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Resistenza Antimicrobica (AMR)

Antlblotlco Resistenza

Hendriksen et al. 2019. Nature Comm, 10: 1-12

La resistenza antimicrobica e
L'uso prolungato e indiscriminato W responsabile di 700.000 morti all'anno

di antibiotici ha consentito lo e si prevede di causare fino a 10

sviluppo di microrganismi Milioni di morti all'anno entro il 2050
resistenti
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Resistenza Antimicrobica (AMR)

Resistenza Antivirale

A causa di una elevata mutabilita
costitutiva, i virus possono
incrementare il bacino di infezione,
diventando pericolosi anche per altre
specie, incluso 'uomo.

- Ospite completamente sprovvisto di
difese immunitarie specifiche T de R COVID‘19
- Mancanza di vaccini specifici : 8

Geoghegan e Holmes, 2017. Open Biol, 7: 170189; Regoes et al., 2013. Pro Biol Sci, 280:20122047; Lai et al., 2020. Intern J Antimicrob Agents, 55:105924
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International Institute of Anticancer Research, 2019
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Peptidi Antimicrobici (AMP)

Gli AMP sono una classe di composti biologicamente attivi prodotti da tutti
gli organismi viventi. Sono componenti evolutivamente conservati della
risposta immunitaria innata, la difesa di prima linea contro gli attacchi

microbici negli eucarioti, o prodotti come strategia di competizione nei
procarioti per limitare la crescita di altri microrganismi

Perche gli AMP e gli ACP?

Gli AMP sono in grado di superare la resistenza
antimicrobica e hanno un'azione ad ampio spettro
con bassa tossicita per l'ospite.

Gli ACP (Anticancer Peptides) possono superare la
resistenza ai chemioterapici con meccanismo
d'azione mirato. Hollmann et al. 2018. Font Chem, 6:204;

Moretta et al. 2021, Front Cell Infect Microbiol. 11:668632
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RESULTS BY YEAR

AMP Applicazioni

Medicina:

trattamento infezioni chirurgiche,
dentali e in oftalmologia
o...._..................-:lll“l“ o
T. PREPARATION OF THE AGENT. Irs AcTiviry IN VITRO 195? 20 23

7 J
L4 [l

e Mercato alimentare:
sostituto dei conservanti

Allevamenti e Acquacoltura:
migliorare la
produzione

Huan et al., 2020. Front Microbiol. 11:582779

Micsoorpusma periora & vest pumber of bochemlel reactons, masy

of which are not known to oceur in the animal and plant kingdoms (1).

On the basis of present knowledge it is conceivable that one may find in

nature microbial species endowed with catalysts capable of activating

smost ny type of locherncal sescton. Dusin the pat e yeas, this
t of view

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

which selectively at g sy s e e
(2) and to the immunol logie (-6)._ It may bo secalld i pariul that
soluble polysaccharides, extracted from several bacterial pathogens,
been found to be decomposed by certain microbial specics, um«.hm
same substances are resistant to the action of all known enzymes of animal
and plant origin.

It appeared possible that there also exist in nature microorganisms

capable of attacking not only isolated soluble components of other bacterial
cells, but also the intact living cells themselves. Actually we have isolated
from soil a spore-bearing bacillus which attacks and lyzes the living eclls of
several speces of Grampositive microorasiss. The prsent. pape de-
properties,
and activity of the soluble agen thymumnf'hlzh it attacks and lyzes the
living cells of the susceptible, Gram-positive specics.

EXPERIMENTAL

Isolation of @ Sporulating Bacillus Capable of Lysing the Living Cells of
Gram-Pasitize Microorgamisms—The method employed for the discovery
of microorganisms capable of attacking certain definite orgenic compounds
has already boen described (2, 3. Tt s based on the assumption that al
organic matter added to the soil eventually undergocs decomposition
through the agency of microorganisms. In the present case, it was hoped

'

Dubos, 1939. J Experim Med Agricoltura:
controllo dei fitopatogeni

Scoperti per la prima volta

nel 1939
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Peptidi Antimicrobici
AMPs condividono alcune caratteristiche comuni:

12-50 aminoacidi :?

Carichi positivamente
(pit comuni)

Struttura anfipatica

Carichi negativamente
(Imeno comuni)

Moretta et al. 2021, Front Cell Infect Microbiol. 11:668632
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Membranolitico:
destabilizzano la | | . |
: Gram-negative Bacteria Gram-positive Bacteria
membrana batterica —
Teichoic acid

causandone l‘alerazione e LlpldA )Ponn - [E5] tipoteichoicaia

il «fast killing» { N\ sf

Non-membranolitico: Outer membrane ﬂu‘u
sono in grado di

attraversare la membrana [iEG—G—_——- H
senza danneggiarla,
destabilizzando alcune
funzioni cellulari

m ﬂ mf mofieie
JUuguLL

Integral membrane protein Peptidoglycan

Huan et al., 2020. Front Microbiol. 11:582779
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Meccanlsmo di Azione del
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5 NET  NEGATIVE
,9/ CHARGE

