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INTRODUZIONE

1.LE MALATTIE DA PRIONI: GENERALITA’

Le malattie da prioni, conosciute anche come etmedsie spongiformi trasmissibili
(EST), sono un gruppo di patologie neurodegeneraiiwe, ad incubazione piuttosto

lunga ed esito invariabilmente fatale, che colpmscbbuomo e altri mammiferi.

Nelluomo si distinguono tre grandi gruppi di ESA seconda dell’eziologia apparente
con cui si manifesta la patologia:

a) forma sporadica, che racchiude il 90% dei casiroagra:
la malattia di Creutzfeldt-Jakob sporadica (sCJD);
I'insonnia fatale sporadica (sFl);
la prionopatia variamente sensibile alle proteasfPPr), descritta piu
recentemente.

b) forma genetica o familiare, che comprende il restd0% e annovera:
la malattia di Creutzfeldt-Jakob genetica o famdiggCJD o fCJD);
I'insonnia fatale familiare (FFI);

la sindrome di Gertsmann-Straussler-Scheinker (GSS)

c) forma acquisita, che comprende dei casi molto camdsati da contaminazione
diretta con una fonte infettante, fra cui:
la malattia di Creutzfeldt-Jakob iatrogena (iCJD);
la nuova variante della malattia di CreutzfeldtelakvCJD);

il kuru.

Negli altri mammiferi, le EST finora note sono &ttonsiderate malattie acquisite,
derivate cioé da una fonte di infezione esogendotme piu diffuse, piu conosciute e
meglio studiate sono:



a) l'encefalopatia spongiforme bovina (BSE), che cdpi come descritto dal nome
stesso, i bovini;

b) lo scrapie, che colpisce pecore e capre;

c) la malattia debilitante cronica degli alci e deive€CWD, chronic wasting disease

Tutte queste forme, a prescindere dalla speci@iisano osservate e dall’eziologia con
cui insorgono, condividono alcune caratteristidien conservate, quali la produzione di
lesioni cosiddette spongiformi a carico del sistemeavoso centrale (SNC) dovute alla
perdita neuronale, la capacita di trasmettersi ratividui sani se questi entrano in
contatto con quelli malati in determinate circog@ne l'accumulo di una forma
anormale di una proteina prodotta fisiologicamemt@ SNC. Questa proteina,
denominata proteina prionica cellulare (BrPva incontro a una modificazione
conformazionale che da luogo atisfolding generando cosi la proteina prionica
patologica (PrP). Per questo motivo le malattie da prioni sondest@centemente
annoverate nel gruppo piu vasto delle cosiddgitetein misfolding diseases’ovvero
malattie, tutte neurodegenerative, determinate’adalimulo di isoforme anomale di
proteine normalmente presenti nel SNC. Tali maatthe comprendono forme molto
piu diffuse delle EST, quali la malattia di Alzheam(AD), la malattia di Parkinson (PD)
o l'amiloidosi sistemica, secondo recenti evidengeientifiche, sembrerebbero
condividere con le malattie da prioni il meccanispadogenetico. Iimisfoldingproteico,

in quest’ottica, sarebbe quindi un pattern piutostonservato associabile alla

neurodegenerazione.

.BREVI CENNI STORICI

La malattia da prioni che per prima venne desciittéetteratura € lo scrapie, le cui
prime evidenze comparvero gia nel 1600. | sintomjuksta patologia comprendono
disturbi del comportamento e dell’'equilibrio, mapseattutto un intenso prurito (in
inglese to scrapé vuol dire grattarsi) che diede il nome alla patph. Tuttavia la
trasmissione sperimentale ad animali sani, a diranisine dell’'infettivita della malattia,
avvenne solo nel 1939 (Zlotnik e Rennie, 1963, dhare Fisher, 1963).



La forma umana piu diffusa di EST, invece, devesilbo nome alle osservazioni
congiunte dei neurologi tedeschi Creutzfeldt (1920akob (1921).

Nel 1957, Gajdusek descrisse nella popolazione Hella Papua Nuova Guinea una
nuova malattia, il kuru (Gajdusek e Zigas, 195&yjwhnte dalla perpetrazione di rituali
cannibalistici che prevedevano l'ingestione di wésscerebrale di individui affetti.
Leggendo quellarticolo, William Hadlow, un patolmgreterinario del Dipartimento
dell'Agricoltura degli Stati Uniti, riconobbe le @ogie esistenti tra il kuru e lo Scrapie
della pecora e intui che questa nuova malattia, ecdon Scrapie, potesse essere
trasmissibile (Hadlow, 1959). Nel corso degli ait® venne dimostrata sullo scimpanzé
la natura trasmissibile del kuru (Gajdusek et EH366) e della CJID (Gibbs et al., 1968).
Gli studi sul kuru valsero infine a Gajdusek il mie Nobel per la medicina (1976).

Piu tardi, negli anni '70, diversi lavori dimostoao come alcuni pazienti che erano stati
sottoposti a particolari trattamenti di caratteredioo, quali trapianto di cornea o di parti
del sistema nervoso e somministrazione dell’ormdeléa crescita estratto da cadavere,
presentassero una patologia del tutto simile abadgscritta malattia di Creutzfeldt-
Jakob (iCJD).

L’attenzione dell’opinione pubblica sulle malattia prioni fu pero catturata solo negli
anni '90, quando iniziarono a comparire nel RegmitdJcasi di pazienti con una forma
peculiare di CJD, che si manifestava in giovane etacon caratteristiche
neuropatologiche diverse da quelle gia osservatkettaratura, le cosiddette placche
amiloidi di tipo “florido”. Tale forma, battezzatauova variante di CJD (vCJD), fu in
breve ricondotta al consumo di carne provenienteadéni affetti da BSE (Bruce, et al.,
Nature 1997). Quest'ultima EST aveva cominciato iffomdersi tra i bovini,
principalmente nel Regno Unito, circa dieci annima, presumibilmente a causa di
mangimi derivati a loro volta da carcasse di aninmgétti (Wilesmith et al., 1988): la
BSE negli anni successivi si configuro come un |mola di sanita pubblica veterinaria
prima e umana poi. L'identificazione dell'agentdeitivo responsabile delle EST e
dovuta ad un lungo percorso, iniziato negli anf. G fatti i primi studi dimostrarono
come esso fosse del tutto resistente alle radiamitraviolette e ionizzanti, usate per
ottenere linattivazione degli acidi nucleici, ensiile invece ai trattamenti con proteasi

e ai pH estremi (Alper et al., 1967, Griffith, 196Pertanto se ne dedusse che non



poteva trattarsi di un agente infettivo convenzienguale un virus o un batterio, che
necessariamente deve recare con sé una molecataddi nucleico. Piu tardi Prusiner
riprese questi risultati e nel 1982 propose lai¢esecondo cui la particella infettante
delle EST é a natura prevalentemente, se non esufusnte, proteica (il termine
“prione”, in inglese “prion” , da lui coniato, & infatti un acronimo che giar
PRoteinaceous Infective ONIy particirusiner, 1982). Tale tesi, ancora oggi ritenuta
valida, consenti a Prusiner di essere insignitosdebndo Premio Nobel per gli studi
sulle EST (1997).

Nel 1985 studi di clonaggio dimostrarono che latgra prionica e codificata da un
gene, denominatoPRNR presente nell'organismo ospite (Oesch et al., 5198
Successivamente altri studi dimostrarono che Ieéoiamiliari della CID sono associate
a mutazioni dello stesso gene (Hsiao et al., 1988ao0 et al.,, 1991). Cio ha
ulteriormente rafforzato I'ipotesi delf@rotein only” di Prusiner. Oggi € noto che tale
gene, altamente conservato nelle diverse specieadinireca numerosi polimorfismi e
mutazioni in grado di modulare la suscettibilitde atliverse EST e il loro fenotipo

clinico-patologico.

.BIOLOGIA CELLULARE DELLA PP ©

~

I gene PRNP umano e un gene a singola copia, localizzato satdio destro del
cromosoma 20; e lungo 16 kb e comprende due e@eicondo dei quali, piu esteso,
contiene per interdopen reading frame(ORF) della proteina codificata, lunga 253
aminoacidi. La proteina va incontro a modificazipaist-traduzionali che determinano
la rimozione di un peptide segnale composto dan@i@acidi all’estremita N-terminale.
L’aggiunta della cosiddetta ancora di glicosilfagfdinositolo (GPI), che ha la funzione
di legare la proteina alla membrana cellulare, rd@tea inoltre la rimozione di altri 23
residui all’estremita C-terminale. Infine, due sltiglicosilazione (Asn 181 e Asn 197)
permettono il legame facoltativo di catene di odigocaridi complessi alla catena
amminoacidica. Poiché questi siti possono essengpati entrambi, uno solo o nessuno,

la PrP esiste in tre isoforme diversamente glicosilaigliabsilata, monoglicosilata e



non glicosilata, riconoscibili come tre bande dfetente peso molecolare in Western
blot (fig. 1).

I genePRNPumano presenta numerose omologie di sequenzausio @i molti altri
mammiferi: questo elevato grado di conservaziorggetsce una funzione comune a
piu specie e di conseguenza particolarmente impietasebbene finora essa rimanga
sostanzialmente sconosciuta. Studi di cristalliorez della PrP umana hanno

dimostrato che essa si compone di diversi domigi 2):

a. un dominio N-terminale non strutturato, lungo cil€® residui;
b. un dominio globulare che si estende tra i resi@s-228;

c. un piccolo dominio C-terminale flessibile (che n&gsa i residui 229-230/231).

Il dominio globulare comprende tre regioni aelica e due a foglietto antiparallelo.
La struttura terziaria di questo dominio é ragguntediante interazioni non covalenti
(per lo piu ponti idrogeno, ponti salini o interaazi idrofobiche) tra le catene laterali dei
residui che vengono in contatto durante il procetséolding proteico. Unica eccezione
e rappresentata dal ponte disolfuro (interazionalemte) che si stabilisce tra i residui di
cisteina in posizione 179 e 214 (Capellari et20111).

La porzione N-terminale flessibile (residui 51-94) compone di un nonapeptide
(PQGGGGWGQ) sequito da quattro ripetizioni idergictdi un octapeptide
(PHGGGWGQ). Tale regione, che comprende sei regiilustidina, ha un’elevata
affinita per i cationi, in particolare il rame. base a questa capacita di legame, e stato
ipotizzato che la PfPsia coinvolta nella regolazione della concentragioel rame a
livello della fessura sinaptica (Kretzschmar et 2001). Numerose altre funzioni sono
state proposte per questa proteina nel corso dagli dalla protezione contro lo stress
ossidativo, al coinvolgimento nel differenziamemtaella trasduzione del segnale, al
mantenimento della plasticita sinaptica (che ineld@pprendimento e la memoria)
(Peggion et al., 2017). Tuttavia i topi knock oet fa Pr® non hanno mostrato alcun
fenotipo rilevante, ad eccezione della resisterifmfazione da EST (Bueler et al.,
1992, Manson et al.,, 1994). Per spiegare questaramp@ incongruenza € stato

ipotizzato che altri meccanismi compensatori entrin gioco in un organismo in
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condizioni ottimali, mentre e stato riportato cHesposizione a danno ischemico,
l'inflammazione o l'invecchiamento possono favoritemergere di fenotipi patologici

legati alla mancanza della Prin questi topi (Peggion et al., 2016).

Conserved C1 processing sitle

N-terminal unstructured domain .t C-terminal globular domain
a3

o2
ERSP +++ Hx Hx Octarepeats t¢¢ HD 1 al P2 G5 GP1SP

o ©

Mammalian

Figura 1: struttura dellORF del geneRNP nei mammiferi. ER SP: peptide segnale di trasfenio al
reticolo endoplasmatico; GPI SP: peptide segnaldtdcco dell'ancora GPI; Hx: esapeptide; HD: mmtiv
arricchito in alanina; 1, 2, 3: -eliche 1, 2, 3; 1, 2: foglietti 1 e 2; N: siti di glicosilazione (da

Bakkebg et al., Frontiers in Immunology 2015).

Glycans

NH;*

Cu?* -

CIYO™

Octapébtide repeéts

gGPI anchor

Figura 2: modello dei domini strutturali della Prifda Caughey, Trends Biochem Sci 2001).
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Nei bovini, il genePRNP é localizzato sul cromosoma 13. Si compone diegeni
anziché due come il suo omologo umano, ma in aretagn tutti i geni ortologhi delle
varie specie, solo l'ultimo esone € tradotto intgima. La proteina, prima di andare
incontro alle modificazioni post-traduzionali, éga circa 264 amminoacidi. Anche la
PrP bovina presenta i due domini: uno N-terminalen strutturato, che contiene le
ripetizioni octapeptidiche in grado di legare i@, e uno C-terminale strutturato. Come
nel caso della proteina umana, anche per quellméda@vvengono la rimozione di una
porzione a livello della regione N-terminale neficgelo endoplasmatico e I'aggiunta
dell'ancora di GPI (Murdoch e Murdoch, 2015). Ancted genePRNPdi cervo il terzo
esone e quello codificante, per una sequenza peotighga 256 aminoacidi (Robinson et
al., 2012). La struttura della proteina, molto @ quella umana, annovera il dominio
non strutturato N-terminale, lungo circa 100 amaiwda all'interno del quale sono
presenti le sequenze octapeptidiche ripetute = V@GWGQPHG) in grado di legare
gli ioni bivalenti. Segue il dominio C-terminale rcde tre -eliche e i due -sheet
antiparalleli, i siti di glicosilazione e il pontdisolfuro (Haley e Hoover, 2015). Come
precedentemente accennato, 'omologia di sequesizgethePRNPé molto estesa nelle
diverse specie, fatti salvi alcuni polimorfismi sgiei, particolarmente indagati nel gene

ovino, che determinano una maggiore o minore stilsitiéd alla malattia.

.CARATTERISTICHE DISTINTIVE DELLA PrP  5°

Come precedentemente esposto, la®PsPforma in seguito amisfoldingdella PrP.
Tale misfolding a sua volta, si accoppia ad un cambiamento déildtura secondaria
della proteina: mentre nella forma fisiologica @akevla struttura ad-elica, in quella
patologica aumenta drasticamente il contenuto gligtio (dal 3% al 40%) (fig. 3).
Cio e stato dimostrato mediante studi strutturalalgla spettroscopia a infrarossi in
trasformata di Fourier (FTIR) e la spettroscopiadadroismo circolare (Caughey e
Raymond, 1991; Safar et al., 1993).



Figura 3: conversione della struttura primaria di Prfprevalenza di -elica) in quella di Pr¥
(prevalenza di foglietto) (da Prusiner, Prion biology and diseases, Colih§gHarbor Laboratory Press,
New York 1999).

Tale variazione della struttura secondaria conferiglla proteina nuove proprieta

chimico-fisiche, in particolare:

a. linsolubilita in detergenti non denaturanti
b. una maggiore tendenza all’aggregazione

c. la parziale resistenza alla digestione proteolitica

Queste proprieta sono state usate, nel corso degi, per separare I'una dall’altra
componente. In particolare, la resistenza all’agipnoteolitica &€ largamente utilizzata
per la diagnosi di malattia da prione in tutte pece animali, secondo il principio per
cui in presenza di sola PtAl campione viene completamente digerito, mentre |
presenza della PTPimplica la rivelazione di frammenti resistenti alproteolisi in

Western blot (fig. 4). La porzione della proteiresistente alle proteasi € quella C-
terminale, che reca i due siti di glicosilazionando origine pertanto alle tre isoforme
diversamente glicosilate osservabili anche dopesligne proteolitica. Al contrario, la

porzione N-terminale viene idrolizzata al pari dd cche avviene per la PTP
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Recentemente, sono state individuate EST in ct®ri&° & particolarmente sensibile
all'azione delle proteasi, dando luogo ad una diges pressoche completa (VPSPr e
GSS nelluomo, Nor98 nella pecora), mentre unaesdristudi condotti da Safar e
collaboratori hanno messo in evidenza una compeneelia PrP* denominata'PK-
sensitive PrB® (ovvero Prf° sensibile alla proteinasi K), presente in quantigvante
anche nelle EST tradizionali, ovvero quelle diagicabili biochimicamente mediante
saggi di digestione proteolitica (Safar et al., 200 uttavia, un ulteriore studio ha messo
in evidenza come questa componente non superP4l A€lla CJID sporadica (Saverioni
et al., 2013).

non affetto affetto

Figura 4: Western blot tipicamente usato per la discrimimae di campioni PrP-positivi da quelli

negativi.



Figura 5: replicazione e deposizione della Prfadattato da Priola et al., Science 2003).

Alla base della trasformazione della PrP fisiolagnella sua controparte patologica c'é
un meccanismo di conversione, in cui la secondgdue stampo per la riproduzione
della propria struttura nella prima. Le due prateentrano in contatto a livello di
membrane lipidiche, i cosiddetipid rafts, che possono trovarsi sia sulla membrana
plasmatica che in vescicole intracellulari (qudii gndosomi, i lisosomi, o perfino
porzioni del reticolo endoplasmatico) (Poggioliniad, 2013), dando cosi inizio a una

amplificazione a cascata, che si propaga in maat@catalitica (fig. 5).

Tale processo di conversione della ArPPrP, osservato in vivo, viene replicato nella
cosiddetta “amplificazione in vitro”, che permetti moltiplicare in maniera

virtualmente esponenziale le molecole di ®rpresenti in un determinato campione
biologico. In questo modo € possibile bypassatanite di detectiondelle metodiche

attualmente in uso per determinare la presenzarlfi°  campioni a bassissimo
contenuto (sangue, urine, liquor). Numerosi espamimdimostrano che la conversione
in vitro, e quindi per estensione anche quellaiuo,vnecessita di cofattori molecolari
per avere successo, mentre € inibita da altre remstda natura e la funzione di tali

cofattori restano ancora pero largamente inesgorkinora, € stato dimostrato il



coinvolgimento di due tipi di cofattori, i lipidi ei polianioni (tra cui i
glicosamminoglicani e i polisaccaridi solfatati)ltre a frammenti di DNA e RNA,
presumibilmente codificati dall’ospite, sebbeneloito preciso meccanismo d’azione
resti ancora avvolto nel mistero (Poggiolini et 2013).

