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ABSTRACT Dintre bacteriile Bacillus, B. subtilis este specia care produce cei mai multi compusi antimicrobieni.
in acest studiu, am analizat activitatea probioticului tulpina B. subtilis 3 impotriva virusului gripal. Efectul antiviral
al acestei tulpini a fost demonstrat in vitro siin vivo. O noud peptidd, P18, produsd de tulpina probioticad a fost
izolatd, purificatd, sintetizatd chimic si caracterizatd. Studiile de citotoxicitate nu au demonstrat niciun efect
toxic al P18 asupra celulelor rinichiului canin Madin-Darby (MDCK), chiar si la cea mai mare concentratie testatd
(100 g / ml). Inhibarea completd a virusului gripal in vitro a fost observatd la concentratii de 12,5 padnd la 100 g /ml.
Efectul protector al P18 la soareci a fost comparabil cu cel al fosfatului de oseltamivir (Tamiflu).

Studii suplimentare vor evalua potentialul peptidei P18 ca compus antiviral si ca un candidat promitdtor pentru
dezvoltarea de noi vaccinuri antivirale.

CUVINTE CHEIE Bacillus subtilis, peptid@ antiviral@, virus gripal, probiotice

Bacteriile probiotice atrag multd atentie din partea oamenilor de stiintd si a medicilor ca instrumente importante
pentru corectarea microbiotei si mentinerea stdrii de sdndtate a gazdei. Sunt cunoscute diferite mecanisme pentru
efectele benefice ale probioticelor, cum ar fi producerea de substante antimicrobiene (1, 2), o reglare ascendentd a
raspunsului imun si o reglare descendentd a rdspunsului inflamator (3), stimularea secretiei de mucus (4) si maturarea
celulelor dendritice ( 5), o imbundtatire a functiei barierei mucoasei intestinale si modularea expresiei genei gazda (6).
Bacteriile probiotice prezintd eficacitate in tratamentul si prevenirea diferitelor afectiuni gastro-intestinale, inclusiv
boala inflamatorie a intestinului, sindromul intestinului iritabil, enterocolita necrotizantd (7), diareea acutd (8) si diareea
asociatd antibioticelor (9, 10). Noile aplicatii ale probioticelor sunt concentrate pe conditii influentate de alterarea
microbiotei intestinale, cum ar fi sindromul metabolic, obezitatea, dermatita atopicd si tulburdrile de dispozitie (11).
Bacteriile probiotice au fost testate pentru prevenirea si tratamentul infectiilor virale. Diferite tulpini de Bifidobacterium
si Lactobacillus au demonstrat efecte benefice Tn tratarea infectiei cu rotavirus la animale si oameni (12-14).

Unele bacterii probiotice administrate oral stimuleazd imunitatea respiratorie si cresc rezistenta la infectiile tractului
respirator viral. Soarecii infectati care primesc tratament oral sau intranasal cu tulpini de Lactobacillus au semne reduse
de infectie gripald, titruri mai scdzute ale virusuluiin plamani sau spdldri nazale, greutate corporald crescutd in timpul
infectiei si supravietuire crescutd (15). Eficacitatea bacteriilor probiotice in infectiile tractului respirator a fost

confirmatd n studiile clinice la copii, adulti si persoane in vérsta (15). Desi studiile pe animale si studiile clinice demonstreazd
activitati antivirale ale bacteriilor probiotice specifice, mecanismele acestor efecte sunt neclare.

A - B 100 FIG 1 Activitatea antivirala a B. subtilis in vitro si in vivo. (A) Celulele
° 61 _I_ MDCK au fost inoculate cu virusul gripal in urma tratamentului cu o
D"’ 804 tulpina B. subtilis (106 CFU per godeu). Titrurile virale au fost
O ° analizate prin titrare in celulele MDCK. *, P ¥ 0,05. (B) Soarecii
= > (10 pe grup) au primit o singurd doza de B. subtilis (107 CFU pe
o 41 T 60 soarece) sau PBS prin gavaj oral. Dupd 24 de ore, ambele grupuri
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Studiul nostru anterior a ardtat efecte benefice ale tulpinii probiotice Bacillus subtilis 3 in prevenirea si tratamentul
infectiilor bacteriene la modelele animale (16, 17) si in studiile clinice (8, 9). Activitatea antibacteriand a acestei tulpini
probiotice a fost asociatd cu producerea de antibiotice aminocoumacin cu un spectru larg de suprimare a agentilor
patogeni (18) si cu stimularea rezistentei imune a gazdei (19). Anterior, am constatat cd unele bacterii pot produce peptide
care imitd hemaglutinina virusului gripal (20). Imitarea proteinelor oferd o modalitate de a gdsi noi compusi terapeutici
pentru tratamentul agentilor patogeni (21). Bacteriile din genul Bacillus sunt considerate o sursd promitdtoare in cdutarea
de noi substante inhibitoare datoritd capacitdtii lor de a produce un numdr mare de peptide antimicrobiene (22).

