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INTRODUZIONE



1.1 Cronistoria

Il dogma universalmente accettato secondo cui ogni agente patogeno
dovesse contenere almeno una molecola di acido nucleico (DNA o RNA)
sembro vacillare improvvisamente nel 1982 quando fecero la loro comparsa

nel novero delle “malattie infettive” quelle provocate dai Prioni.

Fu Stanley Prusiner a purificare per la prima volta da preparati di cervelli
infettati dallo Scrapie, malattia neurodegenerativa che colpisce le pecore,
una proteina parzialmente resistente alla digestione con proteasi (PrP>), la
cul concentrazione era proporzionale al titolo infettante del preparato. |
risultati ottenuti lo condussero ad ipotizzare che la proteina isolata PrP 27-
30 (27-30 kD) fosse il costituente fondamentale dell’agente infettivo che lui

stesso chiamo “prione” (Prusiner S. B., 1982a; Prusiner S. B., 1998).

Le patologie da prioni sono malattie neurodegenerative degli
animali e dell’uomo che presentano molte caratteristiche neuropatologiche
ed epidemiologiche comuni. La presentazione clinica ed il coinvolgimento
cerebrale possono, comunque essere estremamente variabili, soprattutto per

quanto riguarda i1 tempi d’insorgenza dei segni clinici.

Furono Vincent Zigas e Carlton Gajdusek nel 1957 a descrivere per la
prima volta il Kuru, una malattia neurologica che si era diffusa in forma

epidemica a Papua, in Nuova Guinea, tra i membri della tribu Fore, in



seguito a pratiche cannibalistiche. Tale malattia, caratterizzata da grave
atassia cerebellare, movimenti involontari e demenza, ¢ scomparsa del
tutto con la cessazione di queste pratiche, dimostrando cosi la
trasmissibilita per via orale dell’infettivita prionica nell’ambito della specie

umana (Sorenson e Gajdusek, 1969; Zigas V., 1970).

Tale via di trasmissione tutt’oggi continua ad essere attivamente investigata

soprattutto nelle cavie e nei primati (Segundo et al., 2008).

Alla fine degli anni ’50, William Hadlow, patologo veterinario americano,
rilevo le somiglianze tra il Kuru e lo Scrapie. Quest’ultima ¢ una
neuropatologia degli ovini, a trasmissione orizzontale, conosciuta da
almeno 250 anni che produce, oltre alla perdita della coordinazione

motoria, anche un intenso prurito all’animale (Hadlow, 1959).

La trasmissibilita dello Scrapie era gia stata dimostrata negli anni trenta, per
cui, Hadlow suggeri di tentare sperimentalmente 1’induzione del Kuru sui

primati.

Sulla base di queste osservazioni, Carlton Gajdusek ed il microbiologo
Clarence Gibbs nel 1963 inocularono in varie specie di primati, con
modalita multiple, omogenati di encefalo ed altri organi di pazienti deceduti
per Kuru. Dopo 18-24 mesi dall’inoculazione intracerebrale, 1 due

ricercatori riuscirono a riprodurre 1 segni clinici della patologia umana in



alcuni scimpanzé. Due anni piu tardi, ’esperimento fu ripetuto con
successo utilizzando omogenato di encefalo di pazienti deceduti a causa

della malattia di Creutzfeldt-Jacob (MCJ).

Questa malattia, descritta nel 1921, si presenta con demenza progressiva
associata a mioclono. A questo sintomo principale, spesso si affiancano
disturbi motori di tipo piramidale o extrapiramidale, segni e sintomi di

disfunzioni cerebellari.

Gibbs e Gajdusek coniarono il termine di “Encefalopatie Spongiformi”, per
indicare la MCJ, il Kuru e lo Scrapie. Il loro ingresso nel novero delle
malattie infettive ¢ stato determinato con la dimostrazione della loro
trasmissibilita (Gajdusek et al., 1966; Gajdusek et al., 1968; Gajdusek D.

C., 1977).

Attuali ricerche hanno confermato che nelle cavie, sia i1l Kuru che la s-CJD

presentano le medesime modalita di trasmissione (Wadswoth et al., 2008).

Nel 1981 in questo gruppo di malattie fu inserita anche la malattia di
Gerstmann Straussler-Scheinker (MGSS), descritta per la prima volta nel
1928, 1la cui caratteristica predominante ¢ la degenerazione
spinocerebellare, che determina nei pazienti problemi di coordinazione

motoria e difficolta di deambulazione.

Tutte le malattie neuropatologiche sopra descritte sono caratterizzate da una



degenerazione irreversibile del Sistema Nervoso Centrale (SNC) (Prusiner
S.B., 1998), con marcata vacuolizzazione intracellulare dei neuroni (da cui
deriva il termine di encefalopatie spongiformi), dovuto all’accumulo di
placche, simili a quelle amiloidi di altre patologie neurodegenerative
(Alzheimer), derivanti pero dalla deposizione della forma anormalmente
ripiegata della proteina prionica, tanto nel SNC, quanto esternamente ad

esso (Thomzig et al., 2006).

1.2 Natura biologica dei prioni

Nel corso di questo secolo diverse sono state le interpretazioni da parte del
mondo scientifico riguardo al paradosso dei prioni. Inizialmente le malattie
da prioni vennero considerate malattie da virus, in particolare da ‘“‘virus
lenti” (Gajdusek D. C., 1977), anche se al momento nessun microrganismo,
¢ mai stato chiaramente associato a queste patologie. Esse sono
caratterizzate da un periodo d’incubazione prolungato e si manifestano di
solito in etd avanzata con un decorso clinico breve ma progressivo, che

conduce 1nevitabilmente al decesso.

Negli anni ’60 si scopri che 1’agente responsabile dello Scrapie era

estremamente resistente ai trattamenti che inattivano 1 virus e gli acidi



nucleici, come la formalina, le ribonucleasi, le deossiribonucleasi e le
radiazioni ionizzanti, ma poteva essere inattivato da quelle sostanze che
denaturano o degradano le proteine, come alcuni detergenti e gli acidi forti.
Anche se i1l matematico J. Griffith, nel 1967 (Griffith J., 1967), ipotizzo per
primo che I’agente responsabile dello Scrapie potesse essere una proteina,
soltanto nel 1982 Stanley Prusiner fu in grado di purificare dai preparati di
cervelli infettati dallo Scrapie, una proteina parzialmente resistente alla
digestione con proteasi, la cui concentrazione era proporzionale al titolo
infettante del preparato. I risultati ottenuti lo condussero ad ipotizzare che
la proteina isolata PrP 27-30 (27-30 kD) fosse il costituente fondamentale
dell’agente infettivo che lui stesso chiamo “prione” (Prusiner S. B., 1982a),
acronimo per “particelle proteiche infettive” (proteinaceous infectious
particles). Tale frammento proteico deriva in realta dall’idrolisi della

proteina prionica completa, correlata allo Scrapie o PrP>® 33-35.

Tale scoperta andava contro una delle piu salde teorie della biologia
molecolare, quella secondo cui, per essere infettante, una particella deve
contenere almeno un acido nucleico; tuttavia motivava le caratteristiche di
questi agenti infettivi non convenzionali ed in particolar modo 1’assenza di
risposta immunitaria o flogistica nell’ospite.

Il punto debole della teoria prionica ¢ dato dall’esistenza di diversi ceppi di

scrapie che implicano la necessita di una molecola informazionale. Per



spiegare questo apparente paradosso sono state formulate due differenti
teorie, la teoria virale e la teoria del virino. Entrambe postulano la presenza
di una molecola informazionale, che potrebbe essere rappresentata
dall’acido nucleico di un piccolo virus con caratteristiche non
convenzionali, oppure da un acido nucleico legato ad una molecola
protettiva dell’ospite, quale ad esempio la PrP®.

Attualmente 1 dati finora ottenuti dalla letteratura di questi ultimi anni,

sembrano sostenere 1’ipotesi della “sola proteina” di Prusiner.

1.3 Struttura della PrP¢ e della sua forma patologica
Prp®

11 gene che codifica per la PrP® & presente in tutti i mammiferi e nell’uomo
¢ definito PRNP, localizzato sul braccio corto del cromosoma 20, mentre
nel topo ¢ definito Prn-p, localizzato sul cromosoma 2 (Prusiner S. B.,

1995).

E stato dimostrato che esiste un alto grado di conservazione del gene a
livello filogenetico e questo fenomeno potrebbe spiegare il suo ruolo
essenziale nel metabolismo cellulare. In realta, la sua presenza non sembra
essere necessaria per la crescita e lo sviluppo delle cellule normali, dal

momento che 1 topi, con I'inattivazione del gene Prn-p, si sviluppano
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normalmente e rimangono sani. Questa osservazione fa supporre che le
malattie da prioni non derivino da un silenziamento della funzione della
proteina prionica cellulare, ma piuttosto dall’accumulo della sua forma
patologica PrP*° (Prusiner S. B., 1982b).