Sono stati proposti due diversi meccanismi di oelione della Pr®in vivo (fig. 6).

Figura 6: i due diversi modelli di amplificazione della Pffda Soto, Nat Rew Microbiol 2004).

Nel cosiddetto modello di conversione assistitdodstampo, la P esiste in forma di
monomero termodinamicamente pit stabile della®PrPNel raro evento che una
molecola di Prf® si formi spontaneamente, oppure venga introdoti#’edterno
nell'organismo ospite, essa pud orientarenisfoldingdella Pf mediante interazione
diretta. In questo modello, il punto critico & tarhazione del dimero PYRPrP*° da cui
prende I'avvio la conversione, oppure di un intedineli reazione il cufolding € a meta
fra le due conformazioni e ancora altamente inEgatdenominato PrP*. In questo caso,
la PrP* funge da stampo in grado di catalizzare la conweescompleta della PfPII

modello della nucleazione-polimerizzazione, invgu®pone che la conversione sia un



fenomeno reversibile. In questo quadro, iI monomdioPrP° sarebbe altamente
instabile rispetto a quello di PrRe per stabilizzarsi necessiterebbe di formare un
oligomero. Una volta formato questo nucleo, la ®Pronomerica pud essere
efficacemente incorporata in esso adottando laccowzione della P In questo
caso, il passaggio limitante sarebbe la formazateienucleo oligomerico, cosa che puo
essere accelerata in vitro mediante I'aggiuntaigomeri di PrP° preformati (Le et al.,
2015).

Nelle diverse eziologie delle forme umane, la Préhe funge da stampo per la

conversione puo:

a. formarsi spontaneamente per un evento stocasticolte raro, quale ad esempio una
mutazione somatica (malattia sporadica)

b. provenire da una fonte infettante esogena (malattaisita)

c. essere favorita da mutazioni genetiche che coofmis instabilita alla PfPe

rendono cosi piu probabilemisfolding

Nonostante sia ormai chiaro che la formazione dEHEE® sia I'evento molecolare
capace di innescare la patogenicita di tutte le,E83ta ancora irrisolto I'interrogativo
Su come essa sia in grado di indurre tossicitdessuti in cui si localizza. Alcuni studi
hanno dimostrato come I'assenza della“RsRowvista di ancora di GPI renda la BrP
innocua per I'organismo ospite, suggerendo quihdigli oligomeri e le fibrille di Pr¥®
non sono tossici di per sé, ma necessitano delthaziene della proteina fisiologica per
esercitare la loro tossicita. D’altro canto, la péoe privazione della funzione della
PrP, che & stata ripetutamente invocata in seguitoaaibiamento conformazionale
legato alla formazione di Pt® non basta a determinarne la tossicitd (come gia
precedentemente esposto, i topi knock-out pef Préh presentano alcun fenotipo
patologico rilevante, anzi si dimostrano resistafiinfezione da EST). Inoltre, spesso e
volentieri la neurotossicita della Pffon correla con la sua infettivita, portando quind
a ipotizzare che le due proprieta siano legate oforise diverse della molecola.
Numerosi studi hanno dimostrato I'associazione idgigjomeri di PrB¢ con la capacita
infettiva (segnando quindi un punto a favore deldellm della nucleazione-

polimerizzazione precedentemente descritto), meafta ancora da chiarire se gli stessi



oligomeri (o una sottopopolazione di essi) sonpaasabili anche della neurotossicita.
Secondo alcune evidenze sperimentali, I'oligomerd®d®° che si forma durante il
processo di conversione € in grado di compromekiategrita delle membrane cellulari
o di mediare un segnale neurotossico, innescata BaP* extracellulare, che sovverte
la funzione della PfP Un'altra importante possibile fonte di neurotoitai &
I'attivazione della microglia: non e ancora chiarmfatti, il suo ruolo nel
raggiungimento dell’equilibrio fra neuroproteziome neurodegenerazione. Mentre si
conosce la funzione protettiva delle cellule gliadilla clearancedella PrB° nelle fasi
iniziali di deposizione della proteina, quindi irssenza di fenotipi istopatologici
conclamati, & stato osservato che questa stessaoffien pud subire uncwitch
improvviso verso il rilascio di citochine ad azioneurotossica in grado di mediare
I'apoptosi neuronale e quindi, in ultima analisi, Heurodegenerazione. Tawitch si
osserva, in modelli animali, in presenza di infiaaamone sistemica, condizione non di

rado associata alle patologie neurodegenerativggiBini et al., 2013) (fig. 7).

Figura 7: attivazione della microglia in seguito a dannano@ale (da Caesar, Nat Med 2006).



5. POLIMORFISMI E MUTAZIONI DEL GENE PRNP IN GRADO DI
MODULARE LA SUSCETTIBILITA’ ALLE EST

Come gia in precedenza discusso, il sequenzianaegite ORF del gen®RNP nelle
diverse specie animali ha permesso di individuatarorfismi e mutazioni responsabili
della maggiore o minore suscettibilitd alle matatia prioni, osservata nel corso del
tempo. Inoltre, essendo questo gruppo di patola@mente eterogeneo dal punto di
vista fenotipico, le stesse variazioni della segaergenetica possono orientare

'andamento della malattia verso un determinatoftig@o clinico-patologico.

5.1 EST umane Nelluomo, il principale polimorfismo responsabildella diversa
suscettibilita alla CID sporadica nella popolazioaecasica € quello relativo al codone
129, che puo codificare per metionina (M) o vali(d). Tale polimorfismo,
pesantemente implicato anche nell'insorgenza didlerse varianti della CJD sporadica
(vedere piu avanti), puo dare origine a tre divgesiotipi: omozigosi metionina (MM),
omozigosi valina (VV) o eterozigosi (MV). Studi dpmiologici hanno messo in
evidenza come, mentre nella popolazione sanaaglbagoti si attestano intorno al 50%
(seguono gli omozigoti MM che rappresentano il 38%fine i VV con I'11%), questa
distribuzione appare quasi invertita nella popaaei affetta da CJD sporadica. In
questo gruppo, la numerosita degli omozigoti MMesal69%, mentre gli omozigoti VV
comprendono il 18% e solo il restante 13% risuttianpgosto da individui eterozigoti. Per
la CJD iatrogena causata da contaminazione con regngella crescita estratto da
cadavere infetto la distribuzione dei genotipi reprdiscosta molto da quella osservata
nella forma sporadica (un lieve calo degli omozigdy a fronte di un aumento degli
omozigoti VV e degli eterozigoti, ma questi ultimppresentano sempre il gruppo meno
prevalente), mentre per la vCJD (la forma derivitida BSE) i pazienti affetti mostrano
tutti 'omozigosi MM, eccetto un caso di un pazeenMV che ha ricevuto una
trasfusione di sangue infetto e in seguito ha ppiéio depositi di Pri® nella milza,
trasmissibile a modelli murini, pur in assenzaidiani (Parchi et al., 1999, Will, 2003,
Diack et al., 2014). In base a queste evidenztgte gotizzato che I'eterozigosi sia una
condizione protettiva dall'insorgenza della patidogA livello molecolare, cio puo

essere spiegato mediante il concetto che pil levthiecole (PrPe PrP9 coinvolte nel



processo di conversione sono diverse, minori cheaes il processo di concludersi con
successo. Tale concetto, utile per la comprensaeiemeccanismo della cosiddetta
barriera di specie(ovvero il fenomeno in base al quale non tuttéolgi infettanti di
PrP* sono in grado di replicarsi in ospiti di specieaise da quella originale), ben si
presta anche nel contesto della maggiore resisteagata all’eterozigosi. Infatti in
questo caso esiste la possibilita che entrino matto due molecole che differiscono fra
loro virtualmente per un solo aminoacido, mentrdaneondizione di omozigosi le due
molecole sono teoricamente identiche. Un altromoitfismo, al codone 219, che puo
codificare per acido glutamico (E) o lisina (K)sulta completamente protettivo in
eterozigosi per la sCJD nella popolazione giappmngsbbene non lo sia del tutto nei
confronti della CJD acquisita (iatrogena o variaetgenetica (Kobayashi et al., 2015).
Un discorso a parte meritano le mutazioni, coreclalla gCJD, allFFl e alla GSS
nell'uomo ma finora mai riportate negli altri manferi. Queste mutazioni, tutte
dominanti, possono avere maggiore 0 minore permdrandeterminare I'insorgenza di
una specifica variante patologica o piu di unagseociazione o meno al polimorfismo al
codone 129 (fig. 8).

Emblematico € il caso della mutazione D178N: I'éiplo D178N-129V genera CJD,
mentre I'aplotipo D178N-129M causa FFI. L’aumentel mumero di ripetizioni
dell'octapeptide in posizione N-terminale, denorton@PRI (octa-peptide repeat
insertiong € in grado di causare sia il fenotipo gCJD cHenbtipo GSS, a seconda del
numero delle ripetizioni presenti. Da 1 a 4 ripetit extra, il fenotipo piu frequente é
quello della CJD, mentre da 5 a 9 i pazienti syiao un fenotipo che ricorda la GSS
oppure la demenza atipica (Schmitz et al., Mol Mbioi 2016). L'ipotesi piu plausibile
per cui una mutazione del geP&NP sia in grado di produrre una EST €& che essa
favorisca ilmisfoldingdella Pr®, rendendo instabile la sua conformazione origindri
realta cio risulta vero per pochissime delle muazidi PRNP finora note: questo

aspetto necessita quindi di ulteriore investigazi@@apellari et al., 2011).



Figura 8: mutazioni presenti nel dominio globulare di Brid grado di causare CJD. In giallo & riportato

il polimorfismo al codone 129 (da Capellari et Alcta Neuropath 2011).

5.2 Scrapie Nelle pecore, tre polimorfismi del geR&NRP, in associazione fra di loro, sono
i principali modulatori della suscettibilita allcrapie: al codone 136 (alanina, A, 0
valina, V), al codone 154 (istidina, H, o arginirid), al codone 171 (glutamina, Q,
arginina, R, o istidina, H). Gli aplotipi VRQ e AR®ono considerati quelli che
maggiormente predispongono a contrarre lo scrdpisico, mentre I'aplotipo ARR €
considerato protettivo (Belt et al., 1995, Bosssral., 1996). Al contrario, il genotipo
ARR/ARR e spesso riscontrato negli ovini affettistaapie atipico. | polimorfismi che
maggiormente influenzano l'insorgenza di questdawée sono stati identificati nei
codoni 141 e 154, in particolare quando sono ptegeralleli AHQ e AR 4RQ. Anche
nelle capre esistono alcuni polimorfismiRIRNPprotettivi nei confronti dell'insorgenza
della malattia, in particolare quello al codone 282cui la lisina (K) sostituisce la
glutamina (Q) oppure al codone 146, quando codeaserina (S) o acido aspartico
(D) anziché asparagina (N) (Billinis et al., 2002).



5.3 BSE. Nei bovini il numero di ripetizioni dell'octapagde nella regione N-terminale di
PRNPeé generalmente 5-6. In una specifica razza dirbdaipresenza di 7 ripetizioni di
qguesta sequenza é stata collegata a una maggiscettshilita alla BSE. Inoltre, in
alcuni bovini sono state riportate delezioni neligione del promotore d?RNP che
aumentano l'espressione della Pre che risultano associate ad una maggiore
suscettibilita alla BSE classica ma non alle foatipiche (Brunelle et al., 2008). Infine
nel 2006 e stato osservato, in un esemplare n&gli @niti, un polimorfismo al codone
211, che codifica per lisina (K) al posto del ghataato (E), in grado di conferire
suscettibilita alla variante atipica BSE-H (Richtag, 2008). E’ stato successivamente
dimostrato che tale polimorfismo é ereditabile eotmgo alla mutazione umana E200K

riscontrata in un numero significativo di casi @Jp (Nicholson et al., 2008).

5.4 CWD. Nei cervi a coda bianca, i polimorfismi Q9H5, &96 A116G sono stati riportati
come importanti modulatori della suscettibilitaaallWD. In particolare, listidina in
posizione 95 e la serina in posizione 96 sono ed@rdi conferire resistenza alla
malattia, quest’ultima anche in singola copia (dmmet al., 2006, Johnson et al., 2011),
mentre il genotipo 116A e presente piu frequenteéennai casi di CWD (Robinson et al
2012). Nelle altre specie animali colpite da CWDpalimorfismi di PRNP che

determinano la suscettibilita alla malattia sonanaeonosciuti.

6. ETEROGENEITA’ FENOTIPICA DELLE MALATTIE DA PRIONI:
IL CONCETTO DI “CEPPO” PRIONICO

Una delle caratteristiche piu misteriose e allesteempo affascinanti delle malattie da
prioni & la loro eterogeneita fenotipica, sia nedtho che negli altri animali. Sebbene i
sintomi osservabili siano tutti ascrivibili a danneurologico, essi si presentano in una
molteplicita di eventi che spazia da deteriorametgnitivo, disturbi visivi o del
movimento e perfino insonnia. Anche la successimmeporale dei sintomi lungo il
decorso clinico e assolutamente varia, cosi comedulata della malattia, I'eta di
insorgenza, nonché la distribuzione regionaleyellé del SNC, dei depositi di P¥P

che verosimilmente determinano la compromissiondetierminate aree cerebrali e di



conseguenza il tipo di danno neurologico. Ancaoiagiienza delle diverse varianti &
decisamente oscillante, fermo restando che sat@munque di malattie rare. Alcune
EST sono in grado di superare la barriera di specme precedentemente accennato,
mentre altre no. All'estrema variabilita fenotipisa associa anche una mutevolezza

delle caratteristiche molecolari osservabili n&It&.

6.1 Malattia di Creutzfeldt-Jakob.La CJD sporadica €, a questo proposito, la malati
prioni meglio studiata. L'eterogeneita clinica eigdagica della CID & nota fin dagli
inizi del secolo scorso, tuttavia fino ai tardi arf0 non € mai stato fatto alcun vero
tentativo di classificazione sistematica. Parcldoflaboratori, nel 1999, dimostrarono
che la sCJD si distingue in sei diversi fenotighici e istopatologici (ovvero che
differiscono fra loro per la sintomatologia e ilaglto di distribuzione dei depositi di
PrP° e delle lesioni spongiformi), ampiamente correkstgenotipo al codone 129 del
genePRNPe alla lunghezza del frammento principale dellB®Pdopo trattamento con
proteinasi K (PK) (Parchi et al., 1999, 2009). Bngtipo al codone 129, come
precedentemente discusso, € implicato anche nelthulazione della suscettibilita alla
malattia, con l'eterozigosi che riveste un ruoletpttivo in confronto al’lomozigosi.
Cionondimeno, I'insorgenza della patologia riguanakdi e tre i genotipi. Il trattamento
con PK permette di osservare, dopo migrazionerefetetica e Western blot, due tipi di
frammenti di Pr&, entrambi privati della regione N-terminale, clifetiscono fra loro
per il peso molecolare: il tipo 1, che si associmdrammento del peso di 21 kDa e ad
una migrazione elettroforetica piu lenta, compretedsequenza proteica a partire dal
residuo 82, mentre il tipo 2, del peso di 19 kDanaigrazione elettroforetica piu rapida,
e troncato in corrispondenza del residuo 97. llopewlecolare si riferisce alla forma
non glicosilata, fermo restando che in Western blobsservano tutte e tre le bande
relative alle tre glicoforme, dal momento che lateolisi non coinvolge i siti di

glicosilazione in posizione C-terminale (fig. 9).



Figura 9: associazione del polimorfismo al codone 129 etipel di PrP° prodotta dopo digestione
proteolitica nelle diverse varianti della CJD splica (da Kobayashi et al., Acta Neuropathol Commun
2014).

L'associazione del genotipo al codone 129 e da tip frammento prodotto dopo
digestione proteolitica della P¥Pda origine alle 6 varianti clinico-patologiche @ot
della sCJD.

a) Il fenotipo MM1/MV1, che e il piu frequente (40% ideasi), € associato a una
durata media di malattia di 4 mesi e ad un'eta metiesordio di 70,1 anni.
Esordisce con declino cognitivo in due terzi dedicatassia (un terzo), disfunzioni
del linguaggio (un quarto), disturbi visivi (un qgte, mioclono o altri movimenti
involontari (un quarto). | cambiamenti spongiforragsociati a piccoli vacuoli, si
localizzano nella corteccia, nei gangli basali, tahmo e nello strato molecolare

cerebellare, mentre non si osservano affatto pplbfcampo e nel tronco encefalico.

b) Il fenotipo VV2, che rappresenta il 15% dei casiassocia a una durata media di
malattia di 6,3 mesi e ad un’eta media di esordi®4l5 anni. Esordisce con
prominente atassia dell’andatura, prosegue con nizame nei due terzi dei casi
presenta mioclono. | cambiamenti spongiformi mie@yolari sono confinati agli
strati profondi della corteccia. Risulta coinvolemche lippocampo, mentre |l

BN

cervelletto €& interessato nella sua totalitd (strablecolare e strato granulare).



d)

Anche il tronco encefalico risulta positivo alledl@@zioni immunoistochimiche per

PrPe,

Nel fenotipo MV 2K, il terzo piu frequente (8%), drata media di malattia & 15,8
mesi e l'eta media d’esordio € 65,4 anni. | sedmia osservati comprendono
atassia e demenza, mentre a livello istopatoloticoaratteristica principale é la
presenza di placche cerebellari denominate plakohe Queste placche, di tipo
amiloide, visibili anche con colorazioni aspecifiglcomposte di depositi di PFfP

(perché risultano positive alle colorazioni spetié), devono il loro nome al fatto
di essere state inizialmente identificate nel ki8ano localizzate in tutte le aree
cerebellari (strato molecolare e granulare), meneguentemente nelle aree
cerebrali. Altre alterazioni istologiche sono sinal quelli osservati nei VV2, con

prevalenza dei depositi tipo placcipague-like.