Acest studiu Tsi propune sd evalueze activitatea antivirald a probioticului B. subtilis 3 si s@ caracterizeze compusii
RESULTSresponsabili pentru aceastd activitate.

REZULTATE

Activitatea antiviral@ a B. subtilis 3 in vitro si in vivo. Un studiu anterior de citotoxicitate nu a arGtat niciun efect toxic al
B. subtilis UCM B-5007 asupra celulelor rinichiului canin Madin-Darby (MDCK) la concentratii de 107 pand la 109 CFU ml1
(datele nu sunt prezentate). Incubatia virusului gripal cu bacterii B. subtilis a dus la o inhibare semnificativd a replicarii
virusului (Fig. TA). Tulpina B. subtilis a fost, de asemenea, eficientd in prevenirea infectiei gripale la animale. Soarecii
provocati cu o dozd letald de virus gripal au inceput sd moard in zivua 5 si toti au murit in ziva a 8-a. Pretratarea cu

B. subtilis a protejat 30% din animale de o infectie letald (Fig. 1B).

Izolarea si caracterizarea peptidelor B. subtilis. Probele extrase de pepide au fost fractionate prin cromatografie lichida
de fnaltd performantd (HPLC) si s-au obtinut 20 de fractii (Fig. 2A). Fiecare fractie a fost analizatd printr-un test
imunosorbent legat de enzime (ELISA) folosind anticorpi impotriva peptidelor B. subtilis. Cea mai mare activitate de
interactiune cu anticorpi anti-mimetici peptidici a fost g@sitd in fractiunea 11 (Fig. 2B). O analizd suplimentard a acestei
fractiuni prin electroforezd a ardtat prezenta a trei proteine cu mase moleculare de 55.1, 44,1si 22,6 kDa (Fig. 2C).
Fractiunea 3, cu o masd moleculard de 22,6 kDa si care a exprimat cea mai mare activitate cu anti-B. anticorpi peptidici
subtilis, a fost analizat Tn continuare prinionizare prin desorbtie cu laser asistatd de matrice - timp de spectrometrie

de masd de zbor (MALDI-TOF MS) (Fig. 3). Principalele proteine identificate in aceastd fractie sunt prezentate in Tabelul 1.
O analizd a secventelor de proteine obtinute impotriva bazei de date NCBI a relevat omologiile complete ale acestor
proteine cu peptide cunoscute (Tabelul 1). Una dintre peptide, TVAAPSVFIFPPSDEQLK, sa dovedit a fi o componentd a
anticorpului neutralizant al gripei A. Astfel, aceastd peptidd a fost selectatd pentru sinteza chimicd pentru a evalua
posibila sa activitate antiviral@ prin teste in vitro siin vivo.

A oml FIG 2 Izolarea si caracterizarea peptidelor B. subtilis. (A) Separarea
prin HPLC a fractiunilor de proteine din B. subtilis 3. Peptidele
e (2 mg / ml) au fost aplicate pe o coloana TSKgel DEAE-5PW si
oo fractiunile au fost colectate prin elutie cu solutii de NaCl cu
putere ionica crescatoare (0,01 si 1 M) cu 0,01 M Tris-HCI
e (pH 7,4). (B) Interactiunile fractiunii proteice cu anticorpi impotriva
0.00a peptidelor din B. subtilis 3. Fiecare fractiune peptidica colectatd

a fost uscata si analizata prin ELISA folosind anticorpi impotriva
peptidelor B. subtilis. Fractiunea 11 a prezentat cea mai mare
activitate de interactiune cu anticorpi. (C) Analiza electroforezei
pe gel a fractiunii 11. Omogenitatea fractiei a fost analizata in
poliacrilamidd 12% impreuna cu standardele de masa moleculara
si colorate cu albastru Coomassie.