La PrP®, costitutivamente espressa in tutte le cellule nucleate dei
mammiferi, ¢ presente nei soggetti sani a livello della membrana plasmatica
di vari tessuti, anche se le piu alte concentrazioni sono associate alle cellule
nervose.

La proteina prionica cellulare ¢ formata da 209 aminoacidi e presenta due
siti N-glicosilati in prossimita dell’ Asparagina 181 e dell’ Asparagina 197. 1
gruppi oligosaccaridici sono localizzati in una particolare regione della
proteina in cui si forma un legame covalente intramolecolare, ovvero un
ponte disolfuro tra la Cisteina 179 e la Cisteina 214.

La glicosilazione, che ricordiamo essere una modificazione post-
traduzionale realizzata nell’apparato del Golgi, ha diverse funzioni:
stabilizzare la proteina, coinvolgimento nel riconoscimento molecolare e
azione protettiva verso le proteasi.

Gli oligosaccaridi in esame proteggono una vasta regione della superficie
della proteina prionica, dal momento che impediscono stericamente sia le
interazioni intermolecolari  (proteina-proteina) che le interazioni

intramolecolari (residui aminoacidici da 1 a 90) (Rudd et al., 2001).
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La PrP® ¢ attaccata alla superficie cellulare mediante un’ancora costituita
da glicosilfosfatidilinositolo (GPI) (Stahl ef al., 1987). Tale ancora ¢ legata
all’estremita carbossiterminale della proteina prionica in prossimita della
Serina 231 e serve da giunzione flessibile, che permette alla proteina di
interagire con molecole all’esterno della cellula. L’intera proteina, senza
I’ancora glicolipidica, ¢ localizzata nello spazio extracellulare.

Modelli molecolari indicano che il dominio C-terminale della PrP¢, che
lega quest’ultima all’ancora GPI, da luogo a diverse interazioni non
covalenti tra la proteina e I’ancora.

Il cuore della struttura del glicosilfosfatidilinositolo ¢ costituito da un’unita
di fosfoetanolammina, a cui ¢ legata I’estremita carbossi-terminale della
proteina. Segue un’unita oligosaccaridica rappresentata da tre residui di
mannosio, un residuo di glucosammina e da un residuo di inositolo. Il tutto
¢ legato, mediante una molecola di glicerofosfato, a due catene di acido
grasso per ancorare la proteina alla membrana.

Tuttavia, 1l ruolo dell’ancora e delle proteine legate al GPI rimane ancora
da chiarire (Ikezawa, 2002).

Attraverso la risonanza magnetica nucleare (NMR) ¢ stata chiarita la
struttura tridimensionale della PrP€ di topo. Lo studio si ¢ focalizzato sul
dominio (121-131) della proteina prionica cellulare. Tale regione della

proteina contiene 3 a-eliche e due filamenti f§ antiparalleli. Il ripiegamento
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del polipeptide ¢ stabilizzato da interazioni idrofobiche situate nel cuore
della proteina che riguardano le catene laterali della seconda e terza o-elica
e dei p-foglietti. La superficie della PrP® ¢ invece caratterizzata da una
distribuzione irregolare di cariche positive e negative (Riek et al., 1996).
Poiché la PrP® nell’'uomo ¢& codificata da un gene, che contiene un solo
esone, ne deriva che la PrP* non si forma da un taglio alternativo
dell’'mRNA (RNA messaggero) che codifica per tale proteina. Infatti, le due
forme proteiche, hanno lo stesso peso molecolare, la stessa sequenza
aminoacidica, gruppi oligosaccaridici simili ed un'ancora glicolipidica.
Tuttavia & possibile distinguerle per alcune caratteristiche: la PrP* ¢&
associata con Dinfettivita a differenza della PrP¢, che invece viene
completamente digerita tramite proteolisi con la proteasi K; la PrP viene
digerita parzialmente, dando origine alla PrP 27-30.

Il peptide PrP 27-30 ¢ in grado di polimerizzare dando luogo a fibrille
simili a quelle amiloidi, che a loro volta sono in grado di organizzarsi in
placche, presenti a livello cerebrale in numerose Encefalopatie Spongiformi
Trasmissibili (EST) tra cui I’Encefalopatia Spongiforme Bovina (BSE). La
resistenza all’azione della proteasi K della PrP* ¢ alla base del test
attualmente in uso per la diagnosi della BSE, unitamente ad indagini di
biologia molecolare ed immunoistochimica su sezioni di tessuto nervoso.

Dal punto di vista strutturale la differenza tra la proteina prionica cellulare e
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quella patologica risiede esclusivamente nelle loro conformazioni
tridimensionali; infatti il ripiegamento di una proteina che in genere ¢
determinato da diversi ordini di fattori, quali la struttura primaria, insieme
ad uno specifico ambiente chimico-fisico (pH, forza ionica, temperatura),
influenzano le conformazioni della struttura secondaria (o-elica e -
foglietto) del polipeptide. Anche I’interazione con altre proteine (foldasi,
chaperonine) determina altri specifici ripiegamenti del polipeptide primario,
inclusa la formazione di ponti disolfuro (Kumar e Murali, 2008). Il
ripiegamento della proteina puo essere cosi alterato da una mutazione che
sostituisca uno o piu aminoacidi presenti in posizioni cruciali per la
struttura  della  proteina, tanto da determinarne modificazioni
conformazionali. Si ha cosi il passaggio dalla struttura ad a-elica a quella
B-foglietto, estremamente stabile ai fini della funzione e resistente

all’azione degradativa delle proteasi. Attraverso studi spettroscopici si puo
rilevare che: la PrP™° & per il 43% formata da foglietti- § e per il 30% da a-
elica, mentre la PrP° ¢ per il 3% in foglietti- ¢ per il 42% da a-elica (Fig.
1). Inoltre, la PrP 27-30 possiede lo stesso alto contenuto in foglietti-f3 della
proteina da cui deriva (PrPSC) (Riek et al., 1996). Queste differenze

strutturali sono alla base della differente sensibilita all’azione delle proteasi,

poich¢ la ricchezza in strutture P rende la proteina prionica resistente
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all’azione proteolitica, tranne che nel tratto aminoterminale.

Struttura terziara Struttura terziaria

PrP¢ PrP>

Fig.1

Conformazioni tridimensionali della PrP° e della PrP*
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14 Replicazione del prione

Due diversi studi genetici dimostrano che le particelle infettive
sono prodotte dalla proteina prionica cellulare PrPC. In uno di essi & stata
osservata la malattia prionica in un topo transgenico che esprime la proteina
prionica cellulare con una particolare sostituzione aminoacidica, omologa a
quella presente nei pazienti affetti da GSS (Telling et al., 1996).

Nella seconda modalita di studio I'importanza della proteina prionica
cellulare PrP® nel generare I’infettivita & stata dimostrata direttamente in
topi transgenici in cui € stato distrutto il gene che codifica per la proteina

). In tali topi ¢ rilevabile sia la loro resistenza

prionica endogena (Prn-p
alla malattia neurodegenerativa, che la loro incapacita di generare nuove
particelle infettive (Prusiner et al., 1993). Queste osservazioni suggeriscono
che la proteina prionica cellulare assume una conformazione
tridimensionale errata per la presenza della sua forma patologica (Havsteen,
B. H., 2004).

Due distinti meccanismi sono stati proposti per spiegare la replicazione
della proteina prionica patologica PrP>°.

Nel primo, la formazione della proteina prionica patologica, ¢ un processo

di polimerizzazione, nucleazione-dipendente (Horwich e Weismann, 1997),

(Fig. 2A).
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In assenza di aggregati preesistenti di proteina prionica patologica, la
conversione tra PrP® e PrP* ¢ reversibile, ma 11 monomero PrP% risulta
essere meno stabile di quello della PrP®. Nel caso in cui sono presenti gli
aggregati di proteina prionica patologica, questi promuoveranno la
conversione della PrP® nella sua forma patologica. Tale cambiamento
conformazionale sarebbe in altre circostanze sfavorito.

Nel secondo modello proposto, la forma PrP% risulta essere
termodinamicamente piu stabile, ma inaccessibile da un punto di vista
cinetico (Horwich e Weismann, 1997). In questo caso, la PrP>® potrebbe
promuovere il cambiamento strutturale, catalizzando il riarrangiamento
della molecola di PrP¢ o destabilizzando parzialmente I’intermedio che si
forma durante il ripiegamento della proteina. In questo modello
I’interconversione tra I’intermedio (stato di globulo fuso) e lo stato nativo
della proteina (stato biologicamente attivo) ¢ estremamente lento. La
conversione comunque ¢ drammaticamente accelerata se si lega una
molecola proteica che catalizza il ripiegamento verso lo stato nativo.
Concludendo, la PrP>® si moltiplica in modo esponenziale, catalizzando il
cambiamento della struttura tridimensionale della proteina prionica
cellulare verso la conformazione patologica. Molti fattori ancora da
studiare, come ad esempio le chaperonine, potrebbero essere coinvolte nel

processo di conversione. Questo modello di replicazione si chiama
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“replicazione assistita da un templato” (Fig. 2B).

