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RIASSUNTO

Le encefalopatie spongiformi trasmissibili (ESThgomalattie neurodegenerative
causate dalla conversione della proteina cellutiiospite (Pri) in una isoforma
patologica (Pr®). L'agente responsabile delle malattie da priam presentarsi sotto
forma di differenti ceppi con proprieta biologichédiochimiche specifiche. In accordo
con la teoria prionica, la variabilita dei cepiederebbe nelle diverse conformazioni
della PrB¢ | metodi di tipizzazione molecolare dei ceppibsisano sulla mobilita
elettroforetica del frammento di PfPresistente alle proteasi, sulla suscettibilita all
digestione proteolitica, sul grado di glicosilazom sulla stabilita conformazionale della
PrP™

In questo studio e stato sviluppato un nuovo saggistabilita conformazionale
basato sulla solubilita differenziale di BrRe PrP° denominato Conformational
Stability and Solubility Assay (CSSA). Sono stateesse a punto le condizioni
sperimentali in modo tale da ottenere la pill vagisp separazione della Bre Pri¢
e successivamente e stato sviluppato il saggitadilga conformazionale misurando la
solubilita della Pr® negli omogenati trattati con concentrazioni crasicdi GdnHCI in
assenza di proteinasi K. Le curve dose-risposenoté hanno permesso di stimare la
concentrazione di GdnHCI in grado di solubilizzdr&0% della PrB°. Oltre a ceppi
adattati in arvicola rossastra il saggio € stattizmato per studiare isolati naturali di
scrapie ovina e casi naturali umani. Il metodo lmodtrato di essere un valido
strumento per la tipizzazione biochimica dei ceppiadattati in arvicola rossastra che
da isolati naturali.

Il potenziale discriminativo dimostrato dal CSSAncoeppi di scrapie classica, di
scrapie atipica (Nor98 e CH1641-like) e BSE siaurae che sperimentale, ha
permesso di migliorare il WB discriminatorio de8% integrando il grado di resistenza
alla denaturazione al sito di taglio N-terminaldlalérP*, per differenziare la BSE
dalla scrapie classica e atipica nei piccoli rumtna

Nell'ultima parte del lavoro e stata effettuato wstaodio comparativo delle proprieta
biochimiche di alcune malattie umane (VPSPr e G88) caratteristiche simili alla
scrapie atipica (Nor98). Tale studio si & basatie saratteristiche della PfP(mobilita
elettroforetica, resistenza alla PK ed epitope rmappe sulla stabilita conformazionale
della PrB° (CSSA).



| risultati hanno mostrato una inaspettata valitdbira le diverse malattie sia dei
frammenti interni (peso molecolare e sito di tagtbe della stabilitd conformazionale
della PrP®. Unica interessante eccezione & mostrata daessietilitudini tra il Nor98 e
un caso di GSS con la mutazione P102L. Il sigrificdi questa importante analogia
molecolare per le sue ricadute di sanita pubblicar@dunque da approfondire attraverso
I'analisi di un piu ampio pannello di campioni edtudio delle proprieta biologiche dei
ceppi coinvolti.

Parole chiave encefalopatie spongiformi trasmissibili, prioneeppi, stabilita
conformazionale, arvicola rossastra.



ABSTRACT

Transmissible spongiform encephalopathies (TSEs)naurodegenerative diseases
caused by the conversion of the host-encoded aellotein (PrP) to a disease-
associated isoform (P?®. The agent responsible for prion diseases magt eas
different strains with specific biological and binical properties. According to the
protein-only hypothesis, prion strain diversity ésciphered in Pr¥® conformation.
Molecular strain typing methods are based on teetephoretic mobility of protease
resistant core of PP on the susceptibility to protease digestion, fua glycosylation
profile of PrP**and on the conformational stability of BfP

In this study a new conformational stability assess developed based on the
differential solubility of Pr® and PrB% CSSA (conformational stability and solubility
assay). The conformational stability assay wasoperéd by measuring PtPsolubility
in homogenates treated with increasing concentratf GdnHCI, in the absence of
proteinase K. Indeed, dose-response curves all@sohation of the concentration of
GdnHCI able to solubilise 50% of PfPThe results showed that this method is valuable
for the biochemical typing of strains in bank vokesd it is also a promisingol for
molecular analysis of natural prion isolates.

CSSA also revealed strain-specific PrBonformational stabilities of ovine natural
isolates so that this feature, combined with théefinal PrB° cleavage, allowed
differentiation of classical scrapie, including Gd41-like, from natural goat BSE and
experimental sheep BSE.

In view of the implications concerning strain sianity between animal and human
TSEs, the physico-chemical properties of the Nom8@# two human prion diseases
(VPSPr and GSS) were compared in order to invdstitfee extent of the similarity
between animal and human prion strains. The ressitswed an unexpected
heterogeneity of the molecular features among huamahsheep TSEs associated with
internal PrP® fragments with the possible exception of Nor98 andase of GSS
P102L. These similarities and differences needhéurtinvestigation by N- and C-

terminal sequencing and biological characterization

Key words: Transmissible spongiform encephalopathies, priostrains,

conformational stability, bank vole.



1. INTRODUZIONE

1.3. Introduzione alle EST

Le encefalopatie spongiformi trasmissibili (EST),nmalattie da prioni, sono un
gruppo di malattie neurodegenerative e trasmissdtuil esito inevitabilmente fatale,
comuni all'uomo e a diverse specie animali doméstie selvatiche (Tabella 1).

Le EST sono malattie neurologiche progressive t@aratate da lunghi periodi di
incubazione, disturbi neurologici e comportamertah esordio spesso poco specifico e
subdolo. Le lesioni a livello del sistema nervosmtcale (SNC) comprendono una
degenerazione spongiosa a livello della sostanzgiagrvacuolizzazione, perdita
neuronale e astrogliosi; sono sempre assenti m@ambammatorie/immunitarie. La
caratteristica patologica fondamentale e rappraserdall’accumulo di una isoforma
patologica (Pr®) della proteina prionica (PT, una normale glicoproteina dell'ospite
le cui funzioni fisiologiche sono ancora poco coager.

Le malattie da prioni possono originare da contditetto o indiretto con soggetti
infetti (origine acquisita), possono ritrovarsi a@npatologie familiari dovute a
mutazioni del gene della PrP (origine ereditarpure come forme idiopatiche (forme
sporadiche di origine sconosciuta) (Tabella 1). d&ante questa diversa eziologia,
tutte le malattie da prioni sono trasmissibili iondizioni sperimentali, da cui la
denominazione di encefalopatie trasmissibili. IHando infatti animali da laboratorio
con materiale cerebrale proveniente da soggettiatimad possibile riprodurre
sperimentalmente la malattia.

Nelluomo le forme piu frequenti sono quelle spachd, la cui origine € tuttora
sconosciuta, che comprendono: la forma sporadita dwlattia di Creutzfeldt-Jakob
(sCJD), la forma sporadica dell’'lnsonnia Fatalel)(&-la variably protease-sensitive
prionopathy (VPSPr) (Gambetti et al., 2011; Zoalet2010). E stato ipotizzato che le
malattie da prioni sporadiche possano essere dig@plontanei causati da mutazioni
somatiche (insorte cioé in cellule somatiche e djunon trasmissibili ereditariamente)
del gene della PrP o da una variazione conformalgonspontanea (trans-
conformazione) della PFAn PrP° (Prusiner, 1998). In passato & stato anche iitizz
che le forme sporadiche siano forme acquisite dé &imentari o ambientali tutt’'oggi
non identificate. Le forme umane acquisite inclunlaasi trasmessi accidentalmente

per via iatrogena (iCJD), casi derivanti dall’egpmse a cadaveri umani durante rituali
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cannibalistici come nel Kuru, o dall’esposizion@gumibilmente per via alimentare a
materiale derivante da animali colpiti da BSE, cam#a variante di Creutzfeldt-Jakob
(vCJID) (Prusiner, 1998). Le malattie da prioni éaeate o familiari sono suddivise in
base alle loro caratteristiche clinico-patologiehgono la forma genetica della malattia
di Creutzfeldt-Jakob (gCJD), la malattia di Gerstm&traussler-Scheinker (GSS) e
l'insonnia familiare fatale (FFI) (Brown and Masinni, 2010; Capellari et al., 2011).
Queste sono associate ad un ampio numero di motakb gene della PrP (PRNP) e
clinicamente e patologicamente sono indistinguitddile forme sporadiche (gCJD),
oppure possono mostrare caratteristiche distintiuando associate a particolari
mutazioni (come nel caso della GSS e della FFI).

Negli animali le piu comuni forme acquisite sono derapie degli ovi-caprini,
I'Encefalopatia Spongiforme Bovina (BSE) e la Checowasting Disease (CWD) dei
cervi. La scrapie e la CWD sono forme contagiose e danmongol a trasmissione
orizzontale, indirettamente attraverso I'eliminamalell’agente infettante nell’ambiente
con i fluidi biologici, o direttamente tramite latb saliva. Nella BSE non € mai stata
descritta la trasmissione orizzontale o verticale larghissima diffusione in UK é stata
causata principalmente dal consumo di mangimi camte farine di carne infette. Tra
le EST animali ad occorrenza apparentemente smaraiitrovano la scrapie atipica o
Nor98 negli ovi-caprini (Benestad et al., 2008g @llie forme recentemente descritte di
BSE atipica nei bovini, BSE-H e BSE-L o BASE (Biheaet al., 2004; Casalone et al.,
2004).



Tabella 1. Encefalopatie spongiformi trasmissibili dell’'uoraalegli animali

Ospite naturale

Malattia

Origine

Variante della malattia di
Creutzfeldt-Jakob (vCJD)

Forma iatrogena della malattia di
Creutzfeldt-Jakob (iCJD)

Kuru

Forma sporadica della malattia di
Creutzfeldt-Jakob (sCJD)

Infettiva (ingestione di cibo
contaminato da BSE;
trasfusione)
Infettiva (procedure
chirurgiche)
Infettiva (ingestione, riti
tribali)

Sconosciuta

Uomo Forma sporadica dell’insonnia .
. Sconosciuta
familiare (sFl)
Variably protease-sensitive Sconosciuta
prionopathy (VPSPr)
Forma genetica della malattia di Genetica (mutazione del
Creutzfeldt-Jakob (gCJD) gene PRNP)
. . Genetica (mutazione del
Insonnia familiare fatale (FFI) gene PRNP)
Sindrome di Gerstmann-Straussler-  Genetica (mutazione del
Scheinker (GSS) gene PRNP)
Infettiva (trasmissione per
Scrapie contatto diretto/indiretto con
Ovini/caprini soggetti infetti)
Nor98 Sconosciuta
CH1641-like Sconosciuta
N Encefalopatia ?Igggjlforme Bovina Acquisita
Bovini BSE-L o BASE Sconosciuta
BSE-H Sconosciuta
Malattia del deperimento cronico Infettiva (trasmissione per
Cervidi del cervo o Chronic Wasting Disease contatto diretto/indiretto con
(CWD) soggetti infetti)
Eelini Encefalopatia Spongiforme Felina  Infettiva (ingestione di cibo
(FSE) contaminato da BSE)
Visone Encefalopatia Spongiforme del Infettiva (ingestione di cibo
visone (TME) contaminato da BSE)




1.2. “Protein-only hypothesis” e meccanismo pat@metico

Una delle questioni ancora aperte delle malattie pdani riguarda la natura
eziologica dell’agente patogeno. Inizialmente fufimd® come “virus lento non
convenzionale” (Gajdusek, 1977) a causa delle soerssioni, delle sue proprieta
biologiche (elevata resistenza all'inattivazionapmparente assenza di acido nucleico),
trasmissibilita e lungo periodo di incubazione aathalattia. Tuttavia, la mancanza
dell'identificazione di acido nucleico specificorpe EST e la resistenza dell'agente
infettante ai trattamenti solitamente utilizzatir peattivare i virus (calore, radiazioni,
nucleasi) (Alper, 1993; Taylor, 2000) ha portatda ahascita della “protein-only
hypothesis” o “teoria prionica” (Griffith, 1967). identificazione di una proteina
insolubile e resistente alle proteasi nel cerveilanimali malati (Oesch et al., 1985) ha
ulteriormente corroborato tale ipotesi.

Nel 1982 Stanley Prusiner, riprendendo l'ipotesipmsta dal matematico J. Griffith
introdusse il concetto di “prione” (acronimo di Bximaceous Infectious Particle), cioe
un agente infettante di natura esclusivamente ipeote parzialmente resistente alla
digestione con enzimi proteolitici (proteinasi Kjrivo di acidi nucleici (Prusiner,
1982).

L’evento patogenetico principale, che sottendeetué malattie da prioni, € la
conversione post-translazionale della proteinanici cellulare (Pr® in una isoforma
patologica denominata PYP che si accumula nel SNC in aggregati proteicvatie
dimensioni o, in alcuni casi, in forma di sosta@mailoide. Tale trans-conformazione
dota la Pr®* di proprieta biochimiche diverse dalla Primentre la PrPé solubile in
detergenti non denaturanti, rapidamente digerilée gaoteasi e ricca di-eliche, la
PrP° & insolubile in detergenti, parzialmente resistaita proteolisi e principalmente
costituita da -foglietti (Bolton et al., 1982; Meyer et al., 198Ban et al., 1993). Il
rinvenimento di frammenti di PrP resistenti alleteasi (Prf in omogenati tissutali
rappresenta ancora oggi l'unico ausilio diagnostaigponibile per la diagnosi
molecolare delle malattie da prioni.

Come gia detto, in condizioni sperimentali tutte realattie da prioni sono
trasmissibili. Tale proprieta non sembra pero legdlesistenza di un microrganismo
convenzionale, quanto piuttosto a particelle duraprevalentemente proteica e prive
di acidi nucleici, con cui la PrPco-purifica. La teoria del prione postula che t&%®
sia il principale, se non I'unico, componente dgénte infettante, denominato appunto
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prione. La PrP* potrebbe formarsi spontaneamente in seguito adcariormazione
della PrP, e tale evento sarebbe fortemente favorito danalenutazioni del gene della
PrP. Una volta formatosi un nucleo di PiPesso sarebbe in grado di indurre la
variazione conformazionale di altre molecole di PR un processo autocatalitico di
replicazione. Tale teoria permette di conciliaredaura spontanea e trasmissibile delle
TSE ed ha trovato numerose conferme sperimentaliuitima la descrizione dei prioni
sintetici, ovvero la generazione di infettivita argre da PrP ricombinante purificata
(Wang et al., 2010).

Sono stati proposti due diversi modelli di convensi della PrP in PrP% il
“refolding model” e il “seeding model o nucleationSecondo il primo modello
(“refolding model”) l'interazione della Pr® con la Prf indurrebbe questultima a
trasformarsi nellisoforma patologica. La Prfn qualche modo si denaturerebbe
(perderebbe la sua struttura terziaria) per paitararsi (refold) sotto I'influenza di una
molecola di PrP* i due stati sarebbero separati da una barriestitaita dalla energia
di attivazione necessaria al cambiamento conforomate, che in condizioni normali
impedirebbe la conversione spontanea dell& RrfPrP° (Prusiner, 1991). Il “seeding
model” (0 “nucleation”) propone invece che la Prta in equilibrio con la Pr® (o
forse con un precursore), in un equilibrio fortemeea favore della PfPe che la Pr¥
sia stabilizzata solo quando unita ad un “crystaeS (struttura ordinata simil-
cristallina) o a un aggregato di PfPformando quindi multimeri; la formazione
dellaggregato € rara ma, una volta presente, ilagg del monomero avviene
rapidamente (Jarrett and Lansbury, 1993). Per apmebiaumento esponenziale della
PrP>° e dei livelli di infettivitd durante I'infezione étata anche postulata la possibile
frammentazione degli aggregati di BfOrgel, 1996), in un processo che porta quindi
allaumento del numero di aggregati (e quindi deeéd” di nucleazione) e che
potremmo vedere come equivalente alla replicazimiiéagente eziologico.

Accanto alla teoria prionica sono state formulateea2 ipotesi per spiegare
I'eziologia dell’agente patogeno delle EST: queilale e quella del virino.

Secondo l'ipotesi virale I'agente infettivo sarehtmsstituito da un acido nucleico e
da una o piu proteine da esso codificéamerosi studi suggeriscono che l'infettivita
delle EST possa essere separata dall&°PBarron et al., 2007; Lasmezas et al., 1997;

Piccardo et al., 2007) e recenti osservazioni sallsRNAs probabilmente associati



all'agente infettivo (Simoneau et al., 2009) hanmipmrtato un nuovo interesse verso
I'ipotesi virale.

L’ipotesi del virino contempla la contestuale prese di un acido nucleico
“esogeno” e di una proteina codificata dall'ospifaiest’'ultima ipotesi, inoltre, al pari
della teoria prionica giustificherebbe la mancanzauna risposta inflammatoria ed
immunitaria specifica in corso di TSE sia umane ahienali.

Nonostante la presenza di piu ipotesi, quella peeomimane tuttora il modello piu
attendibile per spiegare una serie di osservaziomie la correlazione tra le mutazioni
del gene PRNP codificante la PrP e le EST genef{iGadizon et al., 1996), la stretta
associazione tra infettivita e PfRGabizon et al., 1988), il fatto che topi knock-per
la PrP non sviluppano malattia (Bueler et al., )983l'assenza di una risposta

immunitaria specifica dell’ospite (Berg, 1994; Caga et al., 1989).

1.3. Ceppi di prioni

Uno degli aspetti piu controversi della teoria piga € I'esistenza di diversi ceppi. |
ceppi di prioni sono isolati infettivi che mostraspecifiche caratteristiche biologiche e
biochimiche che persistono dopo trasmissioni Sere@la stessa specie.

La prima dimostrazione dell’esistenza di differezgppi di prioni & stata ad opera di
Pattison e Millson nel 1961 (Pattison and Millsat961), quando trasmissioni
successive di un caso di scrapie ovina in caprtagmoro alla comparsa di due distinti
fenotipi clinici che si mantenevano costanti dopasmnissione da capra a capra.
Successivamente, passaggi seriali di omogenatbredggeda diversi isolati di scrapie su
topi inbred hanno portato all'isolamento di ceppiecdifferiscono tra loro e che
mantengono costanti le loro caratteristiche quaredmoculati nel topo (Bruce and
Fraser, 1991).Bessen e Marsh, nel 1992, studiando due ceppi @82, malattia da
prioni del visone, fornirono importanti elements@pporto del fatto che la specificita di
ceppo fosse codificata dalla struttura conformaaliemlella Pr¥¥ (Bessen and Marsh,
1992). Il trattamento con enzimi proteolitici deténava nei due ceppi una differente
degradazione della PP fatto che implicava I'esistenza di due diversefoomazioni
della proteina, differentemente disponibili all&tto degli enzimi.

Attualmente i ceppi vengono caratterizzati siaesltiro proprietd biologiche che
biochimiche.



1.3.1. Caratterizzazione biologica dei ceppi

| ceppi vengono tradizionalmente distinti sulladdgl periodo di incubazione e del
profilo neuropatologico e clinico dopo trasmissione un ospite ricevente
(generalmente topi di laboratorio), nonché sullpacéta di trasmissione in specie
diverse (Bruce, 2003; Fraser and Dickinson, 1973).