Caracterizarea si validarea peptidei sintetizate
chimic TVAAP SVFIFPPSDEQLK. Identificarea
peptidelor a fost confirmatd prin analiza MALDI-
-TOF MS (Fig. 4). Studiile de citotoxicitate nu au

Fractions demonstrat niciun efect toxic al acestei peptide,

denumitd P18, asupra celulelor MDCK (Fig. 5A),
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in vitro. Inhibarea completd a virusului a fost observatd la concentratii de 12,5 pand la 100g/ml (Fig. 5B). Peptida P18 a redus
semnificativ titrul viral la o concentratie de 6,2 pg / ml. Alte concentratii testate de P18 (3,1si 1,6 ug / ml) nu au fost eficiente
in inhibarea virusului.

Eficacitatea P18 in vivo. Activitatea peptidei P18 pentru prevenirea si tratamentul infectiei gripale a fost testatd la soareci.
Pe baza rezultatelor eficacitatii P18 impotriva virusului gripal din studiile in vitro, s-a utilizat o concentratie de 12.5g/ml
pentru tratamentele la animale. Oseltamivir fosfat (Tamiflu) a fost folosit ca un control pozitiv in aceste experimente.

Toti soarecii tratati cu solutie salind tamponatd cu fosfat (PBS) si infectati cu un virus au prezentat semne clinice de
infectie (blana ciufulitd, posturd Thcovoiatd, miscare incetinitd, frisoane, respiratie dificild, anorexie, miscare putin sau
deloc si paralizie si au fost muribunzii) si a murit in ziua 8 a experimentului (Fig. 6). Tratamentul animalelor cu P18 si fosfat
de oseltamivir inainte de infectie (Fig. 6A) a dus la o protectie semnificativd in comparatie cu martorul (30% si 80%,
respectiv). O eficacitate semnificativd a P18 a fost observatd la animalele care au fost tratate dupd inocularea virusului
(Fig. 6B). O singurd aplicare orald de P18 a protejat 80% dintre soareci; rata de supravietuire dupd tratamentul cu fosfat
cu oseltamivir a fost de 70%. Niciunul dintre animalele care au supravietuit nu a prezentat semne vizibile de gripd.
Titrurile virale din pldmani au fost semnificativ mai mici la soarecii pretratati cu fosfat de oseltamivir decat la martorisila
cei tratati cu P18 (Fig. 6C). Cu toate acestea, tratamentul soarecilor cu P18 dupd infectie a fost mai eficient in eliminarea
virusului decét fosfatul de oseltamivir (Fig. 6C).

5 . FIG 3 Spectrul de masd@ MALDI-TOF al fractiei 3
x10 pis (din Fig. 2C). Spectrul a fost dobéandit folosind
$ instrumentul in modul reflectron si calibrat
| folosind un amestec standard de peptide.
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TABLE 1 Characterization of proteins identified by MALDI-TOF MS
Molecular
mass (kDa) Peptide sequence Source Accession no.
17.73 SGTASVVCLLNNFYPR Chain A, crystal structure of the non-neutralizing HIV 3MNV_A (PDB)
antibody
18.11 DIQMTQSPSSLSASVGDR Immunoglobulin kappa light chain BAC01680.1
(GenBank)
19.46 TVAAPSVFIFPPSDEQLK Chain H, structure of influenza A neutralizing antibody 3ZTJ_H (PDB)
22.87 VDNALQSGNSGESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK Chain L, structure of the antibody 7b2 that captures 4YDV_L (PDB)
HIV-1 virions
37.38 VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK Chain L, crystal structure of broadly neutralizing antibody 4NM4_L (PDB)
41.61 EAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK  Chain L, crystal structure of highly potent anti-HIV 3RPI_L (PDB)
antibody
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DISCUTIE

Gripa este incd o problemd semnificativd de sdndtate, care duce la morbiditate si mortalitate ridicate in Statele
Unite sitnintreaga lume (23). Aborddrile terapeutice utilizate pentru prevenirea si tratamentul infectiei gripale includ
amantadina, inhibitorii neuraminazei (24) si vaccinurile (25). Cu toate acestea, unele dintre efectele adverse ale compusilor
antivirali utilizati si dezavantajele vaccindrii indic@ necesitatea unor terapii imbundtdtite si a tratamentului preventiv al
infectiei gripale. Au fost testate diferite alternative pentru combaterea virusului gripal. De exemplu, Ministerul SGndtatii
din China a recomandat utilizarea extractelor din unele plante naturale care au efecte imunomodulatoare benefice (26).
Din ce in ce mai multe date stiintifice sugereazd cd bacteriile probiotice pot fi utilizate in mod eficient pentru a reduce
riscul sau durata simptomelor gripei. Efectele benefice ale tulpinilor de Lactobacillus si Bifidobacterium au fost ardtate
Tn modele animale siin studiile clinice (15).
Studiul nostru a avut ca scop evaluarea eficacitdtii antivirale a unei tulpini probiotice B. subtilis. Bacteriile au inhibat n
mod semnificativ replicarea virusului gripal in vitro si au crescut rata de supravietuire a soarecilor supusi virusului dupd o
singurd dozd de bacterii probiotice. Protectia soarecilor impotriva virusului gripal prin pretratarea orald cu Lactobacillus
rhamnosus M21a fost raportatd de Song si colab. (27). Autorii au tratat oral animale cu lactobacili timp de 2 sGptdmani
nainte de a le provoca o dozd letald de virus. Intr-un alt studiu, un tratament de 2 sGptdmani folosind spori ucisi de B.
subtilis PY79 a protejat soarecii de infectia gripald (28). Rata de protectie cu o singurd dozd de celule B. subtilis 3 vii a fost
comparabild cu rezultatele prezentate de Song si colab. (27) pentru L. rhamnosus M21.