Secondo Prusiner, la prima molecola di PrP pud avere origine esogena
(infezione naturale o sperimentale), oppure derivare dalla conversione
spontanea di una molecola endogena di PrP®; tale conversione ¢ facilitata
dalla presenza di particolari residui aminoacidici (mutazioni o

polimorfismi).

A. NUCLEAZIONE-POLIMERIZZAZIONE

PrPc

Prp*° k .D
[O—»D] . of .. 0g - oo
LENTO D D VELOCE D D VELOCE D D

Nucleazione

VELOCE

B. ASSISTITO DA UN TEMPLATO

PrP™
PrpP° PrP"™ Prp*° k PrP" p pse PrP*¢ Prp*
o —» O = (7 - BmO
LENTO VELOCE VELOCE

Fig.2A e 2B

Replicazione del prione illustrata attraverso i due modelli proposti
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1.5 Metabolismo e biosintesi della PrP°

Il gene umano della PrP®, localizzato sul braccio corto del cromosoma 20,
¢ chiamato PRNP (Parchi, 2001). Tale gene codifica per una proteina di
250 aminoacidi (209 in forma matura) contenente diverse regioni distinte:
un peptide di segnale N-terminale, una serie ripetuta di 5 octapeptidi, un
segmento centrale idrofobico ed una regione carbossi-terminale idrofobica
che serve da segnale per I’addizione di un’ancora di glicosil-
fosfatidilinositolo (Stahl et al., 1987).

Dopo il processo di traduzione dell' mRNA ad opera dei ribosomi, la PrP®
va incontro ad una serie di modificazioni post-traduzionali (Prusiner et al.,
1998). Come tutte le altre proteine ancorate al GPI, la proteina prionica
cellulare contiene inizialmente una sequenza N-terminale che dirige la
catena nascente al Reticolo Endoplasmatico (RE) ed una sequenza
idrofobica C-terminale lunga 20 o 30 residui aminoacidici. Questa regione
idrofobica lega transitoriamente la proteina alla membrana del Reticolo
Endoplasmatico. L’Etanolammina di un’unita GPI si attacca ad un peptide
legato all’estremita luminale di questa regione C-terminale. Il peptide C-
terminale viene rilasciato per produrre la proteina legata al GPI. 1l ruolo

della coda idrofobica sull’estremita carbossiterminale ¢ quello di trattenere
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la catena polipeptidica sulla membrana del RE, fino a quando non si
verifica 1’aggiunta del GPI. Successivamente la proteina passa dal RE al
Golgi, dove vengono aggiunti gruppi oligosaccaridici nei vari siti € poi si
muove verso la membrana plasmatica dove svolge la sua funzione
fisiologica (Shyng et al., 1993; Linden et al., 2008).

La PrP®, come la maggior parte delle proteine ancorate al GPI, non viene
espressa uniformemente sulla membrana plasmatica, ma ¢ presente in punti
preferenziali definiti microdomini o “rafts” (Naslavsky et al., 1997). Tali
microdomini, presenti in tutti i tipi cellulari, sono porzioni specializzate
della membrana plasmatica, notevolmente arricchite di glicosfingolipidi e
colesterolo, caratterizzate dalla presenza di determinate proteine coinvolte
nella trasduzione del segnale (Simons e Ikonen, 1997).

La PrPS, una volta espressa a livello della membrana, viene riciclata
all’interno della cellula e sottoposta a clivaggio. Una parte della proteina
troncata torna in superficie, mentre la rimanente raggiunge gli endosomi ed
1 lisosomi dove viene degradata. Molti studi dimostrano che la proteina
prionica puo essere endocitata mediante la formazione di vescicole rivestite
da clatrina (Shyng et al., 1994). Inizialmente molecole proteiche di clatrina
si aggregano in una rete a forma di canestro sulla faccia citosolica della
membrana plasmatica e con questo processo di associazione molecolare

comincia a generarsi una vescicola. La dinamina, una piccola proteina
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capace di legare il GTP, si aggrega in un anello intorno alla radice di ogni
fossetta rivestita quando ¢ gia profondamente invaginata. Quando la
dinamina idrolizza il suo GTP, cosa che sembra causare la contrazione
dell’anello, la vescicola si distacca dalla membrana. La clatrina di per sé
non interviene nella captazione di molecole specifiche da trasportare, ma
questa funzione ¢ espletata dalle adaptine, capaci sia di legarsi al
rivestimento vescicolare, sia di intrappolare i recettori che legano le

molecole da endocitare.

La proteina prionica, essendo ancorata al GPI, non presenta una coda
citoplasmatica in grado di interagire direttamente con le componenti delle
fossette rivestite da clatrina, inoltre, queste, non si formano a livello dei
microdomini. Molti studi hanno rilevato che la proteina prionica, durante
I’endocitosi, lascia il microdominio per entrare in una regione della
membrana plasmatica, dove sono presenti le fossette di clatrina. Una
spiegazione plausibile potrebbe essere quella secondo cui la proteina
prionica si lega al dominio extracellulare del recettore della transferrina
(TfR) che interagisce, attraverso il suo dominio citoplasmatico, con le
componenti molecolari delle fossette rivestite da clatrina (Sunyach et al.,
2003). Numerosi risultati mostrano che la regione N-terminale della
proteina prionica gioca un ruolo importante nel favorire 1’endocitosi della

proteina stessa, infatti una delezione dell’estremita N-terminale della

21



proteina riduce D’efficienza con cui le molecole vengono endocitate,
attraverso i1l meccanismo clatrina-dipendente (Shyng et al., 1995). La
regione N-terminale ¢ responsabile anche del legame con il rame ed ¢ stato
provato che ¢ proprio tale ione a stimolare il meccanismo di endocitosi. In
cellule di neuroblastoma, 1’aggiunta di rame nel terreno di coltura in una
quantita non tossica per la cellula, causa una rapida e reversibile endocitosi
della PrP® dalla superficie cellulare, suggerendo una possibile funzione
della proteina prionica nel trasporto del rame all’interno della cellula (Pauly
e Harris, 1998; Zamosa-Signoret et al., 2008). Ulteriori studi si sono
focalizzati sulla localizzazione della conversione della proteina prionica
cellulare nella sua forma patologica. La formazione della PrP% ¢ stata
arrestata sia mediante una particolare proteasi, la fosfatidilinositol
fosfolipasi C (PIPLC), che rimuove le molecole proteiche ancorate alla
superficie cellulare, sia incubando cellule infettate a 18°C per inibire la
fusione tra endosoma e lisosoma. Quindi la PrP>® ¢ sintetizzata a partire
dalla PrP, sia sulla membrana plasmatica, sia a livello intracellulare dopo
endocitosi (Caughey e Raymond, 1991). Tali osservazioni fanno pensare
che le vescicole endocitiche siano coinvolte nel generare la forma
patologica della proteina prionica, percio I’inibizione dell’endocitosi,
mediata da clatrina, potrebbe rappresentare una strategia teraupetica per

bloccare la replicazione del prione (Shyng et al., 1994), cosi come anche 1
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processi di esterificazione del colesterolo (Bate et al., 2008)

1.6 Funzione della PrP¢

Si ipotizza che la proteina prionica cellulare possa agire da interruttore
molecolare regolando diverse funzioni tra cui la comunicazione cellulare, il
riconoscimento e la trasduzione del segnale.

Il gruppo di Charles Weismann (Bueler et al., 1993) dell’Universita di
Zurigo, ha dimostrato che i topi transgenici che non esprimono la PrP®
(topt Knock-out) si sviluppano normalmente e non mostrano deficit
comportamentali significativi e, solo lievi alterazioni di funzionamento del
sistema immunitario (Zamosa-Signoret et al., 2008); ¢ stato anche
osservato che I’introduzione esogena di particelle infettive di PrP* non son
in grado di trasmettere la malattia.

Nel topo ¢ presente un gene che codifica per una proteina (doppel o Dpl) ad
elevato grado di omologia con la proteina prionica. E’ stato ipotizzato che il
prodotto di tale gene possa in qualche modo supplire I’assenza di PrP nei
topi transgenici knock-out, sebbene in proposito vi siano pareri discordi
(Mo et al., 2001), soprattutto considerando che 1 topi knock-out per questo
gene risultano essere perfettamente normali. Dpl non causa la replicazione

dei prioni e la sovraespressione di tali proteine nel sistema nervoso centrale,
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ed induce segni di neurodegenerazione assolutamente differenti da quelli
presenti nelle malattie da prioni.