Nonostante la lunghezza dell'intervallo tra I'espame all'infezione e la fase
clinica della malattia (che puo superare i 2 annamimali da laboratorio ed i 10 anni
nell’'uomo), in condizioni sperimentali il periodd idcubazione € piuttosto prevedibile
e costante. E inoltre altamente ripetibile quanderdi gruppi di topi, omogenei dal
punto di vista genetico, vengono inoculati con desuivalenti dello stesso ceppo di
EST. Tuttavia, differenti ceppi testati nella stedinea di topi mostrano periodi di
incubazione significativamente diversi. Il periodioincubazione dipende dal ceppo ma
e anche influenzato da fattori genetici. Nei topiaboratorio ad esempio sono stati
trovati due alleli del gene della PrP (desigmatip-a e prnp-b) che codificano proteine
che differiscono per due aminoacidi ai codoni 10808 (Westaway et al., 1989).
Quando i topi vengono inoculati con lo stesso cegip@ST, il genotipo della PrP puo
far modificare il tempo di incubazione anche diagmtinaio di giorni. L'interazione tra
le proprieta intrinseche del ceppo ed il genotipgl dene della PrP €& piuttosto
complessa. Prendendo ad esempio le linee muris¢éaté ampiamente mostrato che
ciascun ceppo produce un periodo di incubazioneattesistico ed altamente
riproducibile nei 3 diversi genotipi della PrP dpb (due omozigoti ed uno eterozigote).
Il genotipo che mostra il piu breve tempo di inczibae € PrP-a per alcuni ceppi ma
per altri € PrP-b (Bruce, 1993). Quindi, a caudéadéiversa efficacia di trasmissione
osservata in entrambe le forme alleliche, per tattexizzazione biologica si impiegano
sia linee murine con omozigosi per |'allgdenp-a (come ad esempio le linee C57BI/6
ed RII) eprnp-b(come VM ed IInJ) ed i rispettivi eterozigoti.

| ceppi di EST mostrano anche differenze radicalipeoducibili nel tipo, nella
gravita e nella distribuzione delle modificaziomitplogiche che producono nei cervelli
dei topi infetti (Fraser, 1993). Quantificando flado di vacuolizzazione di nove aree
cerebrali di sostanza grigia e tre di sostanzachianpossibile determinare per ciascun
ceppo un caratteristico profilo delle lesioni (ft&s profile”) (Bruce and Fraser, 1991;

Fraser and Dickinson, 1968).
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Diversi ceppi possono anche differire sulla baskaddiversa capacita di indurre
aggregati morfologicamente diversi che vanno daqgbicdepositi a grandi placche
amiloidi e localizzati in aree cerebrali diverse.

Sebbene il tempo di incubazione e il profilo dédlsioni siano di grande utilita nel
comprendere e discriminare i ceppi, la tipizzazibm@ogica dei ceppi pone diversi
limiti: dalla variabilita della risposta individual degli animali inoculati, ai fattori
soggettivi legati all’esperienza dell’operatore dmsegna il profilo delle lesioni, ai
lunghi tempi di attesa ed i costi elevati necegsarila sperimentazione animale. Inoltre
I topi di laboratorio si sono rivelati molto ressti all'infezione con vari ceppi di EST,
incluse le forme sporadiche e genetiche umane, WDQG molti ceppi di scrapie,
impedendo di fatto un confronto tra ceppi di ESdlas in specie diverse. Fa eccezione
il caso della BSE e della vCJD: proprio grazie &hieo trasmissibilita in topo e stato
infatti possibile identificare il legame tra le dpatologie, evidenziando cosi per la
prima volta il potenziale zoonotico delle EST anlinf@ruce et al., 1997).

1.3.2. Caratterizzazione biochimica dei ceppi

Nel 1992 Bessen e Marsh (Bessen and Marsh, 199@pstdo due ceppi della TME
(malattia da prione del visone) trasmessi in hamsteostrarono che [l'analisi
elettroforetica della Pr® produceva due pattern molecolari distinguibilitréittamento
con enzimi proteolitici determinava nei due ceppa uifferente degradazione della
PrP*°, implicando che la Pr® potesse presentarsi in due diverse conformazioni
differentemente disponibili all'attacco degli enziriolti altri studi hanno dimostrato
che i ceppi di prioni possono essere distinti sdifeerenti proprieta biochimiche della
PrP>® permettendo un approccio molecolare alla carattarione delle EST sia umane
che animali (Collinge et al., 1996; Hill et al.,(8) Parchi et al., 1996).

La PrP €& una glicoproteina legata alla membranklaet tramite un’ancora GPI
(glicosil-fosfatidilinositolo) e di peso molecolade 33-35 kDa. Possedendo due siti di
glicosilazione, ogni singola catena polipeptidiced presentarsi in forma di-glicosilata,
mono-glicosilata ad uno dei due siti 0 non-glicatsil La forma patologica della PrP
(PrP9 ha la caratteristica di essere parzialmente teggis alla digestione proteolitica
con proteinasi K (PK), quindi una parte viene di&ve@d una parte rimane resistente
(PrP®. L’analisi elettroforetica della PPPdopo PK mette quindi in evidenza tre bande

proteiche corrispondenti alle forme di-, mono- @ gticosilate della proteina.
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La caratterizzazione biochimica dei ceppi si basilasalisi delle caratteristiche
elettroforetiche del frammento resistente alla PP(Y, (Bessen and Marsh, 1994;
Collinge et al., 1996; Parchi et al.,, 1996), syp@to quantitativo tra le sue forme
glicosilate (“profilo di glicosilazione” o “glycofon pattern”) (Hill et al., 2006), sulla
resistenza della PrPalla digestione proteolitica (Jacobs et al., 20Q@scsak et al.,
1985; Kuczius and Groschup, 1999) o sul comportamésico-chimico della Pr¥®
dopo denaturazione (Peretz et al., 2001; Safdr, €t998).

Per conciliare la presenza di molteplici ceppi #8enza di acido nucleico (Safar et
al., 2005b), gli aggregati di PtPdovrebbero essere in grado di codificare e trasmeet
le informazioni di distinti stati all'interno dellstessa sequenza aminoacidica, e 1& PrP
dovrebbe essere in grado di acquisire fedelmenéstgunformazioni durante la sua
conversione in Pr® (Bessen and Marsh, 1994; Telling et al., 1996)in@iua PrP*
agirebbe da templato nella replicazione delle nesosolecole di Prf. In accordo con
tali presupposti i diversi ceppi devono mantenekerdi modelli di PrE® e queste
differenze a livello molecolare dovrebbero dettierg@roprieta di ceppo (Nonno et al.,
2006; Parchi et al., 1996; Telling et al., 1996hpribni sembrano quindi codificare le
loro proprieta ceppo-specifiche nella strutturaiteta e/o quaternaria della PfP

Peretz e colleghi hanno mostrato che la stabilitafarmazionale della PrPin
presenza di agenti denaturanti caotropici, come glanidina o l'urea, varia
enormemente tra diversi ceppi (Peretz et al., 20Qljlizzando questa metodica
chiamataconformational stability assafCSA), e stato possibile monitorare variazioni
della stabilita proteica associata a cambiamenti fé@otipo del ceppo dopo
trasmissione in modelli animali (Peretz et al., 200

Un'altra tecnica, conformation-dependent immunoasg&DI), ha mostrato
l'esistenza di diverse conformazioni di PtPceppo-specifiche, quantificando
limmunoreattivitd della Pr®® nativa e denaturata di 8 isolati di hamster (Safaal.,
1998).

Questi e numerosi altri studi hanno quindi portéoti evidenze a sostegno
dell'ipotesi che distinti ceppi di prioni preserdino siano definiti da differenti
conformazioni di Pr® (Legname et al., 2006; Peretz et al., 2001; Paretd., 2002;
Safar et al., 1998; Tanaka et al., 2004; Tellingletl996; Thackray et al., 2007b).
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1.3.3. Variabilita dei ceppi negli animali e nel’'uomo

Il fenomeno dei ceppi e stato a lungo studiatoaipotatorio grazie all’ausilio di
ceppi sperimentali stabilmente adattati in line¢ogi inbred. Non é chiaro pero fino a
che punto la variabilita osservata in laboratorappresenti la variabilita reale in
condizioni di campo. Purtroppo la tipizzazione bgita degli isolati naturali di scrapie
e di CWD, cosi come dei casi di CJD, e stata adumgitata dalla scarsa suscettibilita
dei modelli disponibili a molti isolati naturali.o_sviluppo di topi transgenici privi di
PrP murina ed over-esprimenti la PrP della specdieteresse (Wadsworth et al., 2010),
nonché nuovi modelli di roditori selvatici moltosmettibili, quali I'arvicola rossastra
(Nonno et al., 2006), hanno dato un deciso impalgostudi di tipizzazione biologica
dei ceppi. | risultati di questi studi, che sona@a@ma per la gran parte preliminari o
parziali, complessivamente dipingono un quadro unla presenza di ceppi sembra

rappresentare la regola sia negli animali cheunatlio (Beringue et al., 2008).

1.3.3.1. Variabilita dei ceppi ovini

La scrapie € stata scoperta piu di duecento anini 4K, ma il numero preciso dei
ceppi rimane ancora poco chiaro. L’esistenza dp@6cipali polimorfismi nel gene
PRNP ovino e un fattore che probabilmente influiseelto sulla descrizione della
variabilita dei ceppi ovini di scrapie. In condigiosperimentali € stato possibile
propagare almeno due distinti agenti di scrapiatifieati negli ospiti naturali: SSBP/1
(Dickinson et al., 1968) e CH1641 (Foster and Diskn, 1988b) che mostrano
caratteristiche simili agli isolati naturali di a@ie (Simmons et al., 2007). Tuttavia
numerosi studi suggeriscono l'esistenza ulteriepp di scrapie naturale (Jeffrey and
Gonzalez, 2007). Il fatto che piu di un ceppo passere presente nello stesso animale
(Mazza et al., 2010) aggiunge ulteriore complicagialla comprensione della natura e
della riconoscibilita dei ceppi di EST.

Storicamente il potenziale della variabilita deflerapie e stato studiato grazie a
passaggi seriali di isolati naturali in un pannelidinee murine di topi inbred in modo
da isolarli e ottenerne il fenotipo biologico (Beyc2003). L’'elevata variabilita
inizialmente descritta (piu di 20 ceppi, Bruce aickinson, 1987) é stata
successivamente ridotta a 3 distinti ceppi: ME77A 8ei topi con genotipprnp-a e
87V nei topiprnp-b (Bruce, 1993, 2003; Bruce et al., 2002). Non éoemchiara la

relazione tra i ceppi adattati in topo e quelliunaimente presenti negli isolati di EST
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trasmessi, soprattutto considerando la possibilitd possano emergere nuovi ceppi
dopo il superamento della barriera di specie. Uefidre limitazione risiede nel fatto

che i topi wild-type sono refrattari a molti isalptovenienti da soggetti omozigoti per
l'allele ARQ (Bruce, 2003; Bruce et al., 2002; Fwsand Dickinson, 1988a) e alla
scrapie atipica (Bruce et al., 2007; Griffiths et 2010; Le Dur et al., 2005).

L’assenza della standardizzazione della definizidaeeceppi in altri modelli porta
limitazioni aggiuntive. Tuttavia I'utilizzo di ospiparticolarmente sensibili come le
arvicole rossastre (Di Bari et al., 2008) o la cambione di linee di topi transgenici
che esprimono il gene della PrP ovino o caprinadBand Biacabe, 2007; Baron et al.,
2004; Crozet et al., 2001) potrebbe permetterevisiane generale della variabilita dei
ceppi nei piccoli ruminanti a causa della minoraibea di specie.

Al momento la BSE naturale non € stata mai ripartatpecora, nonostante gli ovini
siano altamente suscettibili alla trasmissione ispartale della BSE (Foster et al.,
1993). La BSE sperimentale in pecore presenta cquowurcaratteristiche distinte
rispetto ai ceppi sperimentali precedentementaaiydeffrey and Gonzalez, 2007).

In Europa € stata recentemente descritta una né@mwaa atipica di scrapie,
denominata Nor98, grazie ad un programma di solweza attiva basato sulla rapida
individuazione della P nei tessuti cerebrali al momento della macellazithiNor98,
isolato per la prima volta in Norvegia (Benestad abt 2003), €& caratterizzato
dallaccumulo di una Pr® con caratteristiche biochimiche del tutto divedsequelle
della scrapie classica!origine della scrapie atipica non € ancora délotichiara, ma
guesta presenta caratteristiche epidemiologichersivdalla scrapie classica. Il Nor98 é
trasmissibile sperimentalmente sia alle pecore inheodelli murini (Le Dur et al.,
2005; Simmons et al., 2010), ma numerosi studi eaqyono nel suggerire che la sua
contagiosita sia bassissima o0 assente, tanto ipo¢elsi prevalente € che si tratti di una
forma sporadica. In particolare, il Nor98 vienegtasticato in pecore anziane, sembra
avere una prevalenza simile in tutti i paesi eur@pdi solito non € accompagnato da
casi secondari (Fediaevsky et al., 2010; Fediaewtkgl., 2008). Studi di genetica,
infine, hanno mostrato una forte associazione dsi di Nor98 ad alcuni rari alleli di
PrP (Benestad et al., 2008). E’ utile pero quidimttare come lo studio di queste
“nuove” forme di EST sia ancora agli albori, e Bperienze pregresse nello studio di
queste sorprendenti malattie invitano ad una aataela interpretativa dei dati che si

vanno accumulando. A tale proposito, due studintereente pubblicati (Andreoletti et
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al., 2011; Simmons et al., 2011) suggeriscono tMéoi98 si accumuli e riproduca
anche al di fuori del SNC, enfatizzando il poteleigschio di salute pubblica derivante

dall’esposizione del’'uomo attraverso la catenmahtare.

1.3.3.2. Variabilita dei ceppi caprini

Sulla base di osservazioni cliniche e patologiéhsedrapie naturale caprina presenta
piu di un ceppo. Uno studio storico (Dickinson, @Pha mostrato la presenza di due
ceppi dopo il passaggio di un pool di omogenatelmeie ovino (SSBP/1) in capre. Si
sono presentati due fenotipi differenti della m#at'drowsy” e “scratching”, che dopo
successivi passaggi in topi hanno mostrato di esdee differenti ceppi (Dickinson,
1976).

La caratterizzazione dei ceppi di scrapie caprim@zata solo recentemente e i dati
di caratterizzazione biologica per stimare I'effeit numero e le caratteristiche dei
ceppi non sono ancora disponibili. Per valutarditiversita presente sul territorio
europeo dei ceppi di scrapie caprina e stato selat un elevato numero di isolati
naturali provenienti da diversi paesi per testanli topi transgenici con elevata
suscettibilita alla scrapie dei piccoli ruminauesti isolati sono stai pre-analizzati per
le caratteristiche biochimiche della P selezionati in modo tale da rappresentare il
massimo numero di tipi di PTP

| programmi europei di sorveglianza attiva hannom@sso di identificare anche
nelle capre la scrapie atipica o Nor98, che sembegse caratteristiche biologiche del
tutto simili alla scrapie atipica ovina (Le Dur al., 2005). Inoltre sono stati
recentemente individuati due casi di BSE naturalercapre (Eloit et al., 2005; Jeffrey

et al., 2006), evidenziando cosi il rischio di alte di specie della BSE.

1.3.3.3. Variabilita dei ceppi bovini

Ci sono forti evidenze che mostrano che un unicentey € stato responsabile
dell'epidemia di BSE, sebbene dopo passaggio ior&brio siano stati isolati due
ceppi (Bruce et al., 1997).

In Europa, Giappone e Stati Uniti i tests su lasgala, effettuati per verificare la
presenza di PP in tessuti nervosi, hanno portato al ritrovamediodue forme
molecolari distinte dalla BSE riconducibili a pdsBiforme sporadiche di EST nei

bovini (Biacabe et al., 2008).
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Le forme atipiche di BSE sono state chiamate H-t#pgical BSE (H-BSE) e L-
type Atypical BSE (L-BSE o BASE). Il peso molec@atella PrP° associata a queste
forme differisce dalla BSE classica in termini dindnsioni del frammento resistente
alle proteasi e al glicoprofilo (Biacabe et al.p20Buschmann et al., 2006; Casalone et
al., 2004). Inoltre la BASE ha la tendenza pecalidr formare placche amiloidi nel
cervello bovino e presenta una distribuzione celebdistinta dalla BSE classica
(Casalone et al., 2004).

La trasmissione sperimentale dei casi di H-BSEvarde linee di topi transgenici per
la PrP bovina ha mostrato senza dubbio la suaaattettiva. Le prime trasmissioni di
H-BSE hanno prodotto un fenotipo diverso dalla B¥&Ssica (Beringue et al., 2006;
Buschmann et al., 2006; Capobianco et al.,, 2005al0ae et al., 2004). Anche la
BASE ha mostrato caratteristiche fenotipiche distinspetto alla BSE classica dopo
trasmissione in topi transgenici (Beringue et &Q07; Beringue et al., 2006;
Buschmann et al., 2006; Capobianco et al., 2007).

1.3.3.4. Variabilita dei ceppi nei cervidi

La malattia del deperimento cronico dei cervidi (@hc wasting disease, CWD)
colpisce il cervo mulo o mule deer (Odocoileus hems hemionus), cervo della
Virginia o dalla coda bianca o white mule de@d¢coileus virginianus il cervo delle
Montagne Rocciose o elkCérvus elaphus nelsgnie I'alce (Alces alces shirakgi
(Sigurdson, 2008). La descrizione della variabiltdlla CWD €& complicata dalla
molteplicita delle specie colpite. Dalla prima sedp in Colorado nel 1967, la malattia
€ ormai stata trovata in 15 paesi degli Stati Umi province canadesi. Nonostante la
sua origine rimanga un enigma, molti aspetti dslla fisiopatologia ricordano la
scrapie ovina. La CWD non si trasmette facilmemtetapi wild-type ad eccezione
dell'arvicola rossastra (Di Bari et al., poster Kgarion 2008, Madrid) ma negli ultimi
anni sono state sviluppate diverse linee murinesganiche che esprimono la PrP di elk
o deer (Browning et al., 2004; Kong et al., 200&mBbuney et al., 2006).

Recentemente la prevalenza dei ceppi di CWD preveaida cervidi in cattivita e
selvatici e da diverse regioni sono stati analizaattopi transgenici (Angers et al.,
2010). Lo studio ha evidenziato due ceppi preval€ivD1l e CWD2, con diverse
proprieta cliniche e neuropatologiche. Tuttaviagglidi sulla CWD sono relativamente
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recenti e la diversita presente nelle EST dei demon & ancora stata caratterizzata

completamente.

1.3.3.5. Variabilita dei ceppi umani

La caratterizzazione dei ceppi delle EST umane adasltimitata dalla scarsa
suscettibilita dei modelli disponibili a molti isdl naturali. Lo sviluppo di modelli
murini transgenici esprimenti la PrP umana (Biskbpl., 2010k l'utilizzo di modelli
di roditori selvatici molto suscettibili, come lidcola rossastra (Nonno et al., 2006),
hanno comunque permesso di evidenziare una ceitgbNiga anche nei ceppi di EST
umane.

Lo spettro dei fenotipi delle malattie da prioni ame € piuttosto ampio e
recentemente € stato classificato in sottotipi aiaméi dove le modificazioni
spongiformi e la deposizione della BfRcon o senza placche amiloidi, sono associate
in qualche modo ad una patrticolare distribuziors@mica. Inoltre sono state descritte
due principali forme di PP con distinte proprieta fisico-chimiche, ed & stato
dimostrato che il polimorfismo del codone 129 dehg PRNP giochi un ruolo critico
nella patogenesi delle EST umane. E divenuta sepiprehiara la correlazione tra i) le
caratteristiche molecolari del tipo di PfPdeterminato attraverso il western blot e il
genotipo al codone 129, ii) il fenotipo patologefinito dalla distribuzione regionale e
la combinazione delle modificazioni spongiformi epdsizione di Pr®, i) le
caratteristiche cliniche come durata della malagiz di insorgenza, segni clinici e
sintomi (Cali et al., 2006; Capellari et al., 203ambetti et al.,, 2011; Parchi et al.,
2011).

Gli studi di tipizzazione biologica oggi disponibdonfermano che diversi sottotipi
di sCJD cosi definiti posseggono effettivamentepeta biologiche distinte, in accordo
con la classificazione clinico-patologica.

Inoltre, studi basati sulla caratterizzazione lgata e molecolare hanno evidenziato
che nella vCJD umana e la BSE bovina & coinvoltstésso ceppo (Bruce et al., 1997;
Collinge et al., 1996).

La malattia di Gerstmann-Straussler-Scheinker disordine dovuto a mutazioni nel
gene della proteina prionica (PRNP). La forma painane di GSS e causata dalla
sostituzione della prolina (P) in leucina (L) asickio 102 (GSS P102L) della PrP. Altre

forme meno frequenti di GSS includono la P105L Ijpeoin leucina al residuo 105),
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Al117V (valina al posto di alanina al residuo 11F)J98S (serina al posto della
fenilalanina al residuo 198), Q217R (arginina atpalella glutammina al residuo 217),
Q212P (prolina al posto della glutammina al residid) e GSS D202N (asparagina al
posto dell’acido aspartico al residuo 202). Le ediorme di GSS presentano una
notevole variabilita fenotipica riguardo la durdglla malattia, presentazione clinica, e
presenza o assenza di degenerazione spongifornsbeAfal punto di vista molecolare
le isoforme di PrP® mostrano elevata eterogeneita: la GSS P102L catificexzioni
spongiformi & spesso associata a grandi quantPaRf° ad alto peso molecolare (21-
30 kDa) simile a quella presente nella CJD. | pkmi basso peso molecolare (7-15
kDa) osservati in aree con 0 senza degenerazianmggs$prme si ritrovano in P102L,
F198S, A117V, D202N, Q212P e Q217R (Parchi etl8B8; Piccardo et al., 1998).

L'insonnia familiare fatale e causata dalla mutaegidi GAC in AAC al codone 178
che causa la sostituzione dell’acido aspartico agparagina (D178N): aplotipo 178N
129M. La stessa mutazione ma associata al polismdil29V é classificata come CJD
genetica e 'analisi elettroforetica della Frostra che nel caso di CJD la PYE di
tipo 1 (21 kDa) mentre nel caso dellFFI e di tih¢1l9 kDa) (Gambetti et al., 1995).

1.4. Trasmissione e barriera di specie

Generalmente la trasmissione inter-specifica, tltosin roditori da laboratorio, &
meno efficiente di quella intra-specifica mostraridaghi periodi di incubazione e
un’efficienza di trasmissione incompleta. In geferajuesta “barriera di specie” e
eliminata dopo pochi sottopassaggi (di solito 2a3postrare un adattamento del prione
al suo nuovo ospite. Come descritto nel precedpatagrafo, lo sviluppo dei modelli
animali ha permesso di ricapitolare la maggior eadelle caratteristiche fisio-
patologiche osservate nelle malattie naturali, péfendone una caratterizzazione sulla
base delle proprieta biologiche dopo trasmissitergi di incubazione, distribuzione e
grado di vacuolizzazioni nel cervello). Poiché ifedenze osservate in topi omozigoti
per il gene della PrP non sono dovute a differeredka sequenza di PrP, é evidente che
le differenze risiedano nelle informazioni dettatd ceppo. In accordo con la teoria
prionica, i ceppi sarebbero associati a specier®fi*Rhe differiscono sulla base delle
loro proprieta biochimiche, quindi queste infornwadi risiederebbero nella
conformazione della PF® in particolare nella struttura terziaria dellateina prionica.
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1.4.1. Parametri biologici che influenzano la trasmissionenter-

specifica

La sequenza della PrP & molto conservata tra leiesge mammiferi, ma anche
minime divergenze possono avere un grande impatt@fficienza di trasmissione.
Inoltre, anche all’interno della stessa specieulscsttibilita alle EST e influenzata da
variazioni della sequenza della PrP, come ad esengdicaso della scrapie in pecore
con polimorfismi a livello dei codoni 136, 154 ell@ nel caso delluomo con il
polimorfismo a livello del codone 129. Poiché éwtaostrato da diversi studi che la
barriera tra le specie risiederebbe essenzialmealie differenze tra la struttura
primaria della PrP del donatore e del riceventag ciella sequenza aminoacidica della
PrP, lo sviluppo di topi transgenici esprimentPld® della specie donatrice ha permesso
di ridurre questo ostacolo (Asante et al., 200&dBmann and Groschup, 2005; Crozet
et al., 2001; Kong et al., 2005).

Oltre alla sequenza della PrP dell’ospite, il tigdpo ceppo svolge un ruolo
fondamentale nella trasmissione inter-specifica. e&dmpio, la BSE ha mostrato di
avere una certa facilitd a trasmettersi in altrecsp come nei ruminanti esotici, nei
felini e nelluomo (Bruce et al., 1997; Collinge &t, 1996; Scott et al., 1999). Altro
esempio dell'importanza del ceppo € mostrato dagliati umani di sCJD e gCJD
facilmente trasmessi in arvicola rossastra nontsteEndivergenze di sequenza della
PrP (Nonno et al., 2006).

Alla luce di tutti questi studi € ormai evidenteectia il ceppo che la sequenza della
PrP dell'ospite ricevente siano i principali deteramti della barriera di specie
(Collinge, 2001). Sembrerebbe quindi piu approprigérlare di “barriera di ceppo”
piuttosto che di barriera di specie (Scott et24(05).

Anche la via di infezione puo influenzare I'entidi&lla barriera di trasmissione.
Spesso nelle infezioni sperimentali viene utiliazit via intracerebrale perché le vie
piu naturali, principalmente quella orale, sono tmaheno efficienti. Generalmente il
coinvolgimento dei tessuti periferici ed i relatiwelli di infettivita dipendono dal
ceppo, ma puo anche accadere che un ceppo possatades linfotropico dopo
trasmissione in un’altra specie come nel caso d&B& trasmessa in ovini (Foster et
al., 2001) o all'uomo (Wadsworth et al., 2001).
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1.4.2. Evoluzione dei ceppi dopo trasmissione inter-spieeif

La trasmissione inter-specifica degli agenti di ESO0 avere diversi esiti che
possono variare, in modo imprevedibile, in baseegbo coinvolto. Si puo infatti avere
un’assenza completa di malattia, una forma suleeinicon un decorso piuttosto lungo,
cosi come una trasmissione relativamente effidacdire, nel nuovo ospite e possibile
re-isolare lo stesso ceppo del donatore cosi compedsverificare la formazione di un
Nnuovo ceppo con nuove proprieta specifiche (Kimberhd Walker, 1978).

Quando un ospite risulta totalmente resistentéenédlzione di prioni provenienti da
un’altra specie si parla di “barriera di speciechgs”. Ad esempio il coniglio sembra
essere resistente alla trasmissione intracerebigbeioni provenienti da molte specie
come ceppi murini di scrapie, CJD umana, kuru e .BSi6 suggerisce una vera e
propria resistenza da parte dell’ospite piuttoste cn effetto derivante dal ceppo.
Numerosi studi hanno comunque dimostrato che lateeza del coniglio a diverse EST
sia dovuta alla sequenza della Prpiuttosto che ad altri fattori legati all’ospite
(Vorberg et al., 2003).

Il successo di una trasmissione inter- ed intraifjpa € misurata sulla comparsa dei
segni neurologici prima dell’esito fatale. Comundigssenza dei segni clinici non
implica necessariamente una barriera di specidwasdNumerosi studi hanno infatti
mostrato che materiale cerebrale proveniente dgettogche non avevano mostrato
alcun segno clinico é infettante se inoculato neiégssa specie o in altre specie (Nonno
et al., 2006; Race and Chesebro, 1998). La bamiierasmissione puo presentarsi oltre
che come malattia subclinica anche con periodindulbazione molto lunghi oppure
determinare malattia nella specie ricevente seheaia poi trasmissibile (fondo cieco).

Generalmente il mantenimento del fenotipo €& osservdopo trasmissioni
sperimentali in topi transgenici esprimenti la [P donatore. Spesso viene mantenuto
non solo il pattern molecolare della FfPma anche alcuni segni clinici, lesioni
patologiche come le placche o la presenza/assentmafatropismo (Collinge et al.,
1996; Crozet et al., 2001; Sigurdson et al., 2008)0 anche verificarsi che la
reinfezione della specie di origine (o di topi sganici esprimenti la sequenza di PrP
corrispondente), possa ristabilire il fenotipo or&e, indicando quindi la
conservazione delle proprieta del ceppo.

Il fenomeno della comparsa di nuovi ceppi dopontiasioni sperimentali € stato a

lungo documentato. Il primo esempio e stato foruiatla trasmissione di un pool di
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omogenato cerebrale ovino con scrapie (SSBP/1apnecche ha portato a due fenotipi
diversi (nominati sindrome “scratching” e “drowsy”Jnantenuti in successivi
sottopassaggi (Dickinson, 1976). Cio che rimaneoemn@oco chiaro e che genera
interesse nella comunita scientifica € se le corapvrdi diversi ceppi pre-esistano
nell'inoculo originario o se invece varianti di E€mergano durante la trasmissione in
un'altra specie, verosimilmente a causa della caplone della Pr¥ in un ospite con
una diversa sequenza aminoacidica della PrP.

I numerosi studi di trasmissione portano quinda albnclusione che i) I'entita della
barriera di specie non dovrebbe basarsi esclusingrsii segni clinici; ii) le malattie
subcliniche dovrebbe essere distinte da quelletteaizzate da un lungo periodo di
incubazione; iii) potrebbe avvenire una interazitmePrP° eterologhe che porta ad una
conversione al di sotto dei limiti di rilevamenteidnetodi tradizionali; iv) potrebbe
emergere un NUOVO Ceppo con caratteristiche nugvguesti nuovi ceppi potrebbero
non essere patogeni per I'ospite, ma potrebbererlesger una terza specie cosi come
per quella del donatore. Risulta evidente comee tufieste evenienze presentino
importanti ricadute di salute pubblica, laddovedssibile trasmissione di forme di EST
in nuove specie animali potrebbe dare origine méosilenti e potenzialmente patogene

per un range di specie piu ampio del ceppo originaon escluso I'uomo.

1.4.3. Determinismo molecolare della trasmissione interesjfica

Nonostante siano assenti precise informazioni tstalt riguardo la struttura
tridimensionale della P molti studi suggeriscono che i ceppi di prionhe@ssociati
a distinte conformazioni di PPP(Peretz et al., 2001; Peretz et al., 2002; Safal.e
1998).

Studi con PrP ricombinante hanno fornito un alttotp di vista del concetto di
ceppo e barriera di specie. Questi studi si basafie proprieta della PrP ricombinante
di polimerizzare in fibrille amiloidi sia spontameante che dopo aggiunta di piccole
guantita di fibrille pre-formate (“seeding”). Quesffetto di innesco fornito dal “seed”
e caratteristico del processo di polimerizzaziomeppsto dal“seeding model” o
“nucleation” (vedi sopra).

Surewitcz et al., hanno fornito un elegante modp#o comprendere la diversita dei
ceppi che consiste nella fibrillizazione di variantonomeriche e solubili della PrP
(PrP23-144). Fibrille amiloidi generate da formenthe di PrP di topo, uomo e criceto
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sono risultate morfologicamente e spettroscopicaendifferenti (Jones and Surewicz,
2005; Vanik et al., 2004). La capacita di quedtelfe di innescare la polimerizzazione
della PrP di altre speciécfoss-seeding) € inoltre risultato variabile. Le fibrille di
topo, infatti, non convertono i monomeri di PrP aiceto mentre & possibile il
contrario. Una volta innescate da quelle di cricktdibrille di topo sono pero capaci di
innescare a loro volta la polimerizzazione di quell criceto. Sembra inoltre che le
fibrille di topo polimerizzate a partire da “seedi’criceto abbiano adottato la struttura
secondaria e I'architettura fibrillare del seed laide di criceto (Jones and Surewicz,
2005). Gli autori hanno anche mostrato che i puhtimutazione specie-specifici
influiscono profondamente sulla specificita deliesco della PrP23-144 (Vanik et al.,
2004). Questo € accompagnato da un cambiamentmftirmazione dell’amiloide, con
le fibrille che adottano quella della PrP corrispente alle diverse specie. In generale,
guesti studi suggeriscono che i) le proprieta det¢dsng sono codificate nella
conformazione delle fibrille amiloidi; ii) alcunipi di seed potrebbero essere capaci di
interagire con monomeri eterologhi nel caso siatlontarno dello spettro delle
conformazioni permesse (cio richiede che la prat@iormale sia conformazionalmente
adattabile alla conformazione del seed amiloidg)la varieta di conformazioni che il
monomero puo adottare in seguito a polimerizzaziénalettato dalla sequenza
aminoacidica. Cio che ne consegue quindi e cheoildocmazione delle fibrille e la
sequenza di PrP sono intrinsecamente collegate.

Prendendo in esame gli studi portati avanti suobrpridei lieviti e quelli dei
mammiferi, & stato proposto un modello che intéigtancetto di ceppo e la barriera di
specie con la protein-only hypothesis (Collinge &idrke, 2007). In questo modello
(“conformational selection hypothesig”sia i ceppi di prioni che la barriera di specie
sono fondamentalmente le manifestazioni dello stémsomeno, cioe la capacita di una
singola proteina di modificarsi in conformazioni ltiple. Ciascuna specie avrebbe una
varietd di possibili conformazioni di PiP determinate essenzialmente dalla
conformazione della PrPdell'inoculo infettante e dai limiti conformazioih@mposti
dalla struttura primaria della PrP dell’ospite. @i un cambiamento aminoacidico
della Prf® pud modulare questo spettro e un cambiamento detiéormazione della
PrP° associata alla trasmissione inter-specifica pbeetmodificare la gamma delle
specie ospiti e/o i tratti fenotipici del ceppoehtita della barriera di specie sara quindi

determinata dal grado di sovrapposizione tra lefaramazioni favorite dall’ospite e
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dalla PrP° del donatore. In sintesi, la trasmissione etemloglla quale la PP
possiede una conformazione allinterno della gamdnaconformazioni permessa
dall'ospite esitera in una bassa barriera di trasione. Se invece la conformazione e
incompatibile, la barriera di trasmissione sara a@tsuperabile solo nel caso in cui
emerga una nuova variante con una migliore comfigibtrutturale.

Nonostante nell’inoculo infettante sia rilevata ecoramente una conformazione
dominante di Pr® altre potrebbero essere presenti in proporziamabili. Questa
diversita potrebbe dipendere dalla presenza ddpiin ceppo nell'inoculo (Kimberlin
and Walker, 1978; Mazza et al., 2010) o da unaabdita intrinseca degli stati fisico-
chimici della PrP° presente nel materiale infettante. In quest'ultiipatesi, stati
conformazionali minori potrebbero essere continugme generati durante la
replicazione dei prioni, e questi potrebbero espegéerenzialmente amplificati durante
la trasmissione in un ospite con diversa sequenziacacidica della PrP, portando
quindi ad uno shift del ceppo. Queste considerazswitendono allo studio del
potenziale evolutivo dei prioni (Li et al., 201@fe rappresenta una nuova frontiera

dello studio delle EST e del loro potenziale zoauot

1.5. Sanita pubblica e rischi per 'uomo

Diversi studi hanno ormai mostrato forti evidenza tkgame tra la variante di
Creutzfeldt-Jakob delluomo e la BSE dei bovini {Be et al., 1997; Collinge et al.,
1996).

La scrapie e stata scoperta piu di duecento an® fatt’'oggi hon sono emerse
evidenze epidemiologiche di trasmissione alluorma.BSE e stata diagnosticata nei
bovini negli anni '80 (Wells et al., 1987) e sucieamente ha acquisito le
caratteristiche di una epidemia in molti paesi paroDieci anni dopo, nel’'uomo é
stata identificata una variante della malattia deu@zfeldt-Jacob collegata al consumo
di prodotti contaminati da BSE (Bruce et al., 199l et al., 1997). Durante
I'epidemia di BSE anche la popolazione ovi-capridastata esposta ad alimenti
contaminati da BSE, quindi € ipotizzabile che passserci stata trasmissione in queste
specie (Baylis et al., 2002). Fino ad oggi non ssetabi riportati casi di BSE in ovini,
tuttavia sia pecore che capre sono suscettibéi sthsmissione sperimentale di BSE
(Bellworthy et al., 2005; Foster et al., 1993; &tat al., 2009) e sono stati riportati 2
casi di BSE naturale in capra (Eloit et al., 200&ffrey et al., 2006). Come descritto
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sopra, alcuni ceppi di prioni possono modificarg@ieprieta biologiche e biochimiche
dopo trasmissione in un’altra specie. Nel casoad8SE, linfezione nei bovini é
ristretta al sistema nervoso centrale (Espinosal.eR007; Wells et al., 2005) mentre
nelle pecore con BSE sperimentale la*PeRdistribuita nel tessuto linfoide (Bellworthy
et al., 2005; Foster et al., 1996), suggerendogihevini potrebbero essere una fonte
secondaria di infezione di BSE piu pericolosa perho.

Recentemente é stata investigata la suscettiigitauomo alla BSE dopo passaggio
nei piccoli ruminanti utilizzando come modelli sipeentali topi transgenici esprimenti
PrP umana (Padilla et al., 2011; Plinston et &l112. In questi studi € stato mostrato
che gli isolati di BSE ovini e caprini aumentanoslascettibilita dei topi umanizzati e
rivelano una maggiore efficienza di trasmissiorspetto agli isolati di BSE bovina.
Questi risultati suggeriscono che non possa egsefasa la possibilita di collegamento
tra la BSE nei piccoli ruminanti e la vCJD e cherifichio per 'uomo pud essere
amplificato dal passaggio di forme zoonotiche ineaspecie.

Tali motivi hanno spinto la Commissione Europearamtementare i controlli sulla
possibile circolazione della BSE nei piccoli rumitia attraverso metodiche
discriminative di tipo biologico e biochimico. Tavia le problematiche legate
all'individuazione della BSE nei piccoli ruminarstbno complicate dalla presenza di
numerosi ceppi dell'agente eziologico della scrégpiene ad esempio i casi degli isolati
CH1641-like, che presentano caratteristiche mosetabn dissimili dalla BSE).

Grazie allincremento della sorveglianza delle TSE all'introduzione della
sorveglianza attiva in Europa, sono state recemiamelescritte nuove EST dei
ruminanti come il Nor98 negli ovi-caprini e due nedorme di BSE, denominate BSE-
H e BASE (o BSE-L). L'origine di tali forme di ESfimane tuttora ignota, ma esse
presentano caratteristiche epidemiologiche debd whitterse dalla scrapie e dalla BSE. Il
Nor98 e trasmissibile sperimentalmente sia alleopecche in modelli murini,
nonostante la sua contagiosita sia bassissimaemtass si ipotizza che sia una forma
sporadica (Benestad et al., 2008). Per quanto ndgua H-BSE e la BASE, la loro
distribuzione non sembra suggerire alcun legame lemdemia di BSE. Entrambe
sono forme sperimentalmente trasmissibili e, in@@ulin bovini o in modelli
transgenici, danno ceppi diversi dalla BSE. Anchieste forme colpiscono animali

anziani, non sono linfotropiche, e sono molto r&er. quanto l'origine di queste forme
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sia ancora del tutto ipotetica, i dati disponilgiliggeriscono che si possa trattare di
forme sporadiche di EST.

Alla luce del potenziale zoonotico delle EST € apywo chiedersi quale rischio
pongano per 'uomo queste nuove forme di EST anirivldntre da un lato il numero di
casi di vCID sembra in continua diminuzione, I'orggdei casi umani di sSCJD resta
tutt’oggi ignota. | casi di sCJD si presentano indm casuale sia temporalmente che
geograficamente. Non ci sono al momento evidenZerdi di infezione nell'ambiente
ma gli studi epidemiologici sulle forme sporadictie CJD nelluomo non possono
considerarsi definitivi e tali da escludere chepiccolo numero di casi possa avere
un’origine zoonotica.

Un possibile legame tra queste forme atipiche deiimanti e le TSE umane e
suggerito da alcune somiglianze molecolari delB°Pnon osservate in precedenza tra
forme umane ed animali se non nel caso della B3llea vCJID. In particolare, la
BASE ¢ associata ad una PtPnolto simile a quella osservata nelle sCJD di @po
mentre il Nor98 & caratterizzato dalla presenzandirammento di Prf® a basso peso
molecolare, simile a quello riscontrato in rarenier sporadiche e familiari umane
(VPSPr e GSS).

Oltre agli studi di caratterizzazione molecolark,sgudi di trasmissione in modelli
animali offrono evidenze a supporto della poterziadlazione tra forme sporadiche
umane ed animali. Ad esempio studi sulla trasmigsibdella BASE alluomo
utilizzando primati o topi transgenici esprimeAtP umana suggeriscono che la BASE
possa essere trasmissibile alluomo, ed inoltrdistutrasmissione in arvicola mostrano
una possibile identita di ceppo tra la BASE ed récwarianti clinico-patologiche di
sCJD (Comoy et al., 2008; Kong et al., 2008; Agréhal., comunicazione a congresso,
Venezia 2009).

Sebbene siano necessari ulteriori studi, di trasiong ed epidemiologici, al fine di
acquisire un quadro realistico del reale rischio lp@mo posto dalle TSE animali, i
risultati di alcuni studi sono compatibili con upassibile origine zoonotica di alcuni
sottotipi di sCJD rappresentando una nuova sfiddepstrategie di controllo di queste
malattie. Cio invita quindi a individuare le stgiie di sorveglianza economicamente
sostenibili che permettano di coniugare le neceshitaccogliere informazioni circa la
prevalenza e l'identita dei prioni presenti nei mamti domestici e la protezione della

salute pubblica.

25



2. SCOPO DELLA TESI

Sin dai primi studi sulla scrapie ovina é statodewte che le malattie da prioni
presentano una notevole variabilita. Tale varitb#@i da riferirsi all’esistenza di ceppi di
prioni che presentano caratteristiche biologich@aehimiche specifiche, in grado di
mantenersi stabili dopo trasmissioni seriali nstEssa specie ospite.

Le strategie messe in atto per caratterizzare picgpprioni si basano sull'analisi
delle proprieta biologiche dopo trasmissione irdeild animali (tempi di incubazione,
segni clinici, profilo delle lesioni, distribuzione tipo di depositi di Pr¥ ecc.) e
sull'analisi delle proprieta biochimiche della Ptistudio del frammento resistente alla
PK, resistenza alla digestione proteolitica, grado glicosilazione, stabilita
conformazionale, ecc). L'utilizzo di tali approde permesso di poter identificare nella
BSE la possibile causa della comparsa della nuoaaante della malattia di
Creutzfeldt-Jakob nelll'uomo. Sino ad ora l'unicala@a da prioni riconosciuta come
zoonotica rimane la BSE, ma la scoperta di nuowadodi EST animali ed umane di
origine ancora sconosciuta spinge avanti la ricewdéindividuazione dei potenziali
rischi per 'uomo derivanti da ceppi di prioni arahntrasmissibili all'uomo.

Lo scopo di questo lavoro di dottorato e stato fodi® delle caratteristiche
biochimiche di ceppi di prioni animali ed umanefiale di investigare il potenziale
zoonotico di alcune forme di EST. In particolarescié proposti di approfondire le
tecniche di tipizzazione molecolare dei prioni a&lef di incrementarne il potere
discriminativo e di ovviare almeno in parte alleeztee dei metodi oggi in uso. A tale
fine é stata sviluppata una tecnica in grado dirdisnare i ceppi sulla base della loro
stabilitd conformazionale, con il vantaggio di imbére nell’analisi sia le forme di P¥P
proteasi resistenti che quelle sensibili, la cuiattarizzazione é stato fino ad oggi
elusiva.

L’associazione di tecniche di tipizzazione moleo®lgia in uso con il saggio messo
a punto, ha permesso di discriminare i ceppi dorpriadattati nel modello animale
(arvicola rossastra) e discriminare quelli provatiidall’'ospite naturale. Inoltre & stato
portato avanti uno studio comparativo tra alcurpptedi prioni animali e umani di

recente scoperta e di origine ancora non del tuita.
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3. MATERIALI E METODI

3.1. Campioni

3.1.1. Campioni di ceppi adattati in arvicola

Le arvicole rossastre sono state inoculate pemnwiacerebrale con isolati naturali di
scrapie classica, BSE, BASE, sCJD (MM1, MV1, MM2YR®] VV2), gCJD (E220K).
Sono stati analizzati i ceppi adattati dopo trasiaige secondaria o terziaria.

3.1.2. Campioni ovini

Sono stati analizzati isolati naturali di ovini cearapie classica e atipica (Nor98)
provenienti dalla sorveglianza italiana attiva esqidga e gia caratterizzati tramite
western blot (WB) discriminatorio per la tipizzaa@® molecolare dei ceppi e
sequenziamento completo del gene PRNP in accomlgiadocolli pubblicati (Mazza
et al., 2010; Vaccari et al., 2007). | dettaglgdiesti casi sono riportati in Tabella 3, 4 e
5.

Sono stati inoltre analizzati isolati naturali awith CH1641-like e un caso naturale di
BSE in capra provenienti dalla sorveglianza fraaces

Il caso sperimentale di CH1641 é stato fornito dymente da N. Hunter (Institute for
Animal Health, Edinburgh, Scotland), mentre i cdéisBSE sperimentale trasmessi per
via intracerebrale o orale in ovini con differegénotipi provengono da uno studio gia

pubblicato da Vaccari et al., 2007.

3.1.3. Campioni umani

Sono stati analizzati casi di CID sporadica MM1 M2Vvutilizzati come inoculi per
la trasmissione in arvicola (Nonno et al., 200&@si di VPSPr e GSS con mutazione
F198S, A117V e P120L (con diversi polimorfismi aldone 129: MM, MV, VV),
messi gentilmente a disposizione dal Prof. PierlGigmbetti durante il mio periodo di
permanenza presso il National Prion Disease PaghioRurveillance Center, Case
Western Reserve University, Cleveland, OH USA.
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3.2. Western blot ed epitope mapping

L’elettroforesi e il western blot sono stati eséigonome descritto precedentemente
(Nonno et al., 2006).

| campioni sono stati denaturati aggiungendo NuP&afES Sample Buffer
(Invitrogen, Carlsbad, California, United StatesNePage Sample Reducing Agent
(Invitrogen), e sono stati scaldati a 90°C per 10.opo centrifugazione a 10000g per
5 min, ciascun campione e stato caricato in geBidiTris poliacrilammide al 12%
(Invitrogen). Dopo l'elettroforesi e trasferimendelle proteine su membrane in PVDF
(Immobilon-P;Millipore, Bedford, MA, USA), i blot sono stati pcessati con SNAP
i.d.™ Protein Detection System (Millipore) seconéastruzioni del produttore.

Per I'epitope mapping gli omogenati cerebrali (200v) sono stati trattati con
proteinasi K: 250 pug/ml per i campioni di arvica@al00 pg/ml per gli isolati naturali
ovini ed umani. Sono stati utilizzati i seguenttieorpi monoclonali (gli epitopi fanno
riferimento alla sequenza di PrP ovina): SAF841&3-173), 1.2vg/ml; SAF60 (157-
161), 0.4 pg/ml; 12F10 (aa 144-152hglml; L42 (aa 148-153), 0.28y/ml; F89 (140-
147), 3.3ng/ml; 8G8 (100-107), ig/ml ; 6D11 (101-104), 0.8g/ml; 9A2 (102-104),
0.4 ng/ml; 6C2 (114-119); P4 (93-99), 1r®y/ml; 12B2 (93-97), 2.4g/ml, SAF32
(octarepeat), 2.41wg/ml. Come anticorpo secondario € stato usato umnayuse
coniugato con I'enzima HRP (Horseradish peroxidadel)la Pierce Biotechnology,
Rockford, lllinois, United States ed usato allaigiione di 1:13000.

Le membrane sono state sviluppate con metodo chemmiéscente (SuperSignal
Femto, Pierce). Il segnale ottenuto dalla chemihgscenza e stato rilevato con il
sistema per le immagini VersaDoc (Bio-Rad) ed éostmantificato con il software
QuantityOne (Bio-Rad).

La deglicosilazione e stata eseguita aggiungend® jal di ciascun campione
denaturato 181 di buffer sodio fosfato allo 0.2 M (pH 7.4) connte 0.8% di Nonidet
P40 (Roche) e 2 ul (80 U/ml) di N-Glycosidase F ¢R®) e incubando overnight a
37°C in agitazione. | campioni sono stati poi armdti in WB come descritto sopra.
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3.3. Saggio di stabilita conformazionale (CSSA, conforntsonal

stability an solubilita assay)

3.3.1.Separazione della PP e PrF°

Gli omogenati cerebrali (20% wi/v) sono stati prgpam TrisHCI 100 mM con
inibitori delle proteasi (Complete protease intobitocktail, Roche) a pH 7.4. Gli
omogenati sono stati utilizzati direttamente o eowati a -20°C.

Le condizioni sperimentali per la separazione dE#E/PrP* sono state messe a
punto con omogenati cerebrali di arvicola studiabelfetto di diversi detergenti, forze
centrifughe e tempi di centrifugazione. Gli omogerarebrali (dal 3% al 12% w/v)
sono stati aggiunti ad uguali volumi di differebtiffer (TrisHCI 100 mM a pH 7.4
contenente sarcosyl al 4% o al 2%, TrisHCI| 100 mpHar.4 contenente NaDoc all'1%
e NP40 all’1%; TrisHCI 100mM a pH 7.4 contenent@odir X-100 al 2%) e incubati
per 1 h a 37°C in agitazione. Successivamente ipmamsono stati centrifugati da
10000 a 20000g per 1 h o 2 h. | pellet ottenutosstati risospesi con TrisHCI 100 mM
(pH 7.4) contenente il detergente corrispondengecandizioni sperimentali poi scelte
in tutte le prove di questo studio includono laubdizzazione in TrisHCI 100 mM a pH
7.4 contenente sarcosyl al 2% e centrifuga a 20p@0d. h. Per ciascuna delle diverse
condizioni sperimentali testate, sono state araiizan WB aliquote equivalenti di
omogenato cerebrale prima della centrifuga, insi@nsupernatante e pellet, con o

senza digestione con PK.

3.3.2. Saggio di stabilita conformazionale (CSSA)

Aliquote di omogenato cerebrale (dal 3% al 6% veo state aggiunte a un uguale
volume di TrisHCI 100 mM (pH 7.4) con sarcosyl 4%neubati per un'ora a 37°C in
agitazione. Aliquote di 1001 sono state poi trattate con 100 di soluzione di
guanidina idrocloruro (GdnHCI) con una concentragidinale da 0 a 4.0 M. Le
soluzioni di GdnHCI sono state preparate da unazgmte di partenza di 8 M (Pierce)
diluita in acqua. Dopo trattamento con GdnHCI pérd 37°C in agitazione, i campioni
sono stati centrifugati a 20000g per 1h a 22°Cellep sono stati risospesi in 90 di
NuPage LDS Sample Buffer (Invitrogen) e 1D NuPage Sample Reducing Agent
(Invitrogen). Le aliquote di supernatante sonoesfaecipitate in metanolo (4 volte il

volume del campione) per 30 min a -20°C, centrifagal5000g per 30 min a 4°C e poi
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risospese in 901 di NuPage LDS Sample Buffer (Invitrogen) e 1Ddi NuPage
Sample Reducing Agent (Invitrogen). | supernatanpellet sono stati analizzati con il
WB.

Per ogni campione, le curve di denaturazione iddi&ii sono state analizzate con
equazione logistica a 4 parametri (GraphPad Prisptjenendo la migliore
corrispondenza ad i punti rappresentanti dallaidrez di PrP° rimasta nel pellet in
funzione della concentrazione di GdnHCI.

Per ottenere le curve di denaturazione di ciaseppa, € stata calcolata la frazione
media di PrP° rimasta nel pellet + la deviazione standard oteemiai campioni dello
stesso ceppo. Il confronto statistico dei valori [@dnHCI],, € stato effettuato
comparando il valore che meglio approssima la idistione di punti (best-fit) per
ciascun gruppo di dati con GraphPad Prism. Questat® eseguito analizzando sia
ciascun data set in maniera indipendente sia cangdati globalmente con lo stesso
valore condiviso di [GdnHC]}, e successivamente i risultati sono stati con&tobn
un test F. Il modello piu semplice € stato seleaiora meno che il test F non avesse un
valore di P <0.05.

3.4. Digestione con proteinasi K dopo denaturazione co@dnHCI

Aliquote dello stesso omogenato cerebrale sone $tattate in parallelo secondo i
protocolli di CSSA e CSA (conformational stabiligagsay). Il CSA e stato eseguito
come descritto precedentemente (Peretz et al.,) 2001 piccole modifiche.

Aliquote di omogenato cerebrale (6% w/v) sono ssa@igiunte ad un eguale volume
di TrisHCI 100 mM (pH 7.4) contenente sarcosyl @ @ incubate in agitazione per 1 h
a 37°C. Aliquote di 501 di campione sono state aggiunte a 5@i GdnHCI con una
concentrazione finale da 0 a 4.0 M. Dopo 1 h dulbazione a 37°C tutti campioni sono
stati diluiti ad una concentrazione finale di 0.4 &V GdnHCI. Ai campioni e stata
aggiunta la proteinasi K (5tg/ml) e sono stati successivamente incubati pea BH°C
in lieve agitazione. La reazione e stata bloccaggiumgendo PMSF (Sigma) ad una
concentrazione di 3 mM finale. Alle aliquote denga#oni € stato aggiunto un eguale
volume di una soluzione contenente isopropanolatanolo (1:1 v/v) e centrifugati a
20000g per 5 min. | pellet sono stati risospesiNoPage LDS Sample Buffer

(Invitrogen) e sono stati analizzati in WB.
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3.5. WB discriminatorio modificato

Tutti i campioni sono stati pretrattati o non tasitton 3.5 M di GdnHCl per 1 h a
37°C e successivamente diluiti ad una concentraziorale di 0.35 M di GdnHCI
prima della digestione con PK, in accordo al proiocdell’lstituto Superiore di Sanita
(Istituto Superiore di Sanita discriminatory Westeblot; Community Reference
Laboratory of the European Union: TSE strain charézation in small ruminants—a
technical handbook for national reference laborasoin the EU. 174 Version 4,
January2010.
http://www.defra.gov.uk/vla/science/docs/sci_tsehandbookv4jan10.pdf).

Il rapporto di anticorpi (antibody ratio) e il rappo del segnale ottenuto in
chemiluminescenza, prodotto da un dato campionendjaviene calcolato
separatamente con gli anticorpi monoclonali SAF84P4 relativo al rapporto
SAF84/P4 del controllo di scrapie. Questo rapponisura il taglio N-terminale della
PrP>° a livello dell'epitopo del P4, che avviene nell8Bovina ma non nella maggior
parte dei casi di scrapie. Per ottenere il rappatativo SAF84/P4, é stato calcolato il
rapporto assoluto SAF84/P4 per ciascun campioner & pontrollo di scrapie e poi e
stato diviso il rapporto assoluto di ciascun camei@er il rapporto assoluto del
controllo di scrapie.

Il rapporto di denaturazione (denaturation rataijenuto dai blot con SAF84, é |l
rapporto tra il segnale di chemiluminescenza catoohel campione trattato con 3.5 M
di GdnHCI e quello dello stesso campione non ti@atta
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4. RISULTATI

4.1. Sviluppo di una nuova tecnica per la caratterizzazine della
stabilita conformazionale ceppo-specifica di Pr¥® proteasi-
sensibile e -resistente (CSSA-Conformational staiy and

solubility assay)

Sulla base della diversa solubilita della Pe>della Pr (Caughey et al., 1991;
McKinley et al., 1991) é stato sviluppato un nueaggio di stabilita conformazionale,
denominato CSSA (conformational stability and soitybassay).

Inizialmente sono state ottimizzate le condiziopersmentali per ottenere una
vantaggiosa separazione della Pdalla PrE¢ e successivamente & stato messo a punto
il saggio di stabilitd conformazionale su cepppdoni adattati in arvicola per testare il
potenziale discriminativo del CSSA.

Misurando la solubilitd della PPP negli omogenati cerebrali trattati con
concentrazioni crescenti di GdnHCI in assenza di BKstato trovato che la PrP
insolubile & inversamente proporzionale alla cotregione di GAnHCI e le curve dose-
risposta hanno permesso di stimare la concentrado®dnHCI capace di solubilizzare
il 50% della PrE*.

Inoltre lo studio e stato esteso agli isolati umeshiovini per investigare il potenziale

discriminativo del CSSA dei ceppi in ospite nataral

4.1.1. Tipi di PrP in soggetti sani e malati

La PrP fisiologica si presenta con un frammento et nominato “full-lenght
PrP” (FL-PrP) e due frammenti C-terminali nomirafi e C2. Tali frammenti derivano
dal taglio fisiologico della PrP a livello del sitoin posizione aminoacidica 111/112
(frammento C1) e dal taglio denominakto a livello della regione dell’octarepeat
(frammento C2) (Mange et al., 2004).

Si ritiene che il sito di tagli@ distrugga la regione neurotossica e amiloidogenica
compresa tra i residui 106-126 della PrP, preveméamdormazione della PP® mentre

il sito di taglio b si trova prima della regione conservata. In accocdn questa
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osservazione il frammento C2 é presente in gramaitta nei cervelli affetti da EST ed
e insolubile in detergenti non denaturanti comerid® (Chen et al., 1995).

Allo scopo di verificare se i frammenti C1 e C2des0 presenti anche in arvicola,
sono stati analizzati omogenati cerebrali di saggermali e malati in western blot, sia
prima che dopo deglicosilazione, utilizzando comtcarpi monoclonali il SAF84 che
riconosce entrambi i frammenti ed il 12B2 che rimsre I'epitopo presente solo sul
frammento C2 (Fig. 1A). Nell'omogenato cerebralenmale (normal brain homogenate,
NBH), il frammento completo della PrP (FL-PrP) e@opagnato principalmente dal
frammento C1 con un livello molto basso del framtoe®2. Al contrario, nelle arvicole
inoculate con l'isolato italiano di scrapie SS7résie brain homogenate, SBH) (Di Bari
et al., 2008), il frammento C2 e presente in grapdintita mentre il frammento C1 non
& facilmente rilevabile (Fig. 1B e C). Inoltre ilammento di Pr® generato dopo
digestione con proteinasi K (PK) presente nell'oerago cerebrale di arvicola con
scrapie € simile al frammento C2 (Fig. 1B e C).
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Figura 1. Tipi di PrP in arvicole sane e affette dascrapie

A: rappresentazione schematica del frammento comgle®rP (full lenght PrP, FL-PrP) e dei frammenti

di PrP generati dai siti di tagli@ eb (C1 e C2). E indicata la posizione degli epitogi thAbs SAF84,

12B2 e SAF32 utilizzatiB e C: omogenati cerebrali normali (NBH) e di arvicolffette da scrapie

(SBH) sono stati analizzati in WB utilizzando SAFE®B) e 12B2 (C). | camp

prima che dopo deglicosilazione (N-Gly + o -). Largntesi graffe sulla si

ioni sono stati analizzadi s

nistra indicano la posigion

delle bande glicosilate e non glicosilate di FIRP€2 e C1: da 35 kDa a 27 kDa per FL-PrP, da 26 kD

a 18 kDa per C2 e da 24 a 16 kDa per Cl. Questaefali PrP sono r

glicosilate dopo deglicosilazione e sono indicagetmttini sulla destra dei

idotte a singole bande non
blots. In SBH sono @adi

anche i dimeri (Dim). In NBH é presente sia il fraento C1 che C2 anche se C2 & poco rappresentato; a

contrario in SBH il frammento C2 ¢ il frammento pibbondante mentre C1

quantita di tessuto equivalente di campione caripat lane prima e dopo di

e difficilmente rilevabila. L

gestione con PK & 0.1 mg

0.5 rispettivamente. Il marker dei pesi molecoéagaricato nell’'ultima lane di ciascun blot. Le pami

dei pesi molecolari sono 15, 20, 25, 37 e 50 kBaiginu et al., 2010)
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4.1.2. Separazione della PfPe della PrB°

Allo scopo di sviluppare un saggio di stabilita fmmazionale basato sulla solubilita
differenziale della PfP e della PrP inizialmente sono state messe a punto le
condizioni sperimentali per ottenere la loro separge. Questo € stato ottenuto
attraverso una procedura convenzionale basata strifegazione in presenza di
detergenti. Variando le concentrazioni di diversiedgenti, tempi di centrifuga e forza
centrifuga (Materiali e Metodi), & stato trovateedhtrattamento di 1 h in presenza di
sarcosyl al 2% seguito da centrifuga a 20000g pgerhda permesso un’ottimale
separazione della Prilalla PrB¢

In queste condizioni, pit del 95% della PrRotale presente nelllomogenato
cerebrale normale (NBH) € solubile e viene ritravatlla frazione del supernatante
(Fig. 2A, pannello sinistro) mentre nellomogenaterebrale di scrapie (SBH) la
maggior parte della PrP si ritrova nel pellet (R24\, pannello destro). L’'SBH prima
della separazione presenta elevate quantita di*RiHe sedimenta esclusivamente nel
pellet (Fig. 2A). La PrP insolubile da SBH e quingdiasi completamente resistente alla
PK (circa il 90% della PrP insolubile), mentre i@PRolubile & sensibile alla PK. Tutte
le frazioni di NBH non presentano PiP(Fig. 2A). Inoltre la frazione solubile ed
insolubile di SBH mostra un pattern molecolare gxgwente diverso, suggerendo che |l
frammento C2 e principalmente insolubile mentr@iB solubile contiene la FL-PrP ed
il frammento C1 (Fig. 2A).