A B FIG 5 Caracterizarea peptidei P18. (A) Citotoxicitatea peptidei
P18 a fost analizatd prin testul MTT in celulele MDCK. Viabilitatea
1009 = = = = S L - - _I_ 2 celulelor din godeurile de control (f&rd peptidd addugatd) a fost
9 64 {—i— evaluatd la 100%. Alte probe au fost normalizate la aceastd
80+ O valoare. (B) Monostratele de celule MDCK au fost infectate cu
— - virusul gripal. Dupd 1ord de incubatie, s-au addugat dilutii seriale
°\° 94_ ale peptidei P18 la godeuri si nu s-a addugat nicio peptida la
~ 604 8’ godeurile de control. Titrurile virale au fost analizate la 3 zile
,-é' - dupd infectie prin titrare in celule MDCK.
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Anterior, am constatat cd unele bacterii pot produce peptide care imitd hemaglutinina virusului gripal (20). Astfel,
am decis s@ analizdm dacd mecanismul activitdtii antivirale B. subtilis 3 este asociat cu producerea de peptide antivirale.
Peptidele mimetice au fost izolate din mediul de culturd dupd 24 de ore de crestere a tulpinii probiotice. Analiza HPLC a
relevat 20 de fractii care au fost testate in continuare cu anticorpi specifici. Fractiunea cu cea mai mare activitate a fost
analizatd de MALDI-TOF MS. Doar o peptidd din cele sase identificate sa dovedit a fi o componentd a gripei
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FIG 6 Eficacitatea peptidei P18 in vivo. Soarecii au fost tratati cu PBS, P18 sau fosfat de oseltamivir inainte de infectia cu virusul gripal (A) sau dupd infectie (B),Tn ziua 4 postinfectie, pldmanii de la
trei soareci din fiecare grup Inainte de infectie (bare solide) si postinfectie (bare deschise) au fost indepdrtati, iar titrurile virale au fost evaluate in fiecare supernatant prin analiza TCID50 Tn
celulele MDCK (C). *, P 0,05.
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Un anticorp neutralizant. Aceastd peptidd (P18) a fost sintetizatd chimic si testatd in vitro sila animale. Inhibarea
completd a virusului in vitro a fost observatd la concentratii de 12,5 pand la 100 g / ml. Bacilul bacterian este unul dintre
cei mai mari producdtori de antimicrobiene. Din aceste bacterii au fost identificate peste 795 de antibiotice diferite,
majoritatea de naturd peptidicd (29). Aceste antibiotice peptidice au un spectru larg de activitate, iar unele dintre ele au
demonstrat activitate antivirald. Astfel, Torres si colab. (30) au caracterizat efectul virucid al bacteriocinei subtilozinei,
produs de B. amylolig-uefaciens, impotriva virusului herpes simplex. Surfactina si biosurfactantii produsi de B. subtilis
inhibd un spectru larg de virusi, inclusiv virusul Semliki Forest, virusul herpes simplex, herpesvirusul suid, virusul stomatitei
veziculare, virusul imunodeficientei simiene, calicivirusul felin si virusul encefalomiocarditei murine (31). Autorii au afirmat
cd actiunea antivirald a acestor compusi se datoreazd unei interactiuni fizico-chimice a surfactantului activcu membrand
cu membrana lipidic@ a virusului.