FLUID MEMBRANE

CANCER CELL\ MMICROVILLI

mq{\“‘ ‘“"": Coll mambrane disruption

Recruitment of immune cells

Anticancer peptide (ACP)

Inhibition of angiogenesis

caspase 9

CYC————2_ APOPTOSI
caspase 3-7

Felicio et al., 2017. Front Chem, 5:5
Papo and Shai, 2005. Cell Mol Life Scie, 62.
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Meccanismo Antivirale degli AMP

FORMAZIONE DI PORI A
LIVELLO DEL CAPSIDE VIRALE

BLOCCO DEL LEGAME DEL
VIRUS CON L'EPARAN SOLFATO

BLOCCO DI MECCANISMI DI
REPLICAZIONE

STIMOLAZIONE DELLA
RISPOSTA IMMUNITARIA
DELL'OSPITE

Hsieh e Hartshorn, 2016. Pharmaceuticals. 9:53; Ding et al., 2009. J. Innate Immun,
1:413-420. Penberthy et al., 2011. Cell Mol Life Sci. 68:2231-42.; Bergman et al.,
2007. Curr HIV Res, 5:410-415. Ahmed et al., 2019. Viruses, 1:E704.
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** AMP come nuove molecole ad attivita
antimicrobica, anticancro ed antivirale
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STUDy
g 7 Universit il =
& @ 22 EQL'-: Universita i@ﬁ/\%fc —
22 St 5 ¢ diCatania = Yam—% = ‘&, UNIVERSITY i
E A3 S ResdC = 4\ of IOANNINA
1’0.////”"“\\\\\\\;‘\» : ')(.IQL‘)\%’ ) G\ 0f REGIONE
%ﬁr\ % L] BASILICATA

te1982+°

| Giornata di informazione e comunicazione sui progetti di cooperazione interregionale e transnazionale | 03 febbraio 2023

12



* X %

< FESR
* 2014-2020 Z
)) % oy +"* |Unione Europea

BasilicataEuropa

REGIONE BASILICATA & gk Fondo Europeo di Sviluppo Regionale

Fonti di AMP

PESCI PIANTE
ﬂ ANFIBI
A ,

MAMMIFERI

MICRORGANISMI INSETTI

Huan et al., 2020. Front Microbiol. 11:582779
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Insetti e biomimetica

Wlia )
Hlimusiinse,
L »

52% : 3% Chordates

6% Fungi &
Lichens

|6 Fonte innovativa ed
inesauribile di
MOLECOLE UTILI
(R&D)

Gruppo
eterogeneo di
organismi con il
piu elevato livello Invertebrates

di BIODIVERSITA’
Didham et al., 2015. Insect Conser Diversity, 8:1-2

19% Other
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** Approccio «Omico, in Silico e in Vitro» per
I'identificazione e caratterizzazione funzionale di AMP
derivati da insetti come una nuova categoria di farmaci
sicuri ed efficaci, come soluzione terapeutica innovativa

per la protezione della salute umana.

s* Uso di AMP come molecole alternative o in
sinergia con antibiotici, chemioterapici,
antivirali e antifungini convenzionali.

IRCCS

AS S
ES SR, . ]
£ \:‘—. Universita Em% UNIVERSITY
, <3 ~¢ diCatania p_j%w@.jyc = ~\ of IDANNINA B
L\ 439’“‘ > s A REGIONE
CROB N BASILICATA
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Red Palm Weeuvil
Rhynchophorus ferrugineus
(Coleoptera: Curculionidea)

ek .
< "l
AW
—— < ™ o~
P - Ll
| . -t R
A N 1 AN -
J W &R
. N :
- e Iy ) » 2
’ "h—- .
Pale - o e A
T
i‘(
v
f

Black Soldier Fly
Hermetia illucens
(Diptera: Stratiomyidae)
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Cosa e stato fatto
Allevamento di Hermetia illucens

PUPAL STAGE
Lifespan: 10 days to months

Lifespan: 5 to 8 days

M«
EGGS \
Number: 500 to 900

Hatch time: approx. 4 days

PREPUPAL STAGE
Lifespan: approx. 7 days
st g,
6" instar Iinstar
Life cycle of
H.illucens »
= >instar
5% instar
. , 3 instar
LARVAL STAGE
4t instar Five instars
Lifespan: 13 to 18 days
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Riannotazione del trascrittoma
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34 putativi
AMP
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Cosa e stato fatto
Analisi bioinformatiche dei nuovi AMPs

3
Putativa attivita antimicrobica IRCCS

CROB
IRCCS Crob

Nuove sequenze

annotate come 6

antimicrobiche Putativa attivita
antimicrobica + antivirale
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Unibas

11 sequenze non
analizzabili
frame aperta

UniGiessen
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Cosa e stato fatto

Infezione di larve di H. illucens con batteri gram+ e gram- ed
estrazione della componente peptidica

Non infected larvae
(negative contol)
<aEm _

\)
\\\\\\um,,,

.

