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Background
Rnues

e la PPCB rappresenta oggi uno dei piu

importanti limiti allo sviluppo della zootecnia
nell’Africa Sub-sahariana

Gli strumenti diagnostici e i presidi vaccinali
oggi disponibili per il controllo della malattia
presentano notevoli limitazioni e nel contesto

Africano non sono sufficienti per eradicare#
malattia
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e Caratterizzare il proteoma del Mycoplasma mycoides
subsp. mycoides per l'identificazione di proteine
target di membrana e/o citoplasmatiche da impiegare
per lo sviluppo di nuovi strumenti diagnostici e
vaccinali. (Studi 1 e 2)

* |nvestigare la capacita del MmmSC di svolgere atting
chemiotattica verso i leucociti (granulociti)


Presenter
Presentation Notes
Obiettivo 2 per chiarire alcuni aspetti patogenetici della PPCB ed il possibile ruolo dell’immunità innata nel processo patologico


S Materiali e metodi — studio 1

In una prima fase, e stato condotto uno studio per
caratterizzare il proteoma completo di 2 ceppi di
MmmSC con diverso grado di patogenicita:

e il ceppo di campo di MmmSC N6 (Botswana),
altamente patogeno

e il ceppo vaccinale MmmSC KH3J (Sudan) >l
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“M&M elettroforesi bidimensionale (2-DE)
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Presentation Notes
I ceppi sono stati analizzati mediante elettroforesi bidimensionale (2-DE).  Questa metodica permette la separazione delle proteine in base al loro punto isoelettrico nella prima dimensione e una successiva separazione in base al loro peso molecolare mediante elettroforesi SDS-PAGE. In questo modo otteniamo una separazione in base a due criteri (pH e peso molecolare) che tendono ad essere caratteristici per ciascuna proteina. Nel nostro caso la metodica è stata applicata per confrontare questi due ceppi con alta e bassa patogenicità e valutare eventuali differenze e associare la presenza di una determinata proteina alla patogenicità. La prima fase di analisi si è basata sul confronto dei pattern proteici ottenuti mediante elettroforesi bidimensionale. L’analisi delle mappe dei ceppi analizzati è stata condotta impiegando un software di analisi di immagini Phoretix in grado di confrontare le mappe proteiche e di quantificare gli spot. Successivamente è stata fatte un’analisi statistica per valutare se le differenze osservate sono significative.
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Gli spot proteici ottenuti sono stati escissi, lavati per rimuovere eventuali impurità e sottoposte a digestione con trypsina al fine di ottenere peptidi successivamente preparati e sottoposti ad analisi mediante  MALDI–TOF MS ed i peptidi analizzati vengono confrontati con il database sul quale era stato precaricaro il genoma del PG1. Il vantaggio della 2-DE è quello di poter correlare direttamente lo spot con la proteina identificata. Se faccio un immunoblotting ho informazioni dirette sull’immunogenicità delle singole proteine. Da sottolineare che questo lavoro è stato possibile perché nel 2004 il gruppo svedese del KTH ha sequenziato l’intero genoma del ceppo di riferimento PG1. Successivamente un altro ceppo di Mmm australiano, Gladysdale è stato sequenziato.
The sequencing of the MmmSC type strain PG1 (Westberg et al., 2004) and Gladysdale (Wise et al., 2012) genomes opened the way to post-genomic research and a better understanding of MmmSC function and pathogenic mechanisms

Maldi-Tof: Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization – Time of flight
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 Proteine con peso molecolare e punto isoelettrico
estremi difficili da analizzare con 2-DE

o Ulteriori analisi per |la caratterizzazione del proteoma
dei due ceppi di mycoplasma sono state condotte
impiegando SDS-PAGE in combinazione con LC-ESI-

MS/MS \}
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Presentation Notes
Tuttavia la proteomica bidimensionale non consente di analizzare proteine con peso molecolare e punto isoelettrico estremi e quindi abbiamo deciso di impiegare in parallelo un approccio leggermente differente. Le proteine di membrana rappresentano i target più probabili per l’interazione con il sistema immunitario dell’ospite. Il TritonX….
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Una parte delle proteine di membrana purificate e whole cells è stata separata mediante SDS-PAGE, trasferita su membrana e sottoposta a prova di immunoblotting per individuare le frazioni proteiche immunogeniche; un’altra parte delle proteine di membrana purificate è stata analizzata in cromatografia liquida e ionizzazione mediante elettrospray associata a spettrometria di massa (LC-ESI-MS/MS) 
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Risultati — studio 1
Proteine identificate
Totali SDS
Ceppi : : Esclusive & LC-
. . . Totali SDS +| Totali 2-DE + Immuno
g/lcr:nm Totali| Comuni |Uniche LC-MS/MS Maldi C0r|:/|§|ljiE+ MSE)MES&+ 2- geniche
MALDI
No | 292 53 dentifeate
239 315 con SDS + 3 318 18
KH3J | 265 26 LC-MS/MS)

e 2-DE e MALDI-TOF ha identificato 52 proteine, principalmente
appartenenti a proteine citoplasmatiche

e SDS-PAGE con LC-ESI-MS/MS ha permesso di individuare 315
proteine, includendo molte proteine di membrana e 49/52
proteine identificate con 2-DE + Maldi