Activitatea antiviral@ ridicatd in vitro a surfactinei si fengicinei a fost confirmatd si de alti oameni de stiintd (32).
Testarea compusilor antivirali produsi de bacteriile Bacillus au fost efectuate numaiin vitro. Am studiat eficacitatea
peptidei sintetizate P18 pentru profilaxia si tratamentul infectiei gripale la animale. Tratamentul prealabil al soarecilor
cu P18 a dus la o imbundtdtire semnificativd a ratei de supravietuire, dar fosfatul de oseltamivir a fost mai eficient,
ardtand protectie la 80% dintre soareci. Eficacitatea terapeuticd a P18 a fost foarte pronuntatd in comparatie cu cea a
activitdtii fosfatului oseltamivir (in proportie de 80% si 70% din protectia soarecilor, in consecintd). O noud peptidd de
20-aminoacizi (EB) derivatd din secventa semnal a factorului de crestere a fibroblastelor 4 a demonstrat un efect
protector la soareci dupd tratament intranazal 6 h postinoculare cu virusul gripal (33). Administrarea intranazald a
peptidei EB a dus la o intarziere semnificativd a mortalitdtii si a semnelor clinice la soarecii tratati, dar toti soarecii au
murit in ziua 11 postinfectie.

O supravietuire crescutd a soarecilor infectati cu virusul gripal a fost g@sitd dupd tratamentul intravenos cu o
proteind de fuziune albuminotioredoxind 1din ser uman recombinant (HSA-Trx) (34). Proteina testatd nu a avut niciun efect
asupra replicdrii virusului pulmonar la soarecii infectati cu gripd. Autorii au presupus cd valoarea terapeuticd a HSA-Trx
rezultd din inhibarea rdspunsurilor celulare inflamatorii si suprimarea supraproductiei de oxid nitric (NO) in plamani.

n experimentele noastre, pretratarea si posttratarea soarecilor cu peptida P18 au scdzut

semnificativ titrurile virusului gripal in plamanii soarecilor. Rezultatele obtinute au demonstrat cd peptida P18 inhibd
replicarea virusului gripal in vitro siin vivo. Din cGte stim, este primul raport despre izolarea si identificarea unei peptide
Bacillus cu activitate puternicd impotriva virusului gripal. Peptida P18 are omologie completd cu structura anticorpului
neutralizant al gripei A. Putem specula cd@ mecanismul activitdtii antivirale a acestei peptide este Tn asemdnarea sa cu
anticorpii neutralizanti. Acest lucru este confirmat de rezultatele testelor in vivo, in care P18 a prezentat un efect protector
mai mare pentru animale Tn modul de aplicare a tratamentului. Studiul mimicii moleculare oferd un concept nou pentru
dezvoltarea de noi medicamente antivirale si dezvoltarea vaccinului (35).

in rezumat, am ardtat activitatea probioticului tulpina B. subtilis 3 impotriva virusului gripal in vitro sila animale.
O noud peptidd, P18, produsd de tulpina probioticd a fost izolatd si caracterizatd. P18 a inhibat virusul gripal in vitro, iar
efectul sGu protector la soareci a fost comparabil cu cel al fosfatului de oseltamivir. Studii suplimentare vor evalua
potentialul peptidei P18 ca compus antiviral si ca un candidat promitator pentru dezvoltarea de noi vaccinuri antivirale.

MATERIALE S| METODE

Declaratie de etica. Toate procedurile la animale au fost aprobate de cdtre comisia de revizuire internd a Institutului
Gromashevsky de Epidemiologie si Boli Infectioase, Academia Nationald de Stiinte Medicale din Ucraina, Kiev,
Ucraina.

Animale. Au fost folositi soareci BALB / ¢ in varstd de patru pand la 6 saptdmani (BMS, Kiev, UA). Animalele au fost
addpostite In conditii fard patogeni specifici si au fost aclimatizate timp de 2 zile la temperatura camerei 21+ 1° C),
umiditate (50% * 5%) siiluminare (12 ore pe zi / 12 ore pe noapte) , cu acces gratuit la apd si alimente.

Culturi celulare. Celulele de rinichi canin Madin-Darby (MDCK) au fost obtinute de la Institutul de Virologie Ivanovsky
(Moscova, Rusia). Celulele MDCK au fost cultivate in mediul Eagle modificat (DMEM) al lui Dulbecco (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SUA) cu 10% ser fetal bovin (Corning, Manassas, VA, SUA) la 37 ° Cintr-un incubator cu 5%
CO2.

