale
e raramente nelle cellule epiteliali ghiandolari. A livello intracellulare, le particelle virali erano contenute
all'interno di vescicole citoplasmatiche dilatate coerenti con il reticolo endoplasmatico dilatato.

Le vescicole contenenti le particelle virali sono state spesso viste verso il citoplasma apicale. Sono stati rilevati
grappoli di coronavirus anche sui microvilli superficiali, il che puo suggerire la partenza del virus dalla superficie
luminale degli entsociti.

Non c'era evidenza di atrofia dei villi nonostante I'adesione virale e la colonizz&¥ione

141 Angelini MM, Akhlaghpour M, Neuman BW, Buchmeier MJ.

Severe acute respiratory syndrome coronavirus nonstructural proteins 3, 4, and 6 induce-dmrhl&ane vesicles.
mBio. 2013;4(4):e005243. Pulikhed 2013 Aug 13. doi:10.1128/mBio.005234
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3747587/

142 Goldsmith CS, Tatti KM, Ksiazek TG, et al.

Ultrastructural characterization of SARS coronavirus.

Emerg Infect Dis. 2004;10(2):3226. doi:10.3201/eid1002.030913
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3322934/

143 AFMulla HM, Turrell L, Smith NM, et al.

Competitive fitness in coronaviruses is not correlated with size or number of doudsigbrane vesicles under reducéeimperature growth conditions.
mBio. 2014;5(2):e0116&1113. Published 2014 Apr 1. doi:10.1128/mBi0.01187

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/RIC3977362/

144 eung WK, To KF, Chan PK, et al.
Enteric involvement of severe acute respiratory syndremssociated coronavirus infection.
Gastroenterology. 2003;125(4):101D17. doi:10.1016/s0016085(03)0121%
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7126982/
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Particelle virali libere, particelle virali e/o particelle virali all'interno delle vescicole a singola o doppia
membrana, piu particelle virali con digetro di virioni variabile all'interno di un singolo DMV sono state
costantemente riscontrate in campioni derivat pazienti infetti da SARSVA

MERSCoV**¢ e SARE0V2 1% (si veda il paragrafo dedicato alla microscopia elettronica per una disogss

piu approfondita sulle immagini

La presenza degli esosomi nei vari tessuti, in particolare quello intestinale potrebbe spiegare il

prolungato di particelle virali oltre la risoluzione dei sintomi clinici, attraverso il meccanismo dbre
immunitaria delcavallo ditroisd A £ OA G (2 > S tQS@SyidzZ £ S NRI“Dd

Infatti, & stato riferito che in alcuni di questi pazienti, la diffusione prolungata dellRNA diGARSsI e
verificata con unalurata mediana di 53 giorni e un massimo di 83 gi&thi.

145 Goldsmith CS, Miller SE.

Modern uses of electron microscopy for detection of viruses.
Clin Microbiol Rev. 2009;22(4):5583.d0i:10.1128/CMR.000209
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2772359/

Qinfen Z, Jinming C, Xiaojun H, et al.

The life cycle of SARS coronavirus in Vero E6 cells.

J Med Viol. 2004;73(3):333837. doi:10.1002/jmv.20095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7166737/

Shieh WJ, Hsiao CH, Paddock CD, et al.

Immunohistochemical, in situ hybridizatipand ultrastructural localization of SABSsociated coronavirus in lung of a fatal case of severe acute
respiratory syndrome in Taiwan.

Hum Pathol. 2005;36(3):3€809. doi:10.1016/j.humpath.2004.11.006

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7112064/

6Alsaad KO, Hajeer AH, Al Balwi M, et al.

Histopathology of Middle East respiratory syndrome coronovirus (MERS infection clinicopathological and ultrastructural study.
Histopathology. 2018;743):516524. doi:10.1111/his.13379

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7165512/

147 Menter T, Haslbauer JD, Nienhold R, et al.

Postmortem examination of COVID patients reeals diffuse alveolar damage with severe capillary congestion and variegated findings in lungs and
other organs suggesting vascular dysfunction

[published online ahead of print, 2020 May Mjstopathology. 2020;10.1111/his.14134. doi:10.1111/his.14134
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32364264/

Martines RB, Ritter JM, Matkovic E, et al.

Pathology and Pathogenesis of SARS2 Associated with Fatal Coronavirus Disease, United States.
Emerg Infet Dis. 2020;26(9):2068015. doi:10.3201/eid2609.202095
https://wwwnc.cdc.gov/eid/article/26/9/262095_article

Zhu N, Zhang D, Wang W, et al.

A Novel Coronavirus frofatients with Pneumonia in China, 2019.
N Engl J Med. 2020;382(8):#233. doi:10.1056/NEJM0a2001017
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31978945/

Y8|rashdy F, Aljaddawi AA, Redwan EM, Uversky VN.

On the potential role of exosomes in the COXEreinfection/reactivation opportunity

[published online ahead of print, 2020 Jul ®Biomol Struct Dyn. 202612. doi:10.1080/07391102.2020.1790426
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7441802/

Ye G, PanZ.,PanY., Deng Q., Chen L., LiJ, Li Y., &Wang X.

Clinical characteristics of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 reactivation.
Journal ofinfection, (2020).(5), e14e17. 10.1016/}.jinf.2020.03.001
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7102560/

M1iN, Wang X, Lv T.

Prolonged SARS0V2 RNA shedding: Not a rare phenomenon

[published online ahead of print, 2020 Apr 29Med Viral2020;10.1002/jmv.25952. doi:10.1002/jmv.25952
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7267144/
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Oltre a questo trasporto prolungato di SAR&V2, alcuni pazienti che erano guariti dal CG¥#Dhanno
dimostrato la recidiva di SAR®\2. 1%°
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150Xjao AT, Tong YX, Zhang S.

False negative of RACR and prolongeatlicleic acid conversion in COMIB: Rather than recurrence u[published online ahead of print, 2020 Agr 9].
Med Virol. 2020;10.1002/jmv.25855. doi:10.1002/jmv.25855

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7262304/pdf/JM3¥099na.pdf

Ye G, PanZ.,PanY., Deng Q., Chen L., LiJ.,, Li Y., & Wang X.

Clinical characteristics of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 reactivation.
Journal of Infection(2020). (5), e14e17. 10.1016/}.jinf.2020.03.001
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7102560/

Yuan J, Kou S, Liang Y, Zeng J, Pan Y, Liu L.
PCR Assays Turned PositiveSrbascharged COVID Patients
[published online ahead of print, 2020 Apr 8]in Infect Dis. 2020;ciaa398. doi:10.1093/cid/ciaa398
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7184423/
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Ciclo vitale putativo di SARSoV e SARS0V/2 nella cellula ospite umana (in vivo) e/o nella cellula Vero E6 (in vitt@ vescicole a doppia membrana

indotte dal virus nel citoplasma delle cellule infette rappresentano piattafoperda replicazione, I'assemblaggio, il traffico, I'estrusione e la diffusione

dei coronavirus delle particelle virali mature (libere e/o all'interno delle vescicole). La cellula infettata dal vime&@mado la formazione di una rete
reticolo-vescicahre di membrane modificate, che includeva vescicole a doppia membrana singola/multipla, che rappresentano il sitoim<si il v

NBLI AOF® ¢dziddA &2y2 O2ydAddzh |t NBGAO2f2 SyR2LI | iente frakldi@in polipdtaine2 ® [ Qwb
virali che codificano per le Nsps, che stimolano/inducono i DMV a procedere e completare il ciclo di vita del virusiamesoon il Golgi per produrre

le particelle virali nelle vescicole, che eventualmente si fondoo la membrana plasmatica. Il DMV puo contenere la particella virale matura o
immatura o I'apparato virale non assemblato. Gli Nsp Sono presenti sul CM, mentre alcuni Nsp8 possono essere rilevati all'interno dei DMV. L'analisi
istologica e ultrastrutirale dell'aspetto dei campioni dei pazienti infetti da SARS2 ha dimostrato la presenza di particelle virali mature, nonché di

particelle virali immature o apparati virali non assemblati all'interno dei DMV. Le particelle virali mature e immat®@R&CoV2 si
RAFF2YR2y2kRA&ASYAYlIYy2 ySttS yd2@gS OSttdd S GAOAYS O02C¢lR me@dsSy (! (22
attraverso le vescicole extracellulari (esosomi) deve ancora essere documentato.

| Va ricordato che il test in FACR non consente di distinguere tra virus infettivi e acidi nucleici non infettiv

| stesso virus, motivo per cui € necessario lo studio mediante la propagazione in coltura dei campioni de
| per stabilire se la peona € in grado di trasmettere il virus.

9Q Ayl SNEBaal glofiohinghelld susliBrmainkrSprofortata pud facilmente diffondersi attraverso

le membrane cellulari alle vescicole acide nel citoplasma [lisosomi, endosomi tardivi, vesdicodtedeans

Golgi (TGN)] e rimane intrappolata nelle vescicole dopo essere stato protonata. La clorochina protonata non e
in grado di diffondersi dal lisosoma o dagli endosomi, essendo trattenuta nei compartimenti cellulari con
idrolasi. Poiché la clorbina e i suoi analoghi sono basi deboli diprotiche e la loro forma non protonata puo
entrare selettivamente nei lisosomi e diventare protonata in modo inversamente proporzionale al pH, sono
anche noti come agenti lisosomotropici.

Il farmaco quindi altera'dmbiente acido nel lisosoma e, di conseguenza, la cellula non pud procedere con
I'endocitosi, il rilascio di esosomi o la fusione fagolisosortifale

T cell activation l

L

, g /
Lysosome .I §
“
TLR signalling PH4-5 3
\ pH —A >
<

e\
@ ca/HcQ
@ H+
Cytokine productionl + ATP dependent pump

https://www.ncbi.nlm.nih.govpmc/articles/PMC7243790/
Diagramma schematico del ruolo della clorochina (CQ) e dell'idrossiclorochina (HCQ) nello spazio intracellulare. | faemticail pH degli
endosomi e dei lisosomi. Di conseguenza, |'attivazione dei linfociti T e dtiédithine viene repressa.

51Tripathy S, Dassarma B, Roy S, Chabalala H, Matsabisa MG.
A review on possible modes of action of chloroquine/hydroxychloroquine: repurposing agair€o$2RCOVIEL9) pandemic.
Int J Antimicrob Agents. 2020;56(2):106028. doi:10.1016/j.ijantimicag.208028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/pmid/32450198/
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CAPITOLO 2- COMPLICAZIONI RESPIRATORIE
DANNO MULTIORGANO  pARTE TERZA Esosomi

Identificazione del SARS -Cov e SARSCov-2 mediante la microscopia elettronica
Lo studio in microscopia elettronica del SAR®2 richiede una particolare cautela per la presenza delle
vescicole extracellulari rilasciate da teite cellule presenti nei tessuti infettati e/o infiammati.

Nel caso del tessuto polmonare come gia discusso la criticita &€ notevole, proprio per le molteplici funzioni sia
pro che antivirali degli esosomi e per la presenza di vescicole extracellulgrdithbbero contenere il virus
infettivo, o componenti virali delle stesse dimensioni del virus con involucro che danno origine a strutture simili
a coronavirus.

Riguardo la difficolta di discernere per mezzo della microscopia tra virus@ARId esgomi si rimanda
alla letteratura tecnica pubblicata in meritty?

152Goldsmith CS, Miller SE.

Caution in Identifying Coronaviruses by Electron Microscopy

[published online aheadfgrint, 2020 Jul 100 Am Soc Nephrol. 2020;ASN.2020050755. doi:10.1681/ASN.2020050755
https://jasn.asnjournals.org/content/early/2020/07/14/ASN.2020050755

Varga Z, Flammer AJ, Steiger P, et al.

Endothelial cell infection and endotheliitis in CONIED

Lancet. 2020;395(10234):141418. doi:10.1016/S0146736(20)30935
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7172722/

Goldsmith CS, Miller SE, MartirieB, Bullock HA, Zaki SR.

Electron microscopy of SAR8\2: a challenging task.

Lancet. 2020;395(10238):€99. doi:10.1016/S06486(20)3118&
https://www.thelancet.com/pdfs/journals/lancet/P11S01487 36(20)3118®.pdf

Varga Z, Flammer AJ, Steiger P, et al.

Electron microscopy of SAR®\2: a challenging taskAuthors' reply.
Lancet. 2020;395(10238):€100. doi:10.1016/S06486(20)3118%
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7237177/

Miller SE, Brealey JK.

Visualization of putative coronavirus in kidney.

Kidney Int. 2020;98(1):23232. d0i:10.1016/j.kint.2020.05.004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7206426/
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Gli esperti sono concordi nel sostenere che la microscopia elettronica (EM) a trasmissione di sezioni

non €& un metodo specifico né sensibile per la rilevazione di particelle virali; ci sono numerose strutture
dall'EM che assomigliarevirus (le cosiddette particelle simiirali), come anche le inclusioni tubuloretico
endoteliali (chiamate particelle simili a myxovirus) e pertanto, consigliano cautela quando si identifica
mediante EM in sezioni di tessuto.

Anche l'immunoistochimica puo provocare una colorazione aspecifica, in particolare nei tubuli renali, pg
a risultati falsi positivi.

A titolo di esempio si riportano le immagini che sono state messe in discussione per la presenza di particelle
virali:

A,(" ‘/_ "» 4 e - ' > -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7156952/
Su et al. mostrano presunte particelle virali nel citoplasma dell'epitelio tubulare renale e dei podociti.

Queste strutture non sam particelle virali, ma piuttosto vescicole rivestite di clatrina, normali organelli cellulari coinvolti nel trasporto
intracellulare.

Gli oggetti nelle loro Figure 2a b0 nm) sono leggermente piu piccoli dei coronavirudéié a 140+ nm), ma ancop&l importante,

i loro "picchi" (peplomeri) sono in contatto con il citosol, come quelli sulla clatviescicole rivestite; la particella piu grande nella
Figura 2d ha anche punte che toccano il citosol e non ha punti densi all'interno delle partoédipandenti al nucleocapside avvolto,
tagliate in sezione trasversale.

| coronavirus, d'altra parte, hanno le loro proiezioni rivolte verso lo spazio extracellulare tra le cellule o lo spaeimaltiei vacuoli
all'interno delle cellule.

Questo fenomeno € dovuto al fatto che i coronavirus ricevono il loro rivestimento esterno sbocciando dentro o sul cetinlarama,
formando cosi vacuoli intracellulari con le proiezioni virali a contatto con il contenuto vacuolare, non il citosdie Dasaamblaggio,

Farkash EA, Wilson AM, Jentzen JM.

Ultrastructural Evidence for Direct Renal Infection with SEB%2.

J Am Soc Nephrol. 2020;31(8):16887. doi:10.1681/ASN.2020040432
https://jasn.asnjournals.orgfontent/31/8/1683.long
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le proteine strutturali virali vengono incorporate nel complesso reticolo endoplasmafotyi della cellula infetta e I'RNA virale,
assemblato con un'altra proteina, germoglia in queste membrane, formando una sacca legata alla naezohtanente virioni maturi;

le spike si trovano all'esterno del virione, ma all'interno del vacuolo e non a diretto contatto con il citosol.

Questi virioni escono dalla cellula per esocitosi quando la membrana del vacuolo si fonde con la membranacplasapag il suo
contenuto verso l'esterno; quindi, i virioni completi con peplomeri sono visti allinterno della cellula allinterno dstlizole
(sequestrata dal citosol) e all'esterno delle cellule, spesso ancora attaccate alla membrana vacuotarerapasi € fusa con la
membrana plasmatica.

Le particelle mostrate nelle micrografie elettroniche nell'articolo di Su et al. hanno le loro spike a contatto con ditiyldsmatico,
come le vescicole endocitotiche, cioe le vescicole rivestite tlirda_a presenza di proteine di rivestimento pud causare un'area densa
di elettroni attorno a queste vescicole, dando l'aspetto di una "corona" virale. Su et al. ha trovato nucleoproteir@oSARRStubuli
renali mediante immunoistochimica, ma la prega di una proteina virale non significa necessariamente la presenza di particelle virali
complete.153

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7156952/
Le particelle in Kissling et al. non sono coronavirus.

Mentre si trovano all'interno di un vaolp, hanno spike e hanno approssimativamente le dimensioni corrette, ma non hanno l'aspetto
uniforme delle particelle virali con un rivestimento esterno della membrana e spike all'interno che indicano il nucleocapside
Queste microvescicole sono fluttuam si trovano all'interno di una struttura chiamata corpo multivesicolare. L'articolo di Kissling et
al. & preoccupante, poiché la microscopia elettronica € I'unica presunta prova presentata a sostegno dell'ipotesi cheirc®si@no
effettivamente pesenti in questo tessuto renale; tutti gli altri test per il coronavirus nel rene sono risultati negativi.

Queste micrografie non supportano I'affermazione che le particelle siano effettivamente ¥irus.

153 Miller SE, Brealey JK.

Visualization of putative coronavirus in kidney.

Kidney Int. 2020;98(1):22232. doi:10.1016/j.kint.2020.05.004
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7206426/

Calomeni E, Satoskar A, Ayoub |, Brodsky S, Rovin BH, Nadasdy T.
Multivesicular bodies mimicking SARBV2 in patients without OVID19.
Kidney Int. 2020;98(1):23334. doi:10.1016/j.kint.2020.05.003
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7206432/

Su H, Yang M, Wan C, et al.

Renal histopathological aitysis of 26 postmortem findings of patients with COY#0n China.
Kidney Int. 2020;98(1):21227. doi:10.1016/j.kint.2020.04.003
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC71945/

154 Miller SE, Brealey JK.

Visualization of putative coronavirus in kidney.

Kidney Int. 2020;98(1):23232. doi:10.1016/j.kint.2020.05.004
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7206426/

Miller SE, Brealey JK.
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Nell'articolo di Farkash et al., le immagini al microscopio elettronico nella loro Figur@ BoA mostrano coronavirus. Piuttosto, le
strutture descritte come virus sono vescicole rivestite di clatr{@CV), normali organelli subcellulari coinvolti nel trasporto
intracellulare.

La Figura 3A € un ingrandimento basso di una cellula morente con citoplasma disorganizzato aspecifico con una frectdaache pun
un'aggregazione di CCV. | pannelli B e Cloetidigura 3 mostrano gruppi di CCV e il riquadro per la Figura 3C mostra un ingrandimento
maggiore.

Nessuna di queste strutture sferiche contiene sezioni trasversali attraverso il nucleocapside delle particelle viraJiglredtr CCV

sono visti beri nel citoplasma, mentre le particelle di coronavirus si trovano racchiuse all'interno di un vacuolo in modo che le spike
siano rivolte verso l'interno del contenuto vacuolare, non il citoplasma. La Figura 3D contiene un corpo multivesicolarei(®VB
hanno paragonato a vescicole a doppia membrana, il complesso di replicazione dei coronavirus.

La struttura mostrata nel manoscritto di Farkash et al. non ha le due membrane strettamente opposte viste nelle vesojspia a d
membrana e non ha I'aspettd dido che & mostrato nel riferimento che citano.

Inoltre, si possono trovare MVB nei tessuti renali osservati storicamente.6 Inoltre, gli MVB sono formati da invaginezdmosati

e sono intermedi nel traffico di lisosor#>

Inoltre, Farkash et al.atumentano le loro scoperte facendo riferimento a un articolo di Su et al. che pretende di aver identificato il
coronavirus nel rene. Allo stesso modo, quell'articolo mostra solo strutture cellulari normali che, per il virologo nstopista
elettronico, possono assomigliare al coronavirus.

Visualization of putative coronavirus in kidney.

Kidney Int. 2020;98(1):23432. doi:10.1016/j.kint.20205.004

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7206426/

155 Goldsmith CS, Miller SE.

Caution in Identifying Coronaviruses by Electron Microscopy

[published online ahead of print, 2020 Jul WDAmM Soc Nephrol. 2020;ASN.2020050755. doi:10.1681/ASN.2020050755
https://jasn.asnjournals.org/content/early/2020/07/14/ASN.2020050755

Farkash EA, Wilson AM, Jentzen JM.
Ultrastructural Evidence for Direct Renal Infection with SEB%2.
J Am Soc Nephrol. 2020;31(8):168387. doi:10.1681/ASN.2020040432
https://jasn.asnjournals.org/content/31/8/1683.long
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identificare e quantificare il virus in seguito alla propagazione in coltura (sequenziamento NGS, genetica
inversa) 1°¢

[ S AYYF3IAYA &aS3dzSyiA azy2 LINBAS O2YS -CoR & SAREX
provenienti da campioni di pazienti infetti

https://jasn.asnjournals.org/content/early/2020/07/14/ASN.2020050755

isolato di SARSOW2, propagato in coltura cellulare che mostra numerose particelle virali sfetichece) che si trovano nelle cisterne del reticolo
endoplasmatico ruvido / area complessa di Golgi della cellula. Notare i punti neri all'interno delle particelle, che sonéraseersali attraverso il
nucleocapside virale. Barra della scala: 400 nm.

160Qgando NS, Dalebout TJ, ZevenheRehbe JC, et al.

SARSoronavirus? replication in Vero E6 cells: replication kinetics, rapid adaptand cytopathology

[published online ahead of print, 2020 Jun 2R{zen Virol. 2020;10.1099/jgv.0.001453. doi:10.1099/jgv.0.001453
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/jgv.0.001453#tab2
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