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Abstract

The antimicrobial molecules are an abundant group of molecules that are amply
distributed in nature, from plants and insects to vertebrate animals, including
humans. They are an essential component of the innate immune system for host
defence against pathogenic agents of different types. They are often the products of
individual genes and circulating cells. In this thesis, based on a bioinformatic
analysis, we identified three peptides, members to the family of cathelicidins and to
the class of peptides rich in proline (PR-AMPs), that may be generally be considered
as the first effectors of the interior defense, acting as natural antibiotics (Scocchi et
al., 2011; Reddy et al., 2004). We investigate, also, about the possibility of use four
extracts from marine invertebrates as possible natural antibiotics. Their small size
makes them able to spread rapidly at sites of infection, they are also cheap to
synthesize, relatively resistant to denaturation and are less likely to induce resistance.
The objective of this doctoral thesis was to deepen the knowledge on the ability of
peptides and molecules with antimicrobial activity, initially identified or isolated
from different marine invertebrates. The studied peptides show a broad spectrum of
activity against a variety of microorganisms such as Gram-positive bacteria, Gram-
negative bacteria and fungi. Furthermore, it was interesting to determine the
cytotoxic activity of peptides and antimicrobial molecules versus the murine
monocytic cell line J774-A1 coming from sarcoma of Balb / ¢ mice. The surprising
results, especially on the analysis of peptides, make them interesting to understand
the mechanisms of innate immunity evolution and trace an original point of view on
a new frontier for the control of microbial infections that could, therefore, be a good
alternative for their use in biotechnology and in the pharmaceutical field (Schnapp et

al., 1996).



CAPITOLO 1: Introduzione



1. INTRODUZIONE

Nel 1800, i primi studi condotti sui metaboliti secondari ottenuti da organismi
vegetali hanno dimostrato che la flora terrestre e una ricca risorsa di farmaci (Sond
Heimer E. and Someone J. B., 1970), utili nel trattamento di malattie letali come il
cancro (taxolo) e le infezioni microbiche (penicilline). Tuttavia, a causa della
resistenza sviluppata da alcuni agenti patogeni ai trattamenti farmacologici e degli
effetti collaterali delle chemioterapie tradizionali, i ricercatori hanno rapidamente
rivolto la loro attenzione a nuove risorse di composti biologicamente attivi quali
organismi animali e vegetali marini (Frormann S. and Jas G., 2002; Cragg G. M. and
Newman D. J., 2000). Da questi presupposti ¢ chiaro come I’interesse di diverse
discipline si sia orientato verso milioni di specie animali e vegetali che popolano
I’ambiente marino, costituendo, di fatto, una nuova frontiera di ricerca. Lo sviluppo
di nuove tecniche subacquee ha consentito a partire dagli anni sessanta un rapido
accesso sia agli organismi che vivono in superficie che a quelli che popolano le
acque profonde, rendendoli disponibili alle analisi chimiche. Gli studi condotti hanno
gia largamente provato che I’habitat marino ¢ una fonte straordinaria di nuovi
metaboliti peptidici bioattivi. Molti composti di origine marina sono strutturalmente
complessi, caratterizzati da funzionalita uniche e da spiccate attivita biologiche. Cio
¢ ascrivibile alle peculiarita dell’habitat che li ospita, contraddistinto dalla mancanza
di luce, dall’alta pressione e concentrazione ionica, dalla variabilita della
temperatura, dalla scarsa disponibilita di cibo, ovvero dalla ristrettezza degli spazi
vitali. La coesistenza di molti organismi viventi in un territorio limitato, li rende
particolarmente competitivi e complessi, indirizzandoli allo sviluppo di adattamenti e
comportamenti atti alla salvaguardia della specie, quali: strategie di difesa dalla

predazione, dalla proliferazione di specie competitive (Williams D.H. et al., 1989).



Le strategie chimiche di una specie si avvalgono del ricco bagaglio di molecole del
suo “metabolismo secondario” comprendente composti come terpeni, alcaloidi,
polichetidi, peptidi, derivati dell’acido shikimico, glicosidi, steroidi e metaboliti
originati da diverse vie biogenetiche (Simmons T. L. et al., 2005). Le condizioni cosi
singolari e distinte degli oceani, rendono varia la chimica dei prodotti ottenuti dagli
organismi  marini. Inoltre, mentre le risorse terrestri sono considerate
abbondantemente esplorate, dal punto di vista farmaceutico e biochimico, I’ambiente
marino € un serbatoio di dati pressoché inesplorato, meno dell’1% delle specie
marine sono state analizzate e valutate per il loro potenziale utilizzo farmacologico
(Capon R. J., 2001; Jaspars M., 1999; Wallace R. W., 1997; Cragg. G. M. et al.,
1997).

L’attivita di ricerca svolta durante il mio triennio di dottorato si inserisce in un
progetto che ha lo scopo di riunire il lavoro scientifico realizzato in due distinti enti
di ricerca: I’Universita degli Studi di Palermo Facolta di Scienze MM.FF.NN.
“Dipartimento di Biologia Ambientale e Biodiversita”, Sezione di Biologia Animale
e Antropologia biologica "G. Reverberi"; Coordinatore scientifico Prof.re Nicolo
Parrinello e il Centre National de la Recherche Scientifigue-CNRS-Montpellier
(Francia), Centre d’études d’agents Pathogénes et Biotechnologies pour la Santé;
Equipe «Pathogénie Bactérienne et Stratégies Anti-infectieusue» sotto la
responsabilita scientifica della Dott.ssa Alessandra Occhialini. Le esperienze
microbiologiche sono realizzate nel laboratorio P2 e P3 del Centre d’études d’agents
Pathogénes et Biotechnologies pour la Santé, Montpellier.

Il suddetto lavoro e volto ad approfondire le conoscenze, in vitro, sulle proprieta
antimicrobiche di peptidi antimicrobici (AMP 12-50 ammino acidi) inizialmente
isolati dal modello di studio Ciona intestinalis ed opportunamente disegnati e

sintetizzati. Inoltre, si & voluto indagare sulle eventuali attivita inibitorie di campioni



estratti da quattro specie di invertebrati marini: Cancer pagurus, Procambarus

clarkii, Actina equina e Pelagia noctiluca.

1.1 ANTIBIOTICI:ATTIVITA’ E RESISTENZA

Si definisce antibiotico una sostanza di origine naturale prodotta da un
microrganismo, capace di ucciderne un altro (IUPAC 1997). In particolare, gli
antibiotici sono prodotti chimici di origine biologica o sintetica (chemioterapico) in
grado di inibire la crescita batterica (batteriostatico) o di uccidere direttamente il
microorganismo (azione battericida).

La maggior parte degli antibiotici di origine naturale e costituita da metaboliti
secondari prodotti da specie microbiche (batteri o funghi microscopici) il cui ruolo e
la difesa da altri microrganismi presenti nello stesso microambiente.

Il principale problema legato alla categoria dei farmaci ad attivita antimicrobica, che
impone la continua ricerca di nuovi composti attivi, & il manifestarsi di fenomeni di
resistenza. Analizzando le cause che inducono i batteri patogeni a sviluppare
resistenza é possibile identificare i processi piu importanti:

1. ’antibiotico non raggiunge il suo bersaglio;

2. ’antibiotico viene disattivato;

3. il bersaglio risulta alterato e non interagisce pit con I’antibiotico.

In dettaglio, dal momento in cui un antibiotico, dimostratosi efficace nelle varie fasi
della sperimentazione clinica, diventa di comune impiego terapeutico, € inevitabile
che la sua efficacia si riduca progressivamente. Per la penicillina, i primi fenomeni di
resistenza comparvero dopo soli due anni dalla sua introduzione in terapia a meta
degli anni ’40, come prevedibile quando il meccanismo di resistenza coinvolge un
unico determinante genico. Al contrario, la resistenza alla vancomicina inizio a

diffondersi drammaticamente dopo circa 30 anni dalla sua introduzione in terapia,



periodo di tempo necessario ai batteri per diventare resistenti accumulando cingque
mutazioni genetiche. | ceppi resistenti iniziano a prevalere sui ceppi parentali,
sensibili ad un certo antibiotico, quando la mutazione presente nel genoma consente
loro di sopravvivere al trattamento antimicrobico. Il ceppo resistente diventa cosi la
variante dominante nella popolazione e I’antibiotico in questione perde rilevanza
terapeutica. Fenomeni di questo tipo sono praticamente garantiti, se un antibiotico
viene somministrato a dosi sottoterapeutiche.

Attualmente si e alla ricerca di molecole con attivitd antimicrobica in grado di
eludere questi meccanismi e per questo i peptidi antimicrobici si sono rivelati
interessanti. Essi non consentono la selezione di nuovi mutanti resistenti e sono attivi
anche contro ceppi batterici resistenti (Thevissen et al., 2000; Ghiselli et al., 2002).
La loro capacita € dovuta al fatto che hanno come bersaglio la membrana cellulare
batterica, e questa struttura e altamente conservata. Una mutazione genetica in grado
di ridisegnarne la composizione lipidica sarebbe una soluzione altamente costosa dal
punto di vista evolutivo per la cellula batterica, e quindi di difficile realizzazione
(Zasloff, 2002). Lo studio di peptidi antimicrobici presenti in natura, isolati da
organismi viventi di origine sia animale che vegetale, rappresenta un nuova strategia

contro la minaccia microbica.

1.1.1 Possibile impiego dei peptidi antimicrobici come agenti terapeutici

Nel 1928, Alexander Fleming scopri la penicillina, il primo antibiotico naturale. A
meta degli anni '30, Prontosil, il primo antibiotico commerciale, e diventato
disponibile. Dopo la seconda guerra mondiale, le compagnie farmaceutiche hanno
condotto ricerche per trovare nuovi antibiotici e fino agli anni '60 sono state scoperte
molte nuove classi; la chemioterapia antibiotica era allora nel suo periodo d'oro. Il

loro uso era diffuso per un ampia varieta di patologie causate da batteri, migliorando



notevolmente la qualita della vita. A partire dagli anni '80, € stato osservato un
rallentamento della loro efficacita, in quanto é stata rilevata una resistenza a quasi
tutti gli antibiotici in uso clinico. In questi ultimi 40 anni, tre nuove classi di
antibiotici, attivi solo verso batteri Gram negativi, sono entrati nel mercato. Oggi, piu
batteri patogeni mostrano un’elevata resistenza a diversi antibiotici, fino al punto di

diventare un problema globale e crescente di salute pubblica.

Meccanismi d’azione e resistenza agli antibiotici

Gli antibiotici si distinguono secondo il target batterico sul quale agiscono (Fig. 1):
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Fig.1. Riproduzione del Meccanismo d’azione degli antibiotici

a. parete cellulare:  p-lattamici  (penicilline), cefalosporine, bacitracina,

vancomicina...;
b. membrana plasmatica: polimixine...;

c. sintesi degli acidi nucleici (DNA o RNA): chinoloni, rifampicina,

nitroimidazoli...;

d. sintesi proteica: aminoglicosidi, tetracicline, cloramfenicolo, macrolidi,

clindamicina...;

e. metabolismo energetico: sulfamidici, isoniazide...



| microrganismi possono principalmente impiegare tre strategie per sviluppare

fenomeni di resistenza agli antibiotici (Fig. 2):

1. Produzione di trasportatori di membrana, che determinano I’eliminazione
dell’antibiotico dalla cellula. Questi trasportatori, chiamati pompe di efflusso,
consentono all’antibiotico di uscire dalla cellula ad una velocita maggiore di quella
alla quale esso puo diffondere al suo interno. In questo modo la concentrazione di
antibiotico rimane sempre inferiore a quella necessaria per avere un effetto
antimicrobico. | trasportatori di membrana, impiegati a questo scopo, sono pompe
proteiche, che 1 microrganismi utilizzano per trasportare molecole dall’esterno

all’interno della cellula o viceversa.

2. Distorsione o distruzione della porzione attiva dell’antibiotico. Classico esempio
di questo secondo meccanismo di resistenza agli antibiotici ¢ 1’idrolisi dell’anello -
lattamico delle penicilline e delle cefalosporine da parte dell’enzima B-lattamasi di
batteri resistenti (Philippon et al., 1989). In questo modo viene impedita I’interazione
degli antibiotici B-lattamici con le penicillin binding proteins (PBP), loro targets nei
batteri sensibili. Un altro esempio e fornito dagli antibiotici aminoglicosidici, che
possono subire modificazioni covalenti (N-acetilazione, O-fosforilazione, O-
adenilazione) a livello di alcuni gruppi funzionali della molecola. Gli antibiotici, cosi
modificati dai batteri resistenti, legano ’'RNA con bassa affinitd, con conseguente
minore probabilita di interrompere la sintesi proteica e di determinare la morte del

microrganismo (Shaw, 1993).

3. Modificazione della struttura del bersaglio cellulare degli antibiotici. E* questo il
meccanismo che, insieme ai trasportatori proteici di membrana, determina la
resistenza nei confronti dell’eritromicina. Nei batteri resistenti, la metiltransferasi

Erm (Bussiere et al., 1998) metila residui di adenina nella loop della peptidil-

11



transferasi del componente 23S del’RNA del ribosoma impedendo il legame al

ribosoma e quindi I’attivita inibitrice dell’antibiotico.
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Fig. 2. Principali meccanismi di resistenza sviluppati dai microrganismi nei confronti degli antibiotici
tradizionali. a : Per la presenza di pompe di membrana, I'antibiotico viene eliminato dalla cellula
prima che sia raggiunta una concentrazione efficace. b :Le b -lattamasi idrolizzano [’anello lattamico
di penicilline e cefalosporine, rendendole incapaci di interagire con i loro targets. ¢ : Modificazioni
covalenti a carico della kanamicina ne riducono la possibilita di interazione con il ribosoma. d : La
sostituzione del dimero DAla- D-Ala del peptidoglicano con il dimero D-Ala-D-Lac riduce [’affinita
di legame della vancomicina per il suo target di 1000 volte.

4. Sostituzione del bersaglio dell’antibiotico con una molecola che svolge le

medesime funzioni ma con cui I’antibiotico non interagisce.

La diffusione di microorganismi patogeni che hanno sviluppato e sviluppano

resistenza a farmaci convenzionali, sta diventando un’emergenzadi salute pubblica.

Trovare alternative alla tradizionale chemioterapia antibiotica € fondamentale al fine
di bypassare il fenomeno della resistenza batterica ed e stato recentemente

evidenziato dal “Centro europeo di prevenzione e controllo delle malattie” - ECDC /
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Agenzia europea per i medicinali - EMEA. Le prime osservazioni sulle attivita
antimicrobiche sono state trovate nelle secrezioni dell’'uomo. Da allora, numerose
sostanze antimicrobiche sono state isolate da una vasta gamma di organismi, alcuni
dei quali mostrano una selettivitd verso entrambi i batteri Gram-positivi e Gram-

negativi.

Tra tutti gli organismi multicellulari che occupano ambienti ricchi di microbi, gli
invertebrati e 1 vertebrati inferiori evidenziano un considerevole successo
nell’eliminare infezioni primarie. Questo perché possiedono potenti peptidi
antimicrobici come parte attiva del loro sistema immunitario. Il principale requisito
dei peptidi antimicrobici e che sono piccole molecole sintetizzabili in poche ore, a
differenza dei componenti della risposta immunitaria adattativa: gli anticorpi. Inoltre,
i peptidi possono eliminare due o piu patogeni contemporaneamente senza richiedere
lo specifico riconoscimento di ognuno (Boman, 1995). In seguito allo sviluppo di
ceppi batterici antibiotico-resistenti e per la ridotta disponibilita di antibiotici
efficaci, ¢’¢ una crescente necessita di identificare peptidi antimicrobici naturali da
impiegare per lo sviluppo di terapie alternative (Patrzykat & Douglas, 2003). Diverse
caratteristiche dei peptidi antimicrobici li rendono particolarmente interessanti come

potenziali strumenti terapeutici:

» Manifestano sinergie con il sistema immunitario acquisito (Tossi et al., 2002);

» Dimostrano ampio spettro di attivita contro virus, batteri, funghi e protozoi;

» Uccidono rapidamente (99,9% dei batteri trattati in 20 minuti) (Pierce et al.,
1994)

» Sono efficaci contro famiglie di batteri resistenti agli antibiotici;

» Manifestano sinergie con gli antibiotici convenzionali (Hancock & Diamond,

2000; Yan & Hancock, 2001).
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Di conseguenza, la capacita di questi composti naturali nell’interazione con i batteri
solleva un interesse per le promettenti applicazioni farmacologiche e terapeutiche, in

alternativa agli antibiotici.

1.2 L’ IMMUNITA’ NEGLI INVERTEBRATI

Il sistema immunitario si e evoluto sotto la pressione selettiva imposta da
microrganismi invasori. Di conseguenza, tutti gli organismi multicellulari hanno
sviluppato vari meccanismi di difesa capaci di essere attivati in seguito ad infezioni,
per proteggere l'organismo ospite, distruggendo gli invasori e neutralizzando i loro
fattori di virulenza. Questo filogeneticamente antico meccanismo di difesa, noto
anche come sistema immunitario innato, usa recettori per il riconoscimento dei
patogeni. Questa caratteristica distingue il sistema immunitario innato dall'altra
componente dell'immunita, il sistema immunitario adattativo, che si trova solo nei

vertebrati (Medzhitov R. and Janeway C.A., 1997).

I primi studi sui meccanismi di difesa degli invertebrati portavano a ritenere che
questi animali non possedessero un sistema immunitario a causa della mancanza di
immunoglobuline. Tuttavia, in seguito, e stato dimostrato come gli invertebrati
nonostante la mancanza dell’immunita acquisita riescono a difendersi nei confronti
di invasioni fungine, batteriche, virali e sono in grado di riparare i danni tissutali,
mediante un sistema di riconoscimento innato (Roitt, 1994) che utilizza dei recettori
in grado di identificare fattori allogenici e xenogenici (Rinkevich B., 1999). Dunque,
tutti i metazoi, dal piu semplice al piu complesso, sono capaci di riconoscere il self
dal non self (Du Pasquier, 2000). Gli invertebrati, per merito della loro semplice
struttura e della strategica posizione filogenetica di alcuni di essi, in primis i tunicati,

rappresentano  un modello fondamentale per individure fasi e processi
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nell’evoluzione del sistema immunitario (Parrinello et al., 1977, 1990; Parrinello,

2009).

Nei vertebrati la risposta immunitaria viene distinta in: immunita innata o naturale ed

immunita specifica o di tipo adattativo.

Il sistema immunitario adattativo si basa sull’espressione di geni che attivano la
ricombinazione (Recombination Activating Genes- RAG), mediante un meccanismo
di riarrangiamento somatico durante I'ontogenesi di ciascun organismo, di molecole
di riconoscimento come: le immunoglobuline (1g), i recettori dei linfociti T (TCR) e
gli antigeni del complesso maggiore di istocompatibilita (antigeni - MHC). Questi
meccanismi generano un repertorio eterogeneo di recettori per l'antigene con
specificita casuale, che sono distribuiti su due tipi di linfociti clonali: T e B. Il
recettore del linfocita B & un prototipo degli anticorpi, e il TCR sul linfocita T &
responsabile del riconoscimento dell’antigene legato al complesso maggiore di
istocompatibilita - MHC (Kasahara et al., 2004). Di conseguenza, la specificita dei
recettori espressi su ciascun linfocita non e predeterminata. Tuttavia, I'induzione di
una risposta immunitaria & appropriata solo se I' antigene riconosciuto € derivato da,
0 appartiene, ad un agente patogeno. L'attivazione dei linfociti specifici per gli
antigeni self, o antigeni ambientali, pu0 provocare rispettivamente malattie
autoimmuni e reazioni deleterie di ipersensibilita. Inoltre, la difesa da diversi gruppi
di agenti patogeni puo richiedere I'induzione di differenti tipi di risposte effettrici.
L'attivazione di una risposta effettrice inappropriata che non garantisce una
protezione contro il patogeno determina spesso varie patologie immunitarie.
Pertanto, la risposta immunitaria adattativa richiede segnali che forniscono
informazioni sull'origine dell'antigene e il tipo di risposta indotta. Nel corso degli

ultimi anni € stato dimostrato che questi segnali vengono forniti dal sistema
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immunitario innato (Hoffman , 1999; Fearon e Locksley , 1996; Medzhitov e
Janeway , 1997). La comprensione dei meccanismi molecolari responsabili della
generazione di questi segnali sarebbe fondamentale per lo sviluppo di nuovi approcci

nell’immunoterapia per la realizzazione di vaccini.

