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Background 

Dall’inizio del nuovo secolo, l'emergere dell’infezione da coronavirus della sindrome respiratoria acuta grave 

2 (SARS-CoV-2) ha determinato la terza trasmissione alla popolazione umana di un coronavirus altamente 

patogeno negli ultimi due decenni (1). Se i due precedenti coronavirus hanno causato epidemie gravi come 

quella determinata dal coronavirus da sindrome respiratoria acuta grave (SARS-CoV) e quella da sindrome 

respiratoria mediorientale (MERS) ma limitate nella loro diffusione, la malattia associata al coronavirus 2019 

(COVID-19) rimane un grosso problema di sanità pubblica mondiale. L'origine della pandemia di COVID-19 

è stata fatta risalire a un gruppo di casi di polmonite collegati ad un mercato di pesce nella città di Wuhan, 

provincia di Hubei, Cina (1). A seguito del probabile spillover di una malattia zoonotica ulteriori lavori hanno 

confermato che l'agente eziologico era un nuovo Betacoronavirus correlato a SARS-CoV (1-3). Dai primi casi 

dei pazienti che hanno sviluppato sintomi nel 1° dicembre 2019, la trasmissione inter umana rapidamente 

diffusa in tutto il mondo è stata dichiarata pandemia dall'OMS nel marzo 2020 (4). Da allora, ~250 milioni 

persone sono state infettate da SARS-CoV-2, con oltre 4 milioni di morti in 235 paesi, aree o territori (4). Ad 

oggi è sempre più evidente che, sebbene i vaccini siano la soluzione principale per contrastare la pandemia, la 

loro efficacia a lungo termine e la loro disponibilità mondiale è limitata (5). Inoltre, l’emergere di varianti che 

evadono la risposta immunitaria al virus rende ulteriormente limitata la protezione indotta dalla vaccinazione. 

In questo contesto va aggiunto anche che gli antivirali esistenti e le opzioni di trattamento contro il COVID-

19 hanno dimostrato fino ad oggi solo un'efficacia limitata (5). Nasce quindi l’esigenza di sviluppare nuove 

strategie antivirali che possano intervenire in questo contesto e che riducano la trasmissione del virus 

all’interno della popolazione umana. È noto che spesso la maggior parte dei virus a RNA possono sviluppare 

grandi delezioni nel proprio genoma virale quando sono passati in vitro (6). Questi genomi difettosi privi di 

sequenze codificanti essenziali possono ancora replicarsi ed essere impacchettati in virioni in presenza di virus 

funzionali a lunghezza intera interferendo con la loro replicazione virale. Esempio maggiormente conosciuto 

sono le particelle difettive prodotte dai virus influenzali che interferiscono con la loro replicazione (7). Nei 

virus influenzali queste particelle difettive sono recentemente state proposte come nuova terapia antivirale per 

la loro attività interferente (7). Questi genomi interferenti difettosi sono stati descritti e sembrano essere 

comuni anche nei coronavirus dove sono stati utilizzati per localizzare gli elementi funzionali dei loro genomi 

fondamentali per il processo di formazione del virione maturo (8). Come nel caso degli altri virus dove sono 

state studiate approfonditamente, questi elementi funzionali genetici costituiscono le sequenze di packaging 

del genoma virale che servono ad impacchettare il corretto genoma nella particella virale matura mediante le 

loro interazioni con proteine virali. Visto la presenza di queste sequenze nelle particelle difettive virali, di 

particolare importanza è il fatto che per i virus influenzali le sequenze di packaging sono state utilizzate per 

sviluppare nuovi antivirali a base di molecole composte da acidi nucleici (9-11).  
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Scopo 

Obiettivo principale è lo sviluppo di nuove strategie antivirali basate sull’utilizzo di acidi nucleici (Nucleic 

acid based) per l’inibizione virale di Sars-CoV-2. Lo sviluppo di nuovi farmaci antivirali Nucleic acid based 

per la loro facilità di utilizzo e costi contenuti è di fondamentale importanza per intervenire contro infezioni 

virali emergenti per le quali al loro inizio non sono disponibili vaccini (12). Inoltre è importante anche in caso 

di emergenza di varianti virali resistenti alla risposta immunitaria indotta dai vaccini sviluppati. In questo 

nostro progetto saranno analizzate le attività antivirali verso il Sars-CoV-2 di oligonucleotidi modificati 

disegnati sulle regioni di packaging individuate nella sequenza del genoma virale.  

 

Materiali e metodi 

Cellule e virus. Le cellule utilizzate saranno le Vero E6 e le cellule A549 passate in laboratorio utilizzando il 

terreno di coltura DMEM addizionato con siero fetale al 10 %. Il virus usato sarà un isolato del Sars-CoV-2 

cresciuto su cellule Vero E6 e titolato tramite il metodo delle placche. 

Sintesi di oligonucleotidi fosforotioati. Le sequenze degli oligonucleotidi fosforotioati (S-ON) saranno 

disegnate selezionando le sequenze genomiche del Sars-CoV-2 presenti in banca dati e di cui si conoscono le 

loro partecipazioni al packaging virale. La sintesi degli S-ON di lunghezza variabile da 8 a 24 nt sarà fatta 

secondo le metodiche tradizionali e utilizzando le modifiche per renderli stabili. 