Per il fenotipo VV1, osservabile in circa I'1% deisi, la durata media di malattia &
15,3 mesi e l'eta d'esordio si attesta a 39,3 armtsordisce con demenza
progressiva, principalmente del lobo fronto-temgmré&segni motori importanti,
guali I'atassia e il mioclono, possono non man#destall’esordio, ma quest’ultimo
compare in seguito insieme ai segni piramidali.’e&khme neuropatologico, le
regioni cortico-striatali appaiono le piu affettmentre il cervelletto e il lobo

occipitale sono relativamente risparmiati (rispeiittobi frontale e temporale).

e) Il fenotipo MM/MV 2C condivide con il seguente laratteristiche molecolari

(omozigosi MM, per la maggioranza dei casi, e*PdP tipo 2) ma si distingue da
esso per un interessamento prevalentemente cert{€l Si presenta con una
frequenza dell’l%, una durata media di malattia2@i mesi, e un’eta media
all'esordio di 67,8 anni. | segni clinici riguardaprevalentemente danni cognitivi,
mentre il mioclono sostenuto e i segni visivi sgemeralmente assenti, cosi come
rari 0 assenti sono i segni cerebellari. La canattea istopatologica distintiva di
qguesto fenotipo sono i grandi vacuoli confluentipgamente diffusi nella corteccia
cerebrale, mentre i gangli basali e il talamo someno colpiti e I'ippocampo é

generalmente risparmiato. | cambiamenti cerebedlamb assenti o focali.



f) L'ultimo fenotipo, 'MM 2T, si distingue dal precedte per il marcato
interessamento talamico (T). La durata media dattiale 15,5 mesi, I'eta media di
esordio 52,3 anni e la frequenza si attesta all'lL%ntomi caratteristici includono
linsonnia, con incapacita di iniziare e mantendrsonno, risvegli frequenti e
gestualizzazione del contenuto del sogno, in uacaéhdamento motorio inesausto
(enacted dreams|l mioclono e sempre presente. Il fenotipo sicasa a un’atrofia
prominente del talamo e dell'oliva inferiore, mentsi osservano alterazioni
patologiche di scarso rilievo in altre aree cerkbtae lesioni spongiformi sono
assenti o focali, limitatamente alla corteccia beske. Lo striato € relativamente

preservato (diversamente da tutti gli altri fentip

Oltre ai cosiddetti fenotipi “puri”’, sono stati dgdati in letteratura anche casi di
fenotipi “misti”, casi cioe in cui si osserva laegenza concomitante di caratteristiche
cliniche, molecolari e istopatologiche ascrivilzgldue dei fenotipi “puri” (Parchi et al.,

Acta 2009, 2011). | fenotipi “misti” finora riportian letteratura annoverano:

MM/MV 1+2C
MV 2K + 2C
MM 2T + 2C
VV 2+1

La CJD genetica ricalca in larga parte i fenoti@ descritti per la forma sporadica. |
dati raccolti sembrano suggerire che la mutazionped sé sia in grado di favorire
l'insorgenza della malattia, ma il fenotipo osséovdipenda principalmente dagli stessi
determinanti molecolari della forma sporadica. Adrapio, i pazienti E200K-129M con
PrP° di tipo 1 danno un fenotipo non distinguibile &4dM1/MV1. La mutazione
D178N, come precedentemente accennato, in cis’atbeld 129M produce FFI, una
forma che condivide molti aspetti clinici e neurtgpagici con 'MM 2T (detto anche
sFI, ovvero insonnia fatale sporadica) e si associna Prf di tipo 2, mentre in cis con
I'allele 129V produce CJD riconducibile al fenotip/1 e si associa a una PfRli tipo

2.

La forma iatrogena della CJD legata al trapiantoddra madre, molto rara ma a

maggiore frequenza nella popolazione giapponestata associata a due fenotipi nei



pazienti omozigoti metionina al codone 129: un fgw senza placche di tipo kuru,
associabile alla variante sporadica MM1/MV1 (np-BEJ un fenotipo con placche di
tipo kuru, che ricorda la variante sporadica MV @KdCJD). Questo fenotipo, in cui si
osserva la produzione di un frammento diPiRtermedio fra tipo 1 e tipo 2, del peso
molecolare di circa 20 kDa, rappresenta una corzibna di caratteristiche
istopatologiche e molecolari mai osservata nellds( uttavia a ben guardare anche la
variante sporadica MV 2K e associata alla presdeita stesso frammento di 20 kDa, in
combinazione con il tipo 2 gia descritto. Pertasgonbra logico arguire che il fenotipo
pd-CJD sia un adattamento, nei pazienti con gend¥p, della forma sporadica MV
2K.

Le trasmissioni sperimentali hanno contribuito motmente a chiarire le basi
molecolari della grande eterogeneita della CJD argdiil concetto di “ceppo prionico”.

| ceppi prionici si definiscono come inoculi clielgsmessi ad animali singenici, sono in
grado di manifestarsi con caratteristiche clinidspatologiche e molecolari distinte e

riproducibili fedelmente nei vari passaggi (fig)10

Figura 10: il concetto di “ceppo prionico” (da Aguzzi et,d\at Rev Mol Cell Biol 2007).



Tale concetto, mutuato dalla microbiologia, sitia@ quello piu tradizionale di “ceppo
batterico” o “ceppo virale”. Tuttavia, in assenZadalsiasi molecola informazionale a
tuttoggi nota (DNA, RNA) associabile alla partizelinfettante proteica, questo
concetto resta ancora fondamentalmente un mistero.

Ad ogni modo, le infezioni sperimentali in animsilngenici hanno dimostrato che tultti
i fenotipi della CJD sporadica si trasmettono caseppi distinti, ad eccezione delle
due varianti VV2/MV 2K che si trasmettono come umco ceppo unitamente al kuru
(Parchi et al., 2010, Bishop et al., 2010, Modal£t2012). Allo stesso modo, la forma
genetica E200K-129MM1 ha caratteristiche di trasmoise indistinguibili dalla
variante sporadica MM1/MV1 (Parchi et al., 2010nhcaAra, mentre il fenotipo np-
dCJD presenta caratteristiche di trasmissione oetaplente sovrapponibili
al’lMM1/MV1 sporadico, il fenotipo p-dCJD si trastie in maniera del tutto identica
ai fenotipi MV 2K/VV2 della CJD sporadica, confemad cosi la somiglianza fra
queste varianti osservata empiricamente (Kobaystsili, 2014).

6.2 BSE e vCJD La BSE é stata riconosciuta come una nuova E$T986. Esistono
tuttavia documentazioni che segnalano casi di mtealassimilabile alla BSE gia nel
1983. Al 2015, i casi di BSE riportati in tuttoriondo sono stati piu di 190000, in 28
diversi Paesi. Nonostante le diverse teorie avangall’origine della BSE nei bovini,
nessuna e stata finora accettata dalla comunignt§aa. Tuttavia il veicolo di
infezione piu accreditato sono le farine di careate come mangimi, in cui venivano
incluse anche carcasse di animali infetti. Infadtipartire dal 1993, a circa 5 anni
dalladozione del divieto sullimpiego delle farindi carne di ruminante per
I'alimentazione dei ruminanti stessi, € stato ogaser nel Regno Unito un progressivo
declino dei casi. | segni clinici della patologiacludono cambiamenti progressivi
neurologici e comportamentali (aumento del nervosisapprensione, aggressivita),
alterazioni dell’andatura o del movimento (tremodebolezza, atassia degli arti
posteriori) e perdita di peso. Il periodo tipicoidcubazione puo durare dai 2 agli 8
anni (Murdoch e Murdoch, 2015).

Nel 1996, comincio ad apparire nelluomo una nufmrana di CJD con caratteristiche

piuttosto diverse da quelle gia note (Will et 41996): la cosiddetta nuova variante



della CJD (vCJD). La vCJD colpisce soprattutto sttjgiovani: I'eta media d’esordio
dei sintomi e vicina ai 30 anni. In piu della mdt&i casi le sue manifestazioni cliniche
consistono in disturbi psichici; i segni neurologgomprendono disturbi sensitivi,
perdita di memoria e disturbi dell’equilibrio, memtil deterioramento delle facolta
mentali e le contrazioni involontarie dei muscalgratteristici delle encefalopatie
spongiformi, compaiono piu tardi (Will, 2003, 2004 quadro istopatologico
osservabile nell’autopsia € caratterizzato dallesidaette placche floride nella
corteccia cerebrale e cerebellare. Si tratta dimeodi di sostanza amiloide formata da
aggregati insolubili di Pr®, circondati da un alone ricco di vacuoli. La BrRa
mostrato le stesse caratteristiche fisico-chimigheutti i soggetti finora testati, a
conferma che la malattia € causata da un singoppaceli prione. La mobilita
elettroforetica della P2 & di tipo 2, e quindi, comune ad altri fenotipi@iD, ma il
rapporto percentuale delle tre glicoforme, in aidomina la proteina diglicosilata, la
distingue da tutte le altre varianti sporadichegussite di CJD (lronside et al., 2000),
che invece mostrano una prevalenza della forma gimosilata. Come gia discusso,
tutti gli individui affetti sono omozigoti metiongnal codone 129 d?RNR, eccetto un
individuo MV in cui, dopo trasfusione, & stataviéa la presenza di depositi di PP
nella milza, in grado di infettare modelli animébiack et al., 2014). In breve fu
dimostrato che lo stesso ceppo in grado di caladB&E era anche responsabile della
vCJD, grazie a studi epidemiologici, di trasmissioal cinomolgo, un macaco
giavanese il cuPRNPha un’'omologia del 95 per cento con il gene um@asmezas
et al.,, 1996), e ai topi (Bruce et al., 1997): uwesti studi, gli animali infettati con
inoculi provenienti da vCJD e BSE mostravano Iestefenotipo e le stesse proprieta
biochimiche della PrP. La BSE, che si & dunque rivelata in grado di mngela
barriera di specie, & attualmente I'unica EST simante classificabile come zoonosi.
Tra laltro, la BSE é in grado di trasmettersi amclalle pecore infettate

sperimentalmente.

Nel 2004, fu identificato un nuovo fenotipo di BS#EenominatoBASEo BSE-L in
quanto la PrP® ad esso associata dopo trattamento con PK pragudeammento a
mobilita elettroforetica leggermente inferiore Bffp alla forma classica (L sta per

low), denominata, quindiBSE-C BASEinvece e I'acronimo dbovine amyloidotic



spongiform encephalopathin quanto a questo fenotipo e stata associapaelsenza
delle placche amiloidi, non riscontrabili inveceladorma classica. La prova che la
BSE-L e la BSE-C sono causate da due ceppi priatgtinti € stata ottenuta dopo
trasmissione sperimentale a topi transgenici pegeifle bovino, che contraevano due
fenotipi distinti di EST. Tuttavia, il ceppo BSE&. in grado di convertirsi nel ceppo
BSE-C dopo trasmissioni seriali in linee di topbried, il che ha portato a ipotizzare
che la BSE derivi dalla BASE (Poggiolini et al. 130).

La BSE-H anche questa descritta per la prima volta ned Z@lacabe et al., 2004),
deve il suo nome alla presenza di un frammento r8*°FAn grado di migrare in
elettroforesi in posizione leggermente superiorgualla relativa alla BSE-C (H =
high). Sebbene questa variante sia in grado dpitmlare la maggior parte delle
caratteristiche fenotipiche della BSE-C dopo trasmoni seriali ai topi wild-type
(Baron et al., 2011), in trasmissioni alla stegsec®e ha prodotto un fenotipo distinto,
con diversi tempi di incubazione (Balkema-Buschmatral., 2011; Konold et al.,
2012).

6.3 Scrapie.Lo scrapie ha una distribuzione cosmopolita edrsicerato endemico nel
Regno Unito e in molti paesi del mondo. L’Austradiga Nuova Zelanda sono gli unici
paesi considerati indenni. Le alterazioni neurdpaiohe osservate includono la
vacuolizzazione e I'astrocitosi, oltre naturalmeaitelepositi di Pr¥¥, mentre la perdita
neuronale non é di solito rilevante (Jeffrey e Gdez, 2007). Al contrario dei bovini
affetti dai BSE, in cui la maggior parte dell'infietta & associata al SNC, nelle pecore
affette da scrapie si osserva una diffusa distidne dell'infettivita nei tessuti, simile
a quella osservata nelle pecore infettate speraimaente con la BSE (Jeffrey et al.,
2006). Diversi ceppi di scrapie naturale sono gtadlati nel topo e nellhamster,
sebbene la caratterizzazione biochimica e istopgicd dei fenotipi ad essa associati
sia di non facile realizzazione, a causa dell’él@wariabilitd individuale riscontrata.
Un ceppo con caratteristiche fenotipiche distinkenominato CH1641 e derivato da
una pecora Cheviot affetta da scrapie naturale dopsi passaggi in pecore e capre,
fu descritto inizialmente nel 1988. Esso si digteglallo scrapie classico in quanto
presenta un frammento di Bfra mobilita elettroforetica pitl rapida. Il ceppo G341

presenta diversi aspetti che ricordano la BSE teasa sperimentalmente nelle pecore,



eccetto la difficile trasmissione al topo, che icewe&® molto piu agevole per il ceppo
BSE. Infine, nel 2003 fu descritto un ceppo di pmaatipico in 5 pecore della

Norvegia, denominato Nor98. Piu tardi, casi sirsibno stati riportati in altri paesi

europei e negli Stati Uniti. Il pattern elettroftce della PrP° ad esso associata ne fa
un unicum nel panorama dei ceppi di scrapie, conigianze che tendono verso le
EST umane GSS e VPSPr (Poggiolini et al., 2013).044di, tuttavia, non sono state
riportate evidenze sperimentali di malattie da miriomane potenzialmente derivate da

infezione da scrapie, sebbene si sappia che gunedédtia colpisce anche le capre.

6.4 CWD. La CWD ¢ stata identificata per la prima volta b®67 in una mandria di cervi
mulo domestici, grazie ad uno studio congiunto’deiVersita del Colorado e di quella
del Wyoming (Stati Uniti). Inizialmente descrittarne una sindrome debilitante e una
malattia neurologica progressiva, la CWD fu inficlassificata come EST nel 1980.
Successivamente la patologia fu riscontrata iniogapiti domestici e selvatici, nei
cervi mulo e a coda bianca, e negli alci. Oltra §gati Uniti, la CWD e stata riportata
in Canada e in Corea del Sud. Dopo un tempo dbazione variabile (tipicamente, da
18 mesi a 5 anni), i primi sintomi comprendono ralt@ni comportamentali e
dell'apparato locomotore. Seguono la perdita diopésbruxismo, alterazioni della
postura e della posizione della testa, tremori adglo e atassia. La polidipsia e la
polifagia, dovute alla perdita di peso e di mass@aulare, sono i segni distintivi della
fase sintomatica della CWD. La degenerazione neleom 'astrocitosi sono osservate
tipicamente nella sostanza grigia del diencefaddiacdcorteccia olfattiva e del midollo.
Le placche amiloidi, talvolta di tipo florido, soremmuni, in contrasto alle placche
granulari, tipiche della BSE. Anche nella CWD sispono distinguere due diversi
ceppi: CWD1 e CWD2. Essi si differenziano, nellesmissioni sperimentali a furetti,
Syrian hamster e topi transgenici, per tempo dilbazione, estensione dei depositi di
PrP>°, percentuale di animali infettati, segni clinisipgressione della malattia, ma non
per le proprieta biochimiche della proteina (HakeyHoover, 2015). Anche per la
CWD, tuttora non esistono evidenze sperimentaliragmissione all’'uomo. Tuttavia
non & ancora del tutto chiaro se la ¥ essa associata sia in grado di superare la
barriera di specie.



7.