Il vantaggio selettivo imposto dal riconoscimento immunitario sul genoma dell'ospite
implica di solito uno svantaggio selettivo verso il genoma del patogeno. Questo
conflitto di interessi dirige lI'evoluzione dell'immunita innata verso il riconoscimento
dei componenti molecolari degli agenti infettivi. Strutture molecolari che sono
essenziali per la sopravvivenza dei microbi non sono soggetti a variazioni nel senso
che mutazioni in queste strutture sono letali per i microbi stessi. La conservazione di
tali strutture molecolari implica che essi siano condivisi da grandi gruppi di agenti
patogeni (Medzhitov and Charles A. Janeway, 1997). Ad esempio, i glicolipidi dei
micobatteri, 1 mannani dei lieviti, 1 B-1,3 glucani dei funghi, ’'RNA a doppia elica dei
virus e la struttura generale del lipopolisaccaride (LPS) dei gram negativi sono
motivi molecolari condivisi. Un recettore per il lipide A del lipopolisaccaride sarebbe
quindi in grado di riconoscere qualsiasi batterio gram negativo. Gli obiettivi del
riconoscimento rappresentano modelli molecolari, chiamati PAMPs — sistemi
molecolari patogeno-associati (Hoffman , 1999). Gli organismi hanno sviluppato una
serie di recettori che possono specificatamente riconoscere i PAMPs e sono definiti
recettori di riconoscimento del sistema immunitario innato - PRR. Questa strategia
evolutiva dell’ospite impedisce la generazione di mutanti microbici e consente ad un
certo numero di recettori di riconoscere una grande varieta di strutture molecolari
associati ai patogeni. Inoltre, i PRR sono in grado di allertare 1’organismo alla
presenza di agenti patogeni, stimolando I’attivazione di diversi segnali endogeni,

quali citochine infiammatorie e chemiochine. Tale meccanismo € consentito
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dall’espressione delle molecole del PRR sulle cellule effettrici del sistema
immunitario innato, incluse le cellule che funzionano come cellule presentanti
I’antigene - APC nell’immunita di tipo adattativo, e anche sulle cellule che
incontrano per prime i patogeni durante I’infezione, come quelle epitaliali.
L’evoluzione del sistema immunitario adattativo ha consentito ai segnali indotti dai
recettori PRRs di assumere nuove competenze come il controllo dell’attivazione e
differenziazione dei linfociti che portano recettori antigenici clonali specifici
(Lemaitre et al., 1997). Un esempio & la conservazione del Toll/NFkB sistema di
difesa dell’ospite rintracciabile in vertebrati ed invertebrati. Nell’adulto di
Drosophila, il sistema Toll e stato dimostrato indurre peptidi antifungini ed
antibatterici al momento dell'infezione mentre nei mammiferi vengono attivate
citochine e molecole co-stimolatorie necessarie per I’attivazione della risposta
immunitaria adattativa (Fig. 3). Un percorso omologo e presente nel sistema di difesa
delle piante, suggerendo un’antica origine dell’immunita non clonale (Hammond-

Kosack and Jones, 1997).

Infection
¥
PAMP
Insects \l, Mammals
ol m N
spatzle ?
O

Antimicrobial peptides Antimicrobial peptides,
B7, IL-1, IL-6, IL-8

Fig. 3 Antico sistema di riconoscimento dell ospite (Medzhitov and Janeway 1997)
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Il sistema immunitario innato, a differenza di quello specifico, manca di una
memoria immunologica basata sulla ricombinazione somatica, e fornisce una risposta
piu rapida ed efficace nel caso in cui I’organismo venga nuovamente a contatto con
lo stesso antigene. Costituisce, infatti, la prima linea di difesa contro batteri, funghi e
virus patogeni e si manifesta ad opera di cellule e fattori gia presenti nei tessuti
(Hoebe et al., 2004). Tale sistema ha evoluto una modalita unica per rispondere agli
antigeni di superficie microbici come i lipopolisaccaridi LPS, acidi lipoteicoici,
lipoproteine, peptidoglicano (PGN) e (1—3) B-D-glucano (Begum et al., 2000).
Come detto, visto che sia i vertebrati che gli invertebrati rispondono entrambi a
questi antigeni, e probabile che questo sistema di riconoscimento di tali epitopi sia
emerso in una fase precoce nell'evoluzione degli animali (Medzhitov and Janeway,
2000; Aderem and Ulevitch, 2000). Inoltre, un ruolo fondamentale nel sistema
immunitario innato é svolto da fattori pleiotropici e multifunzionali, le citochine
proinflammatorie (fattore di necrosi tumorale TNF, interleuchine IL1 e IL6)
coinvolte nella proliferazione cellulare, differenziamento, apoptosi e nella
stimolazione della sintesi di collagene nella guarigione delle ferite e riparazione dei
tessuti. Negli invertebrati sono stati ritrovate molecole umorali citofiliche con
analogie funzionali elle citochine dei vertebrati (Beck, 1998; Beshin et al., 2001;

Ottaviani et al., 2004).

Il sistema del complemento e una componente molto importante sia delle risposte
dell’immunita innata che di quella adattativa. Questo ¢ un sistema multienzimatico
sensibile alla temperatura la cui prima funzione scoperta & stata quella
“complementare” I’azione degli anticorpi. In effetti, la via classica del complemento
puod essere attivata dal complesso antigene anticorpo ma esistono altre vie di

attivazione quali: quella della mannose binding lectin (MBL) e quella alternativa che
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prevedono il legame di componenti del complemento direttamente sulla superficie
del patogeno. Indipendentemente dalla via che I’ha causata I’attivazione del
complemento porta alla opsonizzazione del patogeno, alla chemotassi delle cellule
immunitarie verso 1’area di infezione, alla lisi del patogeno per la formazione del
complesso di attacco alla membrana MAC, all’attivazione della risposta
inflammatoria. 11 complemento difende dalle infezioni dovute a batteri piogeni,
funghi ed € un anello di congiunzione tra la risposta innata ed adattativa,
consentendo la rimozione degli immunocomplessi. Le proteine che costituiscono il
sistema del complemento sono piu di trenta e distribuite tra proteine plasmatiche e
proteine espresse sulla superficie cellulare. L’attivazione del complemento procede
secondo un meccanismo a cascata. Le proteine del complemento sono presenti come
precursori inattivi in circolo. Il sistema di attivazione a cascata ¢ basato sull’attivita
proteasica dei suoi stessi membri che agiscono tagliando le altre proteine del sistema.
Tutte le vie di attivazione portano in ultima analisi alla formazione del complesso di
attacco alla superficie del batterio - MAC che determina la lisi del patogeno. Grazie
all’attivazione del sistema si formano anche una serie di altre molecole con importati
funzioni biologiche come i frammenti C3b e C4b che opsonizzano i microrganismi
ed i frammenti C3a, C4a e C5a noti anche come anafilotossine che attivano la
risposta inflammatoria causando tra I’altro la chemiotassi delle cellule immunitarie al
sito inflammatorio (Roitt Ivan M.et al., 2003). Un gran numero di componenti del
complemento sono conservati tra i vertebrati superiori e urocordati.

L’immunita innata ¢ generalmente suddivisa in due parti in relazione al tipo di
risposta: risposta di difesa umorale e risposta cellulare. La prima linea di difesa é
rappresentata da una vera e propria barriera chimico-fisica che si oppone
all’invasione da parte del microrganismo, ne sono un esempio le superfici epiteliali

come: pelle, branchie ed intestino. Ogni epitelio é ricoperto da uno strato di muco
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che e secreto da cellule del calice e che ha la funzione di non far aderire funghi,
batteri e parassiti (Pickering and Richards, 1980). Nel caso in cui tali barriere
risultino inefficaci, cellule specializzate come monociti, macrofagi, granulociti e
cellule citotossiche non specifiche, digeriscono e uccidono i patogeni. Tali cellule
sono reclutate, in primo luogo, nel sito d’infezione dalle citochine infiammatorie.

Le risposte umorali sono mediate da composti solubili come proteine e
glicoproteine, capaci di distruggere ed inibire la crescita dei microrganismi, che
includono tra gli altri, peptidi antimicrobici (PAM), proteasi, transferrine e la
proteina 1 di resistenza antivirale al myxovirus (Mx 1) (Aoki et al., 2008). La
risposta umorale ¢ coinvolta nella produzione di intermedi reattivi dell’0ssigeno
(ROI), intermedi reattivi del nitrogeno (RNI) e I’induzione di cascate proteolitiche
che causano reazioni di melanizzazione ed attivazione di meccanismi 0ssigeno-
indipendenti (Nappi and Ottaviani, 2000). Molti elementi dell’immunita innata sono
conservati. Esempi di alcuni di questi sono: i recettori che riconoscono i patogeni
(PRR), i recettori toll-like (TLR), le citochine, le lectine ed i recettori del
complemento (CR) (Aoki et al.,, 2008). Particolare interesse rivestono anche
metaboliti secondari come: terpenoidi, alcaloidi, flavonoidi (Croteau et al., 2000).

La risposta cellulare negli invertebrati e basata su reazioni di difesa, tra cui
incapsulamento, formazione di noduli e fagocitosi (Wright R. K., 1981). Tali attivita
sono svolte da vari tipi emocitari, nel dettaglio, cellule specializzate come monociti,
macrofagi, granulociti e cellule citotossiche non specifiche che sono in grado di
fagocitare i microbi e secernere nell’emolinfa sostanze solubili antimicrobiche e
citotossiche (Mitta G. et al., 2000). Durante la reazione della fagocitosi cellule come
macrofagi, neutrofili e cellule dendritiche riconoscono I’invasore, lo internalizzano
all’interno di fagosomi ed in fine viene ucciso (Fig. 4) (Greenberg and Grinstein,

2002).
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Fig 4 | Principali sistema di difesa negli invertebrati connessi con la fagocitosi. | principali sistemi
immunitari innati includono, la coagulazione dell’emolinfa, melanizzazione mediata dalla
profenolossidasi, [’espressione di peptidi antimicrobici mediati da recettori Toll-like, il percorso
dell’immuno deficienza (IMD), il percorso lectina-complemento mediato dai componenti della parete
cellulare batterica (Muta and lwanaga, 1996, 1998; Inamori et al., 2004; Hoffmann et al, 1999,
Cerenins and Soderhall, 2002;Cooper et al., 2002).

Come detto, tutti gli invertebrati sono in grado di distinguere il self dal non-self
mediante meccanismi molecolari di alloriconoscimento, si presuppone che questi si
siano evoluti in modo indipendente. Dunque, diversi gruppi di invertebrati avrebbero

sviluppato un proprio sistema di istocompatibilita.

L urocordato Ciona intestinalis € un modello prezioso per approfondire la questione.
E’ ermafrodita, ma I’autofecondazione normalmente non si verifica, inquanto, le
cellule del follicolo accettano solo sperma allogenico. Si pud presumere che un
recettore, potenzialmente coinvolte nell’incompatibilita-self, potrebbe avere
sequenza ed espressione variabile in ovociti di diversi individui. Sulla base di questa

ipotesi, nuovi modelli sono stati proposti sul codice molecolare di C. intestinalis per
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individuare la peculiare specificita degli invertebrati in assenza di MHC (Parrinello,

2009).

La fagocitosi nei molluschi, negli artopodi e nei tunicati viene rafforzata dalle lectine
plasmatiche e da componenti della cascata della profenolossidasi (Ratcliffe et al.,
1985). L’ascidia Ciona intestinalis € in grado di formare una capsula determinando la
copertura di agenti estranei presenti nella tunica. La reazione inizia con una massima
infiltrazione di cellule staminali e granulociti, dalle prime si differenziano cellule
coinvolte nella reazione, mentre le seconde effettuano la fagocitosi e/o rilasciano
fattori attivi e materiale lisosomiale che contribuisce all’eliminazione della massa
estranea. Contemporaneamente, nel tessuto sottostante, si costituisce uno strato misto

di cellule e secreti che isolano quella parte della tunica (Parrinello et al., 1997).

Pertanto, tutti questi fattori contribuiscono negli invertebrati alla difesa del self
contro i microrganismi invasori, in quanto, nell’acqua di mare ¢ possibile contare
fino a 10° batteri/ml e 10° virus/ml (Ammerman J. W. et al., 1984; Austin, 1988). Gli
invertebrati sono quindi costantemente esposti ad alte concentrazioni di batteri,
funghi e virus, molti dei quali possono essere patogeni. La sopravvivenza degli
invertebrati dipende degli efficienti meccanismi antimicrobici che utilizzano per
proteggersi contro le infezioni microbiche, suggerendo quindi, che il loro sistema
immunitario innato é efficace e robusto (Menzel L. et al., 2002). Gia nel 1950 si &
tentato di individuare attivita antimicrobiche in estratti di organismi marini (Nigrelli
et al., 1959). Recenti studi hanno suggerito che molte componenti bioattive isolate da
tali organismi potrebbero essere usate come molecole anti-cancro, anti-microbiche,
anti-funginei, anti-inflammatori o per altre attivita farmacologiche (Gul W. and

Hamann M.T., 2005; Mayer A.M.S. and Hamann M.T., 2005).
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1.2.1 Pepetidi antimicrobici

| peptidi antimicrobici sono molecole largamente diffuse in natura, sintetizzati da
diversi tessuti e tipi cellulari di organismi appartenenti sia al regno vegetale che
animale (Wang & Wang, 2004; Bulet et al., 2004; Boman, 2003; Collinge and
Slusarenko, 1987; Dixon e Harrison, 1990; Garcia-Olmedo et al., 1998). Essi
rappresentano la prima linea di difesa in grado di uccidere o rallentare la crescita di
microorganismi invasore e contribuiscono alla risposta immunitaria innata o
aspecifica. Sono codificati da specifici geni, costitutivamente espressi (Boman, H.G,
2000) e rapidamente indotti a diversi livelli cellulari per interagire direttamente
contro agenti infettivi e / 0 modulare immunoreazioni coinvolte nella difesa verso i
microrganismi patogeni (Hoffmann et al., 1999; Andres et al., 2007). La
composizione aminoacidica, I’anfipaticita, la carica cationica e la taglia attribuiscono
ai peptidi la capacita di aumentare la permeabilita anionica delle membrane
fosfolipidiche, ed inserendosi all’interno del doppio strato delle membrane dei
patogeni formano dei pori mediante una vasta gamma di meccanismi d’azione (ToKe,
2005). Sebbene tali peculiarita siano utili per definire canonicamente 1’attivita di un
peptide, in natura esistono delle caratteristiche differenti. La descrizione degli AMP
cationici ed anionici risale agli inizi del 1980 (Boman H.G. et al., 1995). Solamente
negli ultimi dieci anni, sono stati individuati nei vertebrati, invertebrati e piante dei
peptidi anionici AAMPs il cui ruolo e fondamentale nella risposta del sistema
immunitario innato con enormi potenzialita nel loro impiego come putativi agenti
antimicrobici e con dei meccanismi d’azione il cui potenziale € fondamentale per le

applicazioni in campo medico e biotecnologico (Harris F. et al., 2009).

In aggiunta alla loro funzione antimicrobica diretta, hanno ruoli multipli come

mediatori dell'inflammazione con impatto sulle cellule epiteliali e cellule
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inflammatorie; influenzano vari processi come il rilascio di citochine, la
proliferazione cellulare, l'angiogenesi, la guarigione delle ferite, chemiotassi ed
equilibrio tra proteasi e inibitori della proteasi (Beisswenger & Bals, 2005). Il
carattere ubiquitario dei peptidi antimicrobici suggerisce il loro ruolo permanente ed
essenziale in natura (Joerger, 2003). Sebbene alcuni peptidi abbiano uno spettro
limitato di attivita verso microrganismi batterici, altri estendono la loro attivita
antimicrobica verso funghi, parassiti e virus con involucro, protozoi o anche cellule

tumorali (Baker et al., 1993; Chinchar et al., 2004; Toke, 2005).

Tale sistema di difesa ¢ stato oggetto di studio a partire dagli anni *80 con la scoperta
delle cecropine, peptidi antimicrobici isolati dal baco da seta (Hyalophora cecropia).
Dopo la scoperta di tali sostanze, altri peptidi antimicrobici sono stati isolati da un
elevato numero di organismi e ad oggi piu di 2271 di queste sostanze sono state
isolate da una serie di organismi filogeneticamente lontani, quali mammiferi, pesci,
anfibi, insetti e vegetali (Lehrer et al., 1993; Boman, 1995; Hancock & Chapple,
1999; Garcia-Olmedo F. et al., 2001; Zasloff, 2002; Brogden et al., 2003 Wang G.
2010). Negli invertebrati marini i peptidi antimicrobici sono una fonte poco

esplorata.

Caratteristiche strutturali

Considerato ’elevato interesse nel corso dell’ultimo decennio per i peptidi
antimicrobici, e la loro valenza nel mondo della ricerca, & necessario soffermarsi
sulle proprieta strutturali distintive di tali piccole molecole. | peptidi antimicrobici
sono genericamente definiti AMPs (Antimicrobial Peptides), le cui caratteristiche

convenzionali ne che influenzano l'attivita antimicrobica e la specificita sono:
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» TAGLIA

Piccole molecole con un peso molecolare tra 1 e 5 kDa. La dimensione di peptidi
antimicrobici varia da 6 residui aminoacidici per peptidi anionici a piu di 59 residui
di aminoacidi per Bac7.

> SEQUENZE

| peptidi contengono spesso dei residui aminoacidici basici di lisina o arginina, dei
residui idrofobici di alanina, leucina, fenilalanina o triptofano, e altri residui quali
isoleucina, tirosina e valina. Alcuni peptidi contengono ripetizioni di aminoacidi. La
ratio tra I’idrofobicita e la carica dei residui puo variare da 1:1a 1:2

» CARICA

| peptidi anionici sono ricchi di acido aspartico e glutammico ed i peptidi cationici
sono ricchi di arginina o lisina e / o di istidina. La carica netta anionica € in un range
compresa tra 0 e -7, mentre la carica netta cationica tra +2 e +9.

» CONFORMAZIONE E STRUTTURA

| peptidi antimicrobici possono assumere una varieta di strutture secondarie
comprese a-eliche e foglietti-p antiparalleli.

» IDROFOBICITA’

Questa caratteristica consente ai peptidi antimicrobici idrosolubili di distribuirsi nella
membrana del doppio strato lipidico.

» ANFIPATICITA’

| peptidi raggiungono la loro conformazione finale presentando un dominio che
contiene residui amminoacidici idrofilici allineati lungo un lato e residui
amminoacidici idrofobici allineati sul lato opposto della molecola elicoidale,
permettendo loro forti interazioni con la membrana batterica carica negativamente
(dovuta alla elevata percentuale di grassi nella carattere anionico) (Wang & Wang,

2004; Hancock et al., 2006). Agiscono rompendo le membrane cellulari degli agenti
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patogeni, provocandone infine la loro distruzione (Mookherjee & Hancock, 2007).
Per i peptidi ad a-elica, ’afipaticita ¢ spesso espressa come un momento idrofobo,
che & la somma vettoriale degli indici di idrofobicita. Altri peptidi mostrano spesso
separazione spaziale di residui polari ed idrofobici che &€ meno facile da quantificare.
» ATTIVITA®

Ampio spettro di attivita contro virus, batteri, funghi e protozoi patogeni (Hancock &

Diamond, 2000).

Attualmente, I'inventario dei peptidi antimicrobici comprende oltre 2000 molecole di

diversa origine, elencati nelle seguenti banche dati:

» Antimicrobial Sequence Database (AMSDDb): http://www.bbcm.univ.trieste.it

» Antimicrobial Peptide Database (APD) : http://aps.unmc.edu/AP/main.php

» Antimic: http://research.i2r.a-star.edu.sg/Templar/DB/ANTIMIC/ (Brahmachary
et al., 2004).