Studi di elettrofisiologia su ippocampi di topi transgenici, che non
esprimono la proteina prionica cellulare (Malucci et al., 2002), hanno
mostrato che essi presentano un deficit nella trasmissione sinaptica mediato
da recettori per il neurotrasmettitore GABA (Acido y—aminobutirrico).
Gabison e collaboratori hanno rilevato che la PrP® puo legare una famiglia
di proteine correlate all'eparina (Gabison et al., 1993) e in tal modo inibire
la conversione della PrP¢ in PrP*. L'eparina ¢ un polianione solfato,
strettamente correlato ai glicosaminoglicani cellulari, a loro volta associati
alla PrP*° nelle placche amiloidi.

Tutti questi dati forniscono ad oggi un quadro decisamente incompleto sulla
funzione fisiologica della PrP®, anche se una nutrita serie di evidenze
sperimentali testimonia una forte implicazione della PrP® nel metabolismo
e nell’omeostasi del rame, dello zinco e del manganese (Prince e Gunson,
1998; Kramer et al., 2001; Martins et al., 2001; Quaglio et al., 2001; Wong
et al., 2001a; Wong et al., 2001b; Lasmezas C. 1., 2003; Rachidi et al.,
2003; Brazier, M.W., et al., 2008). Diversi studi hanno dimostrato che la
PrP® puo legare il rame in prossimita del suo dominio N-terminale, in una
particolare regione costituita da una sequenza di 8 aa ripetuta in tandem

(PHGGGWGQ). Probabilmente tale legame avviene attraverso I’effetto
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chelante della Glicina/Istidina (PHGGGWGQ) (Stockel et al., 1998).

Il rame potrebbe essere indispensabile per la stabilita conformazionale
della proteina, oppure rendere la proteina prionica capace di rispondere allo
stress ossidativo della cellula, regolando I’attivita della superossido
dismutasi (Cu/Zn SOD).

La superossido dismutasi, il principale enzima antiossidante, ¢ un metallo
enzima che contiene come cofattori una molecola di rame ed una di zinco,
grazie alle quali converte il radicale superossido (O, ) in acqua ossigenata
(H,0,) e ossigeno (O,).

In numerosi lavori Brown e collaboratori hanno dimostrato una
diminuzione dell’attivita della SOD in colture di cellule cerebellari isolate
da topi transgenici in cui il gene che codifica per la proteina prionica
cellulare ¢& stato inattivato. Questo risultato suggerisce che la PrP¢ potrebbe
regolare I’internalizzazione e ’incorporazione del rame nella SOD (Brown
et al., 1997; Brown e Besinger, 1998).

Altri risultati che sostengono tale teoria sono stati ottenuti utilizzando
diversi tessuti (fegato, cuore, varie regioni del sistema nervoso centrale)
isolati da topi normali e transgenici per il gene che codifica per la proteina
prionica. In assenza della PrP® si ¢ rilevata, non solo una diminuzione
dell’attivita della SOD, ma anche dell’attivita della catalasi e della ornitina

decarbossilasi (Klamt ez al., 2001).
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Il rame ¢ fondamentale nelle risposte immunitarie, infatti ¢ stato dimostrato
che l’interleuchina 2 (IL-2) diminuisce in topi che hanno una dieta priva di
rame (Lukasewycz e Prohaska, 1990). Molti studi hanno inoltre rilevato un
ritardo nell’espressione del gene che codifica per I’IL-2 nei linfociti T di
topi transgenici con il gene per la PrP¢ silenziato. Questo risultato assegna
alla PrP® un ruolo fisiologico, che consiste nel trasferire rapidamente gli
ioni rame nei linfociti T di topo (Kubosaki ef al., 2003).

Negli ultimi anni si sono accumulate una serie di evidenze sperimentali che
chiamano in causa la PrP“ come fattore implicato nella regolazione del
processo apoptotico. In un recente lavoro (Hachiya et al. 2005a) hanno
messo in evidenza che I’aumentata espressione della PrP®, in topi
transgenici che sviluppano spontaneamente disfunzioni neurologiche in
maniera dipendente dall’eta, determinava un accumulo anomalo della
proteina prionica cellulare a livello mitocondriale. Questa aberrante
localizzazione era accompagnata dalla diminuzione dell’attivita della
manganese superossidodismutasi (Mn-SOD), dal rilascio del citocromo ¢
nel citoplasma, dall’attivazione della caspasi-3 e dalla frammentazione del
DNA, principalmente a livello dell’ippocampo.

Altri studi ottenuti mediante “real-time imaging” (Hachiya ef al. 2005b) su
cellule vive utilizzando un costrutto GFP-PrP, che conteneva una

mutazione al codone 145 simile alla MGSS, metteva in evidenza una
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abberrante localizzazione a livello mitocondriale in cellule di
neuroblastoma murino N2a e HpL3-4. Inoltre, si poteva osservare un
cambiamento nel potenziale di membrana mitocondriale, il rilascio del

citocromo ¢ nel citoplasma e frammentazione del DNA.

1.7 La Neuroinvasione

E molto probabile che la presenza del prione anche in sedi extracerebrali sia
importante per la neuroinvasione: la ricerca si ¢ percio focalizzata su
cellule, recettori e meccanismi cellulari coinvolti nel passaggio dei prioni
da una localizzazione extracerebrale al cervello.

Impiantando in topi privi del gene PrP® (topi knock-out per il gene della
PrP¢, immuni dalla patologia da prioni) porzioni di cervello di topi
transgenici che sovraesprimono la proteina prionica normale (topi PrP®
plus), essi sviluppano un’encefalopatia spongiforme localizzata,
limitatamente alla porzione trapiantata: cio¢ il trapianto sviluppa la
patologia, ma non il cervello dell’ospite (Brandner et al., 1996); per di piu,
successivi esperimenti, oltre a confermare questi dati hanno dimostrato che
la presenza della proteina prionica normale in sedi extracerebrali ¢
necessaria per portare quella patologica dai siti di ingresso, al cervello

(Blatter et al., 1997). 1l lungo periodo di incubazione caratteristico di tali
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patologie potrebbe dipendere dalla moltiplicazione dei prioni in “serbatoi”
all’interno dell’organismo; nel corso degli anni il possibile candidato ¢ stato
indicato soprattutto nel sistema linforeticolare (linfonodi, placche di
Peyer). Si ¢ subito ipotizzato che le cellule emopoietiche fossero i tipi
cellulari coinvolti nel processo di trasferimento e propagazione dei prioni
attraverso il sistema linforeticolare (Weissmann et al., 2002). I topi knock-
out con trapianto PrP>¢ positivo sono stati dapprima irradiati e in seguito
sono state loro somministrate cellule emopoietiche staminali derivate dal
fegato fetale di topi PrP¢ plus: poiché queste cellule ricolonizzano il
midollo osseo si ¢ ottenuto un topo chimera, geneticamente PrP® knock-out,
con un trapianto di cellule neuroectodermali PrP> positive e cellule
emopoietiche staminali anche esse PrP® positive. In seguito sono stati
quindi introdotti 1 prioni per via intraperitoneale, ma si ¢ potuto constatare
I’assenza di fenomeni neuroinvasivi (Blatter et al., 1997). Ulteriori ed
approfonditi studi hanno portato a concludere che la neuroinvasione ¢ un
processo articolato in due tempi; durante la prima fase, definita di
“linfoinvasione” il prione entra nel sistema linforeticolare e giunge ai
centri germinativi di milza, linfonodi, tonsille e placche di Peyer.
Nell’uomo in tale sede il prione rimane per anni, realizzando una malattia
prionica periferica localizzata all’apparato linforeticolare, soltanto in

seguito si realizza la fase di neuroinvasione vera e propria, quando cioe il
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prione raggiunge il Sistema Nervoso Centrale. Per capire quale fosse la
prima cellula a veicolare il prione sono stati utilizzati topt immunodeficienti
per 1 linfociti B, o per i linfociti T, per entrambi o per le cellule follicolari
dendritiche.

Qualunque alterazione genetica che impedisca la differenziazione terminale
dei linfociti B ¢ in grado di prevenire la neuroinvasione: 1 linfociti B sono
dunque necessari affinché essa si verifichi (Klein et al., 1997, Von Poser-
Klein et al., 2008). E possibile che il linfocita B riesca a legare il prione
sulla superficie con un meccanismo indipendente dall’espressione della
PrP¢ sulla superficie del linfocita B stesso; tuttavia si pensa che i linfociti B
producano un fattore di maturazione necessario ad un altro tipo cellulare
fondamentale  per la neuroinvasione: ovvero la cellula follicolare
dendritica, cellula stromale che si trova a livello dei centri germinativi e la
linfotossina beta, da cui la cellula follicolare dipende per il suo
mantenimento (Montrasio et al., 2000). La linfotossina beta ¢ un trimero
inserito sulla membrana cellulare dei linfociti B, ed il suo recettore si trova
sulla membrana delle cellule follicolari dendritiche, cio significa che la
trasduzione del segnale avviene solo quando c¢’¢ contatto fra le due cellule.
A lungo si ¢ ritenuto che le strutture responsabili del trasporto dei prioni a
livello del Sistema Nervoso Centrale fossero 1 gangli spinali, oggi si ritiene

che sia coinvolto principalmente il sistema nervoso simpatico, anche in
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considerazione del fatto che 1’innervazione di milza e linfonodi e tonsille ¢
essenzialmente di natura simpatica. Studi approfonditi hanno confermato
quest'ipotesi: la simpaticectomia ritarda notevolmente la malattia, sebbene
non la prevenga completamente (Glatzel et al., 2001).