7.1

PROPRIETA’ BIOCHIMICHE DELLA PrP ¢ ALLA BASE DELLA
DEFINIZIONE DEI CEPPI

Una carrellata sugli studi biochimici piu notiCome gia discusso, tutte le EST nelle
varie specie animali, con 'unica eccezione, pendmento, della CWD, si associano a
diversi ceppi che sono distinguibili anche mediaatmlisi biochimica della PP
L’evidenza sperimentale piu semplice di tale etermgta biochimica €& la migrazione
elettroforetica dei frammenti prodotti dopo tratemto con PK. Tuttavia, nel tempo,
molteplici saggi, sempre piu sofisticati, sono ispabposti per studiare le differenze
biochimiche nei vari ceppi di EST. L’ipotesi oggiaggiormente accreditata per
spiegare la teoria dei ceppi in assenza di magegahetico tradizionale (DNA, RNA)
ad essi associato, € che i diversi fenotipi di E$dnho determinati da altrettante
conformazioni tridimensionali della P¥P Vista la difficolta di effettuare degli studi
strutturali diretti di comparazione delle varie fmmne patologiche della proteina, a
causa della sua spiccata tendenza all'aggregazibeeimpedisce di purificarla in
forma monomerica, la via degli studi biochimici iredti resta la migliore a
disposizione per ricavare informazioni sulle vaaformazioni della Pri.
Storicamente, la prima osservazione di differeripetimiche nella Pr¥ associata a
ceppi diversi di EST si deve a Bessen e Marsch, Bs&liando due fenotipi distinti di
encefalopatia spongiforme trasmissibile del visangsimo denominatdiy, dahyper,
caratterizzato da ipereccitazione, tremore e atassi l'altro DY, da drowsy
caratterizzato da una progressiva letargia, ripont che le due isoforme di PfP
estratte dai cervelli di questi animali avevanoppieta biochimiche diverse. Queste
includevano sia il pattern di migrazione elettretara in seguito alla digestione con
PK, che mostrava due profili differenti, sia le preta di sedimentazione e di
resistenza all’azione della proteasi. La proteiaaaininataPrPResHY infatti, veniva
solo parzialmente idrolizzata anche dopo 48 oteatiamento, mentre RrPResDYsi
digeriva completamente dopo 12 ore (Bessen e Md384). Nel 1996 Telling e
collaboratori hanno esteso le osservazioni di BesséMarsh a due ceppi umani.
Inoculando varianti fenotipiche di CJD associagpeitivamente a PrPdi tipo 1 e di
tipo 2 (fCJD-E200K, fCJD-D178N, sCJD e FFI) in tgmgenici (il cuiPRNPera un



gene chimerico uomo-topo) hanno riprodotto neglimafi inoculati i profili
elettroforetici della Pr¥® osservati nell'uomo (Telling et al., 1996). | pirstudi
strutturali in FTIR hanno confermato la differendiaconformazione tridimensionale
nei due ceppi prionici gia caratterizzati biochiaritente nel visone, dimostrando come
la struttura dPrPResDYsi distinguesse significativamente da quell&@idiresHYe da
quella di un terzo ceppo, 263K tipico dellhamster (Caughey et al., 1998).
Successivamente, un altro gruppo riusci ad ideaté differenze ceppo-specifiche
nella struttura secondaria di ceppi di Scrapie BSIE-C mediante la stessa metodica,
dopo passaggio in hamster (Thomzig et al., 200458y et al., 2006).

Nel 1998, Safar e collaboratori misero a punto uove saggio biochimico basato
sulla capacita denaturante della guanidina idractor(GdnHCI) di perturbare la
struttura tridimensionale della PfP rendendo cosi accessibili alcuni epitopi in
precedenza nascosti. Applicando un test ELISA, esscirono ad avere una
misurazione piuttosto precisa della quantita di SPrRlevabile prima e dopo
trattamento con GdnHCI. In base a questo saggioordmato CDI (conformation-
dependent immunoasg9ayguesti autori osservarono 8 distinti ceppi proni
nell’hamster (Safar et al., 1998).

Il saggio di denaturazione mediante GdnHCI, cheuraisn Western blot la riduzione
della resistenza alla PK dopoutfifolding mediato dalla guanidina a diverse
concentrazioni, denominat€SA (conformational stability assyy € stato usato
frequentemente per testare la stabilitd confornmatéo della Pr¥® associata a vari
ceppi prionici. La relazione che intercorre frabdtta conformazionale, tempo di
incubazione e capacita di replicazione in vitrota&tas investigata spesso negli ultimi
anni, poiché puo essere la chiave per spiegargdtasassociazione tra le proprieta
biochimiche della proteina e i fenotipi clinico-phtgici osservati. Legname et al.
(2006) stabilirono che una ridotta capacita distese alla denaturazione mediata da
GdnHCI (quindi, presuminibilmente, una conformazaneno stabile) & correlata a un
minor tempo di incubazione in ceppi prionici adttéd topo. Tuttavia, questi risultati
non vennero confermati da Ayers e colleghi (20LLguali trovarono che una maggiore
stabilita conformazionale, sempre misurata trami®A, € invece associata a una

riduzione del tempo di incubazione nei ceppi adiagi#ihamster. Secondo Gonzalez-



Montalban et al. (2011), i ceppi prionici adattati’hamster che si rivelano
conformazionalmente meno stabili in CSA sono anchelli piu lenti nella
replicazione in vivo e in vitro. Questo quadro @tast ulteriormente completato
dall'osservazione che la maggiore stabilita confmiomnale, misurata mediante la
resistenza alla dissociazione dei polimeri di Sr1 seguito a trattamento con
temperature crescenti, correla con la maggioreaeasivita nei ceppi murini (Bett
et al., 2011). In uno studio di centrifugazioneveiocita di sedimentazione su diversi
ceppi ovini e del’lhamster, la capacita del ceppprddurre una patologia a decorso
rapido & stata messa in correlazione con la prasdnparticelle infettanti a lenta
sedimentazione, quindi presumibilmente di piccalaemhsioni (Tixador et al., 2010).
Questa componente di PfR, inoltre, quella che si amplifica meglio nei giadi
replicazione in vitro (Laferriere et al., 2013).

7.2 EST umane.Nell'uomo, le prime inferenze sulle differenze tmmazionali di Prf*

si devono alla scoperta dei due principali frammettenuti dopo trattamento con PK,

il tipo 1 e il tipo 2 (Parchi et al., 1996). La log di questa associazione €& che in una
determinata conformazione proteica certe regionogau 0 meno accessibili al taglio
proteolitico, che quindi puo avvenire in quelleiceg o in altre. In aggiunta ai due
frammenti principali, vennero individuati altri framenti, di minori dimensioni,
denominati CTF12 e CTF13, dal loro peso molecolahe, includono la porzione C-
terminale della proteina (Zou et al., 2003): inus&mysi dimostro che questi frammenti
sono prodotti in diversa quantita nei diversi aipi di sCJID, misurabile e
riproducibile, con la maggiore presenza riscontragde varianti associate al tipo 1
(Notari et al., 2008). Anche il rapporto tra le cgliorme di PrP° pud essere
considerato un segno distintivo del ceppo prionioentre tutte le forme sporadiche
mostrano una prevalenza della banda monoglicositatahe se ci sono delle lievi
differenze fra sottotipi (Parchi et al., 1999), W€JD come detto & associata alla
prevalenza della forma diglicosilata (Collinge dt, 4996), cosi come le forme
genetiche legate ad alcune mutazioni (D178N, E20@{)este ultime, pero, non
possono considerarsi dei ceppi prionici distinti,quanto si associano a piu fenotipi
riconducibili ai ceppi sporadici. La PtPestratta da tessuto affetto da GSS, dopo

digestione con PK, genera frammenti di diversagh@zza rispetto alla CJD, e



specialmente uno dal peso molecolare di 8 kDagatensiderato un tratto distintivo di
questa variante (Colucci et al., 2006). In alcumsiali GSS, la PP & insolitamente
sensibile alla PK, sebbene presenti aggregati miedsioni simili a quelli osservati
nella sCJD. La VPSPr, invece, € stata finora risete solo in forma sporadica, ma il
pattern elettroforetico della P¥fad essa associata mostra interessanti somiglémze
quello della GSS, in primis il frammento di 8 kDidentre inizialmente la VPSPr
venne descritta come una forma notevolmente sémsiia digestione proteolitica
(Gambetti et al., 2008), successivamente questdtedstica € stata messa in relazione
al genotipo al codone 129 (Zou et al., 2010): igg&dti omozigoti VV la sensibilita &
massima, mentre si attenua negli eterozigoti edirénma negli omozigoti MM. A
causa delle somiglianze biochimiche tra VPSPr e ,@S$ato ipotizzato che la prima
sia la forma sporadica della seconda, sebbeneatipenpatologici osservati siano
piuttosto dissimili. Quindi non é chiaro, in questso, se si possa parlare di un unico
ceppo “GSS-VPSPr” (figg. 11-12).

Figura 11: discriminazione dei ceppi di EST umane in baspesio molecolare dei frammenti di #rP
osservati dopo digestione proteolitica e migragietettroforetica (da Poggiolini et al., Int J CBibl
2013).



Figura 12: rappresentazione schematica della struttura secian e della posizione, rispetto alla
sequenza proteica intera, dei frammenti di*Prélativi alle varie EST umane (da Poggiolini et &it J
Cell Biol 2013).

La resistenza alla digestione con PK é stata dertia, fin dalle prime osservazioni di
Bessen e Marsh, un metodo per la differenziaziooehbmica dei ceppi prionici. Uno
studio condotto sulla proteina purificata estrdtiacervelli affetti da tutte le varianti di
sCJD ha dimostrato che il grado di resistenza dligestione proteolitica e
significativamente diverso nei diversi ceppi, cenvarianti associate al tipo 1 che
presentano una maggiore suscettibilita all’azioe#’aehzima. Inoltre tale proprieta
sembra essere parzialmente correlata al gradogdegazione della proteina: piu sono
abbondanti gli aggregati di grandi dimensioni, maggeé la resistenza alla PK, seppur
con qualche eccezione. Di conseguenza, la ressstallee PK sembra determinata in
parte dal grado di aggregazione della®riA parte dalla forza dei legami che tengono
insieme i monomeri nell’aggregato (Saverioni et 2013).

Nell'uomo, gli studi di stabilita conformazional@dati sul trattamento con GdnHCI
sono piuttosto frammentari. Uno di questi ha rigtwt dopo CSA, una maggiore

stabilitd conformazionale della Pffottenuta da sSCIDMML1 rispetto a quella ottenuta



da sCIDMM 2C (Cali et al., 2009). Un altro, condattediante CDI, ha evidenziato
una maggiore stabilita nei ceppi sSCIDMM1/VV2 rispatlla vCID, mentre ha dato
risultati divergenti su due casi di GSS (Choi ef 2aD10). Un terzo ha proposto un
metodo innovativo, sempre basato sul trattamentoGudnHCI, che misura 'aumento
della solubilita della Pr® indotto dalla denaturazione, denominat®SSA
(conformation stability and solubility asgayAnche questa tecnica ha rivelato una
maggiore stabilita del ceppo sCIDMM1 rispetto aMM2C, su campioni di tessuto
derivati da infezione sperimentale in bank volerigifiu et al., PLoS 2010). In un
nostro recente lavoro, abbiamo dimostrato che kodiea della denaturazione mediata
da GdnHCI non é in grado di discriminare le vaiidnsCJD e la vCJD (Cescatti et al.,
2016). | ceppi MM1 e MM 2C della sCJD sono stateesivamente studiati anche da
Safar e collaboratori, mediante una serie di metedi Questo gruppo ha dimostrato
che il primo ceppo contiene aggregati di ¥ minori dimensioni rispetto al secondo
e una minore quantita di PK-sensitive BrR in grado di replicarsi pitl rapidamente
nei saggi di amplificazione in vitro ed e associ@d una maggiore stabilita
conformazionale, misurata mediante CDI: tutto dicascompagna ad una minore
durata di malattia della variante MM1 rispetto & 2C. Infine, mediante studi di
spettrometria di massa accoppiata allo scambi@eiro/deuterio (HXMS) i due ceppi
hanno mostrato anche una diversa struttura sedan@@m et al., 2012, Safar et al.,
PLoS 2015). Tuttavia questi studi non sono mai satktrgati ad altre varianti, per cui
non e chiaro se queste correlazioni siano occdsionastensibili all'intero spettro

delle EST umane.

7.3 BSE. | tre ceppi di BSE oggi noti si distinguono, conreqedentemente discusso, per
la diversa lunghezza dei frammenti di PrBopo trattamento con PK. Tuttavia questa
non & l'unico tratto molecolare che ne permetteidgbnoscimento. Infatti la PP
ottenuta da BSE-H produce, oltre al frammento ppade, anche un frammento C-
terminale di circa 14 kDa, non riscontrabile nexiri due ceppi (Biacabe et al., Prion
2007). (figg. 13-14). | tre ceppi di BSE si diffemano anche per il rapporto tra le
glicoforme e la resistenza alla PK. Per quantoaida la prima proprieta, mentre in
BSE-C e BSE-H la P predominante & quella diglicosilata (50-60% d&il&), nella

BSE-L le due forme glicosilate sono circa equivtllenquantita (40%) (Priemer et al.,



2013). 1l ceppo piu resistente alla PK é la BSEs€gue BSE-L mentre la BSE-H é
quello piu sensibile (Priemer et al., 2013). Ancéheopi transgenici infettati con il

ceppo BSE-C e con un inoculo derivante da un casmb giapponese di BSE-L, la
PrP>° proveniente dal primo gruppo mostra un aumenteesiistenza alla proteolisi
rispetto al secondo. Non sono state riscontrateec, differenze nella stabilita
conformazionale in CSA nei due gruppi (Masujin let2008). Un altro studio, che ha
misurato il grado di denaturazione indotto dallaargdina senza ricorrere alla
digestione con PK, mediante un test ELISA che nsoe Prf integra, ma non PP

né PrB° unfolded (IDEXX Herdcheck ELISA ha confermato la somiglianza nelle
curve di denaturazione fra BSE-C e BSE-L, mentreek@menziato una stabilita

conformazionale significativamente maggiore peB&E-H (Vrentas et al., 2013).

7.4 Scrapie Anche in questo caso la principale metodica bioatarper il riconoscimento
dei ceppi & la migrazione elettroforetica dei fraemth di PrP° prodotti dopo
digestione proteolitica. Il ceppo CH1641 si distieglai ceppi di scrapie classico per la
lunghezza del frammento principale di BfRhe mostra una migrazione elettroforetica
piu rapida, ma anche per la presenza del frammsadondario C-terminale di 14 kDa
(Baron et al., 2007), non osservabile negli atpm. Il ceppo Nor98 e associato ad un
pattern elettroforetico ancora diverso, che preséritammento di 8 kDa, tipicamente
osservato nella GSS e nella VPSPr umane, noncim& aignificativa riduzione della
resistenza alla proteolisi (anche questa carditaxisiscontrabile in GSS e VPSPr)
(figg. 13-14). Il CSSA e in grado di discriminana flo scrapie classico e il Nor98,
poiché quest'ultimo mostra una minore stabilitafoomazionale (Pirisinu et al., 2013)
e fra lo scrapie (che include i ceppi classici €H1641) e la BSE ovina, molto piu
resistente (Pirisinu et al., 2011). Spesso le singibchimiche sulla Pri® derivata da
scrapie ovino hanno evidenziato differenze legatgeaotipo dell'ospite piu che al
ceppo in se: é stato infatti dimostrato che nedlegpe con genotipo VRQ/VRQ affette
da scrapie classico RK-sensitive Prf* & piti abbondante rispetto a quella riscontrata
nelle pecore con genotipo ARQ/ARQ (Thackray et 2007). Ancora, i due isolati
propagati in topi sono associati a due isoformePdP° con diversa stabilita
conformazionale: I'inoculo proveniente da pecore Q/RRQ si & dimostrato piu

sensibile alla denaturazione rispetto all'altro §Ckray et al., 2008). Un ulteriore



studio si e occupato di caratterizzare biochimicamenel dettaglio un inoculo di
scrapie classico dagli USA, che ha dimostrato tedapncubazione molto ridotti in
pecore dal genotipo 136AV/VV-1710QQ rispetto al ggmw 136AA-171QQ. Questo
inoculo e risultato omogeneo nei diversi genotigr pl profilo di migrazione
elettroforetica dopo digestione con PK e per ildgrali resistenza alla digestione
stessa, ma non per la resistenza alla denaturafiorseirata di nuovo tramite la
metodicalDEXX Herdcheck ELISA)che appare significativamente maggiore nella
PrP>® associata al genotipo 136AA rispetto ai genoti®sAV/VV. Anche in questo
caso, quindi, sembra confermarsi 'associazionelggata stabilita conformazionale e
incubazione lenta della malattia (Vrentas et &11,2).

7.5 CWD. Per questa EST, la differenziazione in ceppi,grar non € stata supportata da
discriminazione biochimica (figg. 13-14).

Figura 13: discriminazione dei ceppi di EST animali in basgeso molecolare dei frammenti di BrP
osservati dopo digestione proteolitica e migrazielegtroforetica (da Poggiolini et al., Int J CBilol
2013).



Figura 14: rappresentazione schematica della struttura secian e della posizione, rispetto alla
sequenza proteica intera, dei frammenti di*Prélativi alle varie EST animali (da Poggioliniadt, Int J
Cell Biol 2013).



SCOPO DELLO STUDIO

Una delle piu grandi sfide nella comprensione delidattie da prioni e, piu in generale, di
tutta la famiglia delle grotein misfolding diseasgs l'identificazione dei tratti molecolari
responsabili della grande variabilita clinico-patgita che caratterizza queste patologie. Il
concetto di ceppi prionici determinati da conforinak proteiche alternative che correlano
con le diverse varianti fenotipiche della malagisupportato da crescenti evidenze non
solo nelle malattie da prioni classiche, ma anchaltre malattie neurodegenerative, come
le taupatie (Sanders et al., 2014) e le sinucl@hegNussbaum, 2017) che, non a caso,

vengono sempre piu spesso definite patologie “priar.

La tipizzazione biochimica si e rivelata un impat&strumento per il riconoscimento dei
ceppi prionici, poiché elimina la necessitd dellasmissioni sperimentali, molto piu
impegnative in termini di tempo e di risorse. Esgapresenta, pertanto, il migliore sistema
attualmente a disposizione per individuare i cepmine entita distinte nei loro ospiti
naturali e dopo trasmissione intra- ed interspeDi&re alla evidente rilevanza diagnostica
(tutti i test diagnostici sia nelluomo che neghimali sono basati sulla detezione e

caratterizzazione della P, la tipizzazione biochimica della P¥P

1) consente la ricerca di eventuali ceppi comuai uomo e altre specie utili per la

valutazione del potenziale zoonotico delle EST atiim

2) permette la ricerca di proprieta condivise teppi prionici utili all'identificazione dei

determinanti strutturali delle proprieta biologialhe ceppi prionici.