Sebbene gli AMPs siano presenti in diversi organismi, vertebrati e invertebrati,
hanno caratteristiche grosso modo comparabili in funzione dell’attivita esplicata.
Nello specifico, essi presentano caratteristiche comuni, sono, infatti, tutti peptidi
basici, aventi una natura anfipatica. Vengono prodotti come pro-peptidi di circa 60-
170 residui che subiscono poi processi di maturazione ad opera di specifiche
proteasi. | pro-peptidi sono precursori generalmente contenenti:

» una sequenza segnale per il reticolo endoplasmatico;

» una pro-sequenza anionica di lunghezza variabile, che avrebbe la funzione di
neutralizzare le cariche positive del peptide rendendolo inattivo;

> la sequenza del peptide maturo.
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Classificazione dei peptidi antimicrobici

| peptidi antimicrobici sono un gruppo unico e diversificato di molecole divisi in
sottogruppi sulla base della loro carica netta, composizione aminoacidica e struttura,
considerata come caratteristica fondamentale per la modalita di funzionamento
(Gottler et al., 2009). In relazione alla loro carica netta & possibile individuare la
seguente classificazione:

1. Peptidi Antimicrobici Cationici (CAMPs). La maggior parte dei peptidi
antimicrobici sono cationici (Marshall S.H. et al., 2003), caratterizzati da una tipica
carica positiva netta tra +2 e +9 , dalla presenza di pochi o nessun residuo acido,
come glutammato e aspartato ed un elevato numero di amminoacidi cationici quali
lisina o arginina e / o istidina (Hancock R.E. et al., 2006). | residui aminoacidici
idrofobici, come il triptofano e la valina, formano il 30-50% della struttura totale
peptide, fondamentale per attribuire al peptide di assumere una struttura tipica
anfifiliche in grado di garantire l'interazione con le membrane degli invasori
(McPhee, J.B et al., 2005). Questa caratteristica unitamente alla presenza di aree
dense di elevata carica positiva consente ai CAMPs di esercitare il loro effetto
antimicrobico. In particolare, questo sottogruppo ha ampia diversita strutturale e
spettro antimicrobico influenzato principalmente dagli aminoacidi che costituiscono
la sequenza primaria del peptide (Thomas S. et al., 2010). Inoltre, a questo
sottogruppo appartengono peptidi cationici ad a-elica, con brevi sequenze (maggiori
di 40 residui aa), che mancano di cisteina nella loro sequenza (Tossi A. et al., 2000).
In soluzioni acquose molti di questi peptidi sono disordinati, ma in presenza di
trifluoroetanolo, di micelle di sodio dodecil solfato (SDS), di vescicole fosfolipidi e
liposomi, tutta o parte della molecola viene convertita in una a-elica. Tale struttura
correla con attivita l'antibatterica contro sia Gram-positivi che Gram-negativi

(Gennaro R. et al., 2000).
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2. Peptidi Antimicrobici Anionici (AAMPSs). Sebbene la grande maggioranza dei
peptidi antimicrobici sia di natura cationica, un numero significativo di AMP sono
anionici; fondamentali armi nella risposta immunitaria innata degli eucariotici
(Laforce F.M. et al., 1981; Harris, F. et al., 2009). Gli AAMPs sono ricchi di residui
di acido glutammico e aspartico come ad esempio il peptide Maximin-H5 e
Dermcidin degli anfibi (Lai R, et al., 2002; Steffen H. et al., 2006). | peptidi
antimicrobici anionici comunemente sono costituiti da 5 a 70 residui di aa, e
possiedono una carica netta da 0 a -2, anche se la caratterizzazione strutturale ha
dimostrato che la forma troncata del peptide B di bovino, definito enkelytin, puo
possedere una alta carica netta di -7 (Harris F. et al., 2009; Goumon, Y. et al., 2000).
Anche se meno comuni, esistono peptidi anionici di 300 residui di lunghezza e con
una carica netta di -20 (Diego-Garcia E. et al., 2005; Prochazkova P. et al., 2006).
Analogamente alla loro controparte cationica, i peptidi antimicrobici anionici
possono adottare diverse strutture anfifiliche come l'a-elica e la conformazione B,
garantendo una interazione con la membrana microbica chiave per l'attivita. | residui
anionici sono altamente conservati, suggerendone una importante funzione. E’ stato
dimostrato come alcuni peptidi sintetici cationici con dei residui anionici nell’N-
terminale disegnati sulla base del genoma di C. intestinalis, riescano ad inibire la
citotossicita contro eritrociti di mammifero (Fedders H. et al., 2008). Uno svantaggio
di molti peptidi antimicrobici anionici € che spesso richiedono cationi, per esempio
lo zinco (Zn ), come cofattore per I’attivita biocida (Brogden K.A. et al., 1996).
Questo puo essere il motivo per cui sono generalmente situati negli epiteli ; siti, la
cui secrezione ionica e suscettibilita microbica, sono piu elevate. Per esempio peptidi
anionici presenti nel tessuto polmonare, hanno mostrato di possedere una maggiore
attivita contro batteri Gram-positivi e Gram-negativi in presenza di del cofattore Zn**

(Grubor B. et al., 2006; Schutte B.C. et al., 2002). Tale cofattore agisce come
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collegamento tra il peptide antimicrobico anionico e la membrana cellulare
microbica anionico, permettendo il trasporto del peptide anionico a bersagli
intracellulari, senza danneggiare la struttura della membrana microbica (Brogden
K.A. et al., 1996; Brogden K.A. et al., 2003). Altri peptidi anionici hanno il target
nei ribosomi, inibendo 1’azione della ribonulease, causano morte cellulare microbica
(Vandendriessche L., 1956; Sela M., 1962).

3. Peptidi neutri. Infine, € interessante notare che i peptidi ad attivita antimicrobica,
come molti di quelli isolati da piante, sono racchiusi in un sottogruppo in cui la
caratteristica fondamentale & quella di essere relativamente ricchi di amminoacidi
polari neutri, suggerendo una relazione struttura-attivita unica (Hancock and
Chapple, 1999).

Un’ulteriore classificazione evidenzia la composizione aminoacidica dei peptidi. A
questa divisione fanno parte le defensine e le catelicidine che sono due grandi
famiglie di proteine anti-microbiche presenti nei vertebrati ed invertebrati;
contribuiscono alla risposta innata nella difesa dell’ospite, agendo sull’integrita della
membrana cellulare batterica (De Yang et al., 2000). L’abbondanza dei peptidi,
appartenenti ad entrambi i gruppi, si riscontra sia nelle superfici mucose che nei
granuli dei fagociti, testimoniando il fondamentale ruolo nella difesa dell’ospite
(Bals R. et al., 1999).

4. Defensine HDP (Host Defense Peptides). Le defensine comprendono diverse
famiglie di peptidi di difesa dell'ospite sono state individuate in vertebrati,
invertebrati e piante. Sono state suggerite delle somiglianze strutturali, funzionali e
delle relazioni filogenetiche tra le defensine dei vegetali e degli invertebrati, e tra i
diversi tipi di vertebrati, mostrando un origine comune batterica (Zhu 2007). L’a- €
B-defensine sono facilmente riconoscibili per la presenza di aa conservati nella loro

sequenza, tra cui 6 residui di cisteina disposti a formare ponti di disolfuro.
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5. Catelicidine PR-AMPs (Proline-rich Antimicrobial Peptides). Viceversa, alla
famiglia delle catelicidine appartengono dei peptidi antimicrobici particolarmente
ricchi di residui di prolina; PR-AMPs (Scocchi et al. 2011). Dall’analisi delle
sequenze, tale famiglia € generalmente caratterizzata da una regione ben conservata
N-terminale (pro-regione), seguita da un dominio altamente variabile C-terminale. 11
processo di attivazione del peptide ¢ guidato dall’elastina, tale enzima ha dei siti di

taglio che riconosce nei residui Val, Ala e Thr (Fig 5) (Zanetti and Gennaro 1995).
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Fig. 5 Rappresentazione schematica di un membro della famiglia delle catelicidine (Fonte Gennaro
and Zanetti, 2000).

Le catelicidine rappresentano un unico e abbastanza complesso strumento di difesa
dell’ospite. Recenti scoperte indicano che questa famiglia € molto antica, essendo gia
presente nei vertebrati primitivi. Sembra improbabile che i peptidi PR-AMPs dei
vertebrati e degli invertebrati siano evolutivamente legati, tuttavia essi mostrano
molte caratteristiche comuni, suggerendo che essi sono un caso di evoluzione
convergente con caratteristiche strutturali e funzionali simili:

» Tutti hanno un elevato contenuto di residui di Prolina (dal 25% al 50%);

» A differenza di molti altri AMPs, tutti agiscono attraverso un meccanismo di
azione non litico.

La peculiarita degli PR-AMPs ¢ la presenza di un dominio anionico, con brevi motivi
ripetuti di tipo PPRX 0 PRPX dove X e spesso un residuo idrofobico o I’aminoacido
Gly, che suggerisce una funzione particolare per la loro attivita biologica (Scocchi et

al 2011). Infatti, I’attivita antimicrobica delle catelicidine mostra un meccanismo
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d’azione diverso dalla capacita di rapida permeabilizzazione di membrana esercitata
dalla maggior parte degli altri tipi di peptidi antimicrobici. In dettaglio, i PR-AMPs
traslocano attraverso la membrana batterica senza danni apparenti e la loro azione é
rivolta ad uno spettro ampio di patogeni, come Gram positivi, negativi e funghi
(Shamova O. et al., 1999;. Raj, P. A., 1995).

Attualmente, esistono 2308 peptidi antimicrobici (204 isolati da batteri, 296 isolati da
piante, e 1715 isolati da animali) depositati nel database APD -The Antimicrobial

Peptide Database (Fig 6).
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Fig 6 Fonti di peptidi antimicrobici
1.2.2 Identificazione di peptidi antimicrobici in invertebrati marini

E’ noto come i peptidi antimicrobici siano diffusi soprattutto in tessuti come
I'intestino ed organi respiratori dove l'esposizione a microrganismi patogeni € piu
probabile (Chisholm J. R. S. et al., 1992). Nel corso degli ultimi dieci anni sono stati
individuati negli invertebrati marini alcuni peptidi ad attivita antimicrobica. Esempi
sono:

Peptidi cationici CAMPS, come:

» Le Clavania A, B, C e D appartengono ad una famiglia di peptidi composti da
residui di aa ricchi di istidine cationici isolati da lisati di emociti dell’ascidia solitaria
sessile Styela clava (Lee I.H. et al., 1997);

> |l peptide sintetico Ci-PAP-A22 cationico, anfipatico, con una struttura ad a-elica,

disegnato sulle sequenze EST del tunicato Ciona intestinalis. Tale peptide esercita
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una potente attivita antimicrobica contro un vasto pannel di batteri ed il fungo
Candida albicans; mediante un meccanismo d’azione in grado di permeabilizzare le
loro membrane citoplasmatiche, non ha, inoltre, attivita citolitica verso eritrociti di
mammifero (Fedders H. and. Leippe M, 2008);

> Identificati 2 trascritti Ci-MAM-A e Ci-PAPA-A di due putativi geni Ci-mam e
Ci-pap. Usando un anticorpo contro il corrispondente peptide sintetico Ci-PAP-A
cationico é stato dimostrato come tale peptide si localizza nella tunica danneggiata di
Ciona intestinalis (Di Bella M. A et al., 2012);

» Nell’anemone di mare, Actinia equina e stata individuata una potente equitossina
IT con attivita emolitica e citotossica. L’estremita N-terminale ha delle omologie con
il peptide naturale cationico mellitina, ed é in grado di permeabilizzare le membrane
dei microorganismi (Belmonte G. et al., 1994).

Peptidi anionici AAMPs:

» Peptidi con esclusiva attivita antifungale isolati dal plasma dei gamberi, Penaeus
stylirostris e Penaeus vannamei. Tali peptidi mostrano il 95-100% di identita di
sequenza con una sequenza C-terminale delle emocianine, indicando che i peptidi
isolati sono frammenti fondamentali della proteina respiratoria dei gamberetti
(Destoumieux-Garzon D. et al., 2001);

» Un nuovo AMP anionico, Scygonadin (Swiss-Prot accession code: Q5D710) con
carica netta -1, isolato dal plasma del granchio indiano Scylla serrata con una
potente attivita contro M. luteus (Huang W.S. et al., 2006);

» Un AAMP, Theromyzin (Swiss-Prot accession code: Q6T6C1) con carica netta -
4, ¢ stato isolato dal liquido celomatico dell’anellide Thermyzon tessulatum con
attivita contro M. luteus (Tasiemski A. et al., 2004);

» Due peptidi: Amblyomma defensin peptide 1 (Swiss-Prot accession code:

Q5VJF9), e Amblyomma defensin peptide 2 (Swiss-Prot accession code: Q5VJF8),
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purificati a partire dall’emolinfa dell’aracnide Amblyomma hebraeum che risulta
attivo verso batteri gram positivi e negativi (Harris F. et al., 2009);

» Descritti due peptidi anionici Gm anionico peptide 1 (Swiss-Prot accession code:
P85211) e Gm anionici peptide 2 (Swiss-Prot accession code: P85216), isolati dalla
larva dell’insetto Galleria mellonella con carica netta rispettivamente di -4 e -3, attivi
verso Gram positivi;

Peptidi appartenenti alla famiglia delle defensine (HDPs):

» Negli invertebrati gli HDPs sono stati prevalentemente isolati dall’emolinfa degli
insetti (Dimarcq J.L. et al., 1999), aracnidi (Froy O. et al., 2003) e molluschi (Wong
JH. et al., 2007).

Peptidi appartenenti alla famiglia delle catelicidine (PR-AMPs)

» Le Penaeidins sono di circa 5,5-6,6 kDa, isolate dal lisato di plasma ed emociti del
gambero tropicale Penaeus vannamei. Queste molecole differiscono dalle altre classi
di peptidi antimicrobici in quanto sono composte da residui ricchi in prolina nell’N-
terminale e sei cisteine ormanti ponti disolfuro nella parte C-terminale. Le loro
attivita antibatteriche sono essenzialmente dirette contro batteri Gram positivi , con
un meccanismo d’azione ceppo specifico (Destoumieux D., et al., 1997);

» Le apidaecine, le drosocine e le pyrrhocoricine sono degli PR-AMP isolati dal
fluido linfatico delle api (Casteels P, 1989) e da altri imenotteri (Otvos 2002) che
mostrano un tratto altamente conservato di otto residui al C-terminale;

» Altri PR-AMP sono stati isolati da altri invertebrati come: crostacei (Schnapp et al

. 1996), anfibi (Li et al. 2006) e molluschi (Gueguen et al . 2009).

1.2.3 Caratteristiche funzionali e meccanismi d’azione nel’immunita innata

Le caratteristiche funzionali dei peptidi antimicrobici sono le seguenti:
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» Assenza di alta specificita, in quanto risultano attivi contro un largo spettro di
microorganismi;

» Assenza di un meccanismo di riconoscimento del "self". L’autodistruzione ¢
evitata dalla compartimentalizzazione cellulare dei peptidi che sono conservati in
granuli con membrane resistenti e/o sotto forma di pro-peptidi;

» Basso costo energetico, in quanto i peptidi per la loro sintesi necessitano di una
quantita di energia inferiore rispetto a quella richiesta all’animale per la complessa
attivazione dell’immunita clonale (Zinkernagel R. M. et. al., 1996).

L’immunita innata basata sulla produzione di PAM é caratterizzata da:

» Assenza di memoria

» Velocita di risposta, dovuta all’immediata disponibilita dei peptidi immagazzinati
ed alla loro rapida sintesi e diffusione;

Modelli d’azione dei peptidi antimicrobici.

Si sostiene che I’eliminazione del batterio comprenda una o piu delle seguenti fasi:

» Depolarizzazione della membrana;

» Inserimento del peptide nella membrana;

» Formazione di pori con conseguente perdita del contenuto intracellulare;

» Aggregazione di diverse eliche per formare un poro;

» Danni specifici a subunita intracellulari fondamentali.

Generalmente, molti peptidi agiscono alterando direttamente la membrana delle
cellule bersaglio (Bello J.H. et al., 1982).

Le membrane batteriche sono ricche di fosfolipidi anionici, come la fosfatidilserina
ed il fosfatidilglicerolo, ci0 determina quindi, un’interazione elettrostatica del peptide
carico positivamente con la membrana stessa, che € alla base del successivo effetto di

perturbazione del doppio strato (Gidalevitz D., et al., 2003) (Fig. 7).
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Fig. 7 Esempio di interazione di un AMPs lineare ad a-elica con i fosfolipidi di membrana di un
patogeno.

La differente composizione delle membrane € infatti alla base della selettivita che
alcuni dei peptidi anionici e cationici hanno per le cellule batteriche (Zasloff 2002;
Powers et al. 2003, Lai et al. 2009). Le cellule eucariotiche sono caratterizzate da un
alto contenuto di fosfolipidi zwitterionici, come la fosfatidilcolina, la sfingomielina e
la fosfatidiletanolammina; sono inoltre ricche di colesterolo, assente nei batteri, che
sembra inibire 1’azione di tali peptidi conferendo una certa resistenza alle membrane.
Un altro fattore importante per la selettivita e il valore del potenziale di membrana:
un potenziale piu negativo all’interno della cellula, tipico delle cellule batteriche
(100-150 mV), facilita I’interazione del peptide con lo strato lipidico (Y.Shai Z. et
al., 1996; Oren Z. et al., 1997).

Nel caso dei batteri Gram-negativi e stato osservato che inizialmente il peptide
interagisce con le molecole polianioniche del lipopolisaccaride della membrana
esterna ed € poi in grado di permeabilizzarla o di essere captato all’interno. Nel caso
dei batteri Gram-positivi il peptide & invece probabilmente attratto dagli acidi teicoici
e teicuronici e da altri gruppi anionici che si trovano esternamente allo strato di
peptidoglicano (Sherris, 2012).

Sono stati proposti due principali meccanismi generali per spiegare |’effetto
conseguente all’interazione dei peptidi con la membrana citoplasmatica:

» Effetto "detergente”, in cui la struttura anfipatica di tali molecole interagirebbe

con il doppio strato lipidico, distruggendone 1’organizzazione e determinando la
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fuoriuscita dei componenti citoplasmatici; Modello di “Shai- Matsuzaki-Huang”
(Matsuzaki, 1999; Yang et al., 2000; Shai, 1999).

» La fomazione di canali dovuta all’aggregazione dei monomeri di peptide nel
doppio strato lipidico.

Il modello di “Shai-Matsuzaki-Huang” (Fig.8) propone che alla base del meccanismo
d’azione dei peptidi ci sia 1’interazione con la membrana citoplasmatica dei
microrganismi, un processo guidato da forze elettrostatiche ed idrofobiche. Come
conseguenza di questa interazione, si osservano lo spiazzamento delle molecole
lipidiche della membrana e 1’alterazione della sua struttura. E’ stata suggerita
(Huang, 2000) I’esistenza di un rapporto soglia tra la concentrazione di peptide e la
concentrazione dei lipidi di membrana (P/L), al di sopra del quale i peptidi formano
veri e propri pori sulla superficie della cellula. Questi pori comporterebbero un
abbassamento del gradiente protonico, la fuoriuscita di metaboliti essenziali, il
blocco della produzione di ATP e il rallentamento di altri processi metabolici fino
all’inevitabile morte della cellula. La maggior parte dei peptidi ad attivita
antimicrobica opererebbe, quindi, secondo un meccanismo d’azione aspecifico, come
confermato dal fatto che D’attivita di cecropine e magainine ¢ mantenuta anche
quando nella loro sequenza primaria tutti gli aminoacidi della serie L- vengono
sostituiti dai corrispondenti aminoacidi della serie D- (Wade et al., 1990; Bessalle et
al., 1990). Questo dato conferma che 1’interazione della molecola con il suo target
non e stereo-specifica, escludendo, quindi, che si possa trattare di una classica
interazione farmaco-recettore. Inoltre, la formazione di pori nella membrana,
elemento strutturale comune a tutti i tipi di cellule, renderebbe conto dell’ampio
spettro d’azione dei peptidi naturali ad attivita antibiotica. Molto spesso, infatti,
questi composti sono contemporaneamente attivi nei confronti di batteri Gram

positivi e Gram negativi, funghi (inclusi i lieviti), parassiti, cellule tumorali ed alcuni
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virus come I’Human Immunodeficiency Virus (HIV) e I’'Herpes Simplex Virus
(HSV). Non mancano, comunque, esempi di peptidi per i quali € stato dimostrato che
I’interazione a livello di membrana ¢ necessaria ma non sufficiente per il realizzarsi

dell’effetto microbistatico o microbicida.
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Il secondo meccanismo € quello che fa leva sulla formazione di un "poro™. Tale
meccanismo é stato invece supposto dalla presenza di effetti cooperativi tra peptidi e
il posizionamento perpendicolare del peptide nella membrana. In alcuni casi e stato
proposto un processo in cui il peptide, dopo aver inizialmente ricoperto la membrana
con uno strato orientato parallelamente alla superficie, s’inserirebbe
perpendicolarmente all’interno una volta raggiunta un’elevata concentrazione. In
particolare, tutti hanno inizio con uno step principale che si traduce
nell’assorbimento delle catene peptidiche sull’interfaccia della membrana e la
formazione di una struttura secondaria del peptide adeso. L’assorbimento della
regione iniziale del peptide prelude ad un’espansione ai lati della membrana e ad uno
stiramento del core lipidico idrofobico.

Si possono verificare tre diverse tipologie d’azione:
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> “Barrel stave”. Meccanismo secondo cui un set di peptidi cationici a contatto con
le membrane Dbatteriche, si organizza nella formazione di un tunnel
transmembrariano. Tale strutturazione prevede che il lato idrofobico della porzione
transmembrana dell’a-elica sia orientato verso i lipidi mentre la porzione idrofila sia
posizionata all’interno del tunnel (Ehrenstein G., et al., 1977; Shai Y, 1995) (Fig. 9
A).

» “Carpet like”. Tale approccio prevede che il lato carico della catena peptidica
interagisca con le teste anioniche dei fosfolipidi della membrana batterica,
strutturandosi nella formazione di un tappeto che si estende sulla superficie della
membrana bersaglio. In tal modo I’area superficiale del foglietto esterno si assottiglia
e si espande in relazione al foglietto piu interno portando alla distruzione del doppio
strato fosfolipidico tramite la formazione di veri e propri disgregati. (Fig. 9 B) (Shai
Y., 1995; Shai Y., 1999).

» “Wormhole”. In accordo con il modello toroidale, in seguito all’interazione del
peptide sulla membrana, i fosfolipidi si curvano continuamente da un lato all’altro
del doppio strato come all’interno di una ciambella. Le catene peptidiche
inizialmente posizionate sulla membrana vengono immerse nell’interfaccia
idrofilica/idrofobica e trascinate insieme alle molecole lipidiche del bilayer
determinando la formazione di un poro (Fig.9 C) (Ludtke S. J., et al., 1996; Huang

H. W., 2000).
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Fig. 9 A) Meccanismo d’azione “barrel-stave”. B) Meccanismo d’azione ‘“carpet-like”. C)
Meccanismo d’azione toroidal “wormhole”. I peptidi sono rappresentati in blue.

