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Premessa

Questa tesi rappresenta la continuazione di un lavoro svolto negli anni presso il Dipartimento di Medicina Interna, Scienze Endocrino-Metaboliche e Biochimica, nato anni fa da una collaborazione con il professore John Aguiyi, dell’Università di Jos (Nigeria). E’ importante evidenziare che questa ricerca è iniziata da alcune informazioni, fornite dalla medicina tradizionale nigeriana, inerenti ai semi di Mucuna pruriens che, una volta ingoiati, conferivano una sorta di protezione contro il morso dei serpenti. La cultura africana e la cultura anglosassone, seppur profondamente diverse, confrontandosi hanno dato vita ad una collaborazione che ancora oggi ha dato i suoi frutti, grazie anche all’uso di discipline biochimiche innovative come la Proteomica. I risultati, pubblicati su prestigiose riviste fra cui Proteomics, dimostrano che è importante mantenere vivi la curiosità per la ricerca, il coraggio di conoscere e di dedicarsi a nuovi argomenti.


ABBREVIAZIONI





	Mp:

	Mucuna pruriens




	MPE:

	estratto acquoso dei semi di Mucuna pruriens




	EV:

	veleno di Echis carinatus




	L-Dopa:

	L-3,4-diidrossifenilalanina




	EC:

	ecarina




	PLA2:

	fosfolipasi A2




	P:

	frazione contenente tutta la componente proteica di MPE




	gpMuc:

	componente glicoproteica di MPE




	NP:

	frazione contenente tutta la componente non proteica di MPE




	C:

	gruppo animali controllo




	M24:

	gruppo animali controllo di MPE a 24h




	M3W:

	gruppo animali controllo di MPE a 3 settimane




	V:

	gruppo animali tratti con veleno




	M24+V:

	gruppo animali trattati con MPE e veleno a 24h




	M3W+V:

	gruppo animali trattati con MPE e veleno a 3 settimane




	MALDI-TOF:

	ionizzazione laser assistita da matrice con rivelazione in tempo di volo




	A1AT:

	α-1-antitripsina




	A2MG:

	α-2-macroglobulina




	ALBU:

	albumina




	APOA1:

	apolipoproteina A-I




	CFAB:

	fattore B del complemento




	FIB:

	fibrinogeno




	FIBB:

	catene β del fibrinogeno




	FIBG:

	catene γ del fibrinogeno




	HEMO:

	emopessina




	KNG1:

	chininogeno




	NL:

	nonlinear




	PLMN:

	plasminogeno




	SVTLEs:

	enzimi del veleno di serpente simili alla trombina




	THR:

	trombina




	THRB:

	protrombina




	TTHY:

	transtiretina
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RIASSUNTO

Mucuna pruriens (Mp) è una
pianta medicinale frequentemente utilizzata dalla medicina
tradizionale sulla quale sono stati effettuati svariati studi per
un suo utilizzo a scopo alimentare, per la sua utilità nel
trattamento del morbo di Parkinson e per la capacità dei suoi semi
di neutralizzare gli effetti del veleno di Echis carinatus
(EV). Proprio da quest’ultima proprietà dei semi di Mp
abbiamo sviluppato le nostre ricerche approfondendo la conoscenza
sulla composizione dei semi di questa pianta. Le componenti
proteiche dei semi sono state studiate con l’analisi proteomica
mentre le componenti non proteiche con l’uso di metodi estrattivi e
saggi enzimatici. Caratterizzando le componenti dei semi abbiamo
orientato le nostre ricerche verso l’identificazione del principio
responsabile della protezione verso il morso dei serpenti. Con
studi più approfonditi sulla componente proteica, abbiamo
dimostrato che la protezione a lungo termine si basa sul meccanismo
immunologico dovuto alla stretta somiglianza, strutturale e
funzionale, fra una componente proteica (gpMuc) dell’estratto dei
semi a la principale tossina (PLA2) contenuta in EV.
Analisi approfondite sulle componenti dei semi hanno dimostrato che
la neutralizzazione diretta delle tossine di EV può avvenire
tramite molecole non proteiche, come L-Dopa, sulla PLA2
stessa o per mezzo di inibitori proteici contro le proteasi
contenute in EV. Il veleno di questa vipera è una miscela complessa
di tossine che contribuiscono alla sua letalità. Nel presente
lavoro, l’attività proteolitica di EV è stata analizzata tramite
saggi cromogenici, zimogrammi e SDS-PAGE. Per capire il meccanismo
molecolare dell’avvelenamento, abbiamo studiato gli effetti, in
vitro, di EV sulle proteine plasmatiche umane. Abbiamo
individuato i substrati proteici delle proteasi di EV e i loro
frammenti proteolitici. Abbiamo analizzato l’attività proteolitica
di EV su proteine “standard” come la protrombina e il fibrinogeno
oltre che sul plasma. Per stabilire le condizioni di analisi
ottimali tra EV e le proteine plasmatiche, il plasma è stato
incubato con EV (plasma trattato), depleto dalle proteine più
abbondanti e sottoposto ad SDS-PAGE. I campioni dal plasma
controllo e trattato sono stati inoltre analizzati con
2-DE/MALDI-TOF MS che ci ha portato all’identificazione di quattro
classi di proteine plasmatiche che vengono proteolizzate da EV:
proteasi, inibitori delle proteasi, proteine di leg [...]
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