Come precedentemente discusso, la correlazionprogrietd biochimiche della PtPe
variabilita fenotipica della malattia &€ stata oggedi numerosi studi. La malattia meglio
studiata da questo punto di vista, € la CJD spoaadper la quale e disponibile
un'approfondita caratterizzazione molecolare, sebh@on ancora conclusiva. Per quanto
riguarda invece le EST animali e, soprattuttooiol confronto con le forme umane, gli
studi, con la sola eccezione del ceppo BSE-vCJDo soolto piu frammentari. Tra i
contributi piu significativi va ricordata la destione delle somiglianze tra forme umane
GSS e VPSPr e lo Scrapie atipico Nor98, ovverondwtta resistenza alla proteinasi K e



un analogo pattern elettroforetico dopo digesticme PK. Tuttavia, altre proprieta quali la
stabilitd conformazionale dimostrano un quadro pamplesso caratterizzato da una
significativa eterogeneita all'interno di questugpi (Pirisinu et al., 2013). Un altro studio
ha messo a confronto la CWD con la sCIJIDMM1, ripatta diverse somiglianze
biochimiche della Pr® associata ai due fenotipi, tra cui la mobilitatetdoretica (21
kDa), il sito di taglio in posizione 78-82 (simiéequello riportato per la variante MM1), e
la stabilita conformazionale misurata mediante ClBAedesimo lavoro ha pero registrato
una diversa distribuzione della Bffra le tre glicoforme, in quanto in quella asstilla
CWD prevale la forma diglicosilata, diversamentegdanto si osserva nella sSCIDMML, in
cui & preponderante la forma monoglicosilata (Xiale 2006). La prevalenza della forma
diglicosilata sembra una costante nelle EST anjrmafjuanto si riscontra anche nella BSE
e nello Scrapie. Il rapporto tra le glicoforme reggenta, come gia discusso, la caratteristica
biochimica attraverso la quale la vCJD si diffeiandspetto alle forme sporadiche con
analogo genotipo al codone 129 (MM) e tipo di¥Epo 2).

Il presente studio si propone di ampliare la cargdtazione biochimica delle EST umane e
animali e di effettuare una comparazione sistermatlei diversi ceppi sia intra- che
interspecie, con particolare attenzione ai ceppanimLa comparazione é stata effettuata,
per tutte le EST analizzate, nell'ospite naturalenfo, pecora, capra, bovino, cervo) e, per
la sCJD, anche dopo infezione sperimentale al paamitorebank vole La trasmissione
di tutti i ceppi di sCJD ¢ stata realizzata in tinee genetiche ddank vole una recante il
genotipo MM al codone 109 d®RNP, omologo del 129 umano (Bv109M), I'altra con
genotipo Il (istidina) (Bv109l), dal gruppo del tidllonno dell’Istituto Superiore di Sanita.
Il bank vole, a differenza di altri modelli sperimali, & particolarmente suscettibile
all'infezione da EST ed e stato in grado di damgtu al fenotipo patologico a partire da
tutti gli inoculi impiegati, almeno in una perceal® di animali. L'analisi delle
caratteristiche biochimiche della proteina estratta tessuto infetto di questi animali,
mediante confronto con le stesse caratteristichgereate nell'inoculo originale, ha
permesso di stabilire quali di queste sono detatwirdall'ospite e quali dal ceppo
infettante. Inoltre, poiché il campione dello studinnovera anche tessuti affetti da vCJD
(uomo) e BSE (bovino), questo tipo di confrontot@a possibile anche per un modello

naturale di infezione dello stesso ceppo in spedwerse. L'identificazione dei tratti



molecolari determinati prevalentemente o escluseram dall'inoculo rispetto a quelli
orientati in tutto o in parte dallospite, a sualtap puo contribuire a una migliore
comprensione del meccanismo molecolare in gradoodferire alla proteina prionica le

proprieta distintive ceppo-specifiche.



MATERIALI E METODI

1. SELEZIONE DEI CASI E DEI TESSUTI

1.1 EST umane E’ stato analizzato il tessuto nervoso proveriatg 70 pazienti affetti da
CJD. Per la maggior parte dei casi, il tessuto @ito, congelato e fissato in
formalina, & stato ottenuto dal Laboratorio di MNgatologia, dietro consenso
informato, a scopo diagnostico. La diagnosi e autemmediante analisi biochimica
(digestione proteolitica e rivelazione della presedi Pri® mediante Western blot) e
genetica (valutazione del polimorfismo al codon® ¥2dell'eventuale presenza di
mutazioni patogene nella porzione codificante a#le?RNP sul tessuto congelato,
istologica (valutazione semiquantitativa di degemgme spongiforme, perdita
neuronale e proliferazione/attivazione gliale) enamoistochimica (caratterizzazione
dei depositi di Pr®) sul tessuto in formalina. Sulla base dei rigutitenuti ciascun
caso e stato quindi classificato secondo i crjgesposti da Parchi e colleghi (Parchi et
al., 1999).
| tessuti di vCJID (solo congelato) sono stati aitedal gruppo del dott. Ironside della
National CJD Research and Surveillance Uaéll'Universita di Edimburgo (Regno
Unito) e dal gruppo del dott. Tagliavini dell’'lsiib Carlo Besta di Milano. | tessuti di
p-dCJD (CJD iatrogena causata da infezione dopdaimtg di dura madre in soggetti
129MM, associata alla formazione di placche kurudlieun caso fenotipicamente
simile, ma senza una storia clinica di trapiantalgiia madre (solo congelato), sono
stati ottenuti grazie ad una collaborazione cogrulppo di ricerca del Prof. Kitamoto
dellaTohoku University School of Medicide Sendai (Giappone). Tutti i prelievi sono
stati effettuati dalla corteccia frontale.

In tabella 1 € riportato il numero di casi di CJigivisi per eziologia e variante (casi

sporadici).



EST Numero di casi
sCJD VV1 9
MM1 12
MM 2T 4
MM 2C
MM/MV 1 + 2C
MV 2K 10
V2 12
vCJD
p-dCJD/p-dCJD like 4

Tabella 1 ripartizione dei casi di CJD usati nello studio.

1.2 EST animali Grazie alla collaborazione con il gruppo del d&bmolo Nonno del
Dipartimento di Sanita Pubblica Veterinaria e Séaza Alimentare dell’lstituto
Superiore di Sanita, sono stati ottenuti 37 camipibriessuto congelato affetto dalle

principali forme di EST animali: Scrapie, BSE e CWI ripartizione del campione e

riportata in tabella 2.

Specie EST Ceppo Numero di casi
bovino BSE BSE-C 4
bovino BSE BSE-L 4
bovino BSE BSE-H 2
pecora BSE sperimentale BSE-C 3
pecora Scrapie Scrapie classico
capra Scrapie Scrapie classico 4
pecora Scrapie CH1641 5
capra Scrapie CH1641 1
cervo wapiti CwD / 2
cervo a coda bianca CWD / 3
alce CWD / 3

Tabella. 2 ripartizione dei casi di EST animali usati nedtadio.



1.3 Bank voles. In seguito alle trasmissioni di sCJD effettuatesank voles dal gruppo
del dott. Nonno dell'ISS, sono stati ottenuti i gegti campioni, tutti derivati da
trasmissione secondaria in Bv109M, riportati ineféh3.

Inoculo Numero di casi
MM1 3
VV1 9

MM 2T 6

MM 2C 6

MV 2K 2
V2 9

Tabella3: ripartizione dei campioni di bank voles infettedin tutte le varianti di sCJD.

2. ANTICORPI

Gli anticorpi primari utilizzati in questo studi®@rso stati diversi, per permettere la
rivelazione dei vari frammenti di PtPin tutti gli organismi analizzati. In figura 15 &
riportata una comparazione dellomologia di seqaedel genePRNP nelle varie
specie animali testate, con l'indicazione deglit@mi riconosciuti dai vari anticorpi.
Per la visualizzazione in Western blot, sono siéiizzati il 9A2 (1:8000), il 12F10
(1:2000), lo Sha31 (1:2000), I'L42 (1:250) e il SBF(1:2000). Per i soli campioni
derivati da tessuto umano, sono stati impiegatPB2 (1:8000), il 3F4 (1:30000) e il
T2 (1:5000). Tutti gli anticorpi primari sono statittenuti dal Laboratorio di
Neuropatologia grazie a diverse collaborazioni garppi di ricerca italiani e stranieri
che si occupano dello studio delle EST. Gli anpicsecondari utilizzati, coniugati con
HRP, sono stati antimouse (1:4000) o antirabb80Q0), a seconda della specie in cui

e stato prodotto il primario scelto (GE Healthcare)



Figura 15: allineamento di sequenza del gd?RRNP ed epitopi riconosciuti dai diversi anticorpi reell
specie oggetto di questo studio. Nei riquadri pgamo riportati gli epitopi presenti in tutte leesje e

gli anticorpi in grado di riconoscerli, mentre migjuadri vuoti sono riportati quelli presenti saoiella
sequenza umana (con relativi anticorpi). Il T2 migsce il suo specifico epitopo solo se esso € in
posizione N-terminale all'interno di un peptidertpato & in grado di legare selettivamente la®PrP

umana tipo 2 (troncata al residuo 97).



3. METODICHE

3.1 Preparazione dellomogenato totale (TH)I campioni (circa 50 mg) sono stati
omogenati al 10% peso/volume in tampone di lisi )(lddntenente 100 mM NacCl,
10mM EDTA, 0.5% Nonidet P-40, 0.5% sodio deossitcol2a00mM Tris, pH 6,9 o 8.

3.2 Purificazione della Pr¢. Per i tessuti di cui si disponeva di quantitafisigite
(almeno 500 mg), i campioni sono stati omogenizpali,75 ml di TEND 2X (20 mM
Tris, pH 8,3, 1 mM EDTA, 130 mM NacCl, 1 mM ditiottelo) e 1,75 ml di Sarkosyl al
20% e sottoposti a ultracentrifuga a 22500 g geninuti a 4° C, per eliminare i
detriti cellulari. | surnatanti (S1) sono stati ldii adagiati su un cuscino di saccarosio
(1 ml di saccarosio al 20%) in un nuovo tubo eagkntrifugati nuovamente a 150000
g per 143 minuti a 4 °C. Dopo aver scartato i siamta (S2), i pellet (P2) sono stati
incubati overnight a 4 °C in100 pl di TBS e infinsospesi in 2,5 ml di TEND 1X,
10% NaCl e 1% Sarkosyl dopo tre cicli di congelatnea scongelamento tramite
sonicazione controllata. | campioni sono stati duadagiati di nuovo su un cuscino di
saccarosio e ultracentrifugati a 150000 g per 1#4futna 18 °C. Dopo aver rimosso i
surnatanti (S3), i pellet (P3) sono stati risospegi00 pl di TNS (10 mM Tris, 150
mM NacCl, 1% Sarkosyl) a pH 7,4, incubati overnighlquindi dissolti dopo tre cicli di

congelamento e scongelamento tramite sonicaziomeatiata.

3.3 Quantificazione delle proteine totaliSul TH e sul P3 il contenuto proteico totale e
stato misurato mediante il kit BCA Protein Assayafgent (Pierce). | valori sono stati

portati per tutti i campioni a 5500 pg/ml (TH) oQLag/ml (P3).

3.4 Digestione con PKGIi omogenati e i purificati sono stati digeritore proteinasi K
(Roche Diagnostics) a 37°C o 55°C per 60 minutblanda agitazione (300 rpm)
usando diverse concentrazioni dell’enzima. Le digassono state effettuate talvolta
in singolo, talvolta in repliche a concentraziomesrenti di PK (curve di PK). La
digestione é stata bloccata aggiungendo fenilsudtdnilfluoruro (PMSF) ad una

concentrazione finale di 3,6 mM. | campioni sonatisportati al volume desiderato



mediante aggiunta di tampone Laemli (concentradioaili 3% SDS, 10% glicerolo,
2mM EDTA, 62,5 mM Tris a pH 6,8) e bolliti per 6 moiti a 100 °C.

3.5 Deglicosilazione con PNGaseMei casi in cui & stato necessario rimuoveredagli
della proteina prionica, e stato usato il kit d&lew England Biolab basato sull’azione
dell’ Endoglicosidasi F (PNGaseF). Il campione atastprecipitato in metanolo,
risospeso in tampone denaturante e bollito per ib@tma 100 °C. Dopo l'aggiunta di
4 | di tampone di reazione, 4 di NP40 10% e 21| di PGNaseF, il campione é stato
incubato a 37 °C per 2-4 ore, nuovamente precipitaimetanolo ed infine risospeso in

un opportuno volume di tampone Laemli.

3.6 Saggio di solubilizzazione mediata dalla temperatuiTSA) Questo saggio € stato
adattato dalla metodica riportata da Bett e coliatooi (Bett et al., 2012). Il TH e stato
digerito con PK 8 U/ml per 1 h a 37 °C in bland#&amjone (300 rpm). A cio € seguita
I'aggiunta del PMSF alla concentrazione finale ¢b 3M. Le aliquote sono state
mescolate con un ugual volume di tampone di Ladadncentrazione finale: 1,5%
SDS, 5% glicerolo, 1 mM EDTA, 31,25 mM Tris a pkBpe riscaldate a temperature
comprese tra 25 °C e 95 °C per 6 minuti in agitagipiu sostenuta (1000 rpm).

3.7 Western blot. Tutti i campioni preparati sono stati mescolath ama soluzione di
colorante/-mercaptoetanolo 8% e successivamente separatamedbDS-PAGE su
gel di poliacrilammide al 13% o al 15%, a diversmgpe risolutivo a seconda delle
singole esigenze sperimentali (Biorad). Le protesoro state trasferite su membrane
di fluoruro di polivinilidene (PVDF) (Immobilon P™Millipore), per 2h a 65 V a
freddo, bloccate in 10% latte scremato/tampone TB®en a 37°C per 1h e incubate
overnight a 4 °C con I'opportuno anticorpo primailmpo 4 lavaggi in TBS-Tween da
10 minuti ciascuno, &€ avvenuta l'incubazione ini@mpo secondario per 1 ora a
temperatura ambiente. Sono seguiti ulteriori 4 ¢ggvaa 10 minuti ciascuno in TBS-
Tween; successivamente l'immunoreattivita é stasualizzata con il substrato
chemiluminescente HRP (Immobilon Western, Millipoee il segnale visualizzato

mediante un sistema di acquisizione digitale (LA®G Fujifilm). L’analisi



densitometrica e stata effettuata mediante il so#wAida Image Analyzer v.4.15
(Raytest).

3.8 Interpolazione delle curvela digestione con PK a concentrazioni cresceame
pure la solubilizzazione a temperature crescentinitorate mediante Western blot,
hanno permesso di costruire dei grafici che ripartia ascissa la concentrazione di PK
o la temperatura utilizzata, e in ordinata la petgale di segnale rilevabile, rispetto al
campione digerito con la concentrazione di PK msgda o scaldato alla temperatura
piu alta. Da ciascun grafico sono state interpdi&® s, (ovvero la concentrazione di
PK in grado di digerire il 50% della Pt e la Ts (ovvero la temperatura in grado di
solubilizzare il 50% della Pr®.

3.9 Statistica. Per l'analisi statistica & stato utilizzato il &edre SigmaPlot 12.0. Per
individuare le differenze statisticamente signitfica tra due gruppi é stato utilizzato il
testt di Student, mentre per il confronto di piu grugpstata impiegata 'ANOVA
(ANalysis Of VAriance
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Figura 16: Western blot della PP associata al fenotipo p-dCJD e simili (MMiK), anf@nto con la
PrP°tipo 1 (21 kDa, SCIDMM1), tipo 2 (19 kDa. sCIDV\&j doppietto 20+19 kDa (sCIJDMV 2K). La
membrana é stata incubata con I'anticorpo prim8kd. Sulla sinistra sono riportati i pesi molecolar

delle diverse bande, espressi in kDa.

Fenotipo p-dCJD (MMiK).I casi di p-dCJD omozigoti MM al codone 129 somatis
analizzati mediante digestione proteolitica e Whestdot per la caratterizzazione del
frammento principale di Pr® Tutti hanno dimostrato la presenza di un framment
intermedio tra il tipo 1 e il tipo 2, del peso moare di circa 20 kDa (fig. 16). Tale
frammento, gia riportato in letteratura, € statovenuto anche nel tessuto cerebrale
derivato da un paziente sottoposto a interventeaohirurgico diverso dal trapianto di
dura madre e in quello prelevato da un soggettmilgprofessione era neurochirurgo. In
aggiunta alla tipizzazione biochimica, il gruppol geof. Kitamoto della Tohoku
University di Sendai ha effettuato esperimentirdsiissione a topi transgenici per il
genePRNPumano (recanti il genotipo 129MM, MV o VV), i qudanno evidenziato
modalita di trasmissione del tutto identiche freasi di p-dCJD e i due casi MM con
PrP° intermedia di 20 kDa non derivati da trapiantaldia madre. Pertanto questi due
casi, ai quali in precedenza era stata diagnoatioaa forma sporadica, sono stati
assimilati completamente al fenotipo p-dCJD, finen&enuto solo in pazienti con storia

clinica di trapianto di dura madre. A sua volta sfoefenotipo (denominato MMIK) é



derivato dal ceppo V2 adattato in soggetti con gpool29MM, come dimostrato da
trasmissioni sperimentali precedenti.

1.2 Termosolubilita nella sCJD e nella vCJOI saggio di solubilizzazione mediato dalla
temperatura TSA, temperature solubility as3ag un sistema innovativo, finora
sperimentato solo su alcuni ceppi prionici adatétiopo, per misurare la stabilita
conformazionale della PTP(Bett et al., 2012). Questa metodica, in brevasiste
nell’esposizione a temperature crescenti, in presein SDS, di diverse aliquote di un
campione di Pr¥ estratta da tessuto cerebrale dopo digestionegiitita. In seguito
a questo trattamento, si effettua un Western bl@ondizioni non denaturanti, ovvero
senza bollitura del campione. Il riscaldamento &iado di produrre una parziale
solubilizzazione degli aggregati di BfPche aumenta all’aumentare della temperatura.
La PrP° liberata sotto forma monomerica dagli aggregatepistenti puo attraversare
le maglie del gel di poliacrilamide ed essere casualizzata in Western blot.
L'intensita del segnale osservato & proporzionélte guantitd di Pr® rilasciata in

forma monomerica alle varie temperature.