Sebbene non siano stati ancora del tutto chiariti i meccanismi d’azione, I’ipotesi piu
accreditata presume che i peptidi esercitino la loro attivita mediante “pore forming”,
che porta alla lisi delle cellule microbiche, vi & una crescente speculazione sul fatto
che questo non sia I’unico meccanismo in grado di uccidere i microorganismi. Infatti,
e stato osservato come alcuni peptidi abbiano dei bersagli intracellulari, ed € stato
proposto un nuovo meccanismo d’azione intracellulare (Fig 10). Alcune prime
osservazioni hanno rivelato I’esistenza di siti alternativi di attivita come per Bac-7,

Buforin Il, PR-39 e le Istidine (Gennaro R. and Zannetti M. 2000).

Alters cytoplasmic membrane
Inhibits cell-wall (inhibits septum formation):
synthesis: PR-39, PR-26, indolicidin,
Mersacidin microcin 25
\ / Activation of autolysin:
SISl - - - I N-acetylmuramoyl-L-alanine
amidase

“Transcription Translation /
—_— R ——— i

Binds to DNA: Inhibits DNA, RNA and Inhibits enzymatic activity:
Buforin I, tachyplesin protein synthesis: Histatins, pyrrhocoricin,
Pleurocidin, demaseptin, drosocin and apidaecin
PR-39, HNP-1, HNP-2,
indolicidin

Fig.10 Meccanismo d’azione: attivita intracellulare di diversi peptidi antimicrobici. In questa figura
Escherichia coli & mostrato come il microrganismo bersaglio (Brogden K.A. 2005).
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In particolare, i peptidi antimicrobici, ricchi di residui di prolina appartenenti alla
famiglia delle catelicidine, uccidono i batteri tramite un processo che, probabilmente,
consiste nell’inibire la traduzione proteica e/o la sintesi del DNA. Questo € un
meccanismo differente rispetto ai peptidi che formano dei pori nella parete come le
cecropine, le magainine, le tachiplesine e le defensine (Sadler K. et al., 2002).

| peptidi ricchi in prolina possono penetrare nelle cellule batteriche in maniera
stereoselettiva utilizzando un sistema di trasporto che coinvolge alcune proteine di
membrana, 0 probabilmente mediante un sistema di trasporto multimerico per il
quale lo stato di oligomerizzazione ed i recettoci intracellulari sono ancora
sconosciuti. Una volta interiorizzati, tali peptidi possono interagire con la subunita
ATPasi dello chaperone DnaK batterico, o con il suo dominio di legame peptidico
(PBD) o entrambi. Da tutti i dati raccolti & possibile costruire un quadro piu
dettagliato comprendente la fase di contatto con la membrana batterica, la
penetrazione nel citoplasma, cui segue [I’inattivazione di uno o piu bersagli

citoplasmatici che non sono ancora stati ben definiti (Fig 11).
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Fig 11. Schematica proposta del meccanismo d’azione degli PR-AMPs (Scocchi et al. 2011).
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Attualmente, tale modello & questione di dibattito, ma cio che e chiaro é che questi
peptidi sono una fonte non ancora utilizzata come agenti antimicrobici, con nuovi

meccanismi d'azione (Harrison F. et al., 2009).

1.3 ATTIVITA” ANTIMICROBICA DI ESTRATTI CRUDI DI

INVERTEBRATI MARINI

Nel tempo, un gran numero di organismi marini appartenenti ad una vasta gamma di
phyla sono stati sottoposti a screening per la ricerca delle attivita antimicrobiche.
(Borowitzka M.A. and Borowitzka L.J., 1992; Haug et al., 2002; Casas et al., 2010).
La conservazione dei metaboliti secondari negli invertebrati marini e spesso legata al
loro successo ecologico, nonostante la loro esposizione alla predazione, alla
concorrenza per lo spazio ed i nutrienti, all’esposizione ai microbi patogeni predatori
(Aceret et al., 2001; Becerro et al., 1998; Burns et al., 2003; Chanas et al., 1996;
Epifanio et al., 1999a; Epifanio et al., 1999b; Kubanek et al., 2002; Lindel et al.,
2000; Lindquist, 1996; Marin et al., 1998; McClintock and Baker, 1997; O’Neal and
Pawlik, 2002; Pawlik et al., 1995; Pisut and Pawlik, 2002; Stachowicz and Lindquist,
1997; Van Alstyne et al., 1994; Vervoort et al., 1998; Waddell and Pawlik, 2000) e
alla radiazione solare UV (Bandaranayake et al., 1996; Dionisio-Sese et al., 1997,
Dunlap et al., 1986; Stachowicz and Lindquist, 1997). | metaboliti secondari sono
gruppi rappresentativi di invertebrati marini in grado di una difesa chimica contro i
patogeni. Le attivita biologiche osservate negli estratti grezzi di invertebrati marini
includono anche attivita antibiotiche contro agenti patogeni microbici (Seleghim
M.H.R. et al., 2007). La recente comparsa di un numero crescente di batteri resistenti

agli antibiotici ha stimolato la ricerca di nuovi agenti antimicrobici.

La maggior parte delle molecole attive & prodotta da cellule circolanti e tessuti di

tutti i phyla studiati ed appartiene a diverse classi strutturali come polieteri, terpeni,
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alcaloidi, macrolidi e polipeptidi (Faulkner, D. J. 2000; Blunt et al., 2007). La difesa
chimica di invertebrati marini sessili pudo non solo possedere uno specifico ruolo
ecologico o fisiologico, ma pud anche esercitare una moltitudine di attivita
biologiche, come ¢ stato dimostrato per [’estratto crudo della spugna del
Mediterraneo Crambe crambe che ha una potente azione antibiotica. Tale estratto
crudo e chimicamente caratterizzato da guanidina e complessi alcaloidi policiclici
(Berlinck et al., 1990; 1992; 1993; Jares-Erijman et al., 1991; 1993a; 1993b). Altri
esempi di estratti crudi da spugne marine che mostrano una vasta gamma di attivita
biologiche sono I’alitoxina e 1’amphitoxina, isolati da diverse spugne: Amphimedon
viridis, Ampulex compressa, Reniera sarai e Callyspongia ridleyi (Berlinck et al.,
2004). La natura chimica dei principi attivi degli estratti di alga marina Anemone
multifida associati all’attivita antibiotica rileva la presenza di acidi grassi insaturi,
acidi organici e composti di fenolo (José Vitor M. Lima-Filho et al., 2002). Altre
analisi sugli estratti crudi di lisati di tessuti di molluschi, Sepia sp. e Loligo sp.,
evidenziano che i principali componenti presenti sono: proteine, aminoacidi,
saponine, carboidrati, aldeidi, chetoni, flavoni ed alcaloidi (Zainab Dakhil Degiam
and Ali Tahar Abas 2010). Inoltre, e stato effettuato uno screening su 349 estratti
crudi da spugne, ascidie, briozoi e octocoralli verso 16 ceppi di batteri antibiotici-
resistenti ed isolati diversi nuovi metaboliti secondari biologicamente attivi (Mirna

H. R. Seleghim et al., 2007).

Nelle spugne, in particolare, sono stati identificati diversi componenti bioattive
derivati da estratti che presentano una vasta gamma di attivita quali anti-tumorale
(Baslow and Turlapaty, 1969), anti-virale (Carter and Rinehart, 1978), anti-batterica
(Sharma and Burkholder, 1967) ed anti-funginea (Phillipson and Rinehart, 1983). Gli

estratti crudi mostrano, dunque, un'ampia diversita chimica e sono costituiti da
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nucleosidi (Quinn et al., 1980), terpeni (Cimino et al., 1971), peptidi (Stonard e
Andersen, 1980), alcaloidi (Braekman et al., 1982), acidi grassi (Morales e
Litchfield, 1976), e aminoacidi non naturale (Crews et al, 1986;. Inman e Crews,
1989). Inoltre, & stato confermato che estratti crudi da spugne mostrano attivita
antibatterica contro Gram positivi (Rao P.S. and Parekh K.S., 1981) e potrebbero
quindi essere una fonte alternativa per sostituire gli insetticidi sintetici altamente
tossici e giocano un ruolo fondamentale nel futuro programma di sviluppo di

insetticidi alternativi.

Un certo numero di composti bioattivi € stato isolato da estratti crudi di ascidie,
mostrando attivita anti-virale (Rinehart et al., 1984), citotossica (Moquin-Pattey and
Guyot, 1989) anti-batterica (Azumi et al., 1990) e anti-enzimatica (Sato et al., 1998).
Questi estratti crudi sono principalmente composti da diversi derivati di alcaloidi e
peptidi (Tadessea M. et al., 2008). Nel 2008 ¢ stata valutata ’attivita antimicrobica
ed antifunginea di C. intestinalis. E’ stata rilevata un’elevata attivita nella frazione-
SPE al 40% e 80% contro batteri (Gram +, Gram -) e funghi, e nessuna attivita nella

frazione al 10% e nell’estratto crudo totale (Tadessea M. et al., 2008).

Nell'ultimo decennio, sono stati saggiati estratti crudi da crostacei marini, molluschi
ed echinodermi, i quali hanno una potenziale proprieta antimicrobica (Haug et al,
2002, Casas et al, 2010; Pasiyappazham R. et al., 2011). In dettaglio, sono state
condotte e validate attivita antibatteriche contro E. coli, C. glutamicum, V.
anguillarum e S. aureus in estratti da diversi tessuti ed estratti da emociti di quattro
specie di Crostacei decapodi (Haug T. et al., 2002). Nel 2010 e stata confermata
’attivita antimicrobica verso cinque specie batteriche appartenenti alla famiglia
Enterobacteriaceae di estratti da tessuti di tre specie di Molluschi (Degiam Z.D. and.

Abas A.T., 2010). Nel 2013 uno studio sull’Echinoderma Holothuria scabra ha
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messo in luce le attivita antibatteriche verso Gram + e Gram — ed attivita verso il
fungo C. albicans di estratti acidi da tessuti effettuati con metodiche differenti.
L’attivita citotossica € risultata elevata solamente nelle gonadi di H. scabra in

seguito ad un metodo di estrazione in metanolo (Mohammadizadeh F. et al., 2013).
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CAPITOLO 2: Attivita antimicrobica di Ciona intestinalis,
Cancer pagurus, Procambarus clarkii, Actinia equina e

Pelagia noctiluca
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2.1 OBIETTIVO

Il presente lavoro affronta lo studio di componenti dell’immunita innata di
invertebrati marini di diversi livelli filogenetici. A tale scopo viene condotta
un’analisi dell’attivita antimicrobica ed antifungina di peptidi sintetici disegnati in
base ai risultati di uno studio (Vizzini A. et al., 2012) sulla risposta inflammatoria di

Ciona intestinalis (Tunicata) (Cammarata et al., 2008)

Inoltre, per acquisire nuovi dati su tali attivita presenti nelle cellule dell’immunita
innata di altri invertebrati marini, si saggiano gli estratti emocitari di Cancer

pagurus, Procambarus clarkii e di tessuti di Actina equina e Pelagia noctiluca.

Infine, allo scopo di verificare la potenziale trasferibilita in campo terapeutico é stato
condotto un test di citotossicita verso cellule della linea cellulare monocitaria murina

J774-Al proveniente dal sarcoma di topi Balb/c.
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2.2 PEPTIDI DI Ciona intestinalis

Una strategia d’ibridazione sottrattiva € stata usata per identificare dei geni
differenzialmente espressi in individui di C. intestinalis;parte degli animali sono stati
inoculati con una soluzione di LPS (Lipopolisaccaride), i restanti campioni sono stati
utilizzati come controllo e divisi in due gruppi: non trattati ed inoculati con soluzione
marina. L’induzione con LPS ¢& correlato con I'up-regolazione e differente
localizzazione tissutale di un nuovo gene.

La strategia di ibridazione sottrattiva e stata utilizzata in seguito all’estrazione
dell’RNA totale. Tale tecnica e basata su un metodo PCR-based per ’amplificazione
selettiva di sequenze differenzialmente espresse, permettendo I’isolamento del
trascritto dal tessuto. Sono stati, quindi, identificati e caratterizzati due trascritti:
Ci8short e Ci8long, derivati dalla trascrizione del gene ENSCING00000009651, e
che risultano generati dall'utilizzo di due siti di poliadenilazione alternativi (APA). Il
trascritto Ci8long possiede un dominio di proteina con rilevante omologia verso
componenti della famiglia del recettore di trasporto di proteine (RTP), non presente
nel trascritto Ci8short. Analisi di Real Time PCR e Northern Blot, mostrano un
diverso pattern di espressione dei due trascritti. In particolare, Ci8short & fortemente
attivato dopo induzione con LPS nel faringe di C. intestinalis. Inoltre, analisi di
ibridizzazione in situ evidenziano che 'mRNA Ci8long & espresso solamente negli
emociti, mentre ’'mRNA Ci8short é trascritto anche nelle cellule endoteliali dei vasi
e nell'epitelio del faringe. In accordo con la constatazione che il faringe dell’ascidia e
coinvolto nell’immuno-sorveglianza entrando in contatto con una grande varieta di
patogeni, questi risultati hanno dimostrato che la regolazione dell’espressione genica,
basata sui diversi siti di poliadenilazione, € una potente strategia ancestrale che
influenza sia il livello di espressione che la distribuzione tissutale di trascritti

alternativi (Vizzini A. et al., 2012). In questo lavoro, gli autori hanno avanzato
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I’ipotesi che tali peptidi, prodotti a seguito di inoculo con LPS, potessero avere
attivita antimicrobica.

In riferimento alla sequenza amminoacidica del Ci8short (73aa), al fine di valutare i
parametri chimici/fisici del peptide preso in analisi, ¢ stata effettuata un’analisi
bioinformatica mediante I’utilizzo di un sito di predizione: APD2-Antimicrobial

Peptide Calculator and Predictor. (Fig. 12).

Ci8short 1 MTSTVAIPQFFGNYPGVIPGSVPGGIPCPIPGTMPPANVPIPTSANGVSYPTVPIQVPIQLPVVPVGGGCYNE 73

Fig. 12 Sequenza aminoacidica del peptide Ci8short. (Vizzini A. et al., 2012). | residui idrofobici
evidenziati in rosso ed i residui di Pro e Gly in blu.

Tale peptide é ascrivibile alla famiglia delle catelicidine. In quanto, ricordiamo che la
peculiarita degli PR-AMPs, appartenenti a tale classe, & la presenza di un dominio
anionico, con brevi motivi ripetuti di tipo PPRX o0 PRPX, dove X & spesso un residuo

idrofobico o I’aminoacido glicina (Scocchi et al 2011).

In relazione al risultato della predizione bioinformatica, si e voluto indagare sulle
attivita antimicrobiche di tre piccoli peptidi (27aa, 30aa e 30aa) disegnati ed
opportunamente tagliati a partire dalla sequenza intera del peptide Ci8short.

Di questi tre piccoli peptidi (mostrati di seguito in Fig. 22) sono state verificate le

caratteristiche chimiche/fisiche ed effettuate le analisi funzionali.

2.3 ESTRATTI ACIDI DI Cancer pagurus e Procambarus clarkii

La ricerca sulle attivita antibatteriche dei crostacei si € concentrata principalmente
sullo studio del genoma di Daphnia pulex che ha contribuito all’identificazione e

sequenziamento di molecole bioattive che regolano una vasta gamma di funzioni
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fisiologiche, tra cui il cambiamento di colore, le funzioni metaboliche, lo sviluppo, la

metamorfosi e la riproduzione (Phoenix D.A. et al.,2013).

2.4 ESTRATTI ACIDI DI Actinia equina e Pelagia noctiluca

Gli Cnidari con le proprie tossine continuano ad offrire una gamma di interessanti
nuove molecole dirette contro una serie di bersagli biologici. Di recente & stato
descritto il primo genoma completo di un anemone di mare Nematostella vectensis
ed il suo complemento di tossine (Abba J. Castin 2013). Il genoma dell’anemone &
stato oggetto di diverse analisi che mettono in luce come potrebbero essere
sintetizzate delle molecole bioattive in grado di interagire con i canali di sodio o di

potassio (Norton R.S., 2012).

2.5 TARGET UTILIZZATI NEI SAGGI ANTIMICROBICI

Caratteristiche generali

Nello schema di classificazione in cinque regni, i batteri costituiscono il regno dei
procarioti e si differenziano dalle cellule di tutti gli altri organismi viventi, chiamati
eucarioti, per 1’assenza di un nucleo delimitato dalla membrana nucleare. | batteri
sono organismi di dimensioni microscopiche caratterizzati dall’assenza di un nucleo
morfologicamente definito. Possono avere forma sferica (cocchi), cilindrica (bacilli),
a virgola (vibrioni) o a spirale (spirilli). Esistono anche batteri provvisti di
ramificazione e filamenti (attinomiceti). Si riconoscono tipi caratteristici di
aggregazione batterica: diplococchi, batteri sferici associati a due a due,
streptococchi, se sono disposti a formare una catena, stafilococchi, se formano un
grappolo. I batteri possono essere statici o muoversi nell’ambiente circostante per
mezzo di particolari appendici distribuite sulla superficie cellulare. Un’altra
suddivisione molto importante € quella che raggruppa i batteri secondo il livello di

temperatura alla quale possono crescere. Si hanno cosi, per questa suddivisione, tre
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sottoclassi che sono i batteri criofili, i batteri mesofili e i batteri termofili. Altre
classificazioni seguono criteri quali la reazione alla colorazione di Gram, che divide i
batteri in Gram positivi e Gram negativi (Tabella 1) (Fig. 13), la modalita di
respirazione (batteri aerobi obbligati stretti, batteri anaerobi obbligati stretti, batteri
anaerobi facoltativi e i microaerofili) e di nutrizione (batteri autotrofi ed batteri

eterotrofi) e secondo le caratteristiche biochimiche, quali la luminescenza.

Tabella 1 Distinsione tra batteri Gram positivi e Gram negativi (Tortora G.J. et al.,2008)

Componente/struttura Gram positivi Gram negativi
Spessore 15-80 nm 8-10 nm
Membrana esterna Assente Presente
Peptidoglicano 30-70% del peso della 20% del peso della
parete parete
Acidi teicolcl Presenti Assenti
Proteine Rare Present!
Lipidi Presentl in poche specie Presenti
Lipopolisaccaridi Assenti Presenti
Lipoproteine Assenti Presenti
Catena peptidica:
Aminoacido in posizione 1 L-Ala L-Ala
Aminoacido in posizione 2 D-Glu D-Glu
Aminoacido in posizione 3 L-Lys (piu frequente) M-Dpm
Aminoacido in posizione 4 D-Ala D-Ala
Legame interpeptidico diretto tra posizione Raro Caratteristico
Jed
Ponte interpeptidico tra posizione 3 e 4 Frequente assente
Legame interpeptidico tra la posizione 2 e 4 Raro assente

Per conferire forma e rigidita alla cellula i batteri possiedono un rivestimento (parete
batterica) che ricopre la membrana plasmatica, al suo esterno si trova spesso una
sottile capsula composta da polisaccaridi. Infine, impiantati sulla membrana, vi sono
i flagelli. Il citoplasma ha caratteristiche analoghe a quello degli altri organismi
viventi e lo stesso vale per le reazioni biochimiche. | batteri, inoltre, sono sprovvisti
di un nucleo separato dal citoplasma per mezzo di membrana, e mancano anche di
cromosomi morfologicamente identificabili: il cromosoma batterico é infatti un'unica

molecola di DNA. | batteri, date le loro dimensioni microscopiche e le ridotte
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esigenze alimentari ed ambientali, sono gli esseri viventi piu diffusi. Sono presenti
ovunque: nel terreno, nell’acqua e nell’aria. Sono numerosi anche i batteri parassiti
che vivono all’interno di altri organismi. Non tutti sono peraltro patogeni: ad
esempio nell’intestino umano sono presenti batteri che si nutrono con i prodotti della
digestione. Tali batteri non solo sintetizzano sostanze quali vitamine utili

all’organismo umano, ma ostacolano 1’attecchimento delle specie patogene.

Setto di divisione
Membrana esterna

Strato di i
: P
(Capsula) peptidoglicano P (Gepstle)
/ [\ / ,é Membrana
F3°|FP° N | 1] 7/~ citoplasmatica
k=g By, Corpo

~ Proteine
porine
Periplasma

Membrana |~
citoplasm-
atica

(Flageé)

Proteine di
superficie <~ (Flagello)

GRAM-POSITIVO  GRAM-NEGATIVO

Cromosoma

Fig. 13 Differenza tra microorganismi gram positivi e gram negativi (Fisher R.D et al., 2008).

Batteri Gram negativi

a. Escherichia coli

L' E. coli & un batterio gram-negativo, forma di bastoncello diritto (Fig. 14). La sua
temperatura ottimale di sopravvivenza é di 37 °C, vive facilmente nell'intestino
dell'uomo e degli animali; € poco resistente a disinfettanti chimici e/o fisici e viene
eliminato con la pastorizzazione. Alcune forme sono patogene. Fra di esse le cinque
principali sono: I' E. coli enterotossigeno (ETEC), I'E. coli enteropatogenico (EPEC),
I' E. coli enteroinvasivo (EIEC), I' E. coli enteroaderente (EAEC) e I’E. coli
produttore di verocitotossina (VTEC, che comprende anche i ceppi enteroemorragici,

EHEC).
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Fig. 14 E. coli. Microscopia elettronica a scansione (SEM) (Perry J. et al., 2004).

b. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa, bacillo mobile gram-negativo, € un patogeno opportunista che
frequentemente provoca infezioni nosocomiali come la polmonite, infezioni del tratto
urinario (UTI) e batteriemia (presenza di batteri nel sangue) (Fig.15). Questi agenti
patogeni sono diffusi in natura, presenti nel suolo, nell’acqua, nelle piante e negli
animali (uomo compreso). P. aeruginosa € diventato una causa importante di
infezioni, specialmente nei pazienti debilitati o0 immunocompromessi. Infezioni da

Pseudomonas sono complicate e possono mettere a rischio la vita.