&

NERSIT,
x‘:\\\\\umlgﬁ

Add methanol:glacial o%llllll\\\\\ 2
24 hours Incubatlon at acetic acid: water © 1982 ¢
(90:1:9 w/v)
Unibas

s B B2 —

&M flavus

B

13000 1o for Supernatant: Microdiluition
a5 aﬂ'c in vitro tests Assay

\ Agar Diffusion

Pellet: Test
discarded

lCemril‘ugai ion /

[ 24 hours mcubatlon at

!

H. illucens larvae haemolymph collection
immunization
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Cosa e stato fatto
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ATTIVITA’
E. coli ANTIMICROBICA
DA PARTE DI TUTTI |

Agar diffusion test B TSIEN| SRS
(emolinfa da larve

\ M flavus controllo, stimolate
) con E. coli, stimolate

con M. flavus)

Autobiografia
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Cosa e stato fatto

- IRCCS
7
é?;i\:\\\i\\\\“l"/[,%::yﬁ
idi lif i lHul o <
Saggi di proliferazione cellulare = O
%/"’lllmm\\\\‘\\l“’

 HT-29 (adenocarcinoma colorettale) CROB

Unibas

. IRCCS Crob
 HCT-116 (carcinoma colorettale)
0 0 HT-29 . mmm Emolinfa
. N N totale
63 m Frazione
» » o peptidica

M. flavus

0 1 2

* CONTROLLO t
Diluizioni
HCT-116 o
seriali da

lgg ‘gg “gg 1:6400 (1)
. - 2 v to 1:50 (8)

30 \ 30 30
* CONTROLLO I " E. coli ' © M. flavus

21 | Giornata di informazione e comunicazione sui progetti di cooperazione interregionale e transnazionale | 03 febbraio 2023

VITALITA’ CELLULARE IN %



Unione Europea

** o
«~ FESR
* 2014-2020 ”
POR) | .
3 “+++" | Fondo Europeo di Sviluppo Regionale

BasilicataEuropa

Cosa e stato fatto

» 0,
s ¢

Nuovo allevamento di Rhynchophorus ferrugineus e selezione
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Unibas

degli esemplari per la costruzione de novo del trascrittoma

, w— ST
Adult (100-120days) ‘t A Eggs (4.7 days) TRASC R ITTO M A
COMBINATO DI

LARVE E ADULTI

| Qf o~
¢ ~ Larvae (60-105 days)

Pupae (13-17 days)

Pre-pupae (3-6 days) f
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Cosa e stato fatto
Costruzione de novo del trascrittoma combinato di larve e adulti di
R. ferrugineus

Annotazione funzionale
del trascrittoma combinato
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Costruzione de
novo del
trascrittoma

combinato I
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Cosa e stato fatto Analisi bioinformatiche dei nuovi AMPs

616 94 IRCCS
sequenze annotate Putativa attivita antimicrobica
come antimicrobiche
— CROB
IRCCS Crob
Q«,c\\‘i\\sx&‘-’r‘:’/i,,‘j&
433 67 g@Bg
. ST 22, S
Putativa attivita S
Unibas

Antimicrobiche
183 non

antimicrobica + antivirale

antimicrobiche

UniGiessen
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Incontri in videoconferenza per monitorare
I'andamento delle attivita, condividere
protocolli e risultati:

28 gennaio 2022

21 marzo 2022

10 maggio 2022

5 luglio 2022

14 settembre 2022
24 novembre 2022
16 gennaio 2023
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Coordinamento e divulgazione dei risultati

&
\\\\‘\:F _

Meeting:

* 28 gennaio 2022 )
* 21 marzo 2022

10 maggio 2022 o000

T e s

Meeting:

 5luglio 2022

14 settembre 2022
e 24 novembre 2022
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Coordinamento e divulgazione dei risultati

2’ semestre

Meeting:
* 5]uglio 2022

e 14 settembre 2022
e 24 novembre 2022 —

IRCCS

CROB
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Home page Menu s

AAA: SAFE SOS

Creazione di un
sito web

(

Benvenuti sul sito del progetto AAA: SAFE SOS!

"Nuove molecole ad attivita antimicrobica, anticancro ed antivirale: soluzioni alternative a

fronte di tre tra le principali emergenze socio-sanitarie''.

Visualizza mappa pil grande La presente proposta progettuale propone Iimpiego di peptidi
Via dell'Ateneo =% g e N i I 1t |
Lucano, 10, 85100.. antimicrobici derivati da insetti come nuova categoria di farmaci sicuri
ed efficaci, tali da offrire, per le loro peculiari caratteristiche, soluzioni

Universita

AN s eNA Tl

terapeutiche innovative per la salvaguardia della salute umana.
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Pubblicazioni

MINI-REVIEW ARTICLE

Tools in the Era of Multidrug Resistance in Bacteria: Applications for New Antimi-
crobial Peptides Discovery
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In vitro evaluation of the antibacterial activity of the peptide .
fractions extracted from the hemolymph of Hermetia illucens
(Diptera: Stratiomyidae) :
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