Figura 17: grafico dellandamento delle curve di termosdlitdviottenute per ciascuna variante della
sCJD e per la vCJID. s = sigmoide interpolante i sia¢rimentali, espressi come media + deviazione
standard (R 0,95).



Figura 18 Western blot di
monitoraggio del TSA per tutte le
varianti di sCJD e per la vCJD.
L'incubazione & avvenuta usando
3F4 come anticorpo primario per
tutte le varianti, eccetto che per i tipi
MM1 e VV1 (per cui l'incubazione
€ avvenuta anche con I'anticorpo
primario SAF60). | pesi molecolari
riportati sulla destra sono espressi in
kDa.

Le curve di solubilizzazione mediata dal caloréetéliate per ognuna delle 6 varianti
della sCJD e per la vCJID, hanno dimostrato un aedéoceppo-specifico (figg. 17-
18). In particolare, i tipi MM1-MV 2K-VV2 si sonoichostrati maggiormente resistenti
alla denaturazione ¢§ 80 °C), i tipi MM 2C-MM 2T-vCJD si sono dimostrati
mediamente resistenti (55 °C Tsg 70 °C), mentre il tipo VV1 si e dimostrato

particolarmente sensibile {J< 25 °C) (tab. 4).



Variante PrP>mon 35 | PrP>mon 75
cJD \ Teo (C) °C (%) °C (%)
sCJDMM1 12 79,84 + 2,54 8,87 + 4,96 29,65+ 7,39
sCJDVV2 12 82,50 £ 3,46 13,08 + 7,87 28,38 £ 12,90
sCJDMV 2K 10 79,27 £ 3,14 11,29 + 4,03 32,70 £ 90,2
sCJDMM 2T 4 55,52 + 7,15 33,56 + 14,81 91,90 +22,4
sCJDMM 2C 7 56,76 £ 7,09 41,64 £ 14,24 91,43 +34,6
vCJD 6 66,10 + 3,69 44,69 + 11,91 69,68 + 6,47
sCJDVV1 9 <25 62,36 + 11,31 95,45 + 22,28

Tabella 4 Tso, PrP° monomerica a 35 °C e P¥Pmonomerica a 75 °C riportate come media *
deviazione standard, calcolate per ciascuna varidatla sCJD e per la vCID. Per lg T confronti
statisticamente significativi si sono rivelati MMAY2-MV 2K vs MM 2T-MM 2C (p<0,001), MM1-
VV2-MV 2K vs vCJID (p<0,001) vCJD vs MM 2T (p<0,005per la Pr® monomerica a 35 °C, i
confronti statisticamente significativi individuasiono stati MM1-VV2-MV 2K vs VV1 (p<0,001),
MM1-VV2-MV 2K vs MM 2T- MM 2C-vCJD (p<0,001 eccettdV2 vs MM 2T, per cui p<0,002), MM
2T-MM 2C-vCJD vs VV1 (p<0,001 eccetto VV1 vs vCJier cui p<0,005). Per la Pfffnonomerica a
75 °C sono stati individuati i seguenti confront@atsticamente significativi: MM1-VV2-MV 2K vs
vCJD e vs MM 2T-MM 2C-VV1 (p<0,001), vCJID vs MM Jp=0,029), vs MM 2C (p<0,005), vs VV1
(p=0,016).

Inoltre, il monitoraggio del TSA in Western blotrcdue diversi anticorpi in grado di
riconoscere selettivamente il tipo 1 e il tipo 2a@rP°in tessuto cerebrale affetto dal
fenotipo misto MM1+2C (rispettivamente 12B2 e T2) évidenziato un andamento

sovrapponibile a quello osservato per i fenotipi giigg.19-20, tab.5).



Figura 19: Western blot dopo TSA in campioni da tipi misE¥MM1+2C, incubati con 3F4, 12B2 e
T2. 1l profilo elettroforetico proprio di tipi mistL+2, ottenuti con ciascun anticorpo, € riportatdla

parte destra della figura.

Figura 20: grafico delle curve di termosolubilita ottenutencl2B2 (selettivo per il tipo 1) e con il T2
(selettivo per il tipo 2) in campioni da tipo miss€JIDMM1+2C, a confronto con i rispettivi tipi puri
(MM1 e MM 2C) sviluppati con 3F4. s = curva sigmeithterpolante i dati sperimentali, espressa come

media + deviazione standard?(R0,95).



Variante _ PrP>mon 35 | PrP>mon 75
anticorpo | N Ts0 (°C)
SCJD °C (%) °C (%)
MM1 3F4 12 79,84 + 2,54 8,87 + 4,96 29,65+ 7,39
MM1+2C 12B2 80,37 £1,50 451 +1,81] 26,13 £ 4,74
MM 2C 3F4 7 56,76 + 7,09 41,64 +14,24 91,43 +84|6
MM1+2C T2 59,91+ 3,26 2484 +460 87,52+ 11,56

Tabella 5 Tso, PrP° monomerica a 35 °C e P¥Pmonomerica a 75 °C riportate come media *
deviazione standard, calcolate per i tipi puri sSRIML e MM 2C (incubazione con 3F4) a confronto
con il tipo misto MM1+2C (incubazione con 12B2 pivare il tipo 1 e con T2 per il tipo 2). PerTa,

i confronti tipo 1 (3F4-12B2) vs tipo 2 (3F4-12BR2) sono dimostrati statisticamente significativi
(p<0,001); per la P monomerica a 35 °C, i confronti tipo 1 (3F4-12B8)tipo 2 (3F4-12B2) si sono
dimostrati statisticamente significativi (p<0,0G&)cetto tipo 1 (3F4) vs tipo 2 (T2), non significat
per la PrB° monomerica a 75 °C i confronti tipo 1 (3F4-12B2)tipo 2 (3F4-T2) si sono dimostrati

statisticamente significativi (p<0,001).

2. TIPIZZAZIONE BIOCHIMICA DELLE EST ANIMALI

2.1 Premessa.ll tessuto cerebrale affetto dalle diverse ESTmali si e rivelato
generalmente di scarsa qualita, probabilmente doalfungo periodo post-mortem
precedente il campionamento, che ne ha condiziorggmificativamente la

conservazione ottimale a livello molecolare. Inuaiccasi le quantita di tessuto sono

state abbondanti, in altri scarse. La quantita ré°Pestratta dai singoli campioni &
risultata molto oscillante (in alcuni casi soddegfate, in altri talmente bassa da
risultare non apprezzabile con le metodiche utliey Per questi motivi, alcuni dei
campioni non sono stati inclusi in nessuna delkdisin altri, invece, sono stati inclusi

solo in alcune di esse.



2.2 Frammenti di PrP*° osservati.La migrazione elettroforetica del campione dopo
digestione proteolitica € avvenuta in gel al 15%y permettere una migliore
risoluzione dei frammenti a basso peso molecolar20(kDa), sul’omogenato totale
in LB100 a pH 6,9, ovvero le condizioni utilizzateprecedenza presso il Laboratorio
di Neuropatologia per la caratterizzazione dei fremti di PrP° nelle varianti della
sCJD (Notari et al., 2004). | migliori anticorpiln@annello di quelli a disposizione si
sono rivelati Sha31 (145-152) per i frammenti ppad, allintorno dei 20 kDa, e
SAF60 (157-161) per i frammenti C-terminali (CTF1&a determinazione del peso
molecolare dei frammenti principali di Pfi & rivelata particolarmente difficoltosa, a
causa della scarsa quantita di proteina in divesi unita, a volte, alla scarsa nitidezza
del segnale. Per meglio risolvere il segnale, it@si anche alla deglicosilazione del

campione.

Figura 21: Western blot di campioni (non deglicosilati) raggentativi delle EST animali comprese in
questo studio, a confronto con i principali fenbtiplla sCIJD (MM1 e VV2). Le membrane sono state

incubate con I'anticorpo primario Sha31. | pesi @olari sono espressi in kDa.



Ad ogni modo, si e riusciti a stabilire che in tutteppi di EST animali analizzati, la
lunghezza del frammento principale di Br® compresa fra il tipo 1 e il tipo 2 umano,
con tre importanti eccezioni: BSE-H ( >21 kDa) eapee CH1641/BSE ovina (<19
kDa). La CWD, lo Scrapie classico sia nelle pecone nelle capre e la BSE-C
presentano un frammento di dimensioni inferiotigd 2, mentre la BSE-L mostra una

PrP*° delle stesse dimensioni del tipo 2 umano. A vdlteammenti si presentano
come doppietti (figg 21-22).

Figura 22: Western blot di campioni (deglicosilati) rappnetsdivi delle EST animali comprese in
questo studio, a confronto con i principali fenbtiplla sCIJD (MM1 e VV2). Le membrane sono state
incubate con I'anticorpo primario Sha31. | pesi @olari sono espressi in kDa.



Una caratterizzazione pit fine, usando come metrpatagone la Pr®® 20 kDa
associata al fenotipo MMIK umano descritto in poEreza, ha evidenziato come CWD
e BSE-C producono una PfPdi peso molecolare appena superior@0(5 kDa),
mentre la Pr® derivata dallo Scrapie classico nella pecora semiigrare appena un
po’ piu in basso (19,5 kDa) e quella derivata dallo Scrapie classiela capra circa

alla stessa altezzaZ0 kDa) (fig. 23).

Figura 23: Western blot di campioni (deglicosilati) rappnetsdivi delle EST animali comprese in
questo studio, a confronto con il frammento diPE® kDa (MMiK). Le membrane sono state incubate

con I'anticorpo primario Sha 31. | pesi molecowono espressi in kDa.

| frammenti C-terminali, del peso molecolare dcairl3-14 kDa (per confronto con il
CTF13 umano), sono stati rilevati in quantita alstaorie nei campioni di BSE-H e
Scrapie CH1641, in tracce nei campioni di Scrapéessico (pecora e capra) e BSE
ovino e per nulla in CWD, BSE-C e BSE-L (fig. 2&a quantificazione dei frammenti
C-terminali é stata effettuata con maggiore prenisinei campioni purificati (P3)
dopo deglicosilazione, che hanno permesso unaifiiavisualizzazione del segnale.
Le quantita del frammento C-terminale presenti petificato sono generalmente
aumentate rispetto a quelle rinvenute nellomogenatrobabilmente a causa del
trattamento sperimentale (ultracentrifuga e su@egssonicazione), ma restano

invariate le differenze tra i ceppi (tab. 6, fi¢,)2



Figura 24: Western blot di campioni (deglicosilati) rappnetsdivi delle EST animali comprese in

questo studio, per la rivelazione del framment@@atnale di 14 kDa. Le membrane sono state incubate

con I'anticorpo primario SAF60. | pesi molecolanh® espressi in kDa.

Specie ceppo N 19-21 kDa (%) 13-14 kDa (%)
bovino BSE-L 2 79,81+ 0,48 20,19 + 0,48
bovino BSE-H 2 33,01 +1,13 66,97 + 1,17
bovino BSE-C 1 85,37 14,59
pecora BSE-C 3 68,73 + 4,32 31,30 £ 4,35
pecora Scrapie classicg 80,81 £ 8,45 19,26 + 8,58
capra Scrapie classico 71,38 £ 12,35 28,62 $512,3
pecora Scrapie CH1641 47,39 + 5,37 52,61 + 5,37
cervol/alce CWD 5 85,99 + 9,17 14,00 £ 9,19

Tabella 6 ripartizione percentuale del frammento principadiePrP* (19-21 kDa) e del frammento C-

terminale (13-14 kDa) nelle diverse EST animaliliaaate in questo studio, calcolate sul campione

purificato (P3).



Figura 25: grafico riportante la distribuzione percentuai due tipi di frammenti di Pr®osservati

nelle EST animali analizzate.

2.3 Rapporto tra le glicoformeCome gia riportato in letteratura, in tutte le ESimali la
PrP° si presenta con netta prevalenza della bandacdgiiata ( 50%) rispetto alla
monoglicosilata, contrariamente a quanto avviendan€JD sporadica (in cui
predomina la forma monoglicosilata). L’unico cembe fa eccezione sembra essere la
BSE-L, in cui la forma diglicosilata (40%) e quella monoglicosilata 35%) sono
all'incirca equivalenti. Nella CWD, seppure la BtBliglicosilata sia comunque quella
piu abbondante, lo stacco € meno netto rispetadlte EST. La trasmissione della
BSE-C all'uomo, osservata nella variante vCJD, ricalidrasticamente il rapporto tra
le glicoforme in favore della PrPdiglicosilata, rispetto alla SCJD. Nella speciénay
sebbene la differenza non sia cosi marcata coméape€JD rispetto alla sCJD, i
rapporti tra le glicoforme della PtPassociata al ceppo BSE-C presentano valori molto
simili a quelli originali (bovino) e abbastanza aisdanti rispetto a quanto osservato

per lo Scrapie classico, anche se non per lo Sx@HiL641 (tab. 7 e fig. 26).



Specie ceppo N D (%) M (%) U (%)
bovino BSE-L 2 40,75+2,09 3594+0,24 23,31851
bovino BSE-H 2 61,19+ 6,17 30,91 £ 3,%5 7,90 74,0
bovino BSE-C 1 65,03 26,84 8,13
pecora BSE-C 3 66,83 +4,58 25,83+ 2,43 7,34 £ 222

pecora Scrapie classico 4 54,49 +8,36 31,60 = 2,8%8,91 +5,93
capra Scrapie classico 3 52,53 +541 35,49+ 2,111,97 + 3,56
pecora | Scrapie CH1641 2 69,12 +0,43| 25,58+0,92 5,28+0,48
cervol/alce CWD 5 47,18+0,82 36,71+1,08 16,1199

Tabella 7 ripartizione percentuale (rispetto al totale)l@lete glicoforme della Prenelle diverse EST

animali analizzate in questo studio, calcolatacamhpione purificato (P3).

Figura 26: grafico riportante la distribuzione percentuatdlal forma diglicosilata (D) e di quella non
glicosilata (U) della Pr® sul totale delle tre glicoforme, nelle diverse E&iimali analizzate in questo
studio a confronto con la sCJD e la vCJID (Scr Bcrapie classico della pecora; Scr c. = Scrap&sida

della capra).



2.4 Resistenza alla PKLe curve di resistenza sono state realizzateaup@ne purificato
a contenuto proteico totale fisso (150 pg/ml),spso in buffer a pH 7,4 e usando per
la rivelazione in Western blot I'anticorpo SAF60amtenendo quindi inalterate le
condizioni usate in precedenza per lo screeningegi di SCJD e vCJD (Saverioni et
al., JBC 2013). Le concentrazioni di PK utilizzateno state talvolta drasticamente
variate per misurare al meglio 'ampio spettroahistenza osservato (circa 4 ordini di
grandezza). Il confronto dellEBj9 ha evidenziato che tutti i ceppi associati alleTES
animali dimostrano maggiore resistenza alla PKetigpa quelli umani, ad eccezione
di BSE-H, BSE-L e CWD, che si collocano nel rangdladCJD. BSE-C e di gran
lunga il ceppo piu resistente fra quelli testatDéE> 166,5 U/ml), BSE-H si colloca
all'altro estremo (Eky < 0,1), appena piu resistente del ceppo sCJIDVVXiil
sensibile in assoluto (tab. 8, figg. 27-28). Pearga riguarda i tre ceppi di BSE, si
osserva la minima resistenza in BSE-H, una resatentermedia in BSE-L e la
massima resistenza in BSE-C. Da notare che il c&31©-C negli altri ospiti (uomo,
pecora) non raggiunge i valori tipici osservati belino, ma la resistenza alla PK e
aumentata rispetto a quanto rilevato per le EST diffuse in quella specie (CJD,
Scrapie). | valori di EB presentano tuttavia una variabilita molto altaaasa della

scarsa numerosita del campione, pertanto non sarortsiderarsi conclusivi.

Specie ceppo N EB (U/ml)
bovino BSE-L 2 0,874 + 1,077
bovino BSE-H 2 0,051 + 0,072
bovino BSE-C 1 >166,700
pecora BSE-C 3 30,818 £ 26,67

o 4 14,316 110,866
capra Scrapie classico 3 12,390 + 9,528

pecora | Scrapie CH1641 2 10,200 + 9,045
cervo/alce CWD 4 0,554 + 0,416

Tabella 8.Valori di EDs,, espressi come media + deviazione standard, eéil@#r ognuna delle EST

pecora Scrapie classig

analizzate in questo studio.



Figura 27: grafico riportante il confronto dell’Efg per tutte le EST animali analizzate in questo istud

con la sCJD e la vCJD (Scr p. = Scrapie classitla gecora; Scr c. = Scrapie classico della capra).

Figura 28: curve di digestione relative a ciascuna EST dggditquesto studio. Il range delle quantita di

PK é stato regolato a seconda della resistenzastiun gruppo.



2.5 Termosolubilita. Le curve derivate dal trattamento a diverse teatpeg sono state
ottenute sul’'omogenato totale alle medesime coodizmpiegate per i campioni di
tessuto umano. | grafici delle curve che riportangalori di PrP°® monomerica
osservata in funzione della temperatura mostrarch’assi un andamento ceppo-
specifico, cosi come osservato per la CJD umanahdrmn questo caso Si possono
distinguere ceppi resistenti (BSE-C, in cujp T 80 °C), ceppi intermedi (Scrapie
classico, BSE ovina e BSE-L, in cusT 70 °C) e ceppi sensibili (CWD e Scrapie
CH1641, in cui §p 25 °C) (fig. 29, tab. 9). Al contrario della resisza alla PK, la
misura della termosolubilita fornisce valori peté@tente sovrapponibili allo spettro
determinato per la CJD . Va notato che il ceppo £SE seconda dell’ospite in cui Si
riproduce, puo variare la sua termosolubilita (rmaasnel bovino, intermedia nella
pecora e nelluomo). Alcuni dei campioni testatialtire analisi sono stati esclusi da
questa, in quanto il segnale non era quantificabil@articolare, non é stato possibile
procedere all’analisi dei campioni di BSE-H, a @aulla scarsissima qualita del

segnale ottenuto.