Fig. 15 P. aeruginosa. Microscopia elettronica a scansione (SEM) (Perry J. et al., 2004).

c. Brucella abortus e Brucella suis
Brucella e un piccolo coccobacillo gram-negativo, facoltativo ed intracellulare, non
mobile, non encapsulato, non sporulato ed aerobico (Tabella 2). Il genere Brucella

appartiene alla famiglia delle Brucellaceae (Bergey, 1994). Brucella fa parte della
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classe degli Alphaproteobacteria che comprende dei batteri simbionti e patogeni di
mammiferi o di piante. Tra gli agenti patogeni di Alphaprotéobactéries mammiferi,
si nota il genere Bartonella, Ehrlichia e Rickettsia, che utilizzano vettori con
modalita di trasmissione. Con Bartonella, Brucella e l'unico genere dell’ordine dei
Rhizobiales in grado di infettare cellule di mammifero. Dieci specie sono attualmente
riconosciute nel genere Brucella: sei di queste specie sono considerate “classiche™: B.
melitensis, B. abortus (Fig.16a), B. suis (Fig. 16b), B. neotomae, B. ovis, B. canis;
quattro come "nuove": B. ceti, B. pinnipedialis e recentemente B. microti e B.
inopinata. Questa classificazione si basa principalmente sulla preferenza della scelta
dell’ospite, e su qualche carattere microbiologico specifico (Alton G.G. et al., 1988;
Corbel M.J. et al., 1984). Tuttavia, € stato proposto che le specie di Brucella
dovrebbero essere raggruppate come biovar di una singola specie sulla base del DNA
(Verger J.M., et al., 1985). Confrontando il genoma di B. melitensis (Del Vecchio
V.G et al., 2002) e B. suis (Paulsen I.T et al., 2002), la classificazione attuale € la

seguente:
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Tabella 2. Brucella (Maurin M., 2005).

Animale ospite Patogenicita
Specie Biovars Distribuzione Isolamento
abituale per ’'uomo

Bestiame, ungulati

B. abortus 1-6,9 Ubiquitaria Moderato Bruce, 1897
selvatici

Mediterraneo, Pecore, capre,

B. melitensis 1-3 Forte Bruce, 1887
Medio Oriente ungulati selvatici
America, Asia,

B. suis let3 Suino Forte
Oceania

Europa centrale e
B. suis 2 Suino, lepre Basso*
occidentale Traum, 1914

America del Nord,

B. suis 4 Renne Moderato
Russia
B. suis 5 Russia Roditori selvatici Forte
Ubiquitaria
Carmichael
(frequence elevate
B. canis Cani Basso & Bruner,
in America del
1968
sud)
Van
Basso
B. ovis Ovini Nullo Drimmelen,
Mediterraneo
1953
Stoenner &
Roditore del
B. neotomae Utah (USA) - Lackerman,
deserto
1957
B. ceti - Cetacei (delfini) -
Ewalt &
B.
- Pinnipedi (foche) *x Ross, 1994
pinnipedialis
Hubaleck,
B. microti Europa centrale Arvicole -
2007
Stati Uniti-
B. inopinata 1-2 - - Baron, 2008
Australia

* Pochi casi di infezione umana riportati in letteratura. ** Due casi di infezione umana riportati in pazienti peruviani
recentemente emigrati negli Stati Uniti, cosi come la contaminazione in laboratorio in Gran Bretagna.
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Fig. 16 B. abortus (A), B. suis (B). Microscopia elettronica a scansione (SEM) (Perry J. et al., 2004).

Batteri Gram positivi

d. Staphylococcus aureus

S. aureus €& di forma sferica (0,5-1 pm di diametro), Gram-positivo, immobile,
generalmente privo di capsula, asporigeno, anaerobio facoltativo, generalmente
catalasi positivo, chemiorganotrofico e alcune sono specie cromogene (Fig. 17).
Appartenente alla famiglia Micrococcacea, se osservato al microscopio, appare
generalmente disposto in corte catenelle o a grappolo d'uva. S. aureus € un batterio
presente sulla cute e sulle mucose dell’uomo e di altri mammiferi; ¢ altresi in grado

di colonizzare la mammella degli animali produttori di latte (vacche, pecore, capre).

Fig.17. S. aureus. Microscopia elettronica a scansione (SEM) (Perry J. et al., 2004).
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e. Enterococcus faecalis

Gli Enterococchi sono cocchi Gram-positivi, catalasi negativi, si presentano isolati,
doppi o piu frequentemente a catena (Fig. 18). Ampiamente distribuiti nell'ambiente,
possono, infatti, essere isolati dall'acqua, suolo e piante. Nell'uomo, come negli altri
mammiferi ed uccelli, fanno normalmente parte della flora commensale del tratto
gastrointestinale e del tratto genitale femminile. Sono almeno dodici le specie di
enterococco isolate da infezioni ospedaliere, ma le specie di maggiore importanza
clinica sono E. faecalis e E. faecium. In particolare, numerosi studi indicano che E.
faecalis rappresenta la specie piu virulenta, essendo la causa di circa 1'80% delle

infezioni enterococciche umane.

Fig. 18 E. faecalis. Microscopia elettronica a scansione (SEM) (Perry J. et al., 2004).

f. Bacillus subtilis

B. subtilis di forma bastoncellare, Gram-positivo, catalasi positivo, aerobi e anaerobi
facoltativo (Fig. 19). Una caratteristica distintiva del genere e la formazione di
endospore resistenti al calore, che hanno una considerevole importanza nell’ecologia

e nella tassonomia degli organismi (Bandow et al., 2002).
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Fig. 19 B. subtilis. Microscopia elettronica a scansione (SEM) (Perry J. et al., 2004).

g. Corynebacterium glutamicum

C. glutamicum € un batterio Gram positivo, non mobile, asporigeno (Fig. 20). Esso
produce la catalasi ed utilizza il metabolismo fermentativo per degradare i
carboidrati. Impiegato a livello industriale per la produzione degli amminoacidi lisina
e glutammato, & anche usato per il biorisanamento dell’ambiente e la produzione di
plastica biodegradabile. C. glutamicum non €& un batterio patogeno. Tuttavia, C.
diphtheriae, specie affine, produce un’esotossina, causa della difterite negli esseri

umani.

Fig. 20 C. glutamicum. Microscopia elettronica a scansione (SEM) (Perry J. et al., 2004).

2.6 Funghi unicellulari

h. Candida albicans

C. albicans € un fungo saprofita di dimensioni comprese tra i 4 e i 6 micro,
appartenente alla famiglia dei Saccaromiceti (Fig. 21). Vive normalmente nel cavo
orale, nel tratto gastrointestinale, nella pelle, nella vagina e nelle mucose di persone

sane. Le colonie di Candida appaiono tondeggianti e di colore bianco o crema. Da

57


http://it.wikipedia.org/wiki/Gram_positivo
http://it.wikipedia.org/wiki/Amminoacido
http://it.wikipedia.org/wiki/Lisina
http://it.wikipedia.org/wiki/Acido_glutammico
http://it.wikipedia.org/wiki/Colonia_%28microbiologia%29

questa caratteristica deriva il nome latino albicans, che significa biancastro. Si
conoscono circa 200 varianti di Candida (fonte Istituto Pasteur — Parigi), circa 20
sottospecie sono patogene. Il fungo s’instaura nell’intestino di tutti gli esseri umani
poco dopo la nascita e qui rimane sempre presente. In condizioni normali, la Candida
e benefica per alcuni processi metabolici e biologici e svolge un ruolo importante
nella digestione degli zuccheri mediante un processo di fermentazione, oltre

all’eliminazione di materia organica morta.

Fig. 21 C. albicans. Microscopia elettronica a scansione (SEM) (Perry J. et al., 2004).
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CAPITOLO 3:MATERIALI E METODI
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3.1 DEFINIZIONI GENERALI

3.2.1 Minima Concentrazione Inibente (CMI)

CMI, Concentrazione Minima Inibitoria: La piu bassa concentrazione di un agente
antimicrobico che impedisce, dopo 18-24 ore di incubazione, la crescita visibile di un
dato microrganismo in un terreno di coltura. La concentrazione minima inibitoria
viene valutata sulla base di test in vitro per la determinazione quantitativa della
sensibilita di un microrganismo agli agenti antimicrobici. Questi test sono allestiti
preparando diluizioni seriate dell’agente antimicrobico in terreno solido o in brodo

contenenti colture del germe da saggiare.

3.2.2 Concentrazione Minima Battericida (CMB)

La piu bassa concentrazione di un agente antimicrobico capace di ridurre la
popolazione batterica iniziale del 99,99% (riduzione logaritmica di 4) dopo 18-24 ore

di incubazione.

3.2.3 Batteriostasi e Battericidia

Un agente antimicrobico e detto batteriostatico se & in grado di inibire o limitare la
replicazione batterica senza uccidere il microorganismo. L'utilizzo di questi agenti
antimicrobici viene fatto per limitare una infezione batterica, ma non per eliminarla;
questo deve essere effettuato dal sistema immunitario dell'ospite. Come illustrato
nella parte introduttiva di questa tesi (figura 10), I'inibizione della crescita batterica
pud avvenire tramite I’interferenza con la replicazione del loro DNA o RNA le
sintesi proteica, o disturbando altri aspetti del metabolismo batterico, a seconda
dell'antibiotico utilizzato. L’aggettivo “batteriostatico” viene utilizzato in
contrapposizione a “battericida”, che si riferisce agli antibiotici che invece causano la

morte dei microbi, che hanno cioé un’azione irreversibile su batteri in attiva
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moltiplicazione. Non vi é tuttavia una distinzione netta tra le due categorie, in
quanto, ad esempio, concentrazioni elevate di alcuni agenti batteriostatici risultano
essere battericide, mentre concentrazioni basse di alcuni agenti battericidi risultano
essere solamente batteriostatiche. Alcuni antibiotici risultano poi essere
batteriostatici per alcune specie batteriche, e battericidi per altre. Un’ulteriore
complicazione é data dall'acquisizione eventuale di resistenza ad un antibiotico da
parte di batteri, che ne annulla lI'azione battericida. Alcune modifiche al metabolismo
batterico, apportate dall'acquisizione della resistenza ad un antibiotico, possono
anche limitare o rallentare la crescita del batterio stesso, rendendo cosi

indirettamente I'antibiotico un blando batteriostatico.

3.2.4 Antibiogramma

Misura in vitro dell’attivita antimicrobica di una molecola o di una preparazione nei
confronti di un microorganismo. Questo test e un presupposto essenziale per una
corretta terapia antimicrobica, che permette di conoscere non solo se un farmaco e
efficace nei confronti di un certo microrganismo ma anche di stabilire la dose piu
opportuna da utilizzare. E un metodo quantitativo, semplice, rapido ed economico,

valido per microrganismi aerobi a crescita rapida.

3.2.5 Citotossicita

Si definisce “citotossico” l'effetto di un agente di tipo chimico (una molecola), fisico
(temperatura, radiazione o onda elettromagnetica) o biologico (una cellula del
sistema immunitario) in grado di indurre un danno ad una cellula. | test di
citotossicita permettono di valutare la citotossicita di una molecola o di una miscela
di molecole. Alfine di testare la citotossicita dei prodotti forniti, in questo studio &
stato utilizzato un test semplice basato sull’incorporazione del Trypan blue, colorante

in grado di penetrare esclusivamente nelle cellule morte. Le cellule vitali, avendo la
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membrana intatta, non permettono la penetrazione del colorante nel citoplasma; al
contrario, nelle cellule morte questo penetra facilmente, rendendole distinguibili

dalle vive dopo osservazione al microscopio ottico.
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3.3.1 Preparazione delle molecole antimicrobiche e degli estratti

Peptidi sintetici di Ciona intestinalis

L’analisi bioinformatica della sequenza Ci8short ha rilevato una percentuale in
presenza dell’aa prolina del 21% e dell’aa glicina del 13%, una idrofobicita del 36%

ed una carica netta totale pari a -1.

Il risultato dell’analisi ottenuto mediante il sito di predizione: APD2-Antimicrobial
Peptide Calculator and Predictor ha mostrato una bassa probabilita che la sequenza

intera del peptide Ci8short possa avere una attivita antimicrobica.

La regione centrale della sequenza intera del Ci8short é ascrivibile alla famiglia delle
catelicidine a cui appartengono dei peptidi particolarmente ricchi di residui di
prolina; PR-AMPs (Scocchi et al., 2011). Tale regione potrebbe, invece, avere la

probabilita di essere un peptide con attivita antimicrobica.

Pertanto, si e indagato sulle potenziali attivita antimicrobiche di tre peptidi (Peptide
I 27aa; Peptide I1: 30aa e Peptide I11: 30aa) disegnati, dal gruppo di ricerca diretto
dal Dott. P. Colombo - CNR Palermo, a partire dalla sequenza intera del peptide

Ci8short.

Di questi tre peptidi (mostrati di seguito in Fig. 22) sono state verificate le
caratteristiche chimiche/fisiche ed effettuate le analisi funzionali.

Ci8short 1 MTSTVAIPQFFGNYPGVIPGSVPGGIPCPIPGTMPPANVPIPTSANGVSYPTVPIQVPIQLPVVPVGGGCYNE

1 MTSTVAIPQFFGNYPGVIPGSVPGGIP
* ¥ ¥k

22 PGGIPCPIPGTMPPANVPIPTSANGVSYPT
EEE 2 2 3
43 SANGVSYPTVPIQVPIQLPVVPVGGGCYNE

Fig.22 Allineamento di tre sequenze aminoacidiche a partire dalla sequenza aa di Ci8short
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Durante la prima fase sono state verificate le caratteristiche chimiche/fisiche usando

il sito di predizione: APD2-Antimicrobial Peptide Calculator and Predictor.

In riferimento alla sequenza aa del peptide I in Fig. 23, la percentuale di glicina ed
prolina presenti nell’intera sequenza peptidica &€ del 18%. Il peptide mostra una

percentuale di idrofobicita totale del 37% ed una carica netta totale di 0.

PeptideI 1 MTSTVAIPQFFGNYPGVIPGSVPGGIP 27

Fig. 23 Sequenza del Peptide I: 27aa. Residui idrofobici evidenziati in rosso, residui di Pro e Gly in
blu.

L’analisi della sequenza aa del peptide Il in Fig. 24, mostra una percentuale totale di
residui di Glicina e di Prolina rispettivamente del 13% e del 30 %, una idrofobicita

totale del 30% ed una carica netta pari a 0.

Peptide II 22 PGGIPCPIPGTMPPANVPIPTSANGVSYPT 51

Fig.24 Sequenza aa Peptide Il 30aa. Residui idrofobici evidenziati in rosso, residui di Pro e Gly in
blu.

Lo studio dell’ultima sequenza del peptide 111 in Fig. 25, evidenzia una presenza di
Glicina e Prolina sull’intera sequenza rispettivamente del 13% e del 16%, una

idrofobicita della molecola pari al 36% ed una carica netta di -1.

Peptide III 43 SANGVSYPTVPIQVPIQLPVVPVGGGCYNE 73

Fig.25 Sequenza del Peptide Il 30aa. Residui idrofobici evidenziati in rosso, residui di Pro e Gly in
blu.
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Dunque, anche per questi tre piccoli peptidi e possibile sostenere che sono ascrivibili
alla famiglia delle catelicidine, nello specifico alla classe dei peptidi ricchi in Prolina

(Scocchi et al., 2011) (Tabella 3).

Tabella 3. Caratteristiche riassuntive dei peptidi antimicrobici analizzati

Peptide | Peptide 11 Peptide 111
Phylum Chordata
Classe Ascidiacea
Specie C.intestinalis
Carica netta 0 0 -1
Taglia (aa) 27 30 30
% ldrofobicita* 37 30 36
Indice di
Bom an** '064 '019 '016
kcal/mol
S MTSTVAIPQFFGNY | PGGIPCPIPGTMPPA | SANGVSYPTVPIQVPIQ
equenza PGVIPGSVPGGIP NVPIPTSANGVSYPT | LPVVPVGGGCYNE

* La scala di idrofobicita € un valore che definisce la relativa idrofobicita dei residui di amminoacidi.
Il valore piu positivo & da attribuire al valore pit idrofobo degli amminoacidi. Queste scale sono
comunemente usate per prevedere la formazione di alfa-eliche.**Indice di Boman: utile per
individuare i potenziali legami tra la membrana e le proteine interagenti ed & la somma delle energie
libere delle rispettive catene laterali, diviso il numero totale dei residui di un peptide antimicrobico. |
valori calcolati sono negativi (tranne per il peptide ibrido), ma il + e - sono invertiti (Boman, H.G.,
2003).

La seconda fase ha previsto la separazione e la verifica del grado di purezza dei tre
peptidi presi in esame. In dettaglio, i peptidi sono stati separati mediante
cromatografia a fase inversa (HPLC-High Performance Liquid Chromatography)
utilizzando una colonna Venusil MP C18-5 (4.6x250 mm). Sono stati caricati 5 pl di

campione per ogni analisi e la lettura é stata effettuata a 220 mm con un gradiente di
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aceto nitrile da 23 a 100% eluita a 1.0 mL/min, per ogni 30 minuti. | prodotti sono
stati confermati dalla spettrometria di massa che, chiarendone le proprieta strutturali
e chimiche delle molecole, ha evidenziato un grado di purezza di tutti e tre i peptidi

pari a > 90%. I tre peptidi sono stati liofilizzati ¢ conservati a — 20°C.

Nella terza fase si & proceduto all’analisi della loro attivita antimicrobica.

Estratti acidi di Cancer pagurus

Individui congelati di C. pagurus sono stati forniti dall’impresa ittica “Mediterraneo
Fish Gel Di Catanzaro Sebastiano” di Palermo. Sono stati sistemati all’interno di
vasche refrigerate dello stabulario del Dipartimento di Biologia Animale, e nutriti
con pellet e gamberetti e lasciati acclimatare per due settimane. L’animale ¢ stato
posto 10 minuti in freezer per anestetizzarlo e sono stati prelevati 3 ml di emolinfa di
C. pagurus in siringa contenente anticoagulante per granchi (0,45 M NaCl, 0.1M
glucose, 30 mM trisodio citrate, 26 mM acido citrico, 10 mM EDTA, pH 4,6). Le
cellule sono state pellettate a 1000 xg, contate, lavate in 3,2 % NaCl (1:10), pellettate
nuovamente e congelate a -20°C. Per ’estrazione acida da emociti al pellet ¢ stato
aggiunto 10% acido acetico in TBS pH 7,4, e il tutto é trasferito in provette
policarbonato per essere sonicato 3 volte per 30 sec. Il campione € stato quindi
centrifugato a 2500 rpm per 10 minuti ed in fine é stato recuperato il supernatante

acido.
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Estratti acidi di Procambarus clarkii

Gli esemplari di P. clarkii provengono dall'lstituto per I'Ambiente Marino Costiero
U.O. di Capo Granitola. Sono stati sistemati all’interno di vasche refrigerate dello
stabulario del Dipartimento di Biologia Animale, nutriti con pellet e gamberetti, e
lasciati acclimatare per due settimane. L’emolinfa ¢ stata prelevata inserendo una
siringa contenente anticoagulante (NaCl 0,1 M, glucosio 0,1 M, sodium citrato 30 M,
acido citrico 26 M, EDTA 10 M; pH 4,6) tra il 2° e il 3° tergite. Si & proceduto
all’estrazione acida seguendo il metodo precedentemente descritto da Mercado et al.,
2005, con qualche modifica. Gli emociti (10*10°) sono stati risospesi in una
soluzione 10% di acido acetico (20 mmol/l Tris, 0,5 mol/l NaCl), sonocati (Sonifier-
Branson, model B-15; Danbury, CT, USA) per 1 minuto a 0°C e centrifugati a 27
000 giri per 20 minuti a 4°C. Dopo la centrifugazione, il surnatante e stato

concentrato con dei microconcentratori (Corning Spin-X UF; Concentrators).