Sono stati studiati topi transgenici che sovraesprimono il “Nerve Growth
Factor”, e nei quali I’innervazione della milza ¢ notevolmente superiore ai
controlli. L’ iperinnervazione simpatica accelera il decorso della malattia.
La principale via di penetrazione della proteina prionica ¢ rappresentata
dall’epitelio gastrointestinale: sulla base di alcune evidenze sperimentali si
¢ giunti ad individuare quali possibili responsabili dell’ingresso dei prioni
le cellule M, particolari cellule specializzate dell’epitelio gastrointestinale;
esse catturano macromolecole dal versante luminale e le trasportano dalla
parte basolaterale (Heppner ef al., 2001). Rimane pero da chiarire in quale
maniera avviene il passaggio della PrP dalla cellula follicolare dendritica
alle terminazioni nervose simpatiche. Si ¢ ipotizzato che possa essere
implicato qualche meccanismo molecolare specifico piuttosto che il

semplice trasporto passivo.

1.8 Caratteristiche dei microdomini

I microdomini o “rafts” sono particolari regioni della membrana plasmatica

arricchite di glicosfingolipidi, (compresi gangliosidi e sfingomielina) e di
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colesterolo (Fig.3), risultano, inoltre, insolubili in detergenti non ionici alle
bkasse temperature.

I lipidi contenuti nei rafts sono organizzati in maniera molto ordinata e
compatta rispetto all’architettura della restante membrana plasmatica, in cui
1 lipidi possono muoversi liberamente attraverso diffusioni laterali. La forte
coesione tra le molecole ¢ dovuta ad interazioni idrofobiche che
coinvolgono 1 residui degli acidi grassi saturi dei principali costituenti
lipidici ed inoltre ¢ aumentata dall’elevata presenza di colesterolo. La
particolare organizzazione dei microdomini restringe pertanto 1’accesso
alla maggior parte delle proteine integrali di membrana (Simons e Ikonen,
1997).

Tali porzioni di membrana sono dette GEM (Glycosphingolipid-Enriched
Microdomains), ovvero microdomini arricchiti in glicosfingolipidi.

I gangliosidi (glicosfingolipidi acidi), componenti ubiquitari delle
membrane cellulari di tutti 1 vertebrati (Wiegandt H., 1982), sono stati
proposti come marcatori di queste strutture di membrana. Essi sono
particolarmente abbondanti nel tessuto nervoso e nella materia grigia, dove
sono stati inizialmente isolati, e corrispondono a circa 1/10 del contenuto
totale dei fosfolipidi. Poiché sono presenti solo nello strato esterno della
membrana, in questa regione, corrispondono a 1/5 dei fosfolipidi presenti

(Tettamanti et al., 1980). Per quanto riguarda la loro struttura, 1 gangliosidi
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sono caratterizzati dalla presenza di residui di acido sialico.Tra questi il piu
abbondante nel sistema nervoso risulta essere 1’acido N-acetilneuramico
(NeuNAc), mentre 1’ acido N-glicolilneuramico (NeuNGc) ¢ largamente
distribuito nei tessuti extraneurali (Leeden e Yur, 1987). I residui di acido
sialico sono legati alla catena oligosaccaridica neutra mediante un legame
di tipo alfa-chetosidico. Tale catena ¢ costituita normalmente da glucosio,
galattosio, N-acetilglucosamina, N-acetilgalattosamina e piu raramente da
fucosio. La porzione saccaridica ¢ legata a sua volta al ceramide con un
legame betaglicosidico. Il ceramide ¢ formato da un acido grasso che si
lega con legame carbamidico al gruppo-NH, della sfingosina (un
aminoalcool insaturo a 18 atomi di carbonio con un doppio legame fra C4 e
C5, un gruppo aminico in C2 e 2 gruppi ossidrilici in C1 e C3).

I gangliosidi del cervello contengono una miscela di acidi grassia 18 o a 20
atomi di carbonio, dove il maggior costituente ¢ I’acido stearico. Nei tessuti
diversi dal SNC ¢ contenuta invece una miscela variabile di acidi grassi a 16
e a 24 atomi di C (Leeden e Yur, 1987). La porzione ceramidica dei
gangliosidi presenta un elevato carattere di rigidita, sia in seguito ad
interazioni di tipo idrofobico, che ad interazioni di tipo idrofilico. La
presenza del gruppo amidico planare e del doppio legame della sfingosina
facilita la disposizione parallela delle due catene alifatiche (Pascher I.,

1976). I gangliosidi vengono sintetizzati ad opera di glicosiltransferasi di
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membrana soprattutto nell’apparato del Golgi e poi trasferiti alla membrana
plasmatica mediante trasporto vescicolare (Van Meer G., 1993). La
formazione di raggruppamenti sulla membrana ¢ un processo dipendente
dalla percentuale dei gangliosidi rispetto ai fosfolipidi di membrana e dalla
presenza di sostanze capaci di favorire legami crociati, quali cationi
bivalenti. Al di sotto di una certa concentrazione, definita critica e in
assenza di sostanze condensanti, il raggruppamento o ‘“cluster” risulta
essere termodinamicamente sfavorito, essendo esso sempre in equilibrio
con 1 monomeri mobili di gangliosidi; al di sopra della concentrazione
critica, ed 1in presenza di sostanze condensanti, il “cluster” ¢
termodinamicamente stabile e tende a formarsi spontaneamente. Per 1
gangliosidi la concentrazione critica ¢ raggiunta quando sono in
concentrazione tale da rappresentare almeno 1°1,5% dei fosfolipidi presenti
(Sharom e Grant, 1978). Quando la molecola gangliosidica si integra sulla
membrana plasmatica la porzione idrofilica e la porzione idrofobica sono
determinanti nel conferirle un orientamento ben preciso. La porzione
idrofilica si pone a contatto con 1’ambiente extracellulare e svolge un ruolo
importante nell’interazione con altre molecole e nel riconoscimento
cellulare. La porzione idrofobica s’inserisce nel doppio strato lipidico ed ¢
responsabile della trasduzione dei segnali all’interno della cellula. Ogni

cellula esprime una caratteristica composizione gangliosidica, differente sia
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dal punto di vista qualitativo che quantitativo, che puo variare in corso di
differenziamento e maturazione cellulare (Hakomori S., 1981). Per quanto
riguarda 1 diversi tipi cellulari, quali granulociti, monociti e linfociti del
sangue periferico, ¢ stato dimostrato che il ganglioside della latto-serie,
sialosil esaosilceramide, ¢ abbondante nei granulociti € meno nei monociti
e linfociti. In particolare, i1 GM3 (monosialoganglioside) ¢ il ganglioside
maggiormente rappresentato nei linfociti e nei monociti di sangue
periferico (72%), mentre ¢ presente in minore quantita nei granulociti
(Kiguchi et al., 1990). La complessita della molecola gangliosidica e il
comportamento chimico-fisico (porzione idrofobica, porzione idrofilica,
etc.), consentono a queste molecole di poter interagire con differenti
sostanze esterne, percid ¢ possibile che siano coinvolti nel meccanismo di
adesione cellulare, in quanto molte proteine che prendono parte a questo
processo si trovano in zone ricche di gangliosidi.

All’interno dei microdomini di membrana (Kiguchi et al., 1990), oltre alle
proteine ancorate al GPI, possiamo trovare proteine specifiche, come il
recettore EGF-R (recettore del fattore di crescita epiteliale) con dominio
tirosin-chinasico, proteine G monomeriche (Ras) ed eterodimeriche, tirosin-
chinasi, appartenenti alla famiglia Src (Lck, Fyn) e la protein-chinasi C
(PKC) (Parolini et al., 1999), implicate nella trasduzione del segnale

(Sargiacomo et al., 1993); per questo motivo tali regioni specializzate della
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membrana vengono chiamate domini di glicosegnalazione.
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1.9 Esosomi e microvescicole di membrana: diversa
natura ed origine

Le cellule eucariotiche scambiano con I’ambiente esterno dei segnali

(citochine, chemochine, nutrienti e proteine) attraverso ['uptake e la
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secrezione di un complesso network di membrane. Usando questi
compartimenti, le cellule ricevono macromolecole dall’ambiente esterno

(endocitosi) o, rilasciano proteine e carboidrati di nuova sintesi (esocitosti).

Quest’ultima via, puo dipendere o meno dallo ione calcio intracellulare e,
ci0, consente di distinguere due distinti meccanismi di esocitosi: la forma

costitutiva e, quella regolata.