Figura 29: grafico del’andamento delle curve di termosdiitdiottenute per ciascuna EST animale
analizzata. s = sigmoide interpolante i dati speritali, espressi come media + deviazione standifrd (
0,95).



£ST (specie)| N e (°C) PrP>mon 35 | PrP>mon 75
specie °
P %0 °C (%) °C (%)
BSE-C (pecora) 3 71,82 + 8,66 27,99 + 12,15 53,25 + 11,45
Scrapie classicg 4 71,06 £ 2,61 35,28 + 13,41 61,05 + 8,80
(pecora)
Scrapie classicg 2 73,95+ 4,78 19,44 + 9,21 54,34 £ 10,50
(capra)
CH1641 3 25 48,92 + 13,79 63,23 + 8,07
(pecora)
CwWD 6 <25 67,55+17,13 91,51 + 10,38
(cervo, alce)
BSE-C 1 83,02 14,96 56,24
(bovino)
BSE-L (b0V|n0) 1 72,35 31,88 55,93

Tabella 9 Ts,, PrP° monomerica a 35 °C e P¥Pmonomerica a 75 °C riportate come media *

deviazione standard, calcolate per ciascuna d&lledhimali analizzate in questo studio.

3. TIPIZZAZIONE BIOCHIMICA DEI BANK VOLES

3.1 Premessa: tipizzazione biochimica effettuata da IS5 gruppo del dott. Romolo
Nonno dell’ISS ha classificato, in base all'analisochimica di tutti gli animali
inoculati con tutti i ceppi della sCJD, i tipi motdari risultanti dalle trasmissioni in
Bv109M.

Tipo A: & caratterizzato da un frammento principaiePrP° di circa 19 kDa,
positivo con tutti gli anticorpi del pannello rigato in fig. 15, e da due frammenti
secondari, uno C-terminale di 14 kDa (14K, ricomatgc con SAF84), ed un
frammento interno tronco sia al C-terminale ché\atdérminale di circa 8 kDa
(8K, riconosciuto da 9A2 e 12B2).

Tipo A™: & molto simile al tipo A, per la presenza deirfraenti 14K e 8K, ma il
frammento principale € caratterizzato da un pesdecotare leggermente
superiore a 19 kDa e soprattutto dalla forte presedi un frammento di
accompagnamento a peso molecolare circa 2 kDadrdema con ugual reattivita
ai diversi anticorpi, tentativamente identificatnte PrB° priva dell’ancora GPI.

Tale tipo molecolare si associa a due caratteistita quantitd molto elevata di



segnale complessivo (molto superiore a tutti gl &bi) e la presenza di placche
amiloidi.

Tipo C: & caratterizzato dalla presenza del s@lmfnento principale di PPE con
peso molecolare inferiore al tipo A. La banda ndicogilata € molto ampia e
spesso appare come doppietto (con SAF84 e Sha&hyiremla parte piu bassa
della banda non € riconosciuta da 9A2 e 12B2. Tavei puO osservare una
piccola variabilita di peso molecolare apparentt eapporto tra anticorpi C- ed
N-terminali tra gli individui, che si accompagna adcune caratteristiche
patologiche. In particolare, i campioni con PrR peso molecolare relativamente
inferiore (C*) tendono ad avere poche lesioni nallee corticali ed ippocampali,
nonché grandi vacuoli talamici; al contrario, quebn PrP°®a peso molecolare
maggiore (C**) tendono ad avere un forte coinvolgmo corticale.

Tipo E: e caratterizzato dalla presenza di un frambm principale di circa 17 kDa,
poco o nulla riconosciuto dal 12B2, che puo appainr forma di doppietto con
Sha31; il frammento principale € accompagnato amifnenti secondari 14K e 7K
(negativo al 12B2).

Tutti gli animali inoculati con MM/MV1 e VV1 hannamostrato il tipo A,

evidenziando quindi una convergenza in bank voleegipi che nell'ospite naturale

(uomo) si sono rivelati distinti. Tutti e solo glhimali inoculati con MM 2T hanno

mostrato il tipo E, evidenziando la piena corrigpemza del ceppo E=MM 2T. Gli

animali inoculati con MM/MV 2C hanno mostrato ipti C (C* o C**), cosi come

alcuni animali inoculati con MV 2K e VV2. In alcumasi, I'inoculo MV 2K in
Bv109M ha prodotto il tipo A e I'inoculo VV2 il tip A*. Quindi per gli inoculi MM

2C/MV 2K/VV2 non c’e perfetta corrispondenza trgppe originale e tipo molecolare

osservato in bank vole. In base a questi datimptani analizzati in questo studio si

possono riclassificare come in tabella 10.



Inoculo | Numero di casi| Tipo molecolare
MM1/MV1 3 A
VV1 9 A
MM 2T 6 E
MM 2C 6 C**
MV 2K 2 c*
V2 ! <
2 A

Tabella 10 classificazione dei campioni di tessuto da trasioni di sCJD in Bv109M in base al tipo

molecolare

3.2 Frammenti di PrP° osservati. Anche in questo caso, l'analisi & stata svolta
sullomogenato totale in LB100 a pH 6,9, in gel atirilamide al 15% usando gli
anticorpi Sha31 (frammento principale) e SAF60n{n@ento C-terminale 13-14 kDa).
Per quanto riguarda il frammento principale, la®degli animali infettati con tutti gli
inoculi riproduce piuttosto fedelmente la dicotantipo 1/tipo 2 osservata negli
inoculi originali, con la particolarita che tuttiframmenti originati hanno un peso
molecolare leggermente superiore rispetto a gdaltui sono derivati (fig. 30). Quindi
gli animali infettati con le varianti umane asseeial tipo 1 mostrano un frammento a
peso molecolare leggermente maggiore del tipo himaguelli infettati con le varianti
associate al tipo 2 mostrano un frammento intermédi il tipo 1 e il tipo 2 umano,
eccetto il tipo E (da MM 2T), che sembra migrafa atessa altezza della Ptfipo 2.
Tuttavia la Pr prodotta in seguito a infezione con VV1 & indigtiibile rispetto a
quella originata dopo infezione con MM1, mentreigumn € negli inoculi originali, in
quanto la prima produce un doppietto di cui la lzanderiore migra in posizione
appena un po’ pitl bassa del tipo 1 (visibile in @élalta risoluzione). Nel tipo*A
derivato da VV2, il frammento principale di BfR in effetti composto da un doppietto
di cui la banda superiore si presenta dello stpeso molecolare del tipo 1 (21 kDa),
mentre la banda inferiore & assimilabile al pesteondare del tipo 2 (19 kDa). Cio e

maggiormente evidente nel campione deglicosilatp 8f1).



Figura 30: profilo elettroforetico della PrP derivata da tessuto cerebrale di bank voles (BM)09
infettati con i diversi tipi della sCJD (campioromdeglicosilati). Le membrane sono state incubate

I'anticorpo primario Sha 31. | pesi molecolari s@spressi in kDa.

La ricerca del frammento C-terminale all’intorna d8-14 kDa ha dimostrato ancora
una volta piena correlazione con quanto attesoase kagli inoculi originali, ovvero
presenza del CTF13 nel tessuto cerebrale infettatde varianti associate al tipo 1 e
assenza in quello infettato con le varianti asse@atipo 2, eccetto che per la variante
MM 2T che infatti si associa al CTF13 anche nelthm Anche in questo caso, il tipo
A" sembra fare eccezione, in quanto & quello inlduinmento C-terminale di 13-14
kDa e piu abbondante, contrariamente a quanto @@vieell'inoculo originale
(sCJIDVV?2) in cui non e presente affatto (fig. &i.11).



Figura 31: profilo elettroforetico della Pr® derivata da tessuto cerebrale di bank voles atfeton i
diversi tipi di sCJD, comprensivo del frammento é@atinale di 13-14 kDa, cosi come appare dopo

deglicosilazione. Le membrane sono state incubatel'anticorpo primario SAF60. | pesi molecolari

sono espressi in kDa.

Inoculo Tipo molecolare N 19-21 kDa (%) 13-14 kDa (%)
MM 2T E 6 85,64 + 5,34 14,36 £ 5,34
MM1 A 3 82,28 + 1,58 17,72 £ 1,58
vV1 A 9 87,96 + 3,95 12,04 £ 3,95
MV 2K/VV2 C* 9 100 0
MM 2C C** 6 100 0
V2 A* 2 52,46 = 2,23 47,54 + 2,23

Tabella 11 ripartizione percentuale del frammento principdilérP° (19-21 kDa) e del frammento C-
terminale (13-14 kDa) nei diversi tipi molecolattenuti da Bv109M dopo trasmissione di tutti i tgi

sCJD.



3.3 Rapporto tra le glicoforme. Anche questa analisi € stata condotta sul’omamgena
totale (TH) a pH 6,9. La PrPderivata dall'infezione sperimentale dei bank sole
mostra in generale una prevalenza della formadatigiiata in tutti gli animali inoculati
rispetto alla sCJD nelluomo, che come detto sbessa una preponderanza della
forma monoglicosilata. Tuttavia € possibile ossexvana prevalenza della banda
diglicosilata ancora maggiore nei campioni inodutain VV2/MV 2K e MM 2C
rispetto agli altri animali, quindi nel tipo moldace C (C* e C**), mentre nel tipo E
(derivato da MM 2T) le due isoforme glicosilatedeno a distribuirsi equamente (tab.
12).

Inoculo Tipo N D (%) M (%) U (%)
molecolare

MM 2T E 6 43,87 £ 2,74 40,41+1,1p 15,16 £ 2,60
MM1 A 3 57,32+0,72| 32,22+1,99 10,07 + 2,05
vV1 A 9 54,00+ 2,43| 34,16 £2,22 11,00+1,40

MV 2K/VV2 C* 9 69,09+1,27| 27,11+1,16 2,96+8,8

MM 2C CH* 6 68,74+ 1,72| 24,76 +2,10 3,17 +0,58

VV2 A" 2 52,63+3,67| 41671185 4,27+1,12

Tabella 12 ripartizione percentuale (rispetto al totale)lelete glicoforme della Pri® nei diversi tipi

molecolari ottenuti da Bv109M dopo trasmissiongéutli i tipi di sCJID.

3.4 Resistenza alla PKPer i campioni di bank voles, le curve di resiggeisono state
realizzate sul’'omogenato totale, per impossibititiprocedere alla purificazione della
PrP*° a causa del basso quantitativo di tessuto dispeniBer ovviare alla elevata
resistenza alla PK osservata nella®derivata da bank vole (molto superiore a quella
dimostrata dalla PrPestratta da tessuto umano), il TH & stato omogenatB100 a
pH 8 (pH ottimale di lavoro della PK) anziché 6,9aedigestione proteolitica &
avvenuta a 55 °C anziché 37 °C. Anche in questo,ckanticorpo usato per la
rivelazione in Western blot é stato il SAF60, tuidanon é stato possibile procedere a
un confronto diretto con la P¥Pottenuta da tessuto umano a causa delle diverse

condizioni sperimentali usate. Il campione analiaz stato un subset di quello totale,



in quanto il tessuto disponibile e stato spessficgriite per un solo test biochimico tra
resistenza alla PK e TSA. Il profilo ottenuto datierve di digestione ha evidenziato
differenze degne di nota fra gli animali infettatn i diversi inoculi, che ricalcano
piuttosto fedelmente, anche questa volta, 'andam@sservato nella CJD umana
(Saverioni et al., JBC 2013). | campioni derivadi idfezione con MM 2T (tipo E) si
sono dimostrati i piu sensibili all’azione della P¥&guono i campioni appartenenti al
tipo A (inoculi MM/MV1 e VV1), che evidentementeproducono tutti il grado di
resistenza alla PK del ceppo MM/MV1 umano, anclogss resistente del ceppo MM
2T in esperimenti condotti sul TH (mentre il cepg®l lo € meno); ancora piu
resistenti sono i campioni appartenenti al tipo(i@dculi VV2/MV 2K), in parallelo al
ceppo umano VV2/MV 2K, piu resistente di MM/MV1;gftado massimo di resistenza
e invece associato al tipo C** (inoculo MM 2C), dhe costituisce l'unica forte
discrepanza con linoculo originario, il cui gradt resistenza & compreso tra
MV/MM1 e VV2/MV 2K. Il tipo A™ mostra un grado di resistenza intermedio tra il
tipo C* e il tipo C** (tab. 13, fig. 32).

Inoculo Tipo molecolare | Numero di casi Ely
MM 2T E 3 9,30+ 2,84
MM/MV1 A 3 20,01 £ 8,73
VV1 A 3 15,65 £ 6,39
MV 2K/\VV2 Cc* 3 28,27 £ 6,51
MM 2C C** 3 83,86 + 25,56
VV2 A* 2 35,19+ 12,65

Tabella 13: EDs,, espresso come media + deviazione standard, atdcper i diversi tipi molecolari
derivanti dalle trasmissioni delle diverse variadiisCJD in Bv109M. | confronti statisticamente

significativi risultano quelli fra il tipo C** e tti gli altri (p  0,001).



Figura 32: grafico riportante le curve di resistenza alla pd&¢ ogni tipo molecolare ottenuto da bank

voles Bv109M dopo trasmissione delle diverse vairidirs CJD.

3.5 Termosolubilita. Le curve di termosolubilita ottenute per i divetgi molecolari
derivati da bank voles Bv109M sono paragonabiluelle derivate dai ceppi di CJD in
quanto le condizioni sperimentali sono rimaste iata (TH a pH 6,9). Anche in
guesto caso, i dati prodotti derivano da un subleétcampione totale, per scarso
guantitativo del tessuto derivante da ogni singoionale. La T, calcolata per queste
curve ricalca in buona parte, ma non completameji@)to gia osservato per la CJD; i
tipi molecolari A e C*, derivati da inoculi MM1 eWX2, si comportano come i ceppi
umani originali; il tipo molecolare A derivato daoculo VV1 non rispecchia quanto
osservato nel ceppo originale, ma riproduce il grdidtermosolubilita proprio del tipo
A derivato da inoculo MM1; neanche il tipo molegel&**, derivato da inoculo MM
2C, si associa ai valori disd osservati per il ceppo originario, attestandosivsilori
osservati per i tipi A e C*; infine il tipo E, dedato da inoculo MM 2T, si mostra
abbastanza fedele a quanto osservato nel ceppoaadeigseppur non completamente

sovrapponibile. Del tutto diverso dall'inoculo dngrio (VV2) & invece il tipo A che



non ricalca nessuno dei precedenti, ma sembrer@bbeinarsi al ceppo VV1 umano

(particolarmente termosensibile) (tab. 14, fig.33).

nocUl Tino \ T O) PrP>mon 35 | PrP>mon 75

°C (%) °C (%)

MM 2T E 3 69,88 + 7,23 29,17 + 6,69 56,28 + 7,57
MM1 3 75,53 +1,82 16,21 + 4,15 49,81 + 3,23
VV1 A 5 78,21 + 2,46 15,93 + 8,08 39,42+ 7,738
VV2 C* 3 78,95 + 4,75 27,65+ 6,29 4451 + 8,22

MM 2C C** 3 81,77 £1,11 18,62 + 2,78 34,36 £ 1,24
VV2 A" 2 25-55 48,33 £ 9,41 100,97 £ 19,416

Tabella 14 Ts,, PrP° monomerica a 35 °C e PfPmonomerica a 75 °C riportate come media +
deviazione standard, calcolate per ciascun tipceauddre derivato da Bv109M inoculati con i diversi
ceppi della sCJD. Per lagl 'unico confronto statisticamente significativdra il tipo E e il tipo C** (p

< 0,005). Per la PfPmonomerica a 35 °C, sono statisticamente sigtificiaconfronti tra il tipo A" e il
tipo A, sia derivato da inoculo MM1 che da VV1, cbé tra il tipo A e il tipo C** (p < 0,004). Per la

PrP>° monomerica a 75 °C, risultano statisticamenteifiguivi i confronti tra il tipo A" e tutti gli altri

(p < 0,005).



Figura 33: il grafico riporta I'andamento delle curve di tersetubilita osservate nella PiPda
campioni di Bv109M, divisi per inoculo e tipo motéare prodotto. s = sigmoide interpolante i dati
ricavati dall'analisi densitometrica dei Westermtblespressi come media + deviazione standard (r
0,95).

Come si puo vedere dal grafico (fig. 33), 'andatoedi ogni curva ottenuta dopo
TSA, sebbene non combaci perfettamente tra inoouiginale e tipo molecolare
prodotto dopo infezione, é riconducibile ad almeno dei profili osservati per i ceppi
di sCJD. Fa eccezione il ceppo C* (derivato da uhm&/V2), che nella I riproduce
il ceppo VV2 umano, ma gia a temperature molto dassstra una quantita di Pffn

forma monomerica decisamente elevata rispettoatiiilo da cui € derivato.