Estratti acidi di Actinia equina

Individui adulti di A. equina, antozoo della fascia costiera del Mediterraneo, sono
stati prelevati nelle aree di Capo Gallo (Pa); gli animali sono stati quindi trasferiti
presso ’acquario del Dipartimento di Biologia Ambientale e Biodiversita, dove sono
stati posti in vasche contenenti acqua di mare ossigenata ad una temperatura di 18°C.
| tentacoli sono stati recisi ed é stata aggiunta la soluzione di TBS (per preparare i
campioni acidi e stato aggiunto il 10% di CH3;COOH). Dopo tre sonicazioni
(sonicatore Branson, Model B15, Danbury, CT) di 30 secondi ciascuna, il campione
e stato successivamente centrifugato a 13 000 xg per 10 minuti ed € stato recuperato

il supernatante.
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Estratti acidi di Pelagia noctiluca

Individui congelati di P. noctiluca sono stati forniti dal Dipartimento Biologia
animale ed Ecologia marina dell’Universita di Messina e sono stati conservati a — 80°
C fino al momento del loro utilizzo. Si ¢ proceduto con I’estrazione dall’ombrella.
Una parte dell’ombrella ¢ stata prelevata ed ¢ stata aggiunta la soluzione di TBS (per
preparare i campioni acidi é stato aggiunto il 10% di CH3COOH); dopo
un’omogenizzazione in ghiaccio con Ultra — Turrax per 5 minuti il campione é stato

centrifugato a 21 000 xg per 20 minuti ed infine € stato recuperato il supernatante.

3.3.2 Preparazione degli antibiotici di controllo

Allo scopo di verificare la sensibilita o resistenza dei ceppi batterici si & scelto di
utilizzare parallelamente ad ogni test due antibiotici controllo con caratteristiche

differenti.

v' Ampicillina. L'ampicillina & un antibiotico che appartiene al gruppo delle
penicilline e alla classe dei B-lattamici. E’ una penicillina semisintetica (deriva dalla
acilazione del nucleo 6-aminopenicillanico con l'acido alfa-aminofenilacetico) ad
ampio spettro. Al pari delle altre penicilline, agisce inibendo alcune funzioni
metaboliche essenziali per la sintesi della parete cellulare batterica, esercitando
un‘attivita battericida. Risulta attiva contro numerosi germi Gram-positivi e Gram-
negativi quali: Streptococchi, Enterococchi, E. coli, Haemophilus influenzae,
Proteus mirabilis, Neisseria gonorrhoeae, Listeria monocytogenes, Shigella e
Salmonella. E inattivata dalle beta-lattamasi. Le penicilline inibiscono la crescita
batterica interferendo con la sintesi della parete batterica. Questa € costituita da
peptidoglicano, un polimero contenente aminozuccheri (N-acetilglucosamina e acido

N-acetilmuramico). Le penicilline si legano alle PBP (Proteine leganti le Penicilline,
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0 Transpeptidasi) in quanto sono analoghi strutturali del substrato di tali proteine,
cioé il dimero D-Ala-D-Ala (2 Alanine) che serve per creare i legami crociati fra le
catene di peptidoglicano. L'inibizione delle transpeptidasi blocca la costruzione della
parete batterica, uccidendo le cellule batteriche in crescita. Alcuni ceppi batterici
sono resistenti alle penicilline, per via di enzimi degradanti le penicilline (13-
Lattamasi), transpeptidasi alterata, pompe di estrusione (nei Gram-negativi) 0
impermeabilita al farmaco (mancanza di porine, pori idrofili dei Gram-negativi che il
farmaco deve attraversare per raggiungere il bersaglio). In questo lavoro
I’ampicillina ¢ stata utilizzata alle concentrazioni iniziali di 50 pg/ml per P.
aeruginosa ed E. coli e di 25 pg/ml per S. aureus, B. subtilis, E. faecalis, C.

glutamicum, C. albicans, B. abortus e B. suis.

v Polymyxina B. Antibiotico battericida a spettro ristretto, composto da un peptide
ciclico e da una lunga coda idrofoba che agisce come un surfactante cationico.
Questa molecola é efficace principalmente sui batteri Gram negativi, in particolare
gli Pseudomonas e i coliformi, di cui distrugge la struttura della membrana
interagendo con i fosfolipidi. La polimixina B € stata usata alla concentrazione

iniziale di 400 pg/ml.

3.3.3 Valutazione delle concentrazioni delle molecole analizzate

Le concentrazioni proteiche delle molecole di studio sono state stimate mediante
I’utilizzo dello spettrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific) che permette la
misura dell’assorbanza della luce ad una lunghezza d’onda di A = 280 nm (Tabella
4). 1l NanoDrop € uno spettrofotometro UV-Visibile, il cui principale vantaggio é di

permettere la misura rapida della concentrazione di un volume di solo un pL di un
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campione (contenente una concentrazione di proteine o di acidi nucleici flebile a

partire da 5 mg/ml).

Tabella 4. Informazioni relative ai campioni forniti.

Purificazione

Provenienza Campione [1pg/ml | Solvente con HPLC
C. intestinalis | Peptide sintetico | 3,200 2% Et-OH Sl
C. intestinalis | Peptide sintetico 11 1,700 2% Et-OH Sl
C. intestinalis | Peptide sintetico IlI 2,440 2% Et-OH Sl
C. pagUrUs Estratto acido da 5 580 TBS
-Pag emociti ’
P.clarkii | Cowattoacidoda |44, H20
emociti distillata
A. equina Estratto amdp da 616.0 TBS
tentacoli
P.noctiluca | ESrattoacidoda |, 5, TBS

umbrella

3.3.4 Determinazione della CMI per diluzione

| saggi di attivita sono eseguiti in brodo liquido Mueller Hinton (Laboratorios Conda,
S.A. PRONADISA). Il test é stato eseguito in piastre di microtitolazione a 96
pozzetti con un fondo ad U (Falcon BECTON DICKINSON), con diluizioni di due
in due dei campioni testati e su un volume finale di 60 ul. A partire da singole

colonie batteriche, viene preparata una sospensione batterica in un terreno liquido
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doppiamente concentrato MH 2X , con una densita ottica di 0,12, lunghezza d’onda
A= 600 nm, misurata mediante Sherwood Scientific Colorimeter, 254 Digital. A
questa densitd ottica la concentrazione dell’inoculo iniziale & stimata a circa 10°
batteri /ml. Procedendo con una diluizione di 1/100 si & ottenuta una concentrazione
di circa 10° batteri/ml. Alfine di stabilire il numero dei batteri viventi, in termini di
UFC (Unita Formante Colonia), per ogni esperienza e per ogni ceppo batterico si
sono effettuate delle diluizioni seriali in PBS (Phosphate buffered saline 1X, GIBCO
Invitrogen) seguite dalla piastrature su scatole Petri di un aliquota di ogni diluzione
(100 pL). Le micropiastre contenenti delle diluzioni seriate delle molecole testate,
previa inoculazione con le sospensioni batteriche sono state incubate alla temperatura
ottimale di crescita dei batteri bersaglio utilizzati. Le CMI sono state determinate da
3 test indipendenti. In dettaglio, per tutti i microorganismi ad eccezione di Brucella,
la misura della crescita batterica e la determinazione della CMI sono state rilevate
mediante la misura della Densita ottica a A= 620 nm ogni 20 minuti dopo agitazione
per mezzo di un lettore incubatore di micropiastre (Infinite® 200 PRO series
TECAN), e anche visivamente per osservazione della torbidita di ogni pozzetto
“test” rispetto ai pozzetti “controlli”.

Due tipi di controllo sono stati previsti:

> dei “controlli positivi di crescita”, pozzetti contenenti le sospensioni batteriche nel
brodo di coltura diluito nel solvente ;

> dei “controlli negativi di crescita” pozzetti contenenti solamente il mezzo di coltura e il
solvente. Questi pozzetti permettono di verificare la sterilita microbiologica dei prodotti usati
nel test.

Le misure delle CMI sulle specie del genere Brucella, sono state realizzate
esclusivamente in modo visivo all’interno del laboratorio autorizzato P3.

L’ampicillina (25 pg/ml; 50 pg/ml) (Sigma P-A6140), per Gram positivi e Gram
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negativi, e la polimixina B (400 pg/ml) (Sigma, P-1004), per i Gram negativi, sono

utilizzati come antibiotici di riferimento per validare la tecnica di CMI usata.

Solventi delle molecole antimicrobiche testate

Il solvente utilizzato per le diluzioni seriali (1:2) del prodotto antimicrobico é il
medesimo di quello in cui il campione é stato fornito: TBS (Tryptic Soy Broth; NaCl
150 mM; Tris HCI 10 mM, pH 7.4) per gli estratti crudi di P. noctiluca, A. equina, C.
pagurus; acqua sterile per gli estratti crudi di P. clarkii e P. lividus e il rispettivo
peptide sintetico, ed infine etanolo 2% (Carlo Erba Reagent, Spa: Et-OH) per i

peptidi sintetici di C. intestinalis (peptide I, 11 e I11).

Solvente degli antibiotici di controllo
Per gli antibiotici controllo: ampicillina e polimixina B il solvente adoperato, per le
diluzioni seriate (1:2) e identico di quello in cui gli stessi sono stati preparati ossia

I’acqua sterile.

Ceppi batterici utilizzati
In base alla quantita disponibile, ’efficacia dei prodotti € stata testata al massimo su
9 ceppi batterici di riferimento appartenenti a delle specie patogene o commensali

dell’uomo (Tabella 5).
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Tabella 5. Informazioni relative ai ceppi microbici

Specie N° di Forma Colorazionedi
P riferimento Gram
- . ATCC . .
Escherichia coli 25929 bacillo negativo
Pseudomonas ATCC bacill nesati
aeruginosa 27853 acitio cgativo
Al, ATCC . .
Brucella abortus 23448 coccobacillo negativo
Brucella suis S1, 1330 coccobacillo negativo
Staphylococcus ATCC iti
aureus 25923 coceo posiivo
Enterococcus ATCC c0CCo ositivo
faecalis 29212 p v
Corynebacterium | \poc 1302 bacillo positivo
glutamicum
Bacilus subtilis | ATCC 9372 bacillo positivo
Candida ATCC tondeseiant L Fungo
albicans 10231 ondegglante unicellulare

Preparazione delle sospensioni batteriche utilizzate per I’inoculo

Come gia precisato nel precedente paragrafo, a partire da 2 o 3 colonie prelevate su
mezzo MH agar (Mueller Hinton, Laboratorios Conda, S.A. PRONADISA), é stata
preparata una prima sospensione batterica in brodo MH 2X alla densita ottica di 0,12
alla lunghezza d’onda A= 600 nm, (Sherwood Scientific Colorimeter, 254 Digital Scon).
Al fine di inoculare i pozzetti con una quantita finale di 5%10° - 10° UFC/ml, &
realizzata una seconda diluizione di 1/100 nello stesso mezzo. Il numero di batteri
viventi effettivamente presenti in ogni inoculo é stato misurato per conta delle colonie
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dopo diluizioni seriate (1:10) in PBS 1X (Phosphate buffered saline, GIBCO
Invitrogen) e semina per spatolamento su tutta la superficie delle piastre Petri

contententi il mezzo MH agarizzato di una aliquota di ogni diluzione (100 pL).

3.3.5 Determinazione della CMB

La CMB é stata misurata dopo 24 ore di contatto tra i batteri e gli antibiotici. La tecnica
si basa sulla conta comparativa dei batteri viventi prima e dopo contatto con
I’antibiotico. Tale tecnica e stata eseguita in terreno solido MH. Ne consegue da questa
misura una classificazione degli antibiotici in 2 gruppi: antibiotici battericidi, il valore
della CMB é prossimo alla CMI, ed antibiotici batteriostaciti, il valore della CMB e

molto distante da quello della CMI.

Lettura della micropiastra

Previa verifica della crescita nei pozzetti relativi al controllo positivo e dell’assenza di
tale crescita nei pozzetti corrispondenti al controllo negativo, la CMI é attribuita al
pozzetto indicante la concentrazione piu flebile, nel quale non c¢’¢ una crescita Vvisibile
(rispetto al controllo negativo).

Nel caso in cui non ci sia alcun pozzetto altrettanto limpido che il controllo negativo a
nessuna concentrazione del prodotto, il prodotto non é considerato efficace alla
concentrazione massima testata. Questo risultato si tradurra con la sigla NT (misura
Non Trovata).

Nel caso in cui tutti i pozzetti ad eccezione del controllo positivo siano limpidi, la CMI
corrisponde alla concentrazione piu bassa testata. Questo risultato non preclude che il
prodotto possa essere efficace anche ad una concentrazione inferiore rispetto a quella

testata. Tale dato ¢ espresso come CMI < X [minima].

74



3.3.6 Analisi statistica

| risultati sono espressi come media = della deviazione standard. | dati sono stati
analizzati statisticamente mediante 1’analisi della varianza (ANOVA) per determinare le
differenze tra i gruppi. Le analisi statistiche sono state condotte utilizzando il
programma SPSS 15.0 mediante il test non parametrico di Siegel-Tukey e le differenze

sono state considerate statisticamente significative per p <0,05.

3.3.7 Saggio di citotossicita dei campioni testati verso la linea cellulare

monocitaria murina: J774-Al

In questo test in vitro, é stata usata la linea cellulare monocitaria murina J774-Al fornita
dal Le Centre National de la Recherche Scientifique — CNRS di Montpellier (Francia).
Tale linea cellulare & messa a contatto per 24 ore con i prodotti derivati da C. pagurus,
P. clarkii, P.noctiluca, A. equina e C.intestinalis o i loro solventi corrispondenti.

Le cellule J774-Al sono coltivate in una micropiastra (24 pozzetti) con il mezzo RPMI
(Roswell Park Memorial Istitute) a 37°C; 5% CO,, per 24 h (ogni pozzetto conta circa
125.000 cellule). In queste condizioni, le cellule aderiscono al fondo dei pozzetti della
micropiastra. Le cellule sono poi incubate con i prodotti forniti alla diluizione di 1/10 ed
1/20 per 24 ore, ed infine colorate con il Trypan blue, e osservate al microscopio ottico

per visualizzare e stimare la percentuale di cellule morte di colore blu.
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CAPITOLO 4: Risultati
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4.1 Risultati sullattivita antimicrobica (CMI e CMB) dei peptidi sintetici di
Ciona intestinalis

Verso il patogeno Gram - E. coli ed il Gram + S. aureus non si riscontra alcuna
attivita antimicrobica per nessuno dei tre peptidi sintetici di C. intestinalis alle
concentrazioni usate per effettuare i test antimicrobici, rispettivamente di [3,20
mg/ml]i Peptide I, [1,70 mg/ml]i Peptide 1l e [2,44 mg/ml]i Peptide 111 (Fig. 25)

Il peptide | ha un’attivita battericida sui ceppi Gram +: E. faecalis, C.
glutamicum e sull’eucariote C. albicans, ma la CMB non é stata definita in quanto la
concentrazione della CMI corrisponde gia alla concentrazione massima testata. Si
riscontra un’attivita battericida sui ceppi Gram -: P. aeruginosa, B. abortus e Gram +
B. subtilis. In dettaglio, si nota una riduzione della popolazione batterica finale
(CFUf) dello 0,01% rispetto a quella iniziale (CFUI) dopo 24 ore di incubazione. Sul
peptide | in analisi, alla concentrazione di 3,20 mg/ml, per i ceppi patogeni Gram —
B. suis e Gram + S. aureus rimane indeterminata 1’attivita batterica poiché non &
stato possibile dedurre la concentrazione della CMB (Tabella 6) (Fig. 26a).

Il peptide Il presenta un’attivita batteriostatica a contatto con il Gram -: P.
aeruginosa ed il Gram + C. glutamicum, giacché la concentrazione della CMI
coincide con la CMB. Si constatano, inoltre, delle attivita battericide verso il
patogeno Gram + B. subtilis e I’eucariore C. albicans. Suddetto peptide Il alla
concentrazione di 1,70 mg/ml non ha alcuna attivita a contatto con i ceppi: Gram — B.
abortus, B. suis e Gram + S. aureus ed E. faecalis (Tabella 6) (Fig. 26b).

Il peptide 111 alla concentrazione di 2,44 mg/ml mostra un’attivita battericida
verso i batteri Gram +: E. faecalis, C. glutamicum, B. subtilis ed il fungo C. albicans.
D’altro canto, lo stesso peptide valutato non ha alcuna attivita a contatto con i ceppi
Gram — E. coli, P. aeruginosa, B. abortus, B. subtilis e S. aureus (Tabella 6) (Fig.

26C).
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Fig. 25 Effetto inibitorio sulla crescita batterica di Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Corynebacterium glutamicum e Candida albicans in presenza di
peptidi sintetici 1(A), 11(B) e 1I(C) di C. intestinalis. Misura della ODgy o dopo 18 ore di incubazione. Cont + =
controllo positivo di crescita: pozzetto contenente la sospensione batterica nel mezzo di coltura MH 2X ed il solvente.
Cont - = controllo negativo di crescita: pozzetto contenente il mezzo di coltura MH 2X ed il solvente. A partire dalle
concentrazioni dei tre peptidi sintetici di C. intestinalis [3,20 mg/ml] Peptide I, [1,70 mg/ml] Peptide Il e [2,44
mg/ml] Peptide Ill. Gli asterischi indicano la differenza staticamente significativa tra le diluizioni ed il controllo
positivo contro il controllo negativo (p<0,001**, p<0,05*). Risultati ottenuti da tre ripetizioni indipendenti.

80



07 a
06
0.5 * % * %k * %k
k%
* % * % * %
0.4 B1.6mg/ml
8 208 mgiml
03 W Cont +
Ocent -
02
} I—I—‘ ’—l-l
o
E. coli P.ouriginosa Soureus E. foecalis B. subtilis C. glutamicum €. albicans
CMI b
%k
0.6
k%
k%
0.5 k%
%k * %
¥k
0.4 00,85 mg/ml
fml
(=] B0,42 mg/m
O 43 Wcont +
Ocont -
02
o1 ﬂ
o ﬂ
E. coli P.auriginosa S.oureus E. foecalis B. subtilis €. glutamicum C. albicans
CMI c
07
06
%k %k
05
* *k * %
* % % * %
04 % % 01,22 mg/ml
8 MCont +
03 Ocont -
02
01
o
E. coli P.auriginosa S.oureus E. foecalis 8. subtilis €. glutamicum C. albicans

Fig. 26 Grafici riassuntivi sulle attivita antimicrobiche del peptide I (a), il peptide 1l (b) e il peptide
Il (c) di C. intestinalis verso: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Corynebacterium glutamicum e Candida albicans.



Tabella 6. Valori delle CMI, CMB e delle citotossicita dei campioni di C. intestinalis su E. coli, P. aeruginosa, B. abortus, B. suis, S. aureus, E. faecalis, B. subtilis, C. glutamicum e C. albicans

Determinazione dell’attivita battericida dopo 24 h di

incubazione a 37°C

Citotossicita

J774-A1 Specie batterica oMl _CFU/mI CI_:U/mI % di mortalita cMB
(% mortalita) (mg/ml) (inoculum) finale (mg/ml)
1,6 mg/ml E. coli >16 4,9 + 3*10° NT NT NT
P. aeruginosa 0,8-1,6 5,4 +1*10° 5+ 1*10" 99,99 1,6
B. abortus 1,6 4,6 +1*10° 0 100 1,6
C.intestinalis B. suis 0,2 3+1*10° NT NT NT
| 2(2h) S. aureus >1,6 3,1+ 1*10° NT NT NT
[3,20 mg/ml]i 20 (24 h) E. faecalis 1,6 4,1+ 3*10° 4 +1*10° 99,90 >1,6
B. subilis 1,6 1,9+ 1*10° 0 100 1,6
C. glutamicum 0,8-1,6 32+1*10° 5+ 1*10° 98,84 >1,6
C. albicans 1,6 5+ 3*10° 2+1*10" 99,96 1,6
P. aeruginosa 0,42-0,85 4,8 + 3*10° 7,5+ 3*10" 99,98 0,85
B. abortus 0,11-0,2 5 +1*10° NT NT NT
Cintestinalis B. suis 0,11-0,2 2,5 #1*10° NT NT NT
Il (2h) S. aureus >0,85 3,1+ 2*10° NT NT NT
[1,70 mg/ml]i 30 (24 h) E. faecalis 0,85 4 +3*10° NT NT NT
B. subtilis 0,42-0,85 2+ 1*10° 2 +1*10" 99,99 0,42-0,85
C. glutamicum 0,42 3,2+ 1*10° 3,5+ 1*10° 99,89 0,85
C. albicans 0,85 4,6 + 2*10° 1*10" 99,99 0,85
%
P. aeruginosa 1,22 1,8 + 1*10° NT NT NT
B. abortus 0,61-1,22 4+ 1*10° NT NT NT
C.intestinalis B. suis 0,30 3,5+ 1*10° NT NT NT
I 4 (2h) S. aureus >1,22 6,1 + 3*10° NT NT NT
[2.44 mg/ml]i 10 (24 1) E. faecalis 122 17+ 1¥10° 0 100 1,22
B. subtilis 1,22 2+1*10° 5+1*10" 99,99 1,22
C. glutamicum 1,22 4,6 + 2%10° 1*10" 100 1,22
C. albicans 1,22 2,1+ 1*10° 2 +1*10" 99,99 1,22

*NT = L’attivita inibitrice e/o battericida non ¢ stata trovata alla concentrazione massima testata del prodotto; []i = concentrazione la piu elevata testata. % di mortalita = (1 — CFUf/CFUI) * 100
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Test di citotossicita
| risultati dei test di citotossicita dei tre peptidi sintetici disegnati sul modello di C.
intestinalis a contatto con la linea cellulare macrofagica monocitaria murina J774-Al
indicano che queste molecole hanno un effetto tossico relativamente ridotto quando
sono utilizzati alla concentrazione massima disponibile in questo studio
(corrispondente alle CMB piu importanti riscontrate). Come per le attivita
antimicrobiche, i risultati delle attivita citotossiche sono stati ricavati da tre
ripetizioni sperimentali indipendenti.
Nel dettaglio:

Il peptide I alla concentrazione di 1,6 mg/ml ha una percentuale di mortalita
del 2% e del 20% rispettivamente dopo 2 e 24 ore di contatto.