In particolare, tale seconda forma di rilascio ¢ indispensabile per 1 processi
di segnalazione che intervengono tra i neuroni, attraverso il rilascio di

vescicole sinaptiche che inducono trasmissione degli impulsi nervosi.

Tra le altre forme di esocitosi annoveriamo la fusione dei corpi
multivescicolari (MVB) con la membrana plasmatica e successivo rilascio

del loro carico (esosomi) nell’ambiente esterno.

A tale proposito comincio ad essere introdotto il concetto di esosoma. Tale
vescicola, non derivante dalla membrana plasmatica, ¢ stata descritta per la
prima volta allo scopo di chiarire il processo di “shedding” del recettore
della transferrina, durante la maturazione dei reticolociti (de Gassart et al.,
2003). Gli esosomi hanno una particolare morfologia e composizione
biochimica, che riflette la loro origine endosomiale; infatti il passaggio
chiave nella formazione dei MVB, dai late-endosomi, ¢ il processo di

invaginazione inversa.
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Durante tale processo, la membrana che circonda glii endosomi tardivi si
invagina nel suo stesso lumen, e determina un continuo arricchimento di
vescicole interne (Keller et al., 2006) (fig. 4). Il loro diametro varia tra 50—
90 nm (Fevrier e Raposo, 2004; Alais et al., 2008). Viste le loro piccole
dimensioni, I’identificazione di tali strutture ¢ possibile unicamente

mediante immunoelettromicroscopia.

Il processo di rilascio degli esosomi dalle cellule comporta la fusione di
endosomi multivescicolari, con un processo analogo alla secrezione dei
granuli secretori. La disponibilita di esosomi altamente purificati ha
permesso la loro analisi proteomica (Fevrier ef al., 2004) che puo riflettere
un importante ruolo biologico svolto nelle patologie tumorali, nella
regolazione sia positiva che negativa del sistema immunitario, nel riciclo e
smaltimento di proteine di membrana, nello scambio di materiale genetico
attraverso micro-mRNA (Valadi et al., 2007) e, nella maturazione degli
spermatozoi durante la migrazione negli epididimi (Keller et al., 2006;
Johnstone R. M., 2006). Negli ultimi anni, la ricerca sugli esosomi ¢ stata
stimolata dalla scoperta che anche cellule presentanti I’antigene (APC)
come 1 linfociti B e le cellule dendritiche secernono esosomi durante il
processo di esocitosi; inoltre, sembrano essere funzionalmente rilevanti
poiché possono stimolare la proliferazione delle cellule T in vitro e, indurre

una risposta immunitaria anti-tumorale in vivo (Raposo et al, 1996;
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Zitvogel et al., 1998, Thery et al., 2002). Recentissime evidenze
sperimentali consentono di affermare che tali strutture, derivate dalla
placenta di donne in stato di gravidanza, sono in grado anche di favorire il
processo di privilegio immunitario del feto verso la madre, attraverso la
soppressione dell’attivita dei linfociti T materni mediata da esosomi

contenenti FAS-L (Keller et al., 2006).

Esosomi derivati da cellule dendritiche contengono molecole MHC di
classe 1 e II, proteine G trimeriche, proteine citoscheletriche, annessina,
integrine, protein chinasi della famiglia Src (Lyn) e tipici marcatori di
microdomini, come CD55, CD58, CD59 (Fevriér e Raposo, 2004; Martinez
et al., 2005). Anche la proteina Rab 11, che ¢ stata osservata nella linea
cellulare eritroleucemica K562, risulta implicata nel processo di biosintesi
degli esosomi. Per le altre proteine menzionate ¢ ipotizzato un ruolo nei
processi di fusione, adesione o nella degradazione lisosomiale delle
proteine di membrana. Nel corso degli ultimi anni sono stati ottenuti
numerosi dati riguardo al fatto che gli esosomi possano essere strutture
implicate nella comunicazione intercellulare. E stata, inoltre, analizzata la
presenza di microdomini lipidici (Rafts) sulla membrana di esosomi
rilasciati da reticolociti di ratto (de Gassart et al., 2003). In particolare,
studi  biochimici hanno messo in evidenza un  rapporto

colesterolo/fosfolipidi simile a quello della membrana plasmatica delle
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cellule da cui derivano ed inoltre ¢ stata evidenziata la presenza del

Recentemente, sono state riportate evidenze sperimentali che dimostrano la
presenza di strutture membranose differenti per struttura e dimensione dagli
esosomi. Tali microvescicole (MVs), vengono rilasciate sia in vivo, nel
plasma e nei vari fluidi corporei (urina, liquido ascitico, fluido amniotico),
sia in vitro, dalle colture cellulari tumorali (Dignat-George ef al., 2004). La
loro caratterizzazione ¢ ancora in fase di studio. Le dimensioni variano tra
100-1000 um e, I’origine ¢ diversa, derivando direttamente da un processo
di rilascio (“blebbing’) della membrana (Sabatier, F. et al. 2002; Joop, K.,
et al., 2001). Diversi studi, infatti, hanno documentato il rilascio delle
microvescicole da diversi tipi cellulari (endoteliali, leucociti, piastrine) nel
sangue. La loro concentrazione risultava essere aumentata nei casi di
patologie conclamate quali la Sindrome di Anticorpi Antifosfolipidi (APS),
Lupus Eritematoso (LES), Diabete di I e II tipo e nelle disfunzioni vascolari
(Martinez et al., 2005) o anche dopo trattamento in vitro con fattore di
necrosi tumorale (TNF). Poiché tali strutture membranose posseggono
marcatori molecolari tipici delle cellule dalle quali derivano, ¢ stato
possibile discriminarne 1’origine. In individui sani la concentrazione

maggiore di microvescicole nel sangue ¢ rilasciata dalle piastrine. Tale
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situazione ¢ mutata nei pazienti con sindromi vascolari, aterosclerosi,
diabete di I tipo, dove sono essenzialmente le cellule endoteliali a
rilasciarne una maggiore quantita. Inoltre, in individui con HIV, le
microvescicole sono rilasciate soprattutto dai leucociti. Tali evidenze
sostengono I’ipotesi dell’azione paracrina delle microvescicole, essendo
esse, vettori informazionali tra le cellule del sangue e quelle della parete
vascolare; inoltre, 1 dati evidenziano un loro importante coinvolgimento
nelle patologie da ipercoagulazione, essendo esse stesse potenziali induttori
dell’espressione del fattore tissutale (TF) su cellule monocitiche (Sabatier

etal.,2002; Joop et al., 2001).

Microvescicole ed esosomi possono legare le proteine GPI, tra cui la
proteina prionica, e, nell’ottica delle patologie da Prioni, risultano essere
importanti veicoli capaci di favorire la diffusione da cellula a cellula della
PrP costitutivamente espressa (PrP°) e, della sua isoforma patologica PrP*
durante il processo di neuroivasione.

Nel corso delle nostre indagini abbiamo incentrato I’attenzione sulle MV
derivate dai mezzi di coltura di cellule di neuroblastoma murino (Neuro-2a)
e, isolate attraverso metodiche di centrifugazione differenziale. Tali
elementi sono stati analizzati mediante microscopia elettronica, al fine di
osservarne struttura e dimensioni, in Immunoblot ¢ FACS analisi

(citofluorimetria), per analizzarne biochimicamente la composizione; tali
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indagini sono state condotte anche su linee cellulari della stessa natura ma,
non esprimenti il gene PRNP (Neuro-2a PrP Knock-out) o,

alternativamente, sulla linea cellulare sperimentalmente infettata con la

isoforma patologica della proteina prionica (RML- Neuro-2a PK1).
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Fig. 4
Rapprasentazione schematica del rilascio di esosomi, nell’ambiente extracellulare,
attraverso la fusione delle vescicole MVB con la membrana plasmatica.
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Fig. 5

Immunoelettromicroscopia di mirovescicole rilasciate da cellule endoteliali in corso
di apoptosi (frecce).
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SCOPO DELLA RICERCA
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La proteina prionica, come gid riportato, ¢ una glicoproteina legata sulla
superficie cellulare di neuroni e altre cellule mediante un ancoraggio al
glicosilfosfatidilinositolo (GPI) o “GPI linkage” (Stahl et al., 1987).