Microorganisme. Bacillus subtilis 3 (UCM B-5007) a fost obtinut din colectia ucraineand de microorganisme (Kiev,
Ucraina) si s-a propagat pe agar nutritiv (HiMedia, Mumbai, India). Virusul gripal A / FM / 1/47 (HIN1) a fost obtinut
de la Institutul de Virologie lvanovsky (Moscova, Rusia) si adaptat la soareci prin trecere pulmonard in serie. Virusul
gripal a fost propagat in celulele MDCK. Dupd 72 de ore, celulele infectate cu virus au fost recoltate si depozitate la
-80 ° C. Titrurile virale au fost determinate prin analiza dozei infectioase cu culturd tisulard de 50% (TCID50). Virusul
gripal a fost titrat la soareciinainte de utilizare. Dozele necesare pentru a obtine 50% mortalitate (DL50) la 10 zile
dupd infectie au fost determinate dupd infectia intranazald a 20 soareci BALB / ¢ per grup.
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Izolarea peptidelor. Tulpina B. subtilis UCM B-5007 a fost cultivatd in bulion de nutrienti (HiMedia, Mumbai, India) pe un
agitator rotativ (400 rpm) la 37 ° C timp de 24 de ore. Dupd centrifugare la 4.000 K g timp de 15 minute la 4 ° C, 200 ml de
supernatant au fost tratati cu etanol 96% intr-un raport de 1: 1,5 timp de 20 ore la 4 ° C. Proba obtinutd a fost centrifugatad
la 5.000 pg timp de 15 minute si supernatantul a fost aruncat. Peleta a fost resuspendatdin 40 ml etanol 60%, centrifugatd
la 5.000 pg timp de 15 minute si spdlatd cu PBS. Aceastd procedurd a fost repetatd de trei ori. Sonda din PBS a fost incdlzitd
la 100 ° C timp de 10 minintr-o baie de apd si apoi centrifugatd la 5.000 pg timp de 15 min. Continutul de proteine din
supernatante a fost analizat printr-un test Lowry. Supernatantii au fost folositi ca peptide pentru imunizarea animalelor si
purificare ulterioara.

AnticorpiTmpotriva peptidelor B. subtilis. Soarecii au fost imunizati cu peptide izolate printr-o injectie subcutanatd de 100g
in 0,1 ml de PBS cu o injectie boost ulterioard dupd 4 sdptdmdani. Imunoglobulinele IgG totale au fost purificate prin
cromatografie de afinitate cu proteind A Sefarozd (36).

Purificarea peptidelor. Peptidele au fost analizate si purificate prin Beckman System Gold HPLC (Beckman Coulter GmbH,
Krefeld, Germania). Peptidele (2 mg / ml) au fost aplicate pe o coloand TSKgel DEAE-5PW (7.5 mm pe 75 mm). Fractiile au fost
colectate prin eluare cu solutii de NaCl cu putere ionicd crescdtoare (0,01si TM) cu 0,01M Tris-HCI (pH 7.4). Fiecare fractiune
peptidicd colectatd a fost uscatd. iar cele mai active fractii au fost identificate prin ELISA folosind anticorpiimpotriva
peptidelor B. subtilis. Cea mai activd fractie a fost analizatd in poliacrilamidd 12% mpreund cu standardele de masd
moleculard si colorate cu albastru Coomassie, asa cum este descris in altd parte (37). Digestia enzimaticd in gel a fost
efectuatd conform protocoalelor publicate (38, 39). Pe scurt, benzile proteice au fost excizate din gel, colorate cu albastru
CoomosgegiﬁﬂoteTncubuH(1mnwcu1nvn)CuburHedegeloufostdesﬂnoteprmincuboreocu1001n|deocetonhﬂl40%ﬁn
0,05 M bicarbonat de amoniu timp de 30 minute la 37 ° C cu vortexare ocazionald. S-a addugat acetonitril pur (500 pl)
probelor si au fost incubate la temperatura camerei pdnd cénd s-a terminat destinderea. Acetonitrilul a fost indepdrtat si
bucdtile de gel au fost uscate. Bucdtile de gel uscate au fost acoperite cu tampon de digestie (12 pg / ml de tripsing in

0,05 M bicarbonat de amoniu) si ldsate s& continue 12 ore la 37 ° C. Tamponul de extractie (50% [vol / vol] acetonitril. 1%
[vol / vol] acid trifluoroacetic [TFA], 49% H20) a fost addugat pentru a obtine raportul aproximativ de 1: 2 intre volumele
de digest si extractie, iar probele au fost incubate timp de 20 min la temperatura camerei.