Il peptide 11 alla concentrazione di 0,85 mg/ml provoca una mortalita del 5%
e del 30 % rispettivamente dopo 2 e 24 ore di contatto.

Il peptide Il alla concentrazione di 1,22 mg/ml induce una mortalita

cellulare del 4% e del 10% dopo 2 e 24 ore di contatto.
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4.2 Risultati sull’attivita antimicrobiche (CMI e CMB) dei campioni estratti da

Cancer pagurus

L’estratto acido da emociti di C. pagurus presenta un’attivita battericida verso tutti i
ceppi batterici ed il fungo C. albicans utilizzati in questo lavoro. Si nota, in dettaglio,
una riduzione della popolazione batterica (CFUf) dello 0,01% rispetto a quella
iniziale (CFUi) dopo 18 ore di incubazione. Per i ceppi patogeni di classe 3: B.
abortus e B. suis a partire dalla concentrazione di 2,58 mg/ml dell’estratto acido di C.
pagurus, non é stato possibile determinare né la CMI né la CMB (Tabella 7) (Fig. 27

e 28).
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Fig 27 Grafico riassuntivo sulle attivitd antimicrobiche dell ‘estratto acido di C. pagurus verso:
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus
subtilis, Corynebacterium glutamicum e Candida albicans.
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Fig. 28 Effetto inibitorio sulla crescita batterica di Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Corynebacterium glutamicum e
Candida albicans in presenza di campioni estratti da C. pagurus. Misura della ODgy nm dopo 24 ore
di incubazione. Cont + = controllo positivo di crescita: pozzetto contenente la sospensione batterica
nel mezzo di coltura MH 2X ed il solvente. Cont - = controllo negativo di crescita: pozzetto
contenente il mezzo di coltura MH 2X ed il solvente. A partire dalla concentrazione degli estratti acidi
di C. pagurus [2,58 mg/ml]. Gli asterischi indicano la differenza staticamente significativa tra le
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diluizioni ed il controllo positivo contro il controllo negativo (p<0,001**, p<0,05%).
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Tabella 7. Valori delle CMI, CMB e delle citotossicita dei campioni di C. pagurus su E. coli, P.
aeruginosa, B. abortus, B. suis, S. aureus, E. faecalis, B. subtilis, C. glutamicum e C. albicans.

N Determinazgione dell’attivita battericida dopo 24 h di
T incubazione a 37°C
Citotossicita
[0,64 mg/ml] ) ) CcMmI CFU/ml | CFU/mI % di CMB
Specie batterica ) ) .
J774-A1 (mg/ml) (inoculum) | finale mortalita (mg/ml)
(% mortalita)
E. coli 40410780410 | 6821710°| g 100 3,2%107-8,1*10?
P. aeruginosa 1,6*107 2+1*10° 0 100 1,6%10™" - 6,4*10™
100 (2 h)
100 (24 h) B. abortus NT 5,5%10° NT NT NT
C. pagurus B. suis NT 3+1*10° NT NT NT
[2,58
mg/mi]i S.aureus | 40%10°16%10° | 4rox10° | 0 100 6,4*10"
E. faecalis 8,0%107 1,5 *10° 1*10* 99,99 >1,29
B. subtilis 8,0%107 4,9%10° 2,3%10? 99,99 4*102-8*102
C. glutamicum 6,4*10™ 1,5%10° 1*10* 99,99 >1,29
_ 4,0%107-8,0*10° . .
C. albicans ) 3*10 0 100 1,5*%10°
a

*NT = L’attivita battericida non & stata trovata alla concentrazione massima testata del prodotto;

[]i = concentrazione la piu elevata testata. % di mortalita = (1 — CFUf/CFUI) * 100

Test di citotossicita

L’effetto del prodotto estratto acido di C. pagurus sulle linee cellulari monocitarie

J774-Al che e il modello target preso in esame in questo studio, alla concentrazione

piu efficace del prodotto corrispondente alla CMB [0,64 mg/ml], indicano una

elevata citotossicita con mortalita del 100%, gia dopo 2 ore di contatto con le cellule.

| risultati delle attivita antimicrobiche e citotossiche sono stati dedotti da tre

ripetizioni indipendenti.
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4.3 Risultati sull’attivita antimicrobica (CMI e CMB) dei campioni estratti da

Procambarus clarkii

L’estratto acido da emociti di P. clarkii alla concentrazione di 0,73 mg/ml, dopo 24 h di
contatto, ha un’attivita battericida nei confronti del patogeno Gram — E.coli, in quanto la
concentrazione della CMB ¢ superiore a quella della CMI e vi € una riduzione di 4 log
tra la CFUf e la CFUI. Tale estratto acido mostra un’attivita battericida anche verso i
ceppi S. aureus, B. subtilis e C. glutamicum Gram + sebbene non € stato possibile
trovare la CMB corrispondente a una riduzione precisa della popolazione batterica
(CFUf) dello 0,01% rispetto a quella iniziale (CFUI). Per il Gram - P. aeruginosa e
I’eucariote C. albicans e stato possibile rilevare solamente la CMI alla concentrazione
di 1,8*10™ mg/ml, la CMB ha sicuramente una concentrazione superiore a quella usata

in questo studio (Tabella 8) (Fig 29 e 30).
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Fig 29 Grafico riassuntivo sulle attivitd antimicrobiche dell’estratto acido di P. clarkii verso:
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus
subtilis, Corynebacterium glutamicum e Candida albicans.

87



E. coli P. aeruginosa
0,7 07 * %k
0,6 % %k 06 , |
05 [ B 05 _
04 _ 04 N
8 8

0,3 03
0.2 02
" - l - I § ' ' '

o a

1/2 1/4 18 116 1/32  1/64  1/128 1/256 1/512 Cont+ Cont 12 1/4 18 116 1/32  1/64 1128 1/256 1/512 Cont+ Cont-
Diluizioni Diluizioni
5. aureus * % E. faecalis

0,7 07

06 * ' l 06
05 {—\ 05 *
g g [ |
03 03
0,2 0,2 .
1T ol '
] l ' a

12 1/4 1/8 116 1/32 164 1/128 1/356 1/512 Cont+ Cont- 1/2 1/a 1/8 1/16 132 164 1/128 1256 1/512 Cont+ Cont-
Diluizioni Diluizion
B. subtilis C. glutamicum
07 07
0.6 0,6
05 05
* % * %
0,4 [ ] 04 {_\
03 03 L
0.2 0.2
M EE NN | . li"l'
, , 11
12 1/4 Y8 116 132 164 1128 1/25 1/512 Conts Cont- 12 1a Y8 116 132 1/ /128 1/256 1/512 Cont+ Cont-
Diluizioni Diluizioni
C. albicans
0,7
06 * %k
* [ |
04
03
02
- ' ' I I I '
0
142 14 18 116 1/32 /64 1/128 1/256 1/512 Cont+ Cont-
Diluizioni

Fig. 30 Effetto inibitorio sulla crescita batterica di Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis,
Corynebacterium glutamicum e Candida albicans in presenza di campioni estratti da P.
clarkii. Misura della ODgy nm dopo 24 ore di incubazione. Cont + = controllo positivo di
crescita: pozzetto contenente la sospensione batterica nel mezzo di coltura MH 2X ed il
solvente. Cont - = controllo negativo di crescita: pozzetto contenente il mezzo di coltura MH
2X ed il solvente. A partire dalla concentrazione degli estratti acidi di P. clarkii [0,73
mg/ml]. Gli asterischi indicano la differenza staticamente significativa tra le diluizioni ed il
controllo positivo contro il controllo negativo (p<0,001**, p<0,05*). Risultati ottenuti da tre
ripetizioni indipendenti.
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Tabella 8 Valori delle CMI, CMB e delle citotossicita dei campioni di P. clarkii su E. coli, P.

aeruginosa, B. abortus, B. suis, S. aureus, E. faecalis, B. subtilis, C. glutamicum e C. albicans.

Determinazione dell’attivita battericida dopo 24 h di

N incubazione a 37°C
T
Citotossicita (0,36
Specie CMI UFC/ml UFC/ml % di CMB
mg/ml) J774-Al batterica (mg/ml) inoculum finale mortalita (mg/ml)
(% mortalita)
E. coli 9,1*102 4.+2*%10° 0 100 1,8%10*
P. aeruginosa | 1,8*107 15+1*10° NT NT NT
B. abortus 5
NT 4+1*10 NT NT NT
100 (2 h)
B. suis 5
NT 3*10 NT NT NT
100 (24 h)
P. clarkii S. aureus 9,1%107 2+ 1%10° 2+ 1*10 99,90 3,6%10"
[0,73
mg/ml]i
%101 *1N5
E_ faccalis 3,6*10 2,5+ 1*10 NT NT NT
- -2 * 5 * 1 * -1
B. subtilis 2,2*10 2+1*10 3+1*10 99,98 3,6%10
C. 9,1*107 74 £1*10° 4+1*10° 99,94 1,8*10*
glutamicum
C. albicans 1,8*10™ 6+ 1*10° NT NT NT

*NT = Lattivita battericida non ¢ stata trovata alla concentrazione massima testata del prodotto;
[1i = concentrazione la piu elevata testata. % di mortalita = (1 — CFUf/CFUI) * 100

Test di citotossicita

| risultati dei test di citotossicita dell’estratto acido da P. clarkii, alla concentrazione

piu efficace della CMB [0,36 mg/ml], sulla linea cellulare macrofagica monocitaria

murina J774-A1 mostrano una mortalita del 100% gia dopo 2 di contatto.

| risultati delle attivita antimicrobiche e citotossiche sono stati dedotti da tre

ripetizioni indipendenti.
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4.4 Risultati sull’attivitd antimicrobica (CMI e CMB) dei campioni estratti da
Actinia equina

L’estratto acido da tentacoli di A. equina ha un’attivita battericida nei confronti dei
ceppi batterici E. coli, S. aureus, B. subtilis, C. glutamicum ed il fungo C. albicans.
In dettaglio, la CMB é superiore alla CMI, presentando una riduzione logaritmica di
4 della popolazione batterica finale (CFUT) rispetto a quella iniziale (CFUI), dopo 18
ore di incubazione con 100-99,99% di mortalita. Per i patogeni Gram - P. aeruginosa
e Gram + E. faecalis hanno un’attivita battericida anche se il valore preciso della
CMB non é stato trovato. Per i ceppi patogeni Gram -: B. abortus e B. suis, alla
concentrazione dell’estratto acido da tentacoli di A. equina non e stato possibile

valutare né la CMI né la CMB (Tabella 9) (Fig. 31 e 32).
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Fig 31 Grafico riassuntivo sulle attivita antimicrobiche dell’estratto acido di A. equina.verso:
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus
subtilis, Corynebacterium glutamicum e Candida albicans.
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Fig. 32. Effetto inibitorio sulla crescita batterica di Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Corynebacterium glutamicum e
Candida albicans in presenza di campioni estratti da A. equina. Misura della ODgyq nmn dopo 18 ore di
incubazione. Cont + = controllo positivo di crescita: pozzetto contenente la sospensione batterica nel
mezzo di coltura MH 2X ed il solvente. Cont - = controllo negativo di crescita: pozzetto contenente il
mezzo di coltura MH 2X ed il solvente. A partire dalla concentrazione degli estratti acidi di A. equina
[6,16 mg/ml]. Gli asterischi indicano la differenza staticamente significativa tra le diluizioni ed il
controllo positivo contro il controllo negativo (p<0,001**, p<0,05*). Risultati ottenuti da tre
ripetizioni indipendenti.



Tabella 9 Valori delle CMI, CMB e delle citotossicita dei campioni di A. equina su E. coli, P.
aeruginosa, B. abortus, B. suis, S. aureus, E. faecalis, B. subtilis, C. glutamicum e C. albicans

Determinazione dell’attivita battericida dopo 24 h di
incubazione a 37°C
Citotossicita
(0,19 mg/ml) Specie CMI CFU/ml CFU/ml % di CMB
J774-A1 batteriche (mg/ml) (inoculum) finale mortalita (mg/ml)
(% mortalita)
E. coli 7,7%10™ 4+1*10° 0 100 1,9%10*
P. aeruginosa >3,08 3+1*10° 3*10* 99,00 >3,08
B. abortus NT 3*10° NT NT NT
B. suis NT 2,5%10° NT NT NT
A.equina
0(2h
[6,16 (2h) S. aureus 3,08 2+ 1*10° 0 100 3,08
. 50 (24h)
mg/mi]i
E. faecalis 3,08 3,1+1*10° 4+1*10° 98,70 3,08
B. subtilis 4.8 *107 2,3+1*10° 0 100 1,9%10*
C. 9,62*107 43 +1*10° 0 100 4,8*10%
glutamicum
C. albicans 7,7*10" 6,6 £ 1*10° 1*10* 99,99 15

NT* = L’attivita inibitrice e/o battericida non ¢ stata trovata alla concentrazione massima testata del prodotto;
[1i = concentrazione la piu elevata testata. % di mortalita = (1 — CFUf/CFUI) * 100

Test di citotossicita

I risultati dei test di citotossicita dell’estratto acido di A. equina, alla concentrazione
piu efficace della CMB [0,19 mg/ml], mostrano una flebile attivita citotossica tempo
dipendente. In dettaglio: 0% e 50% di mortalita dopo 2 e 24 ore di contatto con le

cellule eucariotiche macrofagiche linea cellulare J774-Al.

| risultati delle attivita antimicrobiche e citotossiche sono stati ricavati da tre

ripetizioni indipendenti.



4.5 Risultati sull’attivita antimicrobiche (CMI e CMB) dei campioni estratti da

Pelagia noctiluca

Gli estratti acidi da umbrella di P. noctiluca alla concentrazione di 1,5 mg/ml,
presentano un’attivita battericida molto simile sui batteri Gram — (E. coli, P.
aeruginosa, B. abortus, B. suis) e Gram + (E. faecalis, B. subtilis, C. glutamicum) e
I’eucariote C. albicans utilizzati in questo studio, in quanto la concentrazione della
CMB é superiore rispetto alla CMI. Vi & inoltre una riduzione di 4 log della
popolazione batterica finale (CFUT) rispetto a quella iniziale (CFUI), dopo 18 ore di
incubazione con 99,99-100% di mortalita. L’estratto acido ha, inoltre, un’azione non

strettamente battericida sul patogeno Gram + S. aureus (Fig. 33 e 34) (Tabella 10).

0 CMmI
* %
0,6 7
* % * %
05 A * % * %
W 0,75 mg/ml
04 1 * % m0,093mg/ml
a 00,023 mg/ml
(=) k%
0,3 1 00,012 mg/ml
W Cont +
0,2 4 OcCont -
0,1 4
o T T T
E. coli P. geruginosa 5. gureus E. foecalis B. subtilis C. glutamicum C. albicans

Fig 33 Grafico riassuntivo sulle attivitd antimicrobiche dell’estratto acido di P. noctiluca verso: Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis,
Corynebacterium glutamicum e Candida albicans.
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Fig. 34. Effetto inibitorio sulla crescita batterica di Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Corynebacterium glutamicum e Candida albicans in presenza di
campioni estratti da P. noctiluca. Misura della ODgy ny, dopo 24 ore di incubazione. Cont + = controllo positivo
di crescita: pozzetto contenente la sospensione batterica nel mezzo di coltura MH 2X ed il solvente. Cont - =
controllo negativo di crescita: pozzetto contenente il mezzo di coltura MH 2X ed il solvente. A partire dalla
concentrazione degli estratti acidi di P. noctiluca [1,5 mg/ml]. Gli asterischi indicano la differenza staticamente
significativa tra le diluizioni ed il controllo positivo contro il controllo negativo (p<0,001**, p<0,05*). Risultati
ottenuti da tre ripetizioni indipendenti.
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Tabella 10 Valori delle CMI, CMB e delle citotossicita dei campioni di P. noctiluca su E. coli, P.
aeruginosa, B. abortus, B. suis, S. aureus, E. faecalis, B. subtilis, C. glutamicum e C. albicans.

Determinazione dell’attivita battericida dopo 24 h di
incubazione a 37°C

Citotossicita

(0,18 mg/ml) Specie CMI UFC/ml UFC/ml % di
. . . n CMB (mg/ml)
J774-Al batterica (mg/ml) (inoculum) finale mortalita
(% mortalita)
E. coli 9,3*107 2,3*10° 0 100 9,3*10"
P. 5,75*10™- 9,3*10°

_ 2,3*10? 4,6*10° 1*10* 99,99 ,
aeruginosa

B. abortus 1,1-2,3*107 3,9*10° 2*10° 99,99 9,3*102-1,8*10™

B. suis 1,1*107 5*10° 2*10° 99,99 9,3*102
P. noctiluca 80 (2h) S. aureus 9,3*102 1,9%10° | 34%10° | 99,98 1,8%10™
[1,5 mg/ml]; 100 (24 h)
E. faecalis 9,37*10% 3,7*10° 0 100 7,5%10" -2.3*10?
B. subtilis 9,37*10% 1*10° 0 100 1,18*10"
C.

) 0,375 6,8%10° 0 100 2,3*107

glutamicum
C. albicans 7,5%10* 8,4*10° 0 100 1,8%107

*NT = L attivita inibitrice e/o battericida non & stata trovata alla concentrazione massima testata del prodotto;
[1i = concentrazione la piu elevata testata. % di mortalita = (1 — CFUf/CFUI) * 100

Test di citotossicita

| risultati dei test di citotossicita del estratto acido da P. noctiluca, alla
concentrazione corrispondente della CMB [0,18 mg/ml], sulla linea cellulare
macrofagica monocitaria murina J774-Al evidenziano una elevata citotossicita a

partire dalle 2 ore del contatto: 80% di mortalita.

| risultati delle attivita antimicrobiche e citotossiche sono stati ricavati da tre

ripetizioni indipendenti.



4.6 Risultati: ampicillina e polymixina B, antibiotici controllo utilizzati in

parallelo ai test di attivita antimicrobica

L’antibiotico ampicillina alla concentrazione di 50*10° mg/ml ha un’azione
battericida nei confronti dei ceppi batterici Gram — E: coli, P. aeruginosa e Gram +
B. subtilis e C. glutamicum. Dal momento che si nota una riduzione della
popolazione batterica finale (CFUf) dello 0,01% rispetto a quella iniziale (CFUI)
dopo 18 ore di incubazione, questa concentrazione corrisponde alla CMB. Questo
antibiotico mostra delle chiare attivita batteriostatiche a contatto con B. abortus e B.
suis e S. aureus e C. albicans (Fig. 35).

Nel caso della Polimixina B alla concentrazione iniziale di 4*10° mg/ml si ha
un’attivita battericida a contatto con i patogeni Gram — E. coli, P. aeruginosa ed il
Gram + S. aureus, B. subtilis e I’eucariote C. albican. L’antibiotico ha, ancora,
un’attivita batteriostatica a contatto i patogeni Gram - B. abortus e B. suis ed i batteri
Gram + E. faecalis e C. glutamicum.

L’agente antimicrobico che € capace di ridurre la crescita dei batteri, si definisce
batteriostatico. L’agente antimicrobico che € in grado di uccidere i patogeni &
descritto batteriostatico (Fig. 36).

| risultati delle attivita antimicrobiche e citotossiche sono stati ricavati da tre

ripetizioni sperimentali indipendenti (Tabella 11).
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Fig. 35 Amp: Effetto inibitorio dell’ampicillina [50 ug/ml]i su Escherichia coli (A) e Pseudomonas aeruginosa (B), e di [25 pg/ml]i
su Staphylococcus aureus (C), Enterococcus faecalis (D), Bacillus subtilis (E), Corynebacterium glutamicum (F) e Candida albicans
(G). Misura della ODgy nm dopo 24 ore di incubazione. Cont + = controllo positivo di crescita: pozzetto contenente la sospensione
batterica nel mezzo di coltura MH 2X ed il solvente. Cont - = controllo negativo di crescita: pozzetto contenente il mezzo di coltura
MH 2X ed il solvente. A partire dalle due concentrazioni dell’ampicillina 50 ug/ml e 25 ug/ml Gli asterischi indicano la differenza
staticamente significativa tra le diluizioni ed il controllo positivo contro il controllo negativo (p<0,001**, p<0,05*). Risultati
ottenuti da tre ripetizioni indipendenti.