DISCUSSIONE

La caratterizzazione biochimica dei ceppi di ESTleneliverse specie animali & di
fondamentale importanza per la loro identificazienelassificazione, in alternativa alla
trasmissione sperimentale, dispendiosa in terminemhpo e di risorse. Inoltre, essa puo
individuare fattori molecolari significativi assati alle diverse conformazioni
tridimensionali che sembrano costituire le basieoolari dei ceppi prionici. Numerosi
studi hanno correlato una o piu proprieta biochimaidella proteina prionica patologica con
le caratteristiche proprie del fenotipo clinicoqdagico della malattia (tempo di
incubazione, sintomatologia, aree cerebrali magggote colpite, ecc.), con risultati spesso
contrastanti. Ad oggi, le correlazioni piu signditve e riproducibili tra laboratori tra
proprieta biochimiche della Ptfe fenotipo clinico-patologico della malattia, cd@no alla
base di una classificazione molecolare dei soitatglla malattia, riguardano la CJD
sporadica (Parchi et al., 1999, 2009).

Allo scopo di approfondire ulteriormente le conost sulle basi molecolari dei ceppi
prionici e i rapporti tra ceppi umani e animali &bo (1) applicato nuove metodiche di
analisi allo studio delle varianti fenotipiche @eBCJD ed (2) esteso le analisi effettuate
nella sCJD alle EST naturali di altre specie animadlle trasmissioni sperimentali della
sCJD. A tal fine, la PP estratta da un totale di quasi 150 campioni diutescerebrale,
umano e animale, affetto da malattia naturale smessa sperimentalmente, € stata
analizzata per quanto riguarda il profilo di migoee elettroforetica (frammento principale
e frammenti accessori), il rapporto tra le glicofie; la resistenza alla digestione con PK e
la termosolubilita. L'analisi di queste proprietgjia note per la sCJD eccetto la
termosolubilitd degli aggregati di P¥P ha permesso una miglior caratterizzazione dei

ceppi di EST testati rispetto ai dati della lettera.

L’individuazione di un nuovo raro fenotipo di CJD pazienti omozigoti metionina al
codone 129 del gerfeRNR ad eziologia quasi certamente acquisita, ha aropiaspettro
fenotipico di questa patologia, che sebbene ramapoende almeno 7 varianti con tratti
distintivi. Questo nuovo fenotipo, in particoladgriva dall’adattamento del ceppo V2 in
ospiti 129MM ed ha come caratteristica distintivérammento di Pr® intermedio di 20



kDa e le placche amiloidi di tipo kuru, da cui landminazione MMiK, in analogia alla
terminologia utilizzata per la sCJD (K sta per plse kuru). Il riconoscimento dei tratti
fenotipici distintivi e i risultati della trasmissii sperimentali, effettuate dal gruppo del
prof. Kitamoto presso la Tohoku University a Sendaicollaborazione con il nostro
gruppo, hanno dimostrato che questo fenotipo nbmiéto ai pazienti che hanno subito
un trapianto di dura madre; lo abbiamo, infatBcantrato in almeno due individui che non
avevano mai subito tale trattamento ma che eranmoque stati verosimilmente esposti
all'agente (uno era stato sottoposto a trattameatgochirurgico mentre l'altro esercitava
la professione di neurochirurgo). Va sottolineak® questo fenotipo non € mai stato a
tutt’'oggi riscontrato tra i casi classificati comgoradici, sebbene derivi dal ceppo V2 che e
il secondo pitl diffuso nella forma sporadica. Laratterizzazione biochimica dellla BfP
associata alla variante MMiK mediante il confrordon i due fenotipi sporadici che
derivano dal ceppo V2 (sCIJDMV 2K e VV2) é ancoracorso. Tale caratterizzazione
aiutera a comprendere meglio l'influenza del ggumtiell’ospite sulle caratteristiche

biochimiche della Pr¥ e su come questa possa influenzare il fenotimicolipatologico.

Il saggio della termosolubilita € una metodicatreéanente nuova che é stata utilizzata per
lo studio di ceppi prionici adattati al topo (Bedtt al., 2012) ma mai testata sui ceppi
prionici umani e su quelli associati alle principBST naturali animali. Nella CJD, la
maggiore termosensibilita correla significativangesbn la maggiore durata e la minore
frequenza della malattia e con la minore invasiyitasurata in termini dattack ratee
tempo di incubazione) dopo trasmissione speriment@uesto risultato € in accordo con
guanto osservato nei ceppi prionici di scrapie tatladl’hamster, dove una maggiore
stabilita conformazionale correla con una maggioreasivita (Ayers et al.,, 2011,
Gonzalez-Montalban et al., 2011), ma non in qaslttati al topo, in cui & stato osservato
il contrario (Bett et al., 2012). Inoltre, la terswmubilita non sembra mostrare alcuna
correlazione con la resistenza alla PK: infattivégianti di CJD associate a una minore
resistenza alla PK sono drasticamente diverseota ih quanto a termosolubilita (vedi
sCJDVV1 e MM1). (tab. 15).



. . Durata media Tempo di
0, [e]
Variante ceppo Inude_nza_(/(_) sul totale di malattia Attack rate (%) incubazione Ts0 (°C) EDso (U/mi)
CJD dei casi di sCJD) . o
(mesi) (giorni)
274 £ 4
VV2 15 100 302 + 9 82.05+3.70| 4.137 +3.562
V2 6.3 588 ; 3
MV 2K 8 100 399 + 3 79.48 + 3.63| 1.407 £0.892
446 + 3
MM1 M1 40 4.0 100 467 + 24 79.66 + 2.32| 0.093 £ 0.068
83 540 £ 41
vCJD BSE rara 14 100 668 + 22 65.26 + 3.19| 5.192 +2.378
MM 2T M 2T 1 15.5 93 535 + 32 59.41+6.04 0.138.889
VV1 V1 1 15.3 50 568 + 0 <25 0.034 + 0.028
MM 2C M 2C 1 20.0 0 - 57.11+5.96 0.276 + 0.2]10

Tabella 15.Confronto tra dati clinici ed epidemiologici, risati delle trasmissioni sperimentali e proprietachimiche della Pr¥ nei

diversi ceppi della sCJID e nella vCJD. | dati rtptirnella terza colonna sono ricavati da Parclalet2009, eccetto che per la vCID

(Diack et al., 2014). | dati riportati nella quad@alonna sono ricavati da Parchi et al., 2009 uleath di malattia del ceppo V2 & quella

relativa alla variante VV2, cioe nel genotipo pavdrevole alla replicazione del ceppo. | dati riptirnella quarta e nella quinta

colonna si riferiscono a trasmissioni sperimentaliopi transgenici per PRNPumano, espresso a livelli normali (Kobayashi et al
2010, Bishop et al., 2010, Moda et al., 2011, Kaishyet al., 2013, Takeuchi et al., 2013, Kobayashi., 2015). | dati riportati nella

quinta colonna sono relativi a questo studio elguportati nella sesta sono ricavati da Saverienal., 2013.



| risultati di un nostro recente studio (Saveriati al.,, 2013) avevano suggerito una
interessante correlazione fra la presenza del CTllBercentuale relativa della Bffn
forma glicosilata e la resistenza alla digestiooa K. Tra le varianti sporadiche la
preponderanza di forme glicosilate ha i valori fgassi nei VV1 e va crescendo,
nellordine, in MM1, MM 2T, MM 2C, MV 2K e VV2, fio a diventare massima nella
vCJD. Allo stesso modo la quantita di CTF13 dimscei e la resistenza alla PK aumenta
seguendo lo stesso ordine. Nel presente studiarablbesteso queste analisi alle altre EST
naturali e alle trasmissioni sperimentali in bardteg, confermando solo in parte questo
tipo di correlazione. Per quanto riguarda la glieasone e la resistenza alla PK la
correlazione si € dimostrata nel complesso sigatifia, in quanto quasi tutte le EST
animali naturali e le varianti sCJD dopo trasmissial bank vole mostrano aumento della
glicosilazione che va di pari passo con un aumelgita resistenza alla PK. Ci sono,

tuttavia, alcune eccezioni:

1. la BSE-H & associata a una PrRltamente glicosilata nonostante mostri una bassa
resistenza alla PK e un’abbondanza di frammentol37H; questa combinazione di
fattori € unica nel panorama delle EST naturaliquanto per tutte le altre, la maggior
glicosilazione si accompagna sempre ad una ridezidel peso molecolare del

frammento di Pr® e/o a una riduzione della quantita del CTF13-14;

2. nei bank voles inoculati con le diverse variantialsCJD, la Pr¥ & decisamente pil
glicosilata e piu resistente alla PK rispetto &&° dell'inoculo umano. Tuttavia, tale
correlazione non & sempre evidente all'internoedéiVerse varianti di PrRindividuate
nei bank voles (il tipo A& meno glicosilato di C* e C** ma mostra resistemtla PK

intermedia tra i due).

Anche la correlazione fra abbondanza del CTF13-fegsistenza alla PK presenta qualche

significativa eccezione:

1. tra le EST animali, i due ceppi con maggiore ablaozd di CTF13-14, la BSE-H e lo
scrapie CH1641, mostrano una significativa divergamella resistenza alla PK (il primo
e molto piu sensibile del secondo); va notato pHTé questi due ceppi mostrano la

maggior differenza di peso molecolare nel frammemiacipale di Pr (la maggiore in



assoluto fra tutte le EST, in quanto nel primo dago m. e superiore a 21 kDa, mentre
nel secondo esso € inferiore a 19 kDa).

2. La BSE ovina presenta quantita rilevabili del CTHH3 anche se inferiori rispetto alle
EST discusse in precedenza, nonostante sia ass@tlatina notevole resistenza alla
digestione con PK. Anche in questo caso tuttavieihmento principale di PPPha un

peso molecolare inferiore a 19 kDa.

3. Tra i gruppi di bank voles inoculati con i divecsippi di sCJD, il tipo A che & quello
con maggiore abbondanza del CTF13-14, presentaelewata resistenza alla PK.
Tuttavia anche in questo caso, oltre all’abbondagiieosilazione, va segnalata la

presenza di un doppietto con frammento dal pesecotdre assimilabile al tipo 2.

a. Da queste osservazioni sembra che la resistel&Rlle I' abbondanza del CTF13-14

siano determinati dalla combinazione di:

b. glicosilazione

c. lunghezza del frammento principale di P

Lo scrapie CH1641 e la BSE ovina risultano simdr molte delle caratteristiche discusse
in precedenza: nei due ceppi la Pridostra lo stesso rapporto tra le glicoforme, iFC3-

14 é presente in entrambi (anche se si osservalpreagmente nel primo) e la resistenza
alla PK e abbastanza paragonabile (anche se miaggbsecondo). | nostri dati indicano
che il TSA ¢ il metodo piu efficace per distinguégedue forme; infatti, mentre la BSE
ovina si e rivelata piuttosto termoresistentg, 170 °C), lo scrapie CH1641 e decisamente
piu sensibile (3 25 °C). Date le note difficolta nel distinguerelue ceppi a livello
molecolare, questa metodica biochimica puo costitun’alternativa semplice ed efficace
alla laboriosa trasmissione sperimentale (Jefftegl.e2006) per I'identificazione di questi
due ceppi.

La termosensibilita sembra la proprieta biochintigaquelle analizzate che meno risente
della variabilita determinata dalle differenze dbesie, sebbene correlazione con
l'invasivita del ceppo e l'incidenza di malattia iu difficile per le EST animali, in quanto

manca una raccolta sistematica di dati in questscsel uttavia, non € un caso che la BSE-



C, probabilmente la EST in grado di propagarsi faiimente fra le diverse specie, sia
associata ad un’elevata termoresistenza dell&°PAPalogamente, lo scrapie nella sua
forma classica, abbondantemente diffuso fra glhiogii caprini di ogni parte del mondo,
presenta valori medio-alti di termoresistenza. L/[C e lo scrapie CH1641, invece,

decisamente meno diffusi, si sono dimostrati c@pptermosensibili.

Per i tre ceppi di BSE i nostri dati confermano Ijugia riportati in letteratura sulla
glicosilazione e la resistenza alla PK. La maggi@senza di PP glicosilata si riscontra
in BSE-C e BSE-H, mentre BSE-L presenta un prafilocui le due bande glicosilate
tendono a distribuirsi equamente (Priemer et &1,32 La maggior resistenza alla PK e
osservata in BSE-C, mentre BSE-L presenta unateegs intermedia e BSE-H e il ceppo
piu sensibile alla PK (Priemer et al., 2013, Masefi al., 2008).

Il confronto degli inoculi di sCJD nel loro ospitaturale e dopo trasmissione al bank vole
ha prodotto risultati significativi ai fini dellaomprensione dell'influenza dell’ospite nella
determinazione delle caratteristiche del ceppogdnerale, i tipi molecolari prodotti dai
bank voles tendono a riprodurre le differenze asd®li nelle varianti della CJD, pur
mostrando anche caratteristiche evidentemente ssprdell’'ospite. Infatti, il frammento
principale della Pr® mantiene la distinzione tra inoculi di tipo 1 en®a shifta di circa 0,5-

1 kDa verso l'alto in quasi tutti i casi. La presardel CTF13-14, quando si osserva, appare
guantitativamente ridotta rispetto alla corrispamtdevariante umana, eccetto che nel tipo
E, prodotto da MM 2T. La glicosilazione & generatteeaumentata in tutti gli animali
analizzati, ma con differenze tipo-specifiche img& misura riconducibili al ceppo di
partenza, cosi come la resistenza alla PK. L'upiogrieta che sembra mantenersi costante
rispetto agli inoculi originali &€, anche in quesiaso, la termosolubilitd. Fanno eccezione
gli animali inoculati con MM 2C, che non riesconaiprodurre il ceppo originale, ma
danno origine a un tipo molecolare ibrido con daratiche che in parte rispecchiano
guelle derivate dall’inoculo VV2, in parte nuove,gé animali inoculati con VV2 che
danno luogo al tipo A dalle caratteristiche cosi peculiari da non ttiélee nessuno dei
ceppi umani originali. A questo proposito e degnoata il fatto che il ceppo MM 2C, a
differenza degli altri ceppi, non si propaga nepitéransgenici che esprimono livelli
fisiologici di PrP (Bishop et al., 2010, Moda et al., 2011, Kobayashial., 2015,



Kobayashi et al.,, 2016). Pertanto sembra verosinptgizzare che la conformazione
tridimensionale della PfPassociata a questa variante sia difficile da capdi, mentre nel
bank vole, particolarmente permissivo all'infezioda prione, questo ceppo converta
comunque la P/ ma in maniera non fedele all'originale. Inoltietipo A* ricorda per
alcuni aspetti (presenza del doppietto di*Brpresenza di placche kuru) il fenotipo umano
MMiK (originato dalla propagazione del V2 nel gepot umano 129-MM). Poiché la
caratterizzazione biochimica del tipo MMIK non ecara ultimata, resta tutta da

confermare l'identita MMiK = A.

Un altro studio, effettuato in precedenza nel mo$boratorio, ha messo in correlazione
alcune proprieta biochimiche della PtRttenuta dopo trasmissione sperimentale della
sCJD a primati non umani di varie specie con queflgrie degli inoculi originali. In
gueste scimmie sono stati individuati essenzialmenie pattern: il primo, denominadp
caratterizzato da un frammento di 21 kDa e unaqmithnza della Pr® diglicosilata,
osservato dopo inoculo con sCJDMM1, sCIJDMM1+2, fCHROOK e iCIJDMM1; |l
secondo, denominato, caratterizzato da un doppietto 21/20 kDa in spondenza del
frammento principale di PP e da una predominanza della forma monoglicosilata,
osservato dopo inoculo con sCJD MV 2K, VV2, kuriCdDMMIK (Parchi et al., 2010).
Anche in questo caso, dunque, si puo ipotizzaraziohe del ceppo prionico su una base
determinata dall’ospite, sebbene qui lo shift rigpeall'inoculo originale appaia piu

complesso di quanto osservato nel bank vole.

Anche il ceppo BSE-C é stato studiato in ospitiedsv (bovino, uomo, pecora). Dai dati
raccolti sembra evidente come questo ceppo sidogomelggiormente in grado di indurre
caratteristiche quali la glicosilazione e la re=igia alla PK indipindentemente dall’ospite.
La capacita di produrre il CTF13-14, invece, appaspite-specifica: il frammento e,
infatti, assente nelluomo e nel bovino, ma pam@abite presente nella pecora.
Analogamente, anche il frammento principale di*Prién & riprodotto in maniera fedele in

tutti gli ospiti.

In conclusione, i risultati di questo studio idéindno alcune regole generali riguardo alle
proprietd biochimiche della PP nei ceppi prionici. In particolare, la variabilita

determinata dall’'ospite sia nella stessa speciesopeattutto tra specie diverse, € in grado



di modulare, almeno in parte, tutte le proprietachimiche da noi analizzate. Tra queste, la
meno influenzabile, sembra essere la termosolabiMerosimilmente, quindi, ciascun
ceppo & in grado di adattare pii o meno efficacéeném Pri® dell'ospite alla sua
conformazione (la BSE-C sembra essere il ceppo gfiicace nel riprodurre le sue
caratteristiche nell’'ospite). Il processo di corsiene sara tanto piu efficace quanto piu il
ceppo infettante riuscira a modificare i vincolrusturali incontrati nella molecola da
convertire.

In base ai risultati ottenuti & stato possibiledrare un profilo biochimico distintivo della
PrP° di 11 ceppi prionici analizzati in 6 specie divers’estensione delle osservazioni
dalla CJD sporadica alle EST animali naturali polene alle trasmissioni sperimentali di
CJD nei bank voles ha consentito di allargare targa delle combinazioni possibili delle
guattro proprieta biochimiche considerate in questmlio ben oltre quelle gia note nella
sCJD, dimostrando quindi che i pattern riconosciatiquest'ultima non sono certo
esaustivi. In particolare, sembra che la glicosag, determinata dall’ospite ma anche
influenzata dal ceppo, sia la proprieta biochintba maggiormente determina la resistenza
alla PK, sebbene questa sia anche influenzatatdafedtori molecolari (lunghezza del

frammento principale di PrPe presenza del CTF13-14).
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