Pregdtirea esantionului pentru spectrometrie de masd (MS) cu ionizare prin desorbtie cu laser asistatd de matrice (MALDI)
a fost efectuatd folosind metoda picdturilor uscate conform unui protocol publicat (40). Pe scurt, 1ofl din probd a fost
pipetat pe placa de probd, amestecat cu 0,3 | de matrice si uscat la aer. Solutia matriciald a fost preparatd prin
amestecarea unei solutii saturate de acid 2,5-dihidroxibenzoic Tn 50:50 H20 la acetonitril cu 0,1% TFA.

Determinarea secventei de aminoacizi a peptidei purificate. Masa moleculard si secventa de aminoacizi a peptidei purificate
au fost determinate cu MALDI-TOF MS (Ultraflex Il, Bruker, Germania) asa cum este descris in altd parte (40). Spectrele au
fost achizitionate folosind instrumentul in modul reflectron si calibrate folosind un amestec standard de peptide.

Cdutarea bazei de date siidentificarea peptidelor. Identificarea peptidelor a fost efectuatd folosind un program Mascot
(Matrix Science, SUA) cduténd in baza de date NCBI.

Sinteza peptidelor. Secventa peptidicd selectatd TVAAPSVFIFPPSDEQLK a fost sintetizatd de Metabion GmbH (Planegg,
Germania) la cea mai mare puritate disponibild (90%) folosind un sintetizator automat (Applied Biosystems 433A).
Sintetizatorul a fost programat pentru un protocol standard de sintezd a peptidelor in faza solidd pe bazd de
fluorenilmetiloxi-carbonil (Fmoc). Dupd finalizarea sintezei, peptida a fost scindatd din rdsind cu acid trifluoroacetic,
purificatd prin HPLC in fazd inversd si analizatd prin spectrometrie de masd MALDI.

ELISA. Godeurile unei farfurii ELISA cu 96 de godeuri au fost acoperite peste noapte la 4 ° C cu fractii proteice (2g / mlin
tampon bicarbonat-carbonat, pH 9,6), au fost blocate cu lapte steril fard grdsimi timp de 1ord la temperatura camerei,

au reactionat cu anticorpi anti-peptidici timp de 1ord la temperatura camerei si au fost spdlati de 4 ori cu tampon (PBS
plus 0,05% Tween 20). Anticorp IgG (gamma) de caprd anti-soarece (ser uman adsorbit si marcat cu peroxidaza:
Laboratoarele Kirkegaard & Perry, Gaithersburg, MD) a fost addugat siincubat 30 min la 37 ° C si vasul a fost spdlat de

6 ori si tetrametilbenziding (TMB) si hidrogen s-a addugat peroxid in tampon citrat (pH 5,0). Reactia a fost opritd cu

H2S04 2 M. Densitatea opticd a fost masuratd la 492/630 nm. Toate probele au fost testate in trei exemplare.

Pre-treatment Post- treatment
1- Control (PBS) 4- Control (PBS)
2- Control (Tamifiu) 5- Control (Tamiflu)
3-P18 6- P18
FIG 7 Proiectare experimentald. Animalele au fost alocate a sase grupuri (13 soareciin
fiecare grup): (i) martor, pretratare PBS; (i) control, pretratare cu fosfat de oseltamivir;
Days I 1 l l 2 | I 3 I I 4 I I 5 I I 6 I I l I 15 I (iii) pretratarea P18; (iv) control, posttratament PBS; (v) control, posttratament cu fosfat
de oseltamivir; (vi) P18 posttratament.

Cu o ziTnainte de infectia cu virus, soarecii de control al pretratdrii PBS au primit 0,2 ml
PBS per os; soarecii de control al pretratdrii fosfatului oseltamivir au primit fosfat
oseltamivir (1mg / kg) prin gavaj. Animalele de pretratare P18 au primit P18 (0,1mg / kg)
prin gavaj oral. Soarecii din grupurile de post-tratament au fost infectati cu virusul
Infection Evaluation gripal si, dupd 24 de ore, au fost tratati cu PBS, fosfat de oseltamivir sau P18.
Influenza virus
10 LD50 (groups 1-6)

im—————
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Test de citotoxicitate. Citotoxicitatea peptidei P18 a fost analizatd printr-un test MTT [3- (4.5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil
-2H-tetrazol bromurd] pe celule MDCK in pldci cu 96 de godeuri. Celulele au fost insdmantate la 1x 104 celule per godeu si
incubate timp de 24 de ore la 37 ° Cintr-un incubator umidificat cu 5% C0O2. S-au addugat cantitdti crescande de peptidda |
3,1pand la 100 ug / ml)in fiecare godeu. Nu s-a addugat nicio peptidd la godeurile de control. Dupd 5 zile de tratament cu
peptida, MTT (25 plla 5 mg / mlin PBS) a fost addugat la fiecare godeu si placa a fost incubatd timp de 3 orela37° C