10
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Presentation Notes
Results suggest that SDS & LC-ESI-MS/MS and 2-DE & MALDI/MS-MS are complementary methods in  characterising microbial proteomes
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e Analisi ripetute solo sulle proteine di membrana,
purificate mediante frazionamento di fase con Triton
X-114, di 9 ceppi di MmmSC (ceppo di riferimento,
vaccinale, africani e europei)

e Le proteine cosi ottenute sono state separate
mediante  SDS-PAGE e analizzate  mediant
spettrometria di massa (LC-ESI-MS/MS) co:g
descritto in precedenza
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Risultati - studio 2

conpmmmsc | [ Prolene | Protene | Proene | gy | Imnoseiche
170 (it) 112 0

PG1 (Rif.) 128 3

57/13 (It) 132 1

T1/44 (Vacc.) 190 18

Afadé (Afr.) 145 6 67 258 28
Caprivi (Afr.) 122 6

95 (It) 136 1

PB90 (Pg) 137 20

B17 (Afr.) 176 0

12
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|| lavoro di caratterizzazione delle proteine del
mycoplasma e stato poi completato con lo
sviluppo di un protocollo per la sintesi di un
pannello di 28 proteine ricombinanti del MmmSC,
identificate come immunogene nel bovino

e Le proteine sono state espresse in E. Coli, usando
protocolli descritti in letteratura (Sambrook e’
Russell, 2001)
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wProteine ricombinanti MmmSC

i:-

* Produzione di un pannello di 28 proteine ricombinanti del
MmmSC, identificate come immunogene nel bovino

Coltura di E.
Sequenza Coli BL 21*

genomica

proteina :>
MmmSC
. (6169 by :”l'zm ¥ | I ,

E. ColiBL 21* purifi  cato indotte
cato ~ '

ST Non- Purifi Non
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A cosa ha portato tutto il lavoro di caratterizzazione delle proteine del MmmSC?
Foto di plasmide – E.coli – Cromatografo - immagine piastra ELISA – gel immunoblotting - vaccino
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del MmmSC - M&M

e Per le prove sono stati impiegati i surnatanti di colture

di 3 ceppi MmmSC: il ceppo patogeno di campo N6, il
ceppo vaccinale KH3J e il ceppo di riferimento PG1

Gli esperimenti sono stati condotti impiegando
eosinofili di ovino e lattivita chemiotattica e stata
misurata mediante Boyden blind well chamber

La migrazione e stata quantificata mediante conta del
numero medio di eosinofili per campo ottico osservati
sul filtro
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e Gli esperimenti condotti per valutare eventuali
attivita chemiotattiche promosse dai micoplasmi,
mediante rilascio di sostanze nel terreno di crescita,
hanno dimostrato che tutti i ceppi MmmSC testati
(N6, KH3J e PG1) rilasciano nel terreno di crescita
sostanze capaci di attirare gli eosinofili

e | ceppi N6 e PGl hanno evidenziato proprieta
chemiotattiche piu accentuate rispetto al cep
vaccinale attenuato KH3J
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" Risultati: prove chemiotassi — N6
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Presentation Notes
Results showed eosinophil chemoattraction for N6 supernatant neat and diluted  1:10 and 1:100.


Chemotaxis
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Surnatante

y MmmSC PG1
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o I I riferimento)
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100ng/ml

No. of eosinophils in 5 fields of view
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Presentation Notes
Results showed eosinophil chemoattraction for PG1 supernatant neat and diluted  1:10 and 1:100. PG1 has unknown pathogenicity
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Presentation Notes
Results showed eosinophil chemoatraction for KH3J supernatant neat and 1:10 dilutions, but 1:100 dilutions did not appear any chemotactic activity. 
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e |Le attivita di ricerca svolte rappresentano la piu ampia
caratterizzazione del proteoma del MmmSC condotta
fino ad oggi (11 ceppi)

e La sintesi di proteine ricombinanti offre nuove
prospettive per lo sviluppo di nuovi sistemi diagnostici
e potenziali vaccini ricombinanti, piu sicuri di quelli
attualmente impiegati

 Le prove di chemiotassi forniscono il primo dato su
capacita del MmmSC di promuovere tale attivita e
aprono ulteriori linee di ricerca sui meccanismi
patogenetici (immunita innata) della malattia
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Attivita future

LNy
Rnues

Valutazione dell'impiego delle proteine ricombinanti
in nuovi sistemi diagnostici (ELISA)

Studi preliminari per ipotizzare lo sviluppo di un
vaccino ricombinante a sub-unita

Valutazione dell’attivita chemiotattica del MmmSC su
granulociti  neutrofili  bovini, frequentemente

riscontrati nelle lesioni istopatologiche in corsogv
PPCB

Caratterizzazione delle frazioni proteiche con
proprieta chemiotattiche
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