97



18 1/16

1/32

1/64
Diluizioni

0,2
. I

1/128  1/256

1/512 Cont+ Cont-

A: E. coli B: P. aeruginosa
0,7 0,7
0,6 0,6
* %k
0,5 % % 0.5 {—\
0,4 0,4
8 8
o
0,3 0,3
0,2 0,2
- i N EEEREEN
. , |
116 1/32  1/64 1/128 1/256 1/512 Cont+ Cont- Y2 14 Y8 116 1/32  1/64 1/128 1/256 1/512 Cont+ Cont-
Diluizioni Diluizioni
C: 5. aureus D: E. faecalis
0,7 0,7
06 % 0,6
0,5 J 1 05 * %
0,4 0,4
[~} [~} *
<] [} [ \
03 0,3 T
0,2 0,2
"all Nl °“Ii|
0 0
Y2 14 18 116 1/32  1/64 1/128 1/256 1/512 Cont+ Cont- 1/2 1/4 18 116 132 1/64 1/128 1/256 1/512 Cont+ Cont-
Diluizioni Diluizioni
E: B. subtilis F: C. glutamicum
0,7 0,7
0,6 0,6
0,5 .
5 % 05 * %
0,4 | —— 1 0,4
8 _ 8
03 03
0,2 072
N "Aannnnnni
, 1 1 01 1N | .
Y2 Y4 Y8 116 32 1f64 1/128 1/256 1/512 Cont+ Cont Y2 1/4 Y8 1/16 132 1/64 1/128 1/256 1/512 Cont+ Cont
Diluizioni Diluizioni
G: C. albicans
0,7
0,6
05 **
0,4

Fig. 36 Poly: Effetto inibitorio della polimixina B [400 pg/ml]i su Escherichia coli (A) e Pseudomonas aeruginosa (B), e di [25
pg/mi]i su Staphylococcus aureus (C), Enterococcus faecalis (D), Bacillus subtilis (E), Corynebacterium glutamicum (F) e Candida
albicans (G). Misura della ODgy nm dopo 24 ore di incubazione. Cont + = controllo positivo di crescita: pozzetto contenente la

sospensione batterica nel mezzo di coltura MH 2X ed il solvente. Cont -

controllo negativo di crescita: pozzetto contenente il

mezzo di coltura MH 2X ed il solvente. A partire dalla concentrazione della polimixina B 400 pg/ml. Gli asterischi indicano la
differenza staticamente significativa tra le diluizioni ed il controllo positivo contro il controllo negativo (p<0,001**, p<0,05*).
Risultati ottenuti da tre ripetizioni indipendenti.
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Tabella 11 Amp e Poly Valori delle CMI e CMB su E. coli, P. aeruginosa, B. abortus, B. suis, S.
aureus, E. faecalis, B. subtilis, C. glutamicum e C. albicans

Attivita Battericida dopo 24 ore di incubazione a 37°C
. % di
Specie UFC/ml (o] UFC dopo 24 . CMB
. . mortalit
batteriche (inoculum) (mg/ml) h R (mg/ml)
a
99,99-
E. coli 6,8*10°+ 103 0 ' 25%10°
2%10° 25*10 100
P. aeruginosa 3,1+1*10° 25*1073 <108 0 >50*1073
Ampicillina B. abortus 2*10° 1,56*10° 1,9*10° 99,90 >25*10°
[25*10
. B. suis 1,4*10° 3,12*10° 6,8*10° 99,51 >25%1073
mg/mi]i
[50*10° S. aureus 1,6%10° 1,56%10° 4,1%10° 99,97 1,56*10°
mg/mi]i
E. faecalis 1,8*10° 6,25*107 NT NT NT
B. subtilis 2,4*10° 7,8%10" 3,2*10? 99,99 1.95%10"
C. glutamicum 3,2 +2*10° 9,7*10° 0 100 9,7*10°
C. albicans 1,7%10* 3,9%10* 2*10" 99,88 >25%10°
e —
E. coli 43 +1*10° 1,56*10° 0 100 1,56-3,1*10
P. aeruginosa 5*10° 3,12*10° 2*10° 99,99 6,25%1073
B. abortus 2,8*10° 1,56*10° 6,2*102 99.97 6,25
Polymixina B. suis 1,7%10° 6,5%10° 8,1%102 99.93 1%102
(4*10°®
S. aureus 1,6 +1*10° 25-50*1073 4 +1*10* 99,99 25-100*10°
mg/ml)
E. faecalis 1,8*106 1,56 3'2*102 99,98 6,25
B. subtilis 2,4*10° 3,12*10° 4*10* 100 1,56*10°
C. glutamicum 6,27*10° 1,56*10° 2.7%10" 99.99 6,25
C. albicans 1,7*10* 6,25*10° 6,3*10" 100 0,39%1073

Test di citotossicita

| prodotti testati presentano una differente citotossicita.

| tre peptidi sintetici di C. intestinalis indicano una flebile mortalita che risulta essere
tempo dipendente, ~ 27 % dopo 2 ore e ~ 53 % dopo 24 ore di contatto.

Gli estratti acidi da emociti di C. pagurus e P. clarkii alle concentrazioni testate sono

i piu tossici a partire dalle 2 ore di contatto.
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Gli estratti acidi da tentacoli di A. equina mostrano una flebile attivita citotossica.
Nel dettaglio alle 2 ed alle 24 ore di contatto hanno una tossicita dello 0% e del 50%
rispettivamente.

Gli estratti acidi da umbrella di P. noctiluca e da celomociti di P. lividus hanno una
citotossicita che € tempo dipendente, con 100% di mortalita dopo le 24 ore di
contatto con le cellule eucariotiche J774-Al.

I controlli che sono stati utilizzati sono:

- la Polimixina B a 400 pg/ml risulta avere un forte effetto citotossico rispetto ai
prodotti testati poiché a questa concentrazione dopo 24 ore di contatto il 100% delle
cellule sono morte. Controllo positivo.

- RPMI, mezzo di coltura con cellule monocitarie J774-Al. Controllo negativo per
verificare la vitalita delle cellule (20% di mortalita dopo 24 ore) ed escluderne delle
apoptosi cellulari.

Il risultato del test di citotossicita (incorporazione del Trypan Blu) sulle linee
monocitarie murine J774 indica che i prodotti analizzati hanno anche un’attivita
citotossica sulle cellule eucariote alla concentrazione relative alle CMB dei prodotti

forniti (Tabella 12).
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Tabella 12 riassuntiva del test di citotossicita. Percentuale di mortalita delle linee cellulari monocitarie
J774-A1 dopo un contatto di 2 e 24 ore con i prodotti o i loro solventi.

Campioni Diluizioni Conc mg/ml % di mo;tslité dopo % chi(i)’r)‘rgozrztl:?]lita
Cancer pagurus 1/4 0,64 100 100
Procambarus clarkii 1/2 0,36 100 100
Actina equina 1/32 0,19 0 50
Pelagia noctiluca 1/8 0,18 80 100
Peptide | 1/2 1,6 2 20
Peptide 11 1/2 0,85 5 30
Peptide 111 1/2 1,22 4 10
Polimixina B 1/10 0,04 89 100
RPMI 1/10 -- 10 20
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4.7 DISCUSSIONE E CONCLUSIONE

Il primo studio sulla ricerca di molecole ad attivita antimicrobica risale al 1981, anno
in cui vengono inoculati dei patogeni nella pupa della falena da seta, Hyalophora
cecropia, e si isolano piccole proteine antimicrobiche (Boman H.G. 1995). Questa
ricerca ha indicato che le molecole antimicrobiche sono evolutivamente antiche e
prodotte da tutti gli organismi viventi (Harris F. et al., 2009).

Attraverso le analisi molecolari e I’indagine filogenetica ¢ emerso che il motivo
strutturale altamente conservato nelle molecole antimicrobiche ¢ quello y -core,
formato dall’aminoacido cisteina (Yount N.Y. and Yeaman, M.R., 2004; Yount N.Y.
and Yeaman, M.R., 2006). Questo motivo ¢ composto da due foglietti B antiparalleli,
suggerendo, cosi, che le molecole antimicrobiche di vertebrati, invertebrati, piante e
funghi potrebbero avere un antenato comune riconducibile probabilmente ad un
origine procariote (Yount N.Y. and Yeaman, M.R., 2006; Yeaman M.R. and Yount
N.Y., 2007). In accordo con questa ipotesi, sono state identificate delle molecole ad
attivita antimicrobica nei Myxobacteria (Anaeromyxobacter dehalogenans e
Stigmatella aurantiaca) che hanno mostrato una forte somiglianza nella sequenza e
nella struttura con i peptidi fungini. E’ stato, dunque, suggerito che tali peptidi
batterici potrebbero rappresentare gli antenati degli AMPs eucariotici. Inoltre, é stato
mostrato che i geni dei myxobacteria codificano per dei peptidi ancestrali e quindi
potrebbero essere implicati nella difesa interna dei primi eucarioti e per lignaggio
essere legati alle molecole antimicrobiche attuali (Gao B. et al., 2009; Zhu S., 2007).
Appare evidente I’'importanza sul piano evoluzionistico dello studio di cellule e
molecole dell’immunita innata a tutti i livelli filogenetici. Inoltre, non meno
importante ¢ la presa d’atto che la biodiversita dell'ambiente marino e la diversita

delle sostanze chimiche associate, costituiscono una risorsa illimitata di nuove
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sostanze che possono fornire le basi per lo sviluppo di prodotti utilizzabili in campo
biomedico e farmacologico.

Ogni anno nella sola Unione Europea oltre 25.000 persone muoiono di infezioni
batteriche resistenti agli antibiotici. Questo & 1’allarme lanciato dall’Organizzazione
Mondiale della Sanita (Oms) Europa, in occasione della Giornata Mondiale della
Salute 2011. Secondo 1’0Oms in Europa si rendono sempre piu necessari nuovi
antibiotici che possano fare fronte alla diffusione della resistenza battericida, dato
che questa rende le infezioni tra cui, ad esempio, quelle del sangue o respiratorie,
difficili da curare anche con antibiotici di ultima generazione. Poche classi di
antibiotici, ormai, risultano efficaci nei confronti di alcuni batteri patogeni multi-
resistenti, e la diffusione a livello mondiale di geni della resistenza & considerata uno
scenario di estrema preoccupazione (Bassetti and Righi, 2013).

Inoltre, alla fine degli anni ‘90 I’European Confederation of Medical Micology
(ECMM) ha condotto uno studio sull’epidemiologia della candidemia, che ha
coinvolto 6 nazioni, compresa 1’Italia. Da esso risultata che in Italia I’incidenza di
tale infezione e del 70-90% (Tortorano et al., 2002; 2004). Inoltre, la candidosi
rappresenta un problema clinico di rilevante entita nella gestione dei pazienti
ospedalizzati e immunocompromessi. Per ridurre i tassi di incidenza e mortalita,
legati alle patologie da Candida, € fondamentale puntare su un approccio che tenga
conto sia del quadro epidemiologico che dello shift epidemiologico (acquisizione di
nuove resistenze), e che sia basato su farmaci ad ampio spettro e con profilo di
tossicita tollerabile.

Da ci0 risulta chiaro I’interesse per un’analisi ad ampio raggio sulle attivita
antimicrobiche-antimicotiche e citotossiche di prodotti dell’immunita innata di
invertebrati marini, al fine di superare le predette problematiche e fornire una nuova

possibile strategia terapeutica.
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Da questo punto di vista, I’obiettivo del presente lavoro é stato quello di

analizzare [Iattivita antimicrobica-antifungina e di testare la citotossicita di
componenti cellulari dell’immunita innata estratti da invertebrati marini C. pagurus,
P. clarkii e di tessuti di P. noctiluca e A. equina forniti da ricercatori dell’Universita
degli Studi di Palermo, e di tre peptidi sintetici disegnati sulla base della sequenza
del mRNA Ci8short del tunicato C. intestinalis, forniti dal gruppo di ricerca diretto
dal Dott. P. Colombo del Consiglio Nazionale delle Ricerche-CNR di Palermo.
La ricerca svolta durante il dottorato in Biologia Animale si colloca nell’ambito di
una collaborazione tra 1’Universita degli Studi di Palermo, Coordinatore scientifico
Prof. Nicolo Parrinello, il Centre National de la Recherche Scientifique-CNRS-
Montpellier (Francia), sotto la responsabilita scientifica della Dott. Alessandra
Occhialini ed il Consiglio Nazionale delle Ricerche-CNR di Palermo, responsabile
scientifico Dott. Paolo Colombo.

Nel presente contributo scientifico, I’ipotesi di una potenziale attivita
antimicrobica della sequenza centrale, riportata come Peptide II, relativa alla
sequenza del peptide Ci8short (73aa: MTSTVAIPQFFGNYPGVIPGSVPGGI
PCPIPGTMPPANVPIPTSANGVSYPTVPIQVPIQLPVVPVGGGCYNE) (Vizzini
A. et al.,, 2012) é stata verificata e dimostrata. Tale attivita risulta essere ad ampio
spettro rispetto alle attivita delle sequenze aminoacidiche a monte ed a valle della
sequenza centrale, chiamate Peptide | e I11.

L’analisi delle sequenze dei tre peptidi di C. intestinalis ha indicato che sono dei
peptidi anionici AAMPs ed appartengono alla famiglia delle catelicidine PR-AMPs.
Sebbene le ricerche sui peptidi ricchi in prolina, PR-AMPs, indipendentemente dalla
carica totale e dalla percentuale d’idrofobicita, non avessero mostrato che tali
molecole avessero attivita antimicrobica, (Kristen S. et al., 2002), questo studio

dimostra come i tre peptidi sintetici con un’alta percentuale di residui di prolina e
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glicina con carica totale netta pari a O e -1, possono essere considerati una nuova

classe di peptidi con attivita antimicrobica. D’altro canto mancano ancora dati

relativi alla loro struttura completa ed il nostro lavoro ha riguardato I’attivita di

peptidi sintetici di cui non conosciamo gli altri livelli strutturali che potrebbero

essere determinanti per il loro meccanismo d’azione.

Questo & in accordo con le considerazioni riportate nel precedente lavoro di Vizzini

A. etal., (2012), i quali utilizzando un meccanismo molecolare di ibridazione in situ,

mostrano come in seguito all’inoculo di LPS, I’'mRNA Ci8short & trascritto nel

faringe, organo deputato all” immuno-sorveglianza ed i peptidi prodotti potrebbero
essere coinvolti nella risposta immunitaria di C. intestinalis e potrebbero esercitare
azioni antibatteriche-antimicotiche verso un ampio ventaglio di patogeni.

La scelta di patogeni, appartenenti alla classe di bio-rischio 2 e 3, per effettuare i

saggi di attivita, e stata determinata in previsione di ulteriori studi sulla potenziale

utilizzazione dei peptidi espressi da C. intestinalis per un’eventuale trasferibilita in
campo terapeutico.

In dettaglio, é stato possibile rilevare differenti attivita antimicrobiche dei tre peptidi

sintetici di C. intestinalis, sebbene non vi sia alcuna attivita antibatterica verso i

patogeni Gram — E. coli ed il Gram + S. aureus. | dati ottenuti riguardano:

v L’attivita antimicrobica battericida del peptide I [3,20 mg/ml] sui ceppi Gram -:
P. aeruginosa, B. abortus e verso ceppi Gram +: E. faecalis, B. subtilis, C.
glutamicum e sull’eucariote C. albicans. Inoltre, il peptide I alla concentrazione
di 1,6 mg/ml, non risulta particolarmente citotossico verso cellule della linea
cellulare J774-Al. Tale concentrazione € pari alla concentrazione piu elevata
misurata per la Concentrazione Minima Battericida ed ha una percentuale di

mortalita del 2% e del 20% dopo 2 e 24 ore di contatto rispettivamente.
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v' Un’attivita antimicrobica e battericida verso i Gram + B. subtilis e C.
glutamicum, il Gram — P. aeruginosa ed il lievito C. albicans. 1l peptide Il alla
concentrazione di 1,70 mg/ml ha un’attivita batteriostatica a contatto con i bacilli
Gram — B. abortus, B. suis ed il cocco Gram + E. faecalis (CMB non definita).
Inoltre, il pepetide 11 [0,85 mg/ml], non risulta particolarmente citotossico verso
cellule della linea cellulare J774-A1, con una mortalita del 5% e del 30 % dopo 2
e 24 ore dal contatto.

v' Un’attivita antimicrobica e battericida del peptide Il [2,44 mg/ml] verso i
batteri Gram +: E. faecalis, B. subtilis C. glutamicum, ed il fungo C. albicans ed
un’attivita inibitrice a contatto con P. aeruginosa, B. abortus e B. suis. 1l peptide
11 [1,22 mg/ml], presenta una mortalita del 4% e del 10% dopo 2 e 24 ore dal
contatto con la linea cellulare J774-Al.

L’esame dell’attivita antimicrobica degli estratti di C. pagurus, P. clarkii, P.
noctiluca e A. equina non ¢ stata estesa fino all’identificazione dei principi attivi. La
scelta delle due specie di cnidari & stata anche intesa come modello invertebrato,
filogeneticamente utile alla comprensione dei meccanismi dell’evoluzione
dell’immunita innata.

In mancanza di informazioni sui genomi e I’espressione di geni dell’immunita di

numerose specie di invertebrati, un approccio della ricerca riguarda [Iattivita

biologica di estratti cellulari e tissutali. D’altro canto per alcune specie, il crostaceo

Daphnia Pulex e lo cnidario Nematostella vectensis, di cui si conosce il genoma

peptidi antimicrobici sono stati identificati (Phoenix D.A. et al.,2013; Norton R.S.,

2012).

Il nostro lavoro ha messo in evidenza che gli invertebrati marini presi in analisi,

posseggono meccanismi di difesa basati su molecole idrosolubili con potenziale

attivita antimicrobica, che andrebbero isolate e caratterizzate.
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| risultati relativi alle analisi degli estratti mettono in luce le seguenti conclusioni:

v 1 prodotti dell’estratto da emociti, cellule dell’immunita, di C. pagurus, alla
concentrazione testata [2,58 mg/ml], mostrano un’attivita battericida verso tutti i
ceppi batterici (Gram+ e Gram-) e I’eucariote C. albicans, non presentando, invece,
nessuna attivita verso le due specie di Brucella testate. A contatto con la linea
cellulare J774-A1 si ha una percentuale di mortalita del 100% gia dopo 2 ore, alla
concentrazione di [0,64 mg/ml] corrispondente al valore piu elevato della CMB,
rilevando cosi una elevata attivita citotossica.

v’ | prodotti dell’estratto da emociti di P. clarkii [0,73 mg/ml] hanno un’attivita
battericida sul batterio Gram negativo E. coli e verso tutti i patogeni Gram + usati in
questo studio, quali: S. aureus, B. subtilis e C. glutamicum. Non presentano nessuna
attivita antibatterica verso i Gram -: P.aeruginosa, B. abortus, B. suis, il Gram + E.
faecalis e I’eucariote C. albicans. Inoltre, tali estratti sono altamente citotossici verso
la linea cellulare J774-A, e causano una mortalita del 100% gia dopo 2 ore dal
contatto con le cellule, alla concentrazione piu efficace della CMB [0,36 mg/ml].

v' I prodotti dell’estratto da tentacoli di A. equina [6,16 mg/ml] mostrano un’attivita
battericida verso tutti i patogeni Gram —, Gram + e I’eucariote, usati come target. Le
analisi sulle attivita citotossiche rilevano una mortalita tempo dipendente, alla
concentrazione piu efficace della CMB testata [0,19 mg/ml]. In dettaglio, 0% e 50%
di mortalita dopo 2 e 24 ore, rispettivamente, dal contatto con le cellule macrofagiche
della linea cellulare J774-A1, mostrando cosi una meno effettiva attivita citotossica.
v' L’estratto acido da umbrella di P. noctiluca [1,5 mg/ml] ha una attivita battericida
molto simile verso i batteri Gram -, Gram + e ’eucariote. Tale estratto non ha un
attivita strettamente battericida verso il Gram + S. aureus, quindi si potrebbe trattare

di un’attivita non specificamente battericida. 1l suo effetto citotossico sulle cellule
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macrofagiche ¢ abbastanza elevato con una percentuale di mortalita dell’80% gia
dopo 2 ore dal contatto, alla concentrazione piu elevata della CMB [0,19 mg/ml].

In tutti i casi non & possibile pensare ad una correlazione diretta tra attivita
antibatterica ed attivita citotossica degli estratti. In effetti le due attivita possono
dipendere da molecole diverse presenti negli estratti. Questi dati, comunque, aprono
una prospettiva alternativa allo studio di nuove molecole con attivita citotossica
verso linee tumorali.

In conclusione, lo studio di molecole bioattive degli invertebrati € di particolare
interesse per la comprensione di meccanismi dell’immunita innata e della loro
evoluzione. Nel presente lavoro, peraltro, emergono indicazioni per lo studio di
possibili ruoli e meccanismi d’azione endogeni. Inoltre, va sottolineato che i peptidi
espressi e le molecole, con attivita antimicrobica- antimicotica e citotossica, presenti
negli estratti cellulari e tissutali delle specie esaminate, potrebbero essere anche
coinvolti nella modulazione delle risposte immunitarie (Jenssen et al., 2006). In
particolare, abbiamo messo in evidenza come peptidi, con caratteristiche anioniche
ed appartenenti alla famiglia delle catelicidine ricche in prolina, possano avere
attivita  antimicrobica-antifunginea e presentare una ridotta citotossicita,
contrariamente a quanto riportato in letteratura.

| nostri risultati, dunque, potrebbero rappresentare, in considerazione anche
dell’allarme lanciato dal’OMS e dal’ECMM, una buona alternativa terapeutica agli
antibiotici e agli antisettici per le applicazioni in campo farmacologico e

biotecnologico.
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