intr-o camerd umidificatd. Dupd incubare, solutia MTT a fost indepdrtatd pentru a opri reactia si s-au addugat 150 pl de
dimetil sulfoxid in fiecare godeu. Densitatea opticd a fost madsuratd la 570 nm folosind un cititor de micropldci (Bio-Tek.,
Winooski, VT). Viabilitatea celulelor din godeurile de control a fost evaluatd la 100%. Alte probe au fost normalizate la
aceastd valoare. Pentru a confirma rezultatele MTT, monostraturile au fost, de asemenea, observate microscopic pentru a
estima rotunjirea si alte modificdri morfologice Tn comparatie cu cele ale celulelor martor.

Activitatea antiviral@ in vitro. Monostratele de celule MDCK din pldci cu 96 de godeuri au fost spdlate de trei ori cu DMEM
continénd 2g / ml tosilsulfonil fenilalanil clorometil cetond (TPCK) tripsind si au fost infectate cu virusul gripal (100 Ul /
godeu). Dupd 1ord de incubatie la temperatura camerei, virusul neabsorbit a fost aruncat si mediu fard ser a fost addugat
la fiecare godeu. Dilutii seriale de peptidd sau tulpind B. subtilis (106 CFU per godeu) au fost addugate la godeuri siincubate
la 37 ° C timp de 3 zile in incubator cu 5% CO2. Dupd incubare, titrurile virale din mediu au fost analizate prin titrare Tn
celulele MDCK.

Activitate antivirald in vivo. (i) B. subtilis UCM B-5007. Doud grupuri de soareci (10 soareciin fiecare grup) au fost utilizate
n acest studiu. Un grup a primit o singurd dozd de B. subtilis (107 CFU in 0,1 ml PBS per soarece) prin gavaj oral, in timp ce
soarecii din al doilea grup au primit 0,1ml PBS per soarece. Dupd 24 de ore, animalele din ambele grupuri au fost infectate
intranazal cu virusul gripal (25Kl pentru fiecare nard, 10LD50). Ratele de supravietuire au fost monitorizate pand la 14 zile
postinoculare.

(ii) Peptida P18. Animalele au fost alocate in sase grupuri (13 soareciin fiecare grup): (i) control, pretratare PBS; (i) control,
pretratare cu fosfat de oseltamivir; (iii) pretratarea P18; (iv) control, posttratament PBS: (v) control, posttratament cu
fosfat de oseltamivir; (vi) P18 posttratament. Cu o ziinainte de infectia cu virus, soarecii din grupul de control al pretratarii
cu PBS au primit 0,2 ml PBS per os, iar soarecii din grupul de control al pretratamentului cu fosfat de oseltamivir au primit
fosfat de oseltamivir (1mg / kg) prin gavaj. Animalele din grupul de pretratare P18 au primit P18 (0,1mg / kg) prin gavaj oral.
Soarecii din grupurile de post-tratament au fost infectati cu virusul gripal si, dupd 24 de ore, au fost tratati cu PBS, fosfat
de oseltamivir sau P18 (Fig. 7). Pentru a induce infectia, soarecii au fost usor anesteziati prin inhalare de izofluran si inoculati
intranasal cu virusul gripal (251 pentru fiecare nard, 10LD50). Soarecii au fost observati pentru mortalitate timp de 14 zile.
Tn ziva 15, soarecii au fost eutanasiati prin asfixierea CO2. In ziua 4 postinfectie, pldmanii de la trei soareci din fiecare grup
au fost Indepdrtati, cantdriti si omogenizati in DMEM rece. Omogenatele au fost centrifugate la 3.200 pg timp de 5 minute
la 4 ° Csititrurile virale au fost evaluate n fiecare supernatant prin analiza TCID50 in celulele MDCK.

Analize statistice. Toate rezultatele sunt prezentate ca mijloace si abateri standard. Diferentele dintre grupuri au fost
analizate prin teste t cu doud esantioane sau analiza unicd a variantei (ANOVA) urmatd de corectarea lui Bonferroni.
Analiza supravietuirii a fost efectuatd utilizdnd curbele Kaplan-Meier si un test log-rank. Nivelul de semnificatie a fost
stabilit la 0,05 pentru a defini semnificatia statisticd. Calculele statistice si graficarea graficului au fost efectuate folosind
Microcal Origin versiunea 9.0 (Northampton, MA) si Microsoft Excel 2010.
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