Cosi come altre “GPI-anchored proteins”, 1a maggior parte della PrP® di
cellule nervose ¢ distribuita nei microdomini lipidici di membrana. Alcuni
studi suggeriscono che il metabolismo della PrP in generale e la
formazione di PrP* nelle cellule nervose sia regolata dai microdomini
(Naslavsky et al., 1999). Inoltre, una marcata deplezione di colesterolo,
lipide particolarmente rappresentato nei microdomini, induce una diminuita
sintesi di PrP*° e rallenta la degradazione di PrP® (Taraboulos ef al., 1995).
La maggior parte degli studi sulla proteina prionica sono stati condotti su
tessuto cerebrale e linee cellulari di origine tumorale, mentre pochi sono 1
dati relativi all’espressione ed alla funzione della PrP® in cellule normali.
La PrP® ¢ stata riscontrata in linfociti umani (Cashman et al., 1990) dove la
sua espressione aumentava in conseguenza dell’attivazione delle cellule T
(Li et al., 2001). Sebbene il sistema immune dell’ospite sembri giocare un
ruolo nella patogenesi delle malattie da prioni in modelli animali (Fraser e
Dickinson, 1970; Klein et al., 1997; Klein et al., 1998; Klein et al., 2001),
il meccanismo tramite il quale il sistema immune dell’ospite partecipa alla
propagazione di PrP* non ¢& conosciuto. Recentemente, sono stati

identificati sia in linfociti umani che su cellule di neuroblastoma murino,

44



microdomini di membrana plasmatica, caratterizzati da un arricchimento di
glicosfingolipidi, di tirosin-chinasi della famiglia Src, di isoforme della
protein-chinasi C (PKC) e di proteine ancorate al GPI.

Lo scopo del nostro lavoro ¢ stato quello di:

- Verificare la presenza della PrP® in esosomi e microvescicole derivanti
da sangue periferico mediante Immunoblot ed analisi citofluorimetrica;

- Valutare la possibile associazione tra PrP® e gangliosidi nelle
microvescicole di membrana e la possibile presenza di protein chinasi
appartenenti alla famiglia Src (Fyn);

- Analizzare la distribuzione della proteina prionica mediante
immunoelettromicroscopia;

- Verificare la capacita delle cellule di neuroblastoma murino, Neuro-2a,
di rilasciare M Vs nel mezzo di coltura;

- Valutare la capacita delle MVs derivate dalla linea cellulare
sperimentalmente infettata, Neuro-2a PK1, di trasmettere 1’infettivita da
prioni sia in vivo che in vitro.

Gli ultimi punti in particolare sono volti allo scopo di indagare il possibile
ruolo degli esosomi e/o delle microvescicole nella propagazione della forma

infettiva della proteina prionica, PrP>°.
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MATERIALI E METODI
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3.1. Colture Cellulari

Cellule linfoblastoidi umane CEM (Foley et al., 1965) sono state coltivate
in terreno di coltura RPMI 1640 (Invitrogen Italia srl, Milano, Italia),
contenente 10% di siero fetale bovino inattivato (FCS, 10%), penicillina
(100 U/ml) e streptomicina (100 wg/ml), a 37°C in atmosfera umidificata al
5% di CO,.

Le linea cellulare Neuro-2a di derivazione murina (American Type Culture
Collection ATCC CCL 131) ¢ stata coltivata in Dulbecco’s Eagle’s
Medium (DMEM) (Invitrogen Italia srl, Milano, Italia), supplementato con
10% di siero fetale bovino inattivato (FCS), 4mM L-Glutamina (Sigma
Chem.Co, St Louis, MO) e antibiotici 200 U/ml di penicillina e 0,2 mg/ml
di streptomicina, a 37°C in atmosfera umidificata al 5% di CO,.

Le cellule Neuro-2a PK1 e (RML)-infettate Neuro-2a PK1 (Klohn ef al.,
2003) sono state mantenute in Opti-MEM (Invirogen, Germania)
supplementate con 10% di siero fetale di capra (FCS), 4mM L-Glutamina
ed antibiotici 200 U/ml di penicillina e 0,2 mg/ml di streptomicina. Le
colture sono state mantenute ad una temperatura di 37° C in atmosfera

umidificata al 5% di COs,..
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3.2. Anticorpi

Anticorpo  monoclonale  anti-PrP 6H4  (Prionics, = Svizzera).

Immunoglobulina anti-mouse coniugata all’oro colloidale (Biocell, UK).

Anticorpo monoclonale anti-PrP SAF 32 (SPI Bio, Italia). Anticorpo
policlonale anti-PrP (C-20), anticorpo policlonale anti-PrP PE (C-20 PE),
anticorpo policlonale anti-Fyn (FYN3), anticorpo policlonale anti Flotillina
2, anticorpo policlonale anti-tsg 101 (M-19) sono stati acquistati dalla Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Anticorpo monoclonale anti-
GM2 e anti-GM3 (Kotani et al., 1992)sono stati acquistati dalla Seikagaku
(Corp. Chou-ku, Tokio, Japan). Subunita beta della tossina colerica HRP-
coniugata (HRP-CTxB), anti-mouse IgG coniugate con HRP (anti-mouse
IgG-HRP), anti-mouse IgM coniugato con HRP (anti-mouse IgM-HRP),
anti-rabbit IgG coniugate con HRP (anti-rabbit IgG-HRP), Anti-goat 1gG
coniugata con HRP (anti-goat IgG-HRP), immunoglobuline da siero di
capra con specificita irrilevante (IgG irrilevante), anticorpo monoclonale
anti-GAP43 sono stati acquistati da Sigma Chem. Co, (St Louis, MO,

USA).
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IgG con specificita irrilevante derivante da siero di capra coniugato a B-PE
(goat I1gG B-PE irrilevante) sono state acquistate da ICN Biomedicals

(Milano, Italia).

Anticorpo monoclonale anti-Alix IgGl 3A9 ¢ stato acquistato da (Cell

Signaling, USA).

3.3 Preparazione delle MVs da sangue periferico.

Per la preparazione del plasma privo di piastrine, 5 ml di sangue periferico
sono stati prelevati con prelievo e posti all’interno di un apposito tubo
contenente 0,129 M di citrato sodio. Le MVs sono state separate dal sangue
intero, entro [’ora successiva al prelievo, attraverso due cicli di
centrifugazioni differenziali: 15 min a 1500 x g, seguito da 1 min di
decantazione a 13000 x g per rimuovere 1 residui di piastrine o dei
frammenti cellulari di taglia simile (Dignat-George et al., 2004).

Cinquanta ul di plasma sono state marcate con 2 ug di anticorpo anti-PrP
(C-20 PE) a 4°C. L’intensita di fluorescenza ¢ stata valutata attraverso
analisi con citofluorimetro IL Coulter Co ulter Electronics, Hialeah, FL,
USA) e confrontato con cinquanta ul di plasma, marcato con anticorpo con

specificita irrilevante anti-goat IgG B-PE. La distribuzione delle dimensioni
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delle MVs era compresa tra 0,1 e 1 um; le MVs sono state misurate
secondo 1 parametri di forward scatter e 90° side scatter, utilizzando come
standard beads da 0,8 um di latex polystirene (Sigma, St Louis, MO, USA).
Per distinguere eventuali residui di piastrine nel nostro campione, abbiamo
paragonato la preparazione di MVs con una preparazione arricchita di
piastrine, marcate con anticorpo monoclonale anti-CD41 (dato non
mostrato).

In un esperemento parallelo, le MVs separate attraverso
ultracentrifugazione a 20000 x g, sono state risospese in 50 ul di sample
buffer e, analizzate in Western blot (Towbin et al., 1992), usando
I’anticorpo monoclonale anti-PrP 6H4, e dunque 1’anti-mouse IgG-HRP
come secondario, I’anti-Fyn (FYN3) e [Danti-rabbit IgG-HRP come
secondario, ed infine I’anti-Flotillina 2 seguito da marcatura con 1’anti-goat
IgG-HRp.

Immunoreattivita ¢  stata  analizzata  attraverso  reazione  di
chemiluminescenza utilizzando il sistema di detezione ECL Western

blocking (Amersham Biosciences).
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3.4 Isolamento di MVs ed esosomi dai sovranatanti
delle cellule in coltura

Le cellule Neuro-2a, Neuro-2a PK1 ¢ CEM (2-4 x 107) sono state coltivate
per 2-3 giorni prima dell’isolamento delle MVs seguendo il protocollo di
separazione attraverso centrifugazione differenziale (Baj-Krzyworzeka et
al., 2002; Thery et al., 2001). I detriti cellulari sono stati rimossi attraverso
due passaggi consecutivi a 4500 x g per 5 min a RT. I sovranatanti vengono
sottoposti a centrifugazione a 20000 x g per 1 ora a 4°C. Le MVs sono state
lavate in PBS o in Opti-MEM (Invitrogen, Germania), pellettate e dunque
risospese in Opti-MEM per gli esperimenti di infezione in vitro o,
alternativamente, in PBS per gli esperimenti di infezioni in vivo, una quota
delle MVs viene sottoposta a lisi in appropriato tampone [20 mM Tris-HCI
(PH 7,5), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,5%
deossicolato di sodio, 0,5% SDS] per condurre I’analisi in immunoblot.
Esosomi sono stati separati dai sovranatanti precedentemente usati per
separare le MVs attraverso ultracentrifugazione a 100000 x g 1 ora a 4°C.
Successivamente gli esosomi vengono lavati in PBS, risedimentati e

dunque lisati in appropriato tampone di lisi, gia descritti in precedenza.
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3.5 Isolamento ed analisi della frazione contenente
Microdomini di membrana (GEM)

Le frazioni GEM sono state ottenute da cellule CEM, secondo la metodica
descritta da Rodgers e Rose (Rodgers e Rose, 1996). Brevemente, 2 x 10
di cellule sono state risospese in 1 ml di tampone di lisi contenente Triton-
X-100 1% (detergente non ionico), Tris-HCI 100 mM [pH 7.5], NaCl 150
mM, acidoetilendiaminotetracetico (EDTA) 5 mM,
fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) I mM, leupeptina 10 ug/ml,
ortovanadato di sodio (Na;VO,4) 1 mM e 75 U di aprotinina.