La solubilita differenziale dei frammenti C1 e GRS$BH e confermato dall’analisi
delle specie di PrP deglicosilate (Fig. 2B), la lgquanostra che Cl1 e quasi
completamente solubile mentre C2 e principalmeetiénsentato nel pellet (lanes “S” e
“P” in Fig. 2B, pannello sinistro). Allo scopo diimare un situazione paragonabile ad
una fase pre-clinica della malattia, & stata stadasolubilita differenziale di C1 e C2
dopo aver unito una uguale quantita di NBH e SBHkYy.(RB). Quindi in queste
condizioni la quantita di PfR aumentata rispetto al SBH, come pud essereontédla
piu alta proporzione di C1 in NBH+SBH rispetto akbBolo (comparare lane “Tot” nei
due pannelli della Fig. 2B). Anche in queste coiudiz il frammento C1 & quasi
completamente solubile e il pellet & arricchitadB (confrontare le lanes “S” e “P” in
Fig. 2B, pannello destro).

Infine & stata investigata I'efficacia del saggicsdlubilitd per separare la Pre la
PrP>® in arvicole inoculate con altri ceppi di prioniigF 2C). Per questi esperimenti
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sono state utilizzate arvicole infettate con lenfer sporadiche della malattia di
Creutzfeldt-Jakob MM1 e MM2 (MM1 sCJD e MM2 sCJINopino et al., 2006). In
entrambi i ceppi una quantita considerevole di §irRtrova nella frazione insolubile
dopo trattamento con detergente e centrifugazi@wme gia osservato in SBH, il
pattern molecolare della PrP insolubile e soluldledifferente, suggerendo una
precipitazione specifica delle specie di PrP asdec malattia, in particolare C2 ed i
dimeri di PrP (confrontare le lanes “S” e “P” igF2C). Inoltre, dopo digestione con
PK, la PrP®*® & fortemente arricchita nei pellets e apparentéeneassente nei
supernatanti.

Questi risultati suggeriscono che, nelle condizieperimentali descritte sopra, &
stato possibile precipitare in maniera specificaPl#° in omogenati cerebrali di

arvicole infettate con differenti ceppi di prioni.
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Fig. 2. Separazione di Prf e PrP°°in omogenati cerebrali di arvicola.

A: WB della frazione solubile e insolubile di PrP almogenato cerebrale di arvicola normale (NBH) e
affetta da scrapie (SBH). | pellet (P) e i supantt(S) sono stati analizzati prima (-) e dopo (+)
trattamento con PK. Sono state analizzate anchaaté dei campioni prima della centrifugazione fTot
Il tessuto equivalente per lane & 0.2 mg per “EotS”, e 0.4 per “P”. | dimeri di Pf®sono indicati sulla
destra del blot di SBHB: WB della PrP solubile e insolubile di SBH e umgéone unito artificialmente
(SBH+NBH). | campioni sono stati centrifugati comescritto e il totale (Tot), il supernatante (S) e
pellet (P) sono stati deglicosilati. La PrP compl@tL), e i frammenti di PrP C1 e C2 sono indicatia
sinistra. In ciascuna lane sono stati caricati Or@Rdi tessuto equivalent€: western blot della frazione
solubile e insolubile di PrP da omogenato cereldakrvicola infettata con MM1 sCJD e MM2 sCJD. |
campioni sono stati trattati come nel pannello Atetale (Tot), supernatante (S) e pellet (P) setadi
analizzati con o senza digestione con PK. In ciadane sono stati caricati 0.3 mg di tessuto edgmia.

Le parentesi graffe sulla sinistra indicano la piosie di FL, C1 e C2. i dimeri di P¥Psono indicati sulla
sinistra.A-C: le membrane sono state rivelate son SAF84. | pedecolari sono mostrati in kilodaltons
sulla destra di ogni pannello. (Pirisinu et al.1@p

37



4.1.3. Saggio di stabilita conformazionale: Conformationadtability

and solubility assay (CSSA)

La separazione della Prialla PrP° ha permesso di sviluppare una procedura per la
tipizzazione molecolare dei ceppi basata sullailgéattonformazionale della PrP
dopo esposizione alla guanidina-HCI (GdnHCI).aggio di stabilita conformazionale
& stato messo a punto misurando la solubilita d&#&° in omogenati cerebrali positivi
trattati per 1 h con concentrazioni crescenti dn3al.

Come previsto, in SBH (scrapie brain homogenate}ri&° viene solubilizzata da
concentrazioni crescenti di GdnHCI (Fig. 3A e B)uil@li, con concentrazioni di
GdnHCI uguali o maggiori di 1.5 M, la PtPé parzialmente solubilizzata e viene
progressivamente trovata nel supernatante e ngoetiet (confrontare Fig. 3A e B). In
presenza di 3.5 M di GdnHCI, apparentemente tattRrP del’omogenato cerebrale
positivo (SBH) si ritrova nella frazione solubileig. 3A e B). La solubilizzazione della
PrP*° & guanidina-dipendente e le curve dose-rispostngimno di stimare la
concentrazione di GdnHCI capace di solubilizzarg0i della Prf® ((GAnHCI]). Il
valore di [GdnHCI],, e simile quando calcolato nella frazione del pelte del
supernatante (Fig. 3C). Al contrario, la PrP da gemato cerebrale negativo (NBH)
rimane solubile con tutte le concentrazioni di G@hMtilizzate (Fig. 3D).

La denaturazione della PfRlopo I'incubazione di 1 h con la GdnHCI & compleda
e molto simile alle curve di denaturazione ottermi@ndo il trattamento viene esteso
fino a 4 h (Fig. 4).

Quando le curve di denaturazione sono calcolateblsti rivelati con anticorpi
monoclonali che riconoscono diverse specie di Prparticolare SAF32 e SAF84 (Fig.
1), si ottengono valori simili di [GdnHGJ}, suggerendo che il frammento C2 e la full-
lenght PrB® mostrano la stessa stabilita conformazionale §ig.

E stata inoltre indagata la relazione tra insoltibi resistenza alla PK della BfP
durante la denaturazione. Per investigare se latdeazione influenza allo stesso modo
I'insolubilita e la resistenza alla PK, sono stawafrontate le curve derivate dallo stesso
omogenato cerebrale di arvicola affetta da scrafsieottenute dalla PPPinsolubile
(CSSA) che dalla PrPresistente alla PK (CSA). Come mostrato in Fige6urve di
PrP>® insolubile (Fig. 6A) e di PP (Fig. 6B) non hanno mostrato differenze (Fig. 6C),
suggerendo che l'insolubilita e la resistenza Bk sono ugualmente suscettibili alla

denaturazione con GdnHCI. Questa conclusione @ siatriormente confermata da
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esperimenti effettuati allo scopo di investigare sepo denaturazione, la PFP
solubilizzata potesse parzialmente preservaredaesistenza alla proteinasi K. Quindi,
dopo denaturazione con 3 M di GdnHCI, la PrP stdubicompletamente suscettibile

alla digestione proteolitica (Fig. 6D).
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Fig. 3. CSSA in arvicole sane e affette da malattaa prioni

A e B: WB di omogenato cerebrale di arvicola con scrg@BH) dopo denaturazione con diverse
concentrazioni di GAnHCI e separazione delle fraiziiesolubili (A) e solubili (B) dopo centrifugazie.

A: WB dei pellet (P) a diverse concentrazioni di G8@h Nello stesso blot & stato caricato anche il
supernatante non trattato con GdnHCI (S). Nei tlla PrP insolubile diminuisce allaumentare éell
concentrazioni di GdnHCI (M). In ciascuna lane setati caricati 0.4 mg di tessuto equivaleide\WB

dei supernatanti a diverse concentrazioni di GdniNi€lla prima lane € stato caricato anche il péigta

0 M di GdnHCI. Nel supernatante la PrP aumentaatiientare della GdnHCI. In ciascuna lane sono stati
caricati 0.4 mg di tessuto equivalenté:.. la stabilita conformazionale della Bfih SBH & analizzata
attraverso curve di denaturazione che rappresetafiazione di Pre nel pellet (P) e nel supernatante
(S), mostrati nel pannello A e B rispettivamentefunzione della concentrazione di GdnHCI. | valfdiri
[GdnHClI]y, sono stati 1.92 M nel pellet e 1.91 M nel supemi&.D: WB dei supernatanti a differenti
concentrazioni di GdnHCI da omogenato cerebralatiay (NBH). Nella prima lane € stato caricato |l
pellet (P) a 0 M di GdnHCI. In NBH, la PrRi ritrova principalmente nel supernatante e riensolubile

a tutte le concentrazioni di GdnHCI testata. Inscima lane sono stati caricati 0.4 mg di tessuto
equivalente.A, B, D: le membrane sono state rivelate con il SAF84aSsithistra di ogni pannello sono

indicati i pesi molecolari espressi in kDA. (Pingiet al., 2010)
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Fig. 4. Effetto del tempo di denaturazione
sul saggio di stabilita conformazionale

Le curve dose-risposta della PrP insolubile
da omogenati cerebrali di arvicole infettate con
scrapie SS7 (in alto) e con MM1 sCJD (in
basso) dopo trattamento con dosi crescenti di
GdnHCI per 1, 2 o 4 ore. Le curve di
denaturazione rappresentano la frazione di PrP
funzione della
Sia SS7 che

MM1 sCJD non hanno mostrato differenze nel

rimasta nel pellet in

concentrazione della GdnHCI.

tempo di trattamento e mostrano gli stessi valori
di [GdnHCI];, a1,2e4h (2.1 M per SS7 e 3
M per MM1 sCJD). (Pirisinu et al., 2010)
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Fig. 5. CSSA con diversi mAbs

A: western blots rappresentatidella PrP
insolubile da arvicole infettate con E200K gCJD
dopo denaturazione con  concentrazioni
crescenti di GdnHCI. | blots sono stati rivelati
con SAF84 (in alto) e SAF32 (in basso), come
indicato sulla sinistra del blot. Le concentrazioni
di GdnHCI sono: 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0
and 4.0 M. In ciascuna lane sono caricati 0.2 mg
di tessuto equivalent®: le curve dose-risposta
derivate dai blot del pannello A, rappresentano
la frazione di PrP rimasta nel pellet in funzione
della concentrazione di GdnHGPirisinu et al.,

2010)
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Fig. 6. Relazione tra l'insolubilita e la resistena alla PK della PrP>

Lo stesso omogenato cerebrale di arvicola con scéptato analizzato in parallelo con il CSSA (A)
e con il CSA (B) e sono state confrontate le cutivdenaturazione ottenute (@.e B: WB della Pri°
insolubile (A) e della Pr® resistente alla PK (B) dopo denaturazione con eoimazioni crescenti di
GdnHCI. In ciascuna lane sono stati caricati 0.2dngssuto equivalente. Le concentrazioni di GAhHC
sono: 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 e 4.0Q¥il grafico mostra le curve di denaturazione atterdal CSSA
(A) e dal CSA (B). | valori di [GdnHC]], ottenuti sono 2.14 M e 2.23 per CSSA e CSA, rismehente.
D: WB che mostra la perdita di resistenza alla PHadBrP* dopo solubilizzazione. In assenza di
GdnHCI (0), la PrP totale (Tot) da SBH ¢ resistalte digestione con PK (confrontare le lanes PK- e
PK+). Dopo il trattamento con 3 M di GdnHCI (3) entrifugazione, la maggior parte della BrBi
ritrova nel supernatante (S) ed & anche suscetalid PK. Il supernatante (S), in assenza di Gdr{B)¢
la PrP normale & suscettibile alla PK. Da notadivitrso pattern molecolare nel supernatante céfa
(0) e la Prf* solubilizzata (3)A, B, D: le membrane sono state rivelate con SAF84. | pesecolari

sono espressi in kDa sulla sinistra di ogni paonéRirisinu et al., 2010)
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4.1.4. Stabilita conformazionale della Pr® di arvicole con scrapie,
sCJD e gCJD

Dopo aver messo a punto le condizioni sperimendacritte sopra, € stato
investigato il potenziale del CSSA per discriminaceppi di prioni.

Come riportato nel presente lavoro e da precedéudi (Di Bari et al., 2008; Nonno
et al., 2006) la scrapie, la CJD sporadica e la @aiietica presentano distinti e specifici
patterns dopo trasmissione in arvicola, in baseemipi di incubazione, profilo delle
lesioni, deposizione della PtPe delle proprieta biochimiche della BfP Arvicole
infettate con gli isolati umani MM1/MV1 sCJD e E20QCJD mostrano un frammento
di PrP®®di circa 19 kDa mentre con MM2 sCJD presentanérammento di Pri®® di
circa 17 kDa. Gli isolati naturali di scrapie e darapie murina ME7 mostrano un
frammento di Pri®®di circa 18 kDa, intermedio tra i tipi 1 e 2 di $ICJ

Poiché i tipi di Pr* mostrano specifiche caratteristiche dopo digesticon PK, &
stata studiata anche la stabilita conformazionakéa dPrP° di arvicole inoculate con
MM1 (n=4), MV1 (n=3) e MM2 (n=5) sCJD, E200K gCJB=3) e scrapie SS7 (n=4).

L’analisi della stabilita conformazionale con il £& ha rivelato distinti profili di
denaturazione (Fig. 7), con valori di [GdnHfzlHla 1.5 M a 3 M (Tabella 2).

Le arvicole infettate con MM1 sCJD, MV1 sCJD e ERGCJID hanno mostrato la
piu alta resistenza alla denaturazione, con vatedi di [GdnHCI],> di 2.77 M, 2.88 M
and 2.88 M, rispettivamente. Al contrario, la Préi arvicole inoculate con MM2 sCJD
ha mostrato la maggiore suscettibilita (valore raatii{GdnHCI}, di 1.63 M), mentre
la scrapie ha avuto valori intermedi di [GdnHEI{2.10 M).

Successivamente sono state unite le curve indilridifanterno di ogni gruppo per
confrontare i profili di denaturazione dei 5 grugpig. 7). La scrapie SS7 (valore di
[GdANHCI]y/2 di 2.10 + 0.02) e MM2 sCJD (valore di GdnHgzIdi 1.61 + 0.03) hanno
mostrato profili di denaturazione ceppo-specifessendo significativamente differenti
da tutti gli altri gruppi (SS®s MV1, P = 0.0037; SS¥ys MM1, P < 0.0001; SSv¥s
E200K, P < 0.0001; SSVs MM2, P < 0.0001; MM2vs MV1, P = 0.0022; MM2vs
MM1, P < 0.0001; MM2rsE200K, P < 0.0001).

Al contrario, MM1 sCJD, MV1 sCJD e E200K gCJD nama significativamente
diversi tra di loro (valore di [GdnHGlp condiviso di 2.79 = 0.06, P = 0.52).

Rappresentano probabilmente un unico ceppo, inrdacoon precedenti studi che
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hanno mostrato che le arvicole infettate con id@ais hanno fenotipi della malattia
paragonabili (Nonno et al., 2006).

Tabella 2. Stabilita conformazionale della PfRli scrapie, sCJD e gCJD adattati in arvicola

[GANHCI] 12 (M) [GAnHCI] 172 (M)

Inoculo ID
+ SEM (media = Dev. S)
304/2 2.73+0.17
MM1 sCJD 30474 2632012 2.77 +0.13
304/8 2.76 +0.11
304/14 2.94+0.19
272/1 3.05 + 0.29
MV1 sCJD 27214 2.87+0.36 2.88+0.17
272/8 2.72+0.11
270/6 1.45 + 0.01
270/7 1.71 +0.07
MM2 sCJD 350/3 1.60 + 0.09 1.63 +0.11
350/5 1.69 + 0.04
350/14 1.69 + 0.06
271/4 2.73+0.15
E200K gCJD  271/5 2.99 +0.25 2.88+0.13
271/6 2,91+ 0.18
388/7 2.22+0.04
scrapie SS7 38819 216+0.03 2.10+0.13
388/10 1.92 + 0.02
388/11 2.08 + 0.03
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Fig. 7. Stabilita conformazionale (CSSA) di differati ceppi in arvicole e ospiti naturali

A e B: stabilitd conformazionale della PfRla arvicole infettate con MM1 sCJD, scrapie e M8€2D e
dai rispettivi isolati umani ed ovinA: WB rappresentativi della PtPinsolubile da arvicole (sinistra) e
ospiti naturali (destra) dopo trattamento degli gemwati cerebrali con concentrazioni crescenti di
GdnHCI. Le concentrazioni di GAnHCI sono: 0, 0.8, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 e 4.0 M. Sono stati carigai
mg di tessuto equivalente per le arvicole, 0.34pmggli isolati umani e 0.125 mg per gli isolatiruvLe
membrane sono state rivelate con SAF84 (campiorardicola e scrapie ovina) o con L42 (isolati
umani).B e C: curve dose-risposta ottenute misurando la frazidnPrP rimasta nel pellet in funzione
della concentrazione di GdnH@: curve dose-risposta nei ceppi di arvicola. Leveundividuali sono
state unite in ciascun gruppo (Scrapie, E200K gQuivl, MM1 and MM2 sCJD).C: curve dose-

risposta degli isolati ovini e umani. (Pirisinuadt, 2010)
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4.1.5. Stabilita conformazionale degli isolati umani e owi

Allo scopo di poter sfruttare il saggio di stakilitonformazionale (CSSA) per la
discriminazione dei ceppi di prioni in malattie unatli, sono stati analizzati gli isolati
utilizzati come inoculi per la trasmissione in aola, cioe MM1 e MM2 sCJD e la
scrapie SS7.

Inizialmente & stata testata lI'efficacia di sepmmae della Prf dalla Prf in
omogenati cerebrali umani e ovini, alle stesse oo sperimentali usate per dli
omogenati cerebrali di arvicola. In tutti i campid®m PrP° & stata ritrovata nel pellet,
come mostrato dalla presenza della"Priella frazione insolubile e dal diverso pattern

di bande mostrato dalla PrP solubile ed insolulbilg. 8).

Fig. 8. Separazione delle frazioni di PrP solubilé insolubili da isolati umani ed ovini

Western blot della PrP solubile e insolubile da gemati cerebrali di ovino con scrapie e uomo con
MM21 sCJD. | campioni sono stati centrifugati a 20§0per 1h in presenza di 2% sarcosyl ed i
supernatanti (S) e i pellets (P) sono stati analfizzon (+) o senza (-) trattamento con PK. E stata
analizzata anche un’aliquota di ogni campione prifeia centrifugazione (Tot). Sono stati caricafl 0
mg di tessuto equivalente di scrapie e 0.15 mg MiIMsCJID. Le membrane con la scrapie sono state
rivelate con SAF84 e le membrane con MM1sCJD cadh Ririsinu et al., 2010)

Negli omogenati cerebrali negativi ovini la frazéodi PrP che precipita nel pellet &
in qualche modo piu alta di quella che precipmaairvicola (>10% in qualche
esperimento). Comunque, la Brprecipitata ha mostrato insensibilitd al trattatoen
con GdnHCI e quindi non interferisce con il sagdjigtabilita conformazionale (Fig. 9).

Quando testati con il CSSA, MM1 sCJD, MM2 sCJD estaapie SS7 hanno
mostrato differenti suscettibilita alla denaturamqFig. 7A e C). E interessante notare

che i valori di [GdnHCI), osservati corrispondono a quelli trovati nellepesive
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arvicole, essendo MM1 sCJD il piu resistente (vadofGdnHCI];, = 3.31 M), seguito
dalla scrapie SS7 ([GdnHGH = 2.23 M) e MM2 sCJD ([GdnHGI} = 1.63 M).

Fig. 9. Separazione delle frazioni solubili e insobili della PrP da omogenati cerebrali ovini negati

A: Western blot delle frazioni di PrP solubili esadubili da un omogenato cerebrale negativo di @vin
La PrP totale (Tot) e la PrP dal supernatante (&I eellet (P) sono stati analizzate con (+) azagp)
trattamento con PK. Sono stati caricati 0.2 mgedstto equivalente per ogni laie.Western blot della
PrP insolubile di omogenato cerebrale ovino negat®r con scrapie dopo denaturazione con
concentrazioni crescenti di GdnHCI, sia dopo temipesposizione normale (in alto) e lungo (basse). L
concentrazioni di GdnHCI sono: 0, 0.5, 1.0, 1.8, 2.5, 3.0 e 4.0 M. Sono stati caricati 0.12 mg di
tessuto equivalente per ogni lae.e B: le membrane sono state rivelate con SAF84. (Ririst al.,

2010)
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4.1.6. Stabilita conformazionale di isolati ovini di scré classica e

atipica (Nor98)

Al fine di testare la capacita del CSSA di studi@rstabilita conformazionale della
PrP>° sensibile alle proteasi, & stato preso in conaiiene un ceppo di scrapie atipica
recentemente descritto, il Nor98 (Benestad eRaD3), che induce I'accumulo di PfP
relativamente sensibile alle proteasi (SBrfBuschmann et al., 2004).

Come osservato in precedenza con tutti gli alpipgela Pr® insolubile e solubile
del Nor98 ha mostrato una diversa separazione gedeie di PrP (Fig. 10). Da notare
che il frammento a basso peso molecolare, castitari della PrP® del Nor98
(Benestad et al., 2003; Bruce et al., 2007), strossprima della digestione con PK e si
separa con la PrP insolubile, in modo simile actié si osserva con il frammento C2 in
tutti gli altri ceppi. Comunque, nel Nor98 solo um&ima frazione di PrP insolubile é
resistente alle proteasi, mentre nella scrapiesiciada PrP° rappresenta piti del 90%
della PrP insolubile (Fig. 10). Queste osservazmmmfermano che nei campioni di
Nor98 la PrP associata a malattia &€ principalmsetesibile alla PK, nonostante sia
accompagnato da una piccola quantita dPPrsistente alla PK.

Dopo aver testato I'efficienza della separaziongtada quindi studiata la stabilita
conformazionale di isolati italiani naturali di N& (n=5) e di scrapie classica (n=4) di
differenti genotipi (Tabella 3).

| campioni di scrapie classica hanno dato curvelahaturazione molto simili a
quelle di SS7, con valori di [GdnHGH da 1.96 a 2.31 (Fig. 11 e Tabella 3). | campioni
di Nor98 hanno dato profili di denaturazione simi loro, indipendentemente dal
genotipo, ed hanno mostrato una elevata suscidtibila denaturazione con GdnHCI
(Fig. 11), con valori di [GdnHC]}, da 1.26 a 1.43 (Tabella 3). Confrontando ogni
gruppo, non sono presenti differenze significatike le scrapie classiche (valore di
[GdnHCI]y2 condiviso di 2.09 £ 0.11, P = 0.52) e i Nor98I¢va di [GdnHCl]},
condiviso di 1.36 + 0.04, P = 0.50). Il confronttei profili di denaturazione combinati
di scrapie e Nor98 (Fig. 11B) danno valori di [GdPIH/, statisticamente differenti (P <
0.0001).
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Fig. 10. Separazione delle frazioni di PrP solubie insolubili nella scrapie classica e nel Nor98
Western blot degli isolati ovini di scrapie classie Nor98. Il supernatante (S) e il pellet (P) setadi
analizzati con (+) o senza (-) trattamento con PKciascuna lane sono stati caricati 0.8 mg diutess
equivalente. | pesi molecolari sono mostrati suilaistra del blot e sono espressi in kilodaltons. L

membrane sono state rivelate con L42. (Pirisiral.e2010)

Tabella 3. Stabilita conformazionale della PfRli isolati ovini naturali
Eta Genotipo della  [GAnHCI] 1,  [GANHCI] 112 (M)

Ceppo ID )
(a) Prp * (M) (mediatDev.St)

ES8/09/3 2 ALRQ/ALRQ 2.27
Scrapie ES8/09/1 6 ALRQ/ALHQ 1.96

) 2.20+0.16
classica 241/105 3 ALRQ/ALRQ 2.27
211/26 3 ALRQ/ALRQ 231
ES36/08/4 12 ALHQ/ALRR 1.26
ES35/07/2 9 ALRQ/ALHQ 1.26

Nor98 ES10/07/7 12 AFRQ/AFRQ 1.35 1.32 £ 0.07
ES18/07/2 5 ALRQ/ALHQ 1.31
ES19/07/23 7 ALRR/ALRR 1.43

* amino acidi ai codoni 136, 141, 154 e 171
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Figura 11. CSSA di isolati di scrapie classica e a8

A: western blot rappresentativo della PrP insolubdpaldenaturazione con concentrazioni crescenti di
GdnHCI di isolati di scrapie classica (ARQ/AHQ) ®M8 (ARR/AHQ). Le concentrazioni di GdnHCI
sono: 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 e 4.0 M. Sstadi caricati 0.125 mg di tessuto equivalente iper
campione di scrapie classica e 0.3 mg di Nor98mkeenbrane sono state rivelate con L42. le dimensioni
dei pesi molecolari sono espressi in kilodaltossm®o mostrati sulla destra di ogni blot.

B: curve dose-risposta dei Nor98 e scrapie classitanute misurando la frazione di Primasta nel
pellet in funzione della concentrazione di GdnHG@.curve individuali sono state unite per ogni grop
(scrapie e Nor98) per confrontare i profili di demazione dei due gruppi. | valori medi individuatino

mostrati in Tabella 3. (Pirisinu et al., 2010)
49



4.2 Discriminazione molecolare di BSE ovina da scrapielassica

ed atipica

Come descritto precedentemente, il CSSA ha rivedtgbilita conformazionali della
PrP>® ceppo-specifiche negli isolati ovini permettendaliscriminazione degli isolati di
Nor98 da quelli di scrapie classica (Tabella 3)rudndo quindi le capacita
discriminatorie di ceppi da isolati naturali, étatanalizzata la stabilita conformazionale
degli aggregati di P derivanti anche dai ceppi di CH1641 e BSE (Tab#)jancluso
uno dei pochi isolati naturali di CH1641-like (TR&2IL1) gia descritto in letteratura
(Baron et al., 2008; Lezmi et al., 2004). Gli attdie isolati di CH1641-like (99-454 e
99-321) sono stati trovati in una analisi retrogpatdi scrapie ovina in Francia.

La scrapie classica, inclusa come controllo, hatratzssun valore di [GdnHC]L di
2.2 M, nel range degli isolati analizzati in preeeda (Tabella 4). Il caso sperimentale
di CH1641 (fornito da N. Hunter, Institute for AmnHealth, Edinburgh, Scotland) e
gli isolati di CH1641-like hanno mostrato valori stabilita conformazionale simili alla
scrapie classica con valori di [GdnH@GJ]di 2.0-2.8 M. Al contrario la Pr® da BSE
sperimentale ovina (Vaccari et al., 2007) ha cinnerate mostrato di avere una elevata
stabilitd conformazionale, con valori di [GdnHGsuperiori a 3.8 M (Tabella 4).

Questi risultati suggeriscono che la BSE sperinlenteina potrebbe avere una
maggiore resistenza alla denaturazione rispethonadiggior parte degli isolati di scrapie
ovina.

Poiché i metodi discriminatori che si basano swedio taglio N-terminale della
PrP>° da parte della PK (Discriminatory testing handho?®10) non permettono una
chiara discriminazione degli isolati CH1641 dall&B (Stack et al., 2006), € stato
investigato il potenziale della denaturazione cateriore strategia discriminatoria da
inserire all'interno del sistema di western blatadiminatorio dell’lstituto Superiore di
Sanita (Discriminatory testing handbook, 2010).

A questo scopo i campioni sono stati trattati coh Bl di GdnHCI prima della
digestione con PK e analizzati in WB con gli angganonoclonali SAF84 e P4 (Fig.
12).

Questo metodo €& stato messo a punto analizzandpiaanrappresentativi di
scrapie, BSE e CH1641 (Fig. 12). Come previstoB&E e il CH1641 sono poco

riconosciuti dal P4 a differenza della scrapie siles Comunque il trattamento con 3.5
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M di GdnHCI abolisce quasi del tutto la resistenzdia Pri° alla PK della scrapie
classica e del CH1641, ma non della BSE ovina, pttemdo quindi la discriminazione
del CH1641 dalla BSE.

E stato successivamente analizzato un ampio numiercampioni (Tabella 5),
incluso un caso di BSE naturale in capra (Fig. 1Questi esperimenti hanno
confermato la piu alta resistenza alla denaturaziatei campioni di BSE,
indipendentemente dalla specie, genotipo dellaePrRa di inoculazione, rispetto a tutti
gli altri campioni (Fig. 12).

Quando il rapporto tra anticorpi (SAF84/P4) e ilpparto di denaturazione
(campione trattato a 3.5 M/campione non trattatmosstati misurati ed inseriti in un
grafico, gli isolati di scrapie classica, il CH16d4la BSE sono stati divisi in 3 gruppi
(Fig. 13, pannello A):

i.  Gliisolati di scrapie hanno mostrato un rappoitartticorpi <2 e il rapporto di

denaturazione e stato di 0.02-0.13

ii. | campioni di CH1641 hanno avuto un rapporto dicampi >2 e un rapporto di
denaturazione di 0.06-0.29

iii. | campioni di BSE hanno dato un rapporto di anpcef2 ma il rapporto di
denaturazione e stato >0.51.

| profili di glicosilazione, cioé la proporzione lagiva dei frammenti di PP
diglicosilata, monoglicosilata e non glicosilatapne stati riportati come criterio
discriminatorio per l'identificazione della BSE riegvini (Lezmi et al., 2004; Stack et
al., 2002; Thuring et al., 2004) cosi come del CH1@.ezmi et al., 2004; Stack et al.,
2002).

Con il metodo dell'lstituto Superiore di Sanita dFi13, pannello B) gli isolati
naturali di scrapie, compresi i CH1641-like, soaoatterizzati da un basso rapporto di
glicoforma diglicosilata/monoglicosilata (0.48:0.3%.58:0.25) rispetto alla BSE ovina
(0.65:0.25 — 0.75:0.19) e alla BSE naturale in @gpr70:0.22).
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Tabella 4. Campioni ovini analizzati con il CSSA. (Pirisinuag., 2011)

_ _ Genotipo [GANnHCI] 12 (M) mediat
Campione ovino ID
della PrP* Dev.Stt
Isolati naturali
Scrapie ES/8/10/2 ARQ/ARQ 2,19+0,18
CH1641-like 99-454 VRQ/VRQ 2,00 + 0,06
99-321 VRQ/VRQ 2,41 +0,49
TR316211 ARQ/ARQ 2,82 +£0,08
Campioni
sperimentali
CH1641 241/74 AXQ/AXQ 2,07 £ 0,05
BSE ovina 301/16 (ic) t ARQ/ARQ >4
sperimentale 301/44 (ic) ARQ/ARQ >4
302/90 (0s) ARQ/ARQ 3,8; >4; >4

*amino acidi ai codoni 136, 154 e 171.
tvia di trasmissione: intracerebrale (ic) o l®K@s).

fogni campione é stato analizzatp almeno 3 volte

Fig. 12 Western blot rappresentativi che mostrano il digesito di taglio N-terminale (SAF84 vs P4) e
la suscettibilita alla denaturazione dei diversias di EST. | campioni sono indicati in accorditaa
Tabella 5: isolati di scrapie classica (Scl, Se8, $Sc4); CH1641 sperimentale (Chl); isolati di GH-

like (Ch2, Ch3, Ch4); BSE ovina sperimentale dapsrissione intracerebrale (Bsl) e orale (Bs2, Bs3,
Bs4, Bs5); BSE naturale caprina (Bs6). Tutti i pami sono stati pre-trattati (+) e non (-) cob 81 di
GdnHCI per 1 h a 37°C e poi diluiti ad una concazitne finale di 0.35 M GdnHCI prima della
digestione con PK in accordo al metodo discrimiriatdell’'lSS. | blot sono stati rivelati con SAF&ih
alto) e con P4 (in basso). Il peso molecolare daikers é indicato sulla destra dei blots. (Pirishal.,

2011)
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Tabella 5. Campioni analizzati con il WB discriminatorio.{Binu et al., 2011)

Genotipo della

Campione ID ID lane WB
Prp*
Isolati naturali
Scrapie ES16/10/10 ARQ/ARQ Scl
ES16/10/11 ARQ/ARQ Sc2
ES16/10/12 ARQ/ARQ Sc3
ES12/10/1 ARQ/ARQ
ES12/10/2 ARQ/ARQ
ES12/10/3 ARQ/ARQ Sc4
CH1641-like 99-454 VRQ/VRQ Ch2
99-321 VRQ/VRQ Ch4
TR316211 ARQ/ARQ Ch3
Goat BSE CH636 Bs6
Campioni sperimentali
CH1641 241/74 AXQ/AXQ Chi
BSE sperimentale ovina 301/16 (ic)t ARQ/ARQ Bsl
301/44 (ic) ARQ/ARQ
302/87 (0s) ARQ/ARQ Bs3
302/130 (os) ARQ/ARQ Bs4
302/64 (0s) ARQ/AHQ Bs5
302/90 (0s) ARQ/ARQ Bs2

*amino acidi ai codoni 136, 154 e 171.

T BSE sperimentale ovina: trasmissione intracetelfie) o trasmissione orale (0s).
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Figural3. A: diagramma del rapporto di anticorpi (antibodyake di denaturazione (denaturation ratio)
ottenuti da ciascun campione elencato in Tabelth®&,mostra la discriminazione dei campioni di gira
CH1641, CH1641-like e BSE. Il rapporto di anticogpil rapporto SAF84/P4 del segnale ottenuto in
chemiluminescenza relativo al rapporto SAF84/P4 ateitrollo di scrapie caricato in ciascun blot. Il
rapporto di denaturazione, ottenuto dai blot ritelzon SAF84, € il rapporto tra il segnale in
chemiluminescenza con 3.5 M e quello a 0 M. Ladinerticale si riferisce al valore di cut-off
dell'antibody ratio, in accordo al WB discriminaimrdell'lSS (antibody ratio=2). La linea orizzoraal
(denaturation ratio =4) mostra la separazione adeipioni di BSE da tutte le altre ESB-. diagramma dei
rapporti delle bande diglicosilate e monoglicosildt Pri*® dei campioni elencati in Tabella 5. | risultati
sono stati ottenuti dai campioni non trattati camB8CI dei blot rivelati con SAF84.

| campioni di scrapie classica sono di colore nefek11641 sono di colore rosso e i campioni di BBE
colore blu. | simboli pieni rappresentano gli igblaaturali mentre i simboli vuoti i campioni

sperimentali. (Pirisinu et al., 2011)
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4.3. Caratterizzazione molecolare di ceppi di EST animaled

umani adattati in arvicola rossastra (Myodes glaretus)

La prima parte del lavoro € stata svolta perfezidoatecniche gia in uso per la
caratterizzazione molecolare dei ceppi. Traenddaggio dall’'utilizzo di un modello
sperimentale di infezione, l'arvicola rossastra (dgs glareolus), in cui sono stati
trasmessi numerosi ceppi di EST animali ed umand3éd et al., 2008; Nonno et al.,
2006), sono state individuate caratteristiche na#cspecifiche di ciascun ceppo.

E stata quindi studiata la Pflaccumulata nel SNC di arvicole infettate con divers
ceppi di EST (scrapie, BSE, BASE, sCJD) attravéeswlisi biochimica dei frammenti
di PrP* resistenti alla proteinasi K (PFB. | frammenti di PrE sono stati individuati
utilizzando anticorpi monoclonali diretti verso féifenti epitopi (“epitope mapping”):
cid ha consentito di determinare i siti di taglielld proteinasi K lungo la PP le
dimensioni dei frammenti e, grazie anche all'aosiliella deglicosilazione, & stato
possibile differenziare i frammenti non glicosilda quelli glicosilati.

L’epitope mapping della P, prima (Fig. 14) e dopo (Fig. 15) deglicosilazipha
permesso di individuare diversi frammenti (Fig. $6)la base della presenza o assenza
degli epitopi presi in esame. Questa analisi henpeso di riconoscere 5 tipi molecolari
diversi, ognuno caratterizzato dalla presenza di aupit frammenti di PP (Tabella
6):

- tipo molecolare A, rappresentato da BASE, VV2 e MMNX{1 sCJD presenta tre

frammenti di 19, 14 e 11 kDa: il frammento di 19&P quello di 14 kDa sono C-

terminali e presentano entrambi i siti di glicositme. | due frammenti si

distinguono per un diverso sito di taglio della Rién anticorpi piu N-terminali si
perde il frammento di 14 kDa e scompare l'evidestgrapposizione delle bande

mono- e di-glicosilate presente con SAF84 (Fig.elBig. 15). Il frammento di 11

kDa presenta il medesimo sito di taglio N-termindéd frammento di 19 kDa ed un

ulteriore sito di taglio C-terminale, portando gllardita dei siti di glicosilazione (il

frammento non € visibile con SAF84) (Fig. 15);

- tipo molecolare B, distintivo della scrapie classé caratterizzato da un singolo

frammento C-terminale di 18 kDa,;

- tipo molecolare C, caratteristico di MV2 sCJD, mastn doppietto di 17-18 kDa;
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- tipo D, caratteristico della BSE, mostra un singimlonmento C-terminale di 17

kDa;

- tipo E, rappresentato da MM2 sCJD, e contraddcstoha due frammenti C-

terminali di 17 e 14 kDa che si differenziano per diverso sito di taglio N-

terminale: il frammento di 17 kDa e riconosciutoatdicorpi piu N-terminali (6C2,

9A2) mentre il frammento di 14 kDa presenta eschrsiente I'epitopo per il SAF84.

| risultati mostrano che tutti gli isolati di sciamvina possiedono un simile pattern
molecolare in arvicola, ben distinguibile da queBservati nelle diverse forme di sCJD,
BSE e BASE. Le forme di sCJD si differenziano weole dalla BSE per numero di
frammenti, glicotipo e peso molecolare. Un solo tgp sCJID, denominato VV2 sCJD,
mostra convergenze con la BASE, ed entrambi soraitedzzati dalla presenza di tre
diversi frammenti di Pr.

Oltre all’analisi della Prf® dei vari ceppi adattati in arvicola, & stata irigzga la
stabilitd conformazionale della Pfieon il CSSA.

| diversi ceppi analizzati hanno mostrato variazigostanziali di stabilita
conformazionale con valori di [GdnHG} da 1.6 M a 2.9 M (Fig. 17 e Tabella 7). La
PrP° da arvicole infettate con MM1/MV1, VV2 sCJD e BASt mostrato la pitl
elevata stabilita conformazionale, mentre la®Pda arvicole infettate con MM2 sCJD &
stata la piu suscettibile alla denaturazione (Tlabél. La scrapie, la BSE e MV2 sCJD
hanno mostrato valori intermedi di [GdnH]]tuttavia la scrapie € stata chiaramente
piu suscettibile alla denaturazione della BSE ®dR sCJD. Le arvicole infettate con
MV2 sCJD hanno mostrato la piu elevata variabilit@r-individuale rispetto ad altri
isolati.

| dati ottenuti con I'analisi della stabilita comfvazionale hanno confermato la
categorizzazione ottenuta dall’epitope mappingteffgo sulla PrP®® (Tabella 7) e non
ha identificato ulteriori sottotipi all'interno dépi molecolari di PrB®
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Fig. 14. Western Blot rappresentativo di ceppi di EST amalizcon diversi anticorpi monoclonali. Tipo
A (lane 1-2): MM1 e VV2 sCJD; tipo B (lane 3-4)rapie classica; tipo C (lane 5-6): MV2 sCJD; tipo D
(lane 7-8): BSE; tipo E (lane 9-10): MM2 sCJD. Fiacrossa: frammento di 19 kDa; freccia blu:
frammento di 14 kDa; freccia verde: frammento dkDh.
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Fig. 15.Campioni di Fig. 14 dopo deglicosilazione.
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Fig. 16.Schema rappresentativo dei frammenti di'®rP

Tabella 6.Tabella riassuntiva dei frammenti osservati needii ceppi di EST

Tipo molecolare Inoculo Frammenti di PrP"*
MM1/MV1 sCJD
A VV2 sCJD
BASE 19kDa 14kDa 11kDa

B Scrapie 18kDa / /
C MV2 sCJD 17- 18kDa / /
D BSE 17kDa / /
E MM2 sCJD 17kDa 14kDa /
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dose-risposta.

59



Tabella Aalori di [GdnHCI],/, dei ceppi di EST adattati in arvicola

Inoculo [GANHCI] 1,Media+dev.st  Tipi di PrP "
MM1 sCJD 2.77+£0.13 A
MV1 sCJD 2.88+0.17 A
VV2 sCJD 2,69+ 0,10 A
BASE 2,95+ 0,08 A
Scrapie 2.10+0.13 B
MV2 sCJD 2,41 + 0,37 C
BSE 2,55+0,10 D
MM2 sCJD 1.63+£0.11 E

n°: numero di casi analizzati

4.4 Confronto molecolare tra il Nor98 e le malattie umae (VPSPr
e GSS)

Come descritto precedentemente, il Nor98 presemtatteristiche molecolari
peculiari e ben distinguibili dalla scrapie classipresenza di un frammento di FtR
basso peso molecolare (~8 kDa) prodotto da undsitaglio N- e C- terminale ed una
maggiore sensibilita alla PK.

Frammenti tagliati sia a livello N- che C-terminaldivello della regione intermedia
della PrP sono stati osservati anche in malattipreani umane come la Gerstmann-
Straussler-Scheinker disease (GSS) e nella VariRbbtease-Sensitive Prionopathy
(VPSPr). La GSS con le mutazioni A117V e F198S ratterizzata dall’'accumulo di
frammenti di PrB°di ~7 and 8 kDa rispettivamente (Parchi et al98t®iccardo et al.,
1998; Piccardo et al., 2001). L’analisi molecoldetla GSS con la mutazione P102L
mostra due diversi pattern di frammenti di protgmi@nica di ~21 and 8 kDa associati
a differenti fenotipi clinico patologici (Parchi etl., 1998). Recentemente € stata
riportata una nuova malattia da prioni con un patiteolecolare con sensibilita alla PK
variabile (Gambetti et al., 2008; Gambetti et 4895; Zou et al., 2010). Nonostante
I'eterogenea resistenza alla PK dei frammenti & €hre vanno dai 17 kDa ai 26 kDa, il
frammento di 7 kDa mostra una elevata resistentza R in tutti e 3 i genotipi

(polimorfismo M/V al codone 129 della proteina priica).
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In base a queste analogie e alle potenziali implca derivanti dalle similitudini tra
ceppi di prioni animali ed umani, ho deciso diimgare I'ultima parte del mio periodo
di dottorato, 5 mesi, presso il centro di referepeale malattie da prioni umane degli
Stati Uniti (National Prion Disease Pathology Sill@ece Center, Case Western
Reserve University, Cleveland, OH) sotto la guighmtof. P. Gambetti e del dott. W.
Zou. Presso il centro di referenza e conservatabanaa di tessuti che include tutte le
tipologie note di EST umane, incluse le forme gehetdi GSS e le forme sporadiche
di VPSPr, descritte per la prima volta dal profnthetti stesso nel 2008 (Gambetti et
al., 2008). Nello studio collaborativo intrapresons state confrontate le proprieta
fisico-chimiche della Pr¥® di Nor98, VPSPr e GSS attraverso lo studio detlsitaglio
N- e C-terminali dopo trattamento con la PK (epitopapping) e con lo studio della
stabilitd conformazione della FTRCSSA).

Inizialmente sono stati analizzati i campioni disguna malattia attraverso curve di
PK per confrontare la suscettibilita alla digestigoroteolitica, per studiare i frammenti
di PrP®® e individuare la migliore concentrazione di PK dtlizzare nell’epitope
mapping (Fig. 18).

In seguito a trattamento con 0.1 mg/ml di PK, labitix del frammento interno del
Nor98 é stata piu lenta (~8 kDa) dei rispettivinfraenti associati a VPSPr e GSS
Al117V (8 vs 7 kDa), mentre e simile a quello di GE98S e GSS P102L (Fig. 19).

Come mostrato in Tabella 8, il dettagliato epitopapping ha rivelato che i diversi
pesi molecolari dei frammenti di PfPosservati sono in accordo con i loro diversi siti
di taglio N- e C- terminali. Inoltre questa anaksiggerisce che i frammenti interni di
PrP® hanno siti di taglio specifici per ogni malattieapella 8 e Fig. 20).

E interessante notare che nonostante VPSPr e G3%VAabbiano il frammento
interno di PrP° di peso molecolare simile (Fig. 19), i siti dglia N- e C-terminali
sono differenti (Tabella 8 e Fig. 20). Infatti, lsubase della diversa reattivita con 12B2,
9A2, L42 e 12F10, il frammento di VPSPr e spostato C-terminalmente rispetto a
GSS A117V (aa 97-152 e 91-142 rispettivamente)o Atesso modo, sulla base della
reattivita con SAF32 e L42, il frammento di Nor98mostato C-terminalmente rispetto
alla GSS F198S. Il confronto tra Nor98 e GSS Pl@aLmostrato che i rispettivi
frammenti di PrP® differiscono esclusivamente nel legame con il SAF3

Poiche GSS F198S ha mostrato una piu debole réattbon L42 e un peso
molecolare leggermente piu alto rispetto a GSS P16&y. 19), e probabile che il
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frammento di Prf® della mutazione F198S abbia la regione dell’ogteat

maggiormente conservata.

Nor28 VPSPr (MV) Al17V F198S

PK (”g/ml) 0 & 25 50 100 200 1000 0§ 25 50 100 200 1000 0 5 2§ 50 100 200 1000 0§ 2i 50 100 200 1000

—

1282 W '
(89-93) -

—
— >
- L T

9A2 s " —

(99-101)

—
Fig. 18. Curve di PK di Nor98, VPSPr e GSSWestern blot rappresentativi di campioni di Nor98,
VPSPr (M129V), GSS Al117V e GSS F198S dopo trattaoneon dosi crescenti di proteasi K (PK). Le

dosi di PK utilizzate sono indicate sopra i bladsespresse in pg/ml. | riquadri di colore rossadado le

dosi PK (50-100 g/ml) che permettono di analizzare i frammenti RKistenti a basso peso molecolare.
Le membrane sono state processate con 12B2 (ih @l®A2 (in basso). Sulla destra dei blots sono

indicati i pesi molecolari in kDa.

Tabella 8. Schema dei risultati dell'epitope mapping dei fraemtn interni di Nor98, VPSPr
and GSS ottenuti con diversi anticorpi monoclanalhessun signale ; +/- segnale debole ; +
segnale forte.

MAbS Epitopo Uomo Pecora

PrP umana | VPSPr GSS A117V GSS F198{GSS P102L Nor98
SAF32 octarepeat - - + + -
12B2 89-93 - +/- + + +
9A2 99-101 +/- + + + +
6D11 98-101 + + + + +
8G8 97-104 + + + + +
F89 139-142 + + + + +
L42 145-150 + - +/- + +
12F10 143-152 + - - - -
SAF60 157-161 - - - - -
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Fig. 19. Blot rappresentativi di epitope mapping della PrBi Nor98, GSS and VPSPr con 5 diversi

anticorpi anti-PrP.
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SAF32 12B2 QA2 L42
23 octarepeat 89-93 99-101145-150 231
EREREENN | N\
6T
~89 ~ 150
Nor98 N | |
~81 ~ 150
GSS P102L ENA |
~71-81 ~ 147
GSS F198S ITENE N
~91 ~ 142
GSS A117V N |
~97 ~ 152
VPSPr |

Fig. 20 Schema rappresentativo dei frammenti di 7-8 kDHasbase dell'epitope mapping. La

numerazione degli aminoacidi fa riferimento allgsenza di PrP umana.

Successivamente i campioni sono stati analizzatilo)BSSA per studiare la stabilita
conformazionale della PPPsia sensibile che resistente alla PK associata gad o
malattia.

I CSSA ha mostrato stabilitd conformazionali deéHeP* specifiche per ciascuna
malattia ad eccezione dei casi di P102L. LaPdel Nor98 ha mostrato valori di
[GdnHCI]» di 1.5 M come mostrato precedentemente.

La PrP°di VPSPr ha mostrato una maggiore stabilita rtspat Nor98 con valori di
[GANHCI]y2 di 2.2-2.4 M (Fig. 21; Tabella 9). L'analisi deass di GSS indica stabilita
conformazionali mutazione-specifiche. La PYRi GSS F198S & piu resistente alla
denaturazione rispetto a GSS A117V (valori di [G@ti, di 2.9 M vs 1.4-1.6 M
rispettivamente). La stabilitd conformazionalelal@®rP° del caso GSS P102L (#12
con M/M al residuo 129) contenente sia la PrPre8@¢che il frammento di 8 kDa (Fig.
22) e stata piu alta del caso GSS P102L (#13 cbhaWresiduo 129) caratterizzata dal
solo frammento interno di 8 kDa (Fig. 22). Comunqued caso #12 il cervelletto

accumula solo il frammento di 8 kDa quindi dei @isGSS P102L sono stati analizzati
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anche i cervelletti contenenti entrambi i frammethit8 kDa. Le analisi hanno mostrato
ancora una maggiore stabilita conformazionale deb@t12 rispetto al caso #13 (Fig.21
e Tabella 9).

Tabella 9. Valori di GdnHCl,, della PrB¢ di umana e ovina

. _ _ [GdnHCI]1/2
Specie  Malattia  ID Genotipof Area cerebrale _ Prpres
media + SEM
Ovina Nor98 #1  AFRQ/AFRQ Cervelletto 1.48 £ 0.04 89 - 150
#2 ALRR/ALHQ Cervelletto 1.44 +0.01
Umana VPSPr #5 AYAY/ Corteccia frontale 2.18 £+ 0.04
#6 \VAY Corteccia frontale 2.00 + 0.04 97 - 152
H#H7 vV Corteccia frontale 2.36 + 0.08
GSS #8 AVAY Corteccia frontale 2.89 + 0.14
_ 71/81 — 147
F198S #9 MV Corteccia frontale 2.91 + 0.09
GSS #10 MV Corteccia frontale 1.61 + 0.03 o1 - 142
Al117V  #11 \YAY Corteccia frontale 1.36 + 0.04
GSS #12 MM Cervelletto 2.77 £0.08
P102L Corteccia frontale 2.41 + 0.09
, 81 - 150
#13 MV Corteccia frontale 1.53 + 0.02
Cervelletto 1.63+£0.16

9 polimorfismo ovino: amino acidi ai codoni 136,11454 e 171 del gene della PrP ovina;
polimorfismo umano al codone 129 del gene umanta d&lP;* deriva dall’epitope mapping
come riportato in Tabella 8. La numerazione degiire acidi si riferisce alla sequenza di PrP

umana.
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Fig. 21. Analisi della stabilita conformazionale.

A: blot rappresentativi di PFPdopo trattamento con concentrazioni crescentidfikBCl. Nor98 caso #2,
VPSPr VV caso #7, GSS F198S caso #8, GSS A117V#H50GSS P102L caso #13 corteccia frontale.
B: curve dose-risposta dei campioni analizzati c@@S5A (Tabella 9)
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Corteccia
frontale

Cervelletto

Fig. 22. Western blot dei due casi di GSS P102L.
Il caso #13 sembra essere caratterizzato solaaaihfiento interno di 8 kDa. Il caso #12 & carattatiz
da frammenti di Pr® di 27-30 e 8 kDa: sono entrambi nella cortecaiattile mentre nel cervelletto si

ritrova solo il frammento di 8 kDa.

In conclusione I'epitope mapping e l'analisi dedimbilita conformazionale hanno
mostrato differenze malattia-specifiche (Tabella®munque un singolo caso di GSS
con la mutazione P102L (#13) ha esibito una stabiibnformazionale simile al Nor98
ed e discriminabile dal Nor98 solo per il legamen GoSAF32. A tale proposito, €
importante notare che l'inserzione della glicing (@ll'ultimo repeat della sequenza di
PrP ovina (Fig. 23) potrebbe avere impatto suheg del SAF32 con il frammento di

PrP® del Nor98.

Human 73-WGQPHGGGWGQPHGGG -WGQGGGTHSQWNK -101
Ovine 76- WGQPHGGGWGQPHGGGGWGQGG - SHSQWNK -104

SAF32, 12B2, 9A2

Fig. 23. Allineamento della sequenza di PrP ovinawmana.
L’epitopo dell'anticorpo SAF32 é in blu, del 12B2 liosso e del 9A2 in verde. Notare I'inserzionenG i

posizione 92 nella PrP ovina.
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5. DISCUSSIONE

5.1. Stabilita conformazionale con CSSA

Il principale evento patogenetico delle EST coigeola trans-conformazione della
PrP in PrP* portando allaccumulo di aggregati insolubili argialmente resistenti
alle proteasi. Quindi la resistenza alla digestimom PK e [l'insolubilita sono le
caratteristiche distintive della P¥P La gran parte degli studi sulla caratterizzazione
molecolare della Pr® pero, si sono focalizzati principalmente sul fraemto della
PrP™* resistente alla PK, a causa delle difficolta niéfletenziare la PrP dalla PrB°
degli omogenati cerebrali infetti. Tuttavia, € seepiu evidente che le isoforme di
PrP>® insolubili ma sensibili alle proteasi sono coirteoin diverse malattie animali ed
umane (Cronier et al., 2008; Gambetti et al., 20@d&strana et al., 2006; Safar et al.,
1998; Thackray et al., 2007a; Tremblay et al., 200&ban et al., 2002). Queste forme
di PrP*° sono state individuate con diverse metodicheletrguali il CDI (Safar et al.,
1998; Safar et al., 2005a; Thackray et al., 200Fafura immunologica (Nazor et al.,
2005; Zou et al., 2004), centrifugazioni differaalziPastrana et al., 2006; Tzaban et
al., 2002), digestione con termolisina (Croniealet2008) e digestione a freddo con PK
(Tremblay et al., 2004). Tra le tecniche capacindividuare la Prf* sensibile alle
proteasi (sPrP), il Conformation Dependent Immunoassay (CDI) hastrato di
poter distinguere otto ceppi di prioni di hamstebase alla conformazione della PYP
calcolando il rapporto del legame dell’anticorpla &rP nativa e denaturata in funzione
della concentrazione della PfRSafar et al., 1998). Il CDI perd dipende fortebeen
dagli anticorpi disponibili capaci di riconosceré epitopi nascosti della PF® come il
3F4 e questo ne limita I'utilizzo in molte speaig@minanti inclusi.

Con il CSSA abbiamo sviluppato un protocollo pec#aatterizzazione molecolare
degli aggregati di Pr® che non sfrutta la loro resistenza alle proteasi,@ basato su
una procedura convenzionale di centrifugazionestifiziale in presenza di detergenti e
sulla solubilizzazione degli aggregati di Prlopo denaturazione con concentrazioni
crescenti di GAnHCI. | risultati mostrano che il$¥Se un metodo affidabile e semplice
e che & in grado di discriminare conformeri di Prd&sociati a diversi ceppi di EST.
Rispetto al CDI il CSSA offre due importanti vangag i) non dipende dall’anticorpo
usato e pud essere quindi sfruttato per confrongastabilita conformazionale di PYP

di diverse specie; ii) non c’'e ancora prova chelll sia capace di discriminare i ceppi
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nell'ospite naturale mentre il CSSA ha mostratpater essere usato per isolati naturali
umani ed ovini. In precedenti studi (Legname et2006; Peretz et al., 2001; Peretz et
al., 2002) e stato messo a punto un saggio dilisdabonformazionale (CSA) capace di
discriminare conformeri di P misurando il livello di perdita di resistenza alle
proteasi in funzione di esposizioni crescenti @nHCI. Questo metodo ha mostrato di
essere molto utile nella tipizzazione molecolareceéppi in diverse specie (Cali et al.,
2006; Green et al., 2008; Scott et al., 2005) estado recentemente sfruttato per
investigare alcuni meccanismi di base della repim# dei prioni (Legname et al.,
2006).

Il protocollo sviluppato per il CSSA é concettuahteesimile al CSA poiché deriva
informazioni dalla stabilitd conformazionale degljgregati di PrP. Infatti come
mostrato in Fig. 6 il CSA e il CSSA danno profili denaturazione molto simili in
omogenati cerebrali di arvicole inoculate con sieagomunque il CSSA rappresenta
un passo avanti nella tipizzazione molecolare denped offre molti vantaggi rispetto
a protocolli usati in precedenza. Con il CSA infagr distinguere la PP denaturata
da quella nativa viene sfruttata la suscettibiblla PK ma, come e noto, i ceppi
mostrano distinte suscettibilita alla PK mentr€8A utilizza la stessa concentrazione
di PK per derivare il livello di denaturazione @elPrP° nei diversi ceppi. Inoltre nel
CSA € necessario diluire la GAnHCI per permett@tiita dell’enzima proteolitico.
Tuttavia, & noto che la denaturazione della®PpRo essere un fenomeno parzialmente
reversibile e, come riportato, la diluizione dehdtirante potrebbe ristabilire I'iniziale
resistenza alle proteinasi della PYRKocisko et al., 1996). Con il CSSA questo
problema viene arginato evitando ogni cambiamen&ladconcentrazione del
denaturante durante il saggio. Infatti, la fasdahaturazione € seguita dalla separazione
delle frazioni solubili ed insolubili in centrifugaelle medesime condizioni della fase di
denaturazione. La caratteristica forse piu impaetastel CSSA € la sua capacita di
caratterizzare la PrPsensibile alle proteasi, permettendo quindi il fommto diretto
delle stabilita conformazionali dei ceppi di ESBaati a Prf sensibili e resistenti
alla PK.

Abbiamo quindi investigato il potenziale del CS®Ar la tipizzazione di isolati
ovini naturali di Nor98, che & caratterizzato da guantita elevata di sP¥Rnsolubile
(Buschmann et al., 2004). | risultati sono statitm@romettenti, poiché i campioni di

Nor98 hanno mostrato un distinto profilo di denanione, nonostante gli isolati
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analizzati derivassero da ovini con diversi genatippresumibilmente a diversi stadi
della malattia. Inoltre, i campioni di Nor98 sontats discriminati facilmente dai
campioni di scrapie classica, che rappresenta ppocdifferente. || CSSA ha permesso
quindi la caratterizzazione della stabilita confamonale di un ceppo proteasi-
sensibile, del quale i metodi basati sulla protddivrebbero caratterizzato solo una
minima parte della Pr® presente nellomogenato cerebrale. Questi risukanho
promettenti soprattutto in vista dei recenti sti@onier et al., 2008; Safar et al., 2005a)
che hanno stimato che circa il 90% della¥g?esente negli isolati di SCJD e vCJID &
PrP° proteasi-sensibile. Inoltre la recente scopertauda proteinopatia proteasi-
sensibile (VPSPr), una malattia da prioni umana npartata prima (Gambetti et al.,
2008), potrebbe suggerire che le malattie da proamatterizzate da isoforme di PrP
sensibili alle proteinasi siano piu frequenti diagto ritenuto fino ad ora. E stato
riportato che gli omogenati cerebrali da casi diSPP contengono principalmente una
forma di PrP insolubile sensibile alle proteasiampagnata da modeste quantita PrP
tipicamente proteasi-resistente (Gambetti et @082 in maniera simile ai risultati
ottenuti con i campioni di Nor98.

Un’altra caratteristica del CSSA é che, evitandoaittamento con la PK, permette la
caratterizzazione della full-lenght PfRFL-PrP, compresa la parte N-terminale della
proteina che viene idrolizzata dopo digestione Bé¢h Oltre alla FL-PrP, durante il
CSSA vengono precipitati selettivamente anchemifrenti di PrB° prodottiin vivo per
I'azione di proteasi cellulari ed extracellulariu@di il CSSA permette di derivare
informazioni anche sulla loro stabilita conformamte. Questi frammenti comprendono
quelli C-terminali come C2 in scrapie e sCJD, aosmine il caratteristico frammento
interno del Nor98, e sono facilmente distinguibailla FL-PrP anche per il legame con
diversi anticorpi (Fig. 5). Questo aspetto € mdhteressante perché permette di
confrontare le proprieta conformazionali degli aggati di Pr° prodotti dalla FL-PrP o
da frammenti di Pr¥ tagliatiin vivo. L’epitope mapping della PPPin situ infatti ha
mostrato che gli aggregati di FL-PrP o C2 hanneidi® localizzazioni cellulari (Jeffrey
et al., 2001). Inoltre, analizzando PfPResistente alla termolisina di campioni ovini con
scrapie e BSE, Owen e colleghi hanno mostrato térpoale dei frammenti C2 per la
tipizzazione dei ceppi (Owen et al., 2007).

Il principale inconveniente del CSSA potrebbe es$@rcompleta separazione delle

due isoforme di PrP, PfPe PrB° E stato sviluppato un protocollo capace di
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minimizzare questo problema, tuttavia I'1-4% dé¥& negli omogenati cerebrali da
arvicole non malate (NBH) e stato ritrovato nellgtel Ci sono comunque molte
evidenze che guesto inconveniente non interfegscai risultati del CSSA. Infatti gli
omogenati cerebrali di arvicole infettate contergbassi livelli di PrP solubile (“bona
fide” PrP°) (Fig. 2). Sulla base dei risultati ottenuti cdrNBH, si pud ritenere che
meno del 5% della Pfsi ritrovi nel pellet; d’altra parte, nei cerveflialati la PrP era

il 5-30% della PrP totale. Da queste considerazisinpuo presupporre che il rapporto
PrP°YPrP nel pellet debba essere pit grande di due ordingrdndezza, che
rappresenta l'intervallo di lavoro del CSSA. Ine|te stata ottenuta una chiara solubilita
differenziale della PfPe della PrP* anche dopo I'aumento del rapporto BERP°
nell'omogenato, unendo artificialmente SBH con NBHig. 2). Ed ancora piu
importante, la frazione di PfPsedimentata ha dimostrato di essere insensibide al

denaturazione (Fig. 3), non in grado quindi dinfeere con il CSSA.

5.2 Discriminazione dei ceppi con il CSSA

Il potenziale del CSSA per la discriminazione depm € stato investigato
analizzando ceppi di sCID e gCJD umana e scrajma @dattati in arvicola rossastra,
ceppi gia caratterizzati in dettaglio precedentam¢Di Bari et al., 2008; Nonno et al.,
2006). In questi studi le arvicole infettate coolasi di MM1/MV1 sCJD e E200K
gCJD avevano mostrato pattern di trasmissione iclend loro ed erano caratterizzati
da un frammento non glicosilato di PRli 19 kDa, mentre MM2 sCJD mostrava un
frammento non glicosilato di PfP di circa 17 kDa. Diversamente, tutti gli isolati
italiani di scrapie (Di Bari et al., 2008; Pieniagal., 2006), cosi come il ceppo murino
ME7 (Nonno et al.,, 2006), dopo trasmissione in Gl erano caratterizzati
dall’accumulo di una PP non glicosilata di peso molecolare intermedio KD&) tra i
tipi umani 1 e 2 di CJD. Questi differenti tipi BrP* derivano da diversi siti di taglio
della PrP° da parte della PK, che si pensa riflettano distioonformazioni degli
aggregati di Pr®. Con il CSSA abbiamo mostrato che in effetti qu8stipi di PrP®
sono caratterizzati da aggregati di ®réon distinte suscettibilita alla denaturazione con
GdnHCI. Quindi, la Pr¥® da arvicole infettate con MM1 sCJD, MV1 sCJD e @20
gCJD, caratterizzata da una PtRi 19 kDa, ha mostrato una elevata resistenza alla
denaturazione, mentre i campioni di MM2 sCJD, taraizati da un frammento di
PrP®di 17 kDa, sono stati i pill suscettibili e la $3eaSS7, caratterizzata da una'PrP
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di 18 kDa, ha mostrato una suscettibilita interraedf interessante notare che la
variabilita dei valori di [GdnHCI), interna ad ogni gruppo € stata molto bassa (Tabell
2) ed ha permesso il confronto statistico trafiedénti gruppi, consolidando l'idea che i
valori di [GdnHCI}; riflettano proprieta della PrP ceppo-specifiche piuttosto che
individuali.

E stato recentemente suggerito che la stabilitfocoazionale della PP sia
direttamente proporzionale alla lunghezza del pleridi incubazione nei topi infettati
con diversi ceppi di prioni (Legname et al., 2008)guardo cio, e importante notare
che i risultati in arvicole sembrano contraddireegfa conclusione, infatti la minore
stabilita conformazionale € associata a prioni pbetano a piu lunghi periodi di
incubazione, cioé MM2 sCJD con un periodo di sopkeenza di ~330 giorni post-
infezione (dpi), mentre la scrapie SS7 (tempo doraevivenza di ~90 dpi) e
MM1/MV1 sCJD (~130 dpi) hanno mostrato maggioreb#ita conformazionale e
minori tempi di incubazione rispetto a MM2 sCJD.

Il potenziale discriminativo dei ceppi del CSSAtats esplorato anche nelle malattie
naturali. A questo scopo sono stati analizzatidi&gli isolati umani ed ovini utilizzati
per la trasmissione in arvicola. | due isolati @gzipnti con MM1 e MM2 sCJD sono
stati facilmente discriminati in base alla lorobsligd conformazionale, con MM1 sCJD
che ha esibito una minore suscettibilita alla dersatione rispetto a MM2 sCJD (valori
di [GdnHClI}y2 di 3,31 M per MM1 sCJD e 1,63 M per MM2 sCJD). &eisultati
rispecchiano precedenti studi con il CSA che meatra che la PrP associata a MM1
sCJD era due volte piu stabile di quella assocatdM2 sCJD, con valori di
[GdAnHCI]y2 di 2,76 M e 1,63 M per MM1 sCJD e MM2 sCJD (Caliat, 2006).
Naturalmente, questi dati necessitano confermaiogeiu ampio numero di isolati.

Oltre a valutare il potenziale discriminativo dolati naturali, questo approccio ha
permesso di confrontare la stabilita conformaziemti prioni nel loro ospite naturale e
dopo trasmissione in arvicola. E stato mostrat@quentemente che i ceppi di prioni
possono sia mantenere le loro proprieta biologatteemutare dopo trasmissione in una
nuova specie ospite (Bruce, 1993). Piu recentesnerdtato riportato che, durante la
trasmissione inter-specifica, un cambiamento nebaformazione € accompagnato
dal’emergenza di un nuovo ceppo, mentre la stabdbnformazionale della PiPe
mantenuta quando un ceppo viene riprodotto fedekmienun nuovo ospite (Peretz et

al., 2002). I risultati di questo lavoro mostrareed’ordine di grandezza della stabilita
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conformazionale degli isolati di sCJD e scrapie né generale preservato dopo
I'adattamento in arvicola (Fig. 7). In particolate, stabilita conformazionale di MM2
sCJD e risultata identica prima e dopo trasmissioravicola. Studi precedenti hanno
mostrato che MM2 sCJD, e in modo minore MM1 sCHgpntrano una barriera di
trasmissione molto bassa in arvicola rossastra i@ al., 2006). Queste osservazioni
possono suggerire che MM2 e probabilmente MM1 s@dpagano fedelmente le loro
proprieta di ceppo dopo trasmissione in arvicol. modello della selezione
conformazionale prevede che la struttura primagbadPrP dell'ospite influenzi la
varietd dei possibili tipi di Pr® che sono termodinamicamente preferiti durante la
propagazione (Collinge and Clarke, 2007). In questadello la barriera di trasmissione
& determinato dal grado di sovrapposizione traiidi PrP° permessi o preferiti dalla
PrP dell’'ospite e della specie donatrice. Si potreqbimdi ritenere che la sequenza di
PrP di arvicola sia prona ad adottare alcune cardaioni di Pr® umane ed é stato
mostrato che questa proprieta potrebbe risiedella peesenza di alcuni particolari
aminoacidi in posizioni rilevanti della PrP di awla (Agrimi et al., 2008; Piening et
al., 2006).

Infine il CSSA ¢ stato sfruttato per discriminaselati di prioni ovini di campo,
mostrando che questo metodo é di grande valordapéiscriminazione dei ceppi in
ospiti naturali. Infatti, la stabilitd conformazile dei prioni e fortemente associata al
ceppo, sia di scrapie classica che di Nor98 e mmende da fattori individuali come eta,

stadio clinico o genotipo della PrP (Tabella 3).

5.3 Sviluppo del WB discriminatorio

Vista l'alta capacita discriminativa del CSSA naifialisi di isolati naturali (sCJD,
scrapie e Nor98), abbiamo investigato il potenzdilguesta nuova tecnica in ambito
applicativo, ed in particolare per il riconoscimemolecolare della BSE negli ovi-
caprini. A tal fine abbiamo studiato un pannelloigblati ovini che rappresentano la
variabilita ad oggi nota, includendo isolati diaguie classica, Nor98, CH1641-like e
campioni di BSE sperimentale in pecora. In paréio®lera interessante confrontare i
campioni CH1641-like con la BSE, visto che le tebei discriminative attualmente
disponibili non permettono una loro differenziazonl campioni di BSE hanno
mostrato una stabilita conformazionale nettamenaggiore rispetto a tutti gli isolati
naturali ovini, ed in particolare rispetto ai CH16lke. In base a questa caratteristica
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abbiamo messo a punto un nuovo test molecolareidisativo, apportando alcune
variazioni al metodo in uso in Italia per la so@gza della BSE negli ovi-caprini, il
WB discriminatorio dell’lstituto Superiore di Saaitl risultati hanno mostrato che I'uso
combinato di due caratteristiche molecolari indgbemti, il taglio N-terminale della PK
e la resistenza alla denaturazione, permette firdiiziare gli isolati di scrapie classica
e di CH1641-like dalla BSE dei piccoli ruminanti.

Tuttavia € stata osservata una certa variabildgai ttampioni di CH1641-like, sia
quando analizzati con il CSSA (Tabella 4) che cbWB discriminatorio. Come
riportato in precedenza (Stack et al., 2006), paap di anticorpi di alcuni campioni di
CH1641-like sono vicini al cut-off (Fig. 13A). Irtoé, la variabilita nell’analisi della
stabilita conformazionale osservata con il CSSA ih#uenzato i rapporti di
denaturazione misurati con il WB discriminatorionc2 campioni di CH1641-like che
hanno mostrato una piu elevata resistenza alla Gtlnspetto a tutti gli altri campioni
di scrapie. A causa del limitato numero di isoldii CH1641-like, sono necessari
ulteriori studi per valutare il loro effettivo gradli variabilita. Questa variabilita, oltre
creare problemi nella discriminazione, potrebbesdgere dalla possibile presenza di
pitl varianti conformazionali di PrP (e forse ceppi) negli isolati di CH1641-like. Le
similitudini biologiche dei campioni di CH1641-likeia dopo trasmissione in topi
transgenici ovini (Baron et al., 2008) che in aplec(U. Agrimi, dati non pubblicati)
sono degne di nota. Tuttavia, gli isolati di CH18éke& producono un certo grado di
variabilita molecolare della PTPin entrambi i modelli animali che potrebbe essere
legata alla variabilita molecolare della PtBstratta dai cervelli ovini.

Nonostante il limitato numero di campioni, questods supporta la convinzione
che gli isolati di CH1641-like possano essere disoati dalla BSE dei piccoli
ruminanti dal punto di vista molecolare in maniemanvincente. Inoltre, 'elevata
stabilita conformazionale della BSE, quando cortlitan con quella degli isolati di
scrapie classica, Nor98 e CH1641-like, suggeridcgoienziale del nuovo WB
discriminatorio proposto in questo studio per dmarare la BSE da tutte le altre EST

dei piccoli ruminanti.
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5.4 Caratterizzazione molecolare di ceppi umani e aninma

adattati in arvicola

Utilizzando metodiche gia esistenti insieme al rwogaggio di stabilita
conformazionale, sono state confrontate le progpimbchimiche dei ceppi associati a
malattie da prioni umane ed animale, dopo essatieaglattati in arvicola rossastra.

L’analisi della PrP®° associata alle malattie sporadiche umane e allattieada
prioni animali ha mostrato innanzitutto che la p@aBSE, MM1/MV1 e MM2 sCJD,
hanno mantenuto il loro pattern molecolare dopsntiasione in arvicola, a differenza
di VV2 sCJD e della BASE.

L'analisi della PrP° ha inoltre permesso la categorizzazione deglatsdli prioni,
mostrando che tutte le EST animali hanno caratienes molecolari distinte dalla CID
sporadica, ad eccezione della BASE.

L’analisi della stabilitd conformazionale ha comf@to la classificazione molecolare
della PrP® pur non permettendo di discriminare ulteriormentii individuati sulla
base della caratterizzazione delle proprieta d&ikf®

Le similitudini evidenziate tra BASE e VV2 CJD imeggiano ulteriori studi
comparativi sulla natura delle forme sporadicheulbaspossibile relazione tra EST

animali ed umane.

5.5 Confronto molecolare di Nor98 con malattie da prionumane

L’analisi comparativa di isolati di Nor98 con aleummalattie da prioni umane
(VPSPr e GSS) harivelato differenze che, seppur, lsembrano essere significative.

Innanzitutto I'analisi della mobilita elettroforeé ha rivelato che il peso molecolare
relativo del frammento di Pf®del Nor98 & pill grande dei rispettivi frammenggenti
in VPSPr e GSS con la mutazione A117V, mentre sarabsere molto simile alle GSS
con le mutazioni F198S e P102L. Nonostante cimaliai accurata di tali frammenti
attraverso I'epitope mapping, ha mostrato diffeeeniz sito di taglio sia N- che C-
terminale anche nei casi in cui il peso molecotiga PrP* & simile: VPSPr vs GSS
A117V, Nor98 vs GSS F198S e P102L. Tali risultathho mostrato chiaramente una
inaspettata eterogeneita delle caratteristiche ecotde tra i frammenti interni di PP
associate alle EST umane e il Nor98, tuttavia @beste con I'esistenza di diversi ceppi

nonostante la presenza di frammenti di"®gmili.
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Anche l'analisi della stabilita conformazionale mmastrato differenze specifiche tra
il Nor98 e i casi umani analizzati, ad eccezionardcaso di GSS P102L.

L’analisi molecolare comparativa ha rivelato quipdoprieta fisico-chimiche della
PrP>° specifiche sia per malattia che per mutazioneltro risultati hanno mostrato
che i campioni umani analizzati sono differenti Nair98 con I'eccezione di un caso di
GSS P102L caratterizzato esclusivamente dal frartorieterno di PrF®

L’analisi molecolare comparativa deve inevitabiltentenere conto delle
problematiche legate al confronto di PrBrovenienti da specie diverse: come & stato
sottolineato (Fig. 23), diversita aminoacidichelaedequenza di PrP ovina e umana
possono determinare differenze che potrebbero essslusivamente determinate dal
legame o meno di un anticorpo ad un determinattogpi Poiché tali similitudini o
differenze non possono essere determinate esaisita con tali metodiche di
caratterizzazione molecolare, é sicuramente netess&ludere ulteriori analisi che
comprendano il sequenziamento N-terminale e lattesizzazione biologica dopo

trasmissione in modelli animali.
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6. CONCLUSIONI

In questo studio & stata messa a punto una tesnigeado di studiare la stabilita
conformazionale della PrPdopo denaturazione con GdnHCI. A differenza dhittte
gia utilizzate in precedenza, questo saggio araliazstabilita conformazionale della
PrP*® studiando il grado di insolubilita dopo trattamerton GdnHCI invece della
resistenza alla PK. Cid ha permesso di analizzazkeala Prf* sensibile alla digestione
proteolitica oltre che la P/ Il saggio ha dimostrato di avere un elevato gredo
discriminazione dei ceppi sia in modelli animaleah isolati naturali ovini ed umani.

L’unione di tecniche gia in uso insieme al saggessD a punto ha permesso di poter
discriminare i ceppi analizzando contemporaneameliterse proprieta della PP
associata alle malattie da prioni. Infatti sulladaelle proprieta conformazionali di vari
isolati naturali ovini europei, osservate con CS®Astato possibile migliorare il
potenziale discriminativo del metodo WB ufficialmenin uso per differenziare
campioni di scrapie, CH1641-like e BSE ovina, fambora difficilmente discriminabili
se non ricorrendo alla caratterizzazione biolodicpo trasmissione in modelli animali.

Il potenziale zoonotico delle EST é tutt’'oggi patefinito, sia per la relativa rarita di
queste patologie, che impatta fortemente sullaipitiss di ottenere forti evidenze dagli
studi epidemiologici, sia a causa della mancanzpgdrocci molecolari affidabili per il
confronto dei ceppi tra specie diverse. |l miglmento delle tecniche gia disponibili e
l'introduzione di una nuova tecnica in grado di astigare diverse proprieta
biochimiche della Pr® ha permesso di affrontare per la prima volta ualian
comparativa degli isolati umani ed animali.

Tali studi sono stati eseguiti sia su ceppi adaittasirvicola che su isolati naturali,
includendo in particolare ceppi di EST le cui piet& biochimiche elusive ne avevano
limitato la caratterizzazione fino ad ora. | riggilt hanno mostrato interessanti
convergenze tra forme sporadiche trasmesse inadaviome la BASE bovina e la VV2
sCJD umana, cosi come tra Nor98 ovino e una foren@tgca umana (GSS P102L). A
parte la BSE, questi risultati mostrerebbero pgriaa volta preoccupanti somiglianze
tra ceppi umani ed animali, potenzialmente indicati un link eziopatogenetico. Tali
convergenze pero necessitano di ulteriori ed apprbfe analisi molecolari su un
numero piu elevato di casi e di una caratterizzazibiologica utilizzando modelli

animali. Tuttavia i dati ottenuti dalla carattemzmone biochimica dimostrano I'efficacia
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della tipizzazione molecolare nell'analisi di cepgnimali ed umani ai fini della

valutazione del rischio legato alla presenza gpcanimali potenzialmente zoonotici.
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