Esperimenti di inibizione virale. I composti S-ON selezionati saranno saggiati per la capacità inibitoria di virus 

Sars-CoV-2. I composti saranno saggiati a differenti concentrazioni (0,1-100 M) su piastre da 24 pozzetti 

contenenti cellule Vero E6 e cellule A549 (5x105 cellule per pozzetto) utilizzando differenti molteplicità di 

infezione (MOI). I composti saranno somministrati tramite il metodo della Lipofectamina. In breve, quando le 

cellule Vero E6 o A549 saranno confluenti, il terreno DMEM sarà aspirato e i pozzetti lavati due volte con 

PBS e inoculati con 100 microlitri di virus Sars-CoV-2 ad una molteplicità di infezione (MOI) di 0,01. Dopo 

1 h di incubazione a 37°C e 5% di CO2, gli inoculi virali verranno rimossi e le cellule lavato due volte con 

PBS e trattato con gli S-ON sotto studio. Per facilitare l'ingresso di S-ON nelle cellule, Lipofectamina sarà 

utilizzata come lipide vettore. Alla Lipofectamina, diluita in DMEM (5%) senza siero e mantenuta a 

temperatura ambiente per 5 min, saranno aggiunti gli S-ON, opportunamente disciolti in DMEM senza siero 

(la concentrazione finale aggiunto alle cellule variava da 0,1 a 100 uM), mescolati delicatamente e mantenuti 

a temperatura ambiente per 20 min. Lipofectamina senza S-ON servirà da controllo negativo. 

Successivamente, 200 microlitri delle miscele Lipofectamina e S-ON saranno aggiunti alle cellule infettate e 

incubato tutto a 37 °C in un incubatore a CO2 per 4 h.  Le cellule poi saranno lavate e sarà aggiunto terreno 

DMEM con siero fetale. I supernatanti di coltura saranno raccolti dopo 72 ore e saggiati per la presenza di 

virus infettivo tramite il metodo delle placche. L’attività inibitoria sarà analizzata seminando i sopranantanti 

virali trattati con gli S-ON su piastre da 6 pozzetti contenti cellule Vero E6 e analizzando l’effetto citopatico 

(ECP) come riduzione delle placche (PRA) a 3 giorni rispetto al controllo virale cresciuto in assenza degli S-
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ON. Inoltre, si cercherà di analizzare il meccanismo di azione dei composti selezionati con maggior attività 

compiendo esperimenti di time-of-addition, dove il composto sarà aggiunto a tempi differenti dall’inizio 

dell’infezione virale per valutare la fase del ciclo di replica su cui agisce il farmaco. Tutti gli esperimenti 

saranno condotti in laboratorio di biosicurezza di livello 3 (BSL3).  

Studio del meccanismo d'azione dei composti S-ON più attivi identificati. In questi esperimenti saranno valutati 

gli effetti dell’inibizione di S-ON sulla replicazione del genoma virale, sulla sua trascrizione e sulla sua 

incorporazione nel virione maturo prodotto. Per i composti più attivi derivanti dalle prove di inibizione si 

cercherà di analizzare il meccanismo dell’inibizione sulla replicazione virale. Sarà possibile valutare la 

tempistica di attività del composto in relazione al ciclo di replica virale effettuando esperimenti del tipo “time-

of-addition”. In questi esperimenti gli S-ON saranno addizionati a tempi differenti durante la replicazione 

virale (prima e dopo l’infezione a 1, 3, 6 e 24 ore) nelle medesime condizioni sperimentali descritte prima. Per 

tale scopo, si valuterà la capacità inibitoria della replicazione dell’RNA genomico, dell’espressione dei RNA 

messaggero virale e della sua presenza nel virione maturo tramite estrazione dell’RNA totale dalle cellule 

infettate, o da supernatante virale, successiva retrotrascrizione specifica per il genoma virale o per il l’RNA 

messaggero, con successiva quantificazione tramite PCR real-time. 

Saggi di citotossicità. La citotossicità dei composti S-ON candidati inibitori del packaging virale sarà valutata 

tramite il saggio di riduzione del MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) - 2,5-diphenyltetrazolium bromide) sulle 

cellule Vero E6 e A549. Le cellule Vero E6 o A549 seminate a una densità di 1x105 cellule per pozzetto in 

una piastra di coltura a 96 pozzetti a fondo piatto e lasciato aderire per una notte. Quindi, quando gli strati 

cellulari saranno confluenti, il terreno di coltura sarà rimosso, i pozzetti lavati due volte con PBS e trattati con 

100 microlitri di DMEM da solo o con lipofectamina con o senza le concentrazioni appropriate degli S-ON in 

studio e incubati a 37°C in un incubatore a CO2 per 24 h. Dopo il trattamento, il composto MTT sarà utilizzato 

secondo le istruzioni del fornitore analizzando la quantità di formazione del prodotto dall’azione enzimatica 

cellulare. I pozzetti così trattati saranno letti allo spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 595 nm. La 

citotossicità degli S-ON sulle cellule sarà valutata dividendo la media della densità ottica ottenuta dalle cellule 

trattate con S-ON con la media della densità ottica ottenuta nelle cellule in assenza degli S-ON. 

 

Risultati attesi e sviluppi applicativi 

Dalle attività descritte si prevede di individuare almeno 2 o 3 S-ON di lunghezza variabile (da 8 a 20 nt) con 

una buona attività inibitoria e bassa citotossicità cellulare. La loro identificazione servirà a capire se le regioni 

genetiche fondamentali per il packaging virale possono essere un buon target per lo sviluppo di antivirali per 

il Sars-CoV-2. L’impatto di questa attività è di sicuro rilevante per la salute pubblica come testimoniano le 

problematiche osservate nella recente pandemia da Sars-CoV-2 che ha testimoniato la mancanza di strategie 

terapeutiche antivirali immediate per il suo contenimento. 
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