La sospensione cellulare cosi ottenuta ¢ stata poi sottoposta ad
omogenizzazione mediante Dounce (10 colpi). Il lisato ¢ stato quindi
centrifugato per 5 minuti a 1300 x g al fine di eliminare 1 nuclei ed 1 detriti
cellulari.

Il sovranatante ¢ stato sottoposto ad un gradiente lineare di saccarosio (5-
40%) e centrifugato a 200.000 x g per 16-18 ore a 4°C con un rotore SW41
(Beckman Ins, Palo Alto, CA). Dopo aver centrifugato, il gradiente ¢ stato
frazionato e sono state raccolte 11 frazioni, di 1ml ciascuna, partendo dalla
sommita della provetta. Le frazioni 5-6 contengono 1 microdomini di
membrana. Tutti 1 passaggi descritti sono stati effettuati ad una temperatura

compresa tra 0° e 4°C.

52



La quantita di proteina in ciascuna frazione ¢ stata valutata mediante
metodo spettrofotometrico (BIORAD “Protein Assay” Lab. GmbH,
Monaco, Germania).

Ciascuna frazione ¢ stata poi analizzata tramite Immunoblot con anticorpo
policlonale di capra, appartenente alla classe delle IgG, diretto contro la
proteina prionica cellulare (anti-PrP C-20 Santa Cruz Biotecnology, Santa

Cruz, CA, USA).

3.6 Estrazione dei Gangliosidi e analisi mediante
cromatografia su strato sottile (HPTLC)

Gli immunoprecipitati con anti-PrP (C-20) o alternativamente le
microvescicole sono stati sottoposti ad estrazione gangliosidica, mediante il
metodo descritto da Svennerholm e Fredman (Svennerholm e Fredman,
1980). In breve, gli immunoprecipitati e le microvescicole sono stati estratti
due volte in cloroformio: metanolo: acqua (4:8:3) (v:v:v) e quindi sottoposti
a partizione di Folch con ulteriore aggiunta di acqua, cosi da ottenere un
rapporto finale cloroformio: metanolo: acqua pari a 1:2:1,4.

La “fase superiore”, contenente 1 glicosfingolipidi polari, ¢ stata purificata

dai sali e dai contaminanti di basso peso molecolare, utilizzando delle
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colonne in silice Supelclean LC-18 (Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA) in
base al metodo illustrato da Williams e McCluer (Williams e McCluer,
1980).

I glicosfingolipidi eluiti sono stati portati a secco in corrente d’azoto e
separati mediante cromatografia su strato sottile ad elevata prestazione
“High-Performance-Thin-Layer-Chromatography” (HPTLC), usando lastre
in gel di silice per HPTLC (Merck, Darmstadt, Germania).

Come sistema eluente ¢ stata utilizzata una miscela di cloroformio:
metanolo: KCI 0,25% (5:4:1) (v:v:v) e come standards di riferimento sono
stati utilizzati gangliosidi purificati: monosialoganglioside GM1 e GM3,
disialoganglioside GDla e GDI1b e trisialoganglioside GTlb (Sigma
Chem.Co, St Louis, MO).

Dopo la corsa, le lastre sono state fatte asciugare all’aria ed 1 gangliosidi
sono stati visualizzati mediante reazione colorimetrica con il resorcinolo,
colorante specifico per I’acido sialico, evidenziando bande in blu porpora

(Svennerholm, 1957).
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3.7 Immunomarcatura su lastra cromatografica TLC
(Immunostaining)

Alternativamente 1 glicosfingolipidi,  estratti  come  descritto
precedentemente, sono stati separati mediante cromatografia su strato
sottile (HPTLC), usando lastre di alluminio ricoperte di silice (20x20)
(Merck, Darmstadt, Germania) e come sistema eluente cloroformio:
metanolo: 0,25% KCl idrato (5:4:1) (viv:iv).

La lastra ¢ stata plastificata in una soluzione di poli-isobutil-metacrilato
sciolto in esano allo 0,5% per 90 secondi, per evitarne il distaccamento
della silice.

Successivamente, la lastra ¢ stata asciugata all’aria ed incubata in soluzione
bloccante (albumina 3% in tampone fosfato PBS) per 1 ora a temperatura
ambiente; in seguito ¢ stata incubata per 1 ora con la subunita B della
tossina colerica (CTx B) coniugata con perossidasi (50 ng/ml), il cui
ligando ¢ rappresentato dal monosialoganglioside GMI1, presente e
arricchito nei microdomini (Sigma Chem. Co, St Louis, MO).
Alternativamente la lastra ¢ stata immunomarcata con 2 ug/ml di anticorpo
murino monoclonale anti-GM2 e, anti-GM3 GMR6, (Seikagaku Corp.
Chuo-ku, Tokyo, Giappone) e successivamente con anticorpo secondario

anti-IgM, murino, coniugato con perossidasi (Sigma). L’ immunoreattivita
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¢ stata valutata mediante chemiluminescenza “ECL” (Amersham,

Buckinghamshire, UK).

3.8 Microscopia elettronica

Le MVs vengono isolate come descritto precedentemente e risospese
nell’appropriato volume di Opti-MEM. I campioni fatti assorbire su una
griglia al nickel, vengono abbondantemente lavati in acqua e marcati con
Uranyl-acetato (5 mg/ml), per 10 secondi a temperatura ambiente.

I campioni vengono sezionati ed esaminati al microscopio elettronico
(Zeiss, Germania).

Le cellule linfoblastoidi CEM sono incubate con anticorpo monoclonale
anti-PrP 6H4 o con anti-GM3 per 1 ora a +4 °C; vengono successivamente
lavate in PBS e fissate con gluteraldeide 2% per 1 ora a 4°C, lavate e
marcate con immunoglobuline di topo marcate con oro colloidale
(Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Svezia) per tre ore a 4°C.

Le cellule vengono trattate, dopo la fissazione, dapprima con tetrossido di
osmio 1% in tampone Veronal acetato, pH 7.4, per 2 ore a 4°C e,
successivamente marcate con Uranyl acetato (5 mg/ml), disidratato in

acetone e fissate su Epon 812. I campioni sono stati sezionati ed esaminati
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al microscopio elettronico (Philips CM10, Eindhoven, Olanda).

Le cellule Neuro-2a PK1 sono state incubate con I’anticorpo monoclonale
anti-PrP 6H4 per 1 ora a 4°C; dopo lavaggio in PBS vengono fissate in
paraformaldeide 1% per 1 ora a 4°C, ed infine marcate con
immunoglobuline di topo coniugate ad oro colloidale per 3 ore a 4°C.

Le cellule sono state sottoposte, dopo fissazione, a trattamento in
gluteraldeide 2,5% per 45 min a temperatura ambiente e dunque in
tetrossido di osmio 1% in tampone Veronal acetato, pH 7.4, per 2 ore a
4°C, marcate con uranil-acetato (5 mg/ml), disidratate in acetone e fissate
su Epon 812. I campioni vengono sezionati ed esamnati al microscopio

elettronico (Zeiss, Germania).

3.9 Analisi della colocalizzazione di GM3 e PrPC sulla
superficie cellulare mediante microscopia
confocale laser a scansione

Le cellule linfoblastoidi CEM sono state incubate con un anticorpo
monoclonale diretto contro la proteina prionica cellulare (20ug/ml), (6H4
Prion Italia, MI, Italia) per 1 ora a 4°C. Dopo diversi lavaggi in tampone

fosfato (PBS), le cellule sono state incubate per 45 minuti a 4°C con anti-
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IgG murine coniugate con fluoresceina isotiocianato (FITC) (Sigma, St
Louis, MO, USA). Dopo 3 ulteriori lavaggi in PBS, le cellule sono state
fissate con formaldeide 4% in PBS per 30 minuti a 4°C ed incubate per la
doppia fluorescenza con 20ug/ml di anticorpo monoclonale murino anti-
GM3 (GMR6) (Kotani et al., 1992) per 1 ora a 4°C, seguito da anti-IgM
murine coniugate con Texas Red (Calbiochem, La Jolla, CA, USA) per 45
minuti a 4°C. Infine, le cellule sono state lavate 3 volte in PBS e risospese
in glicerolo/Tris-Hcl, pH 9.2.

Le immagini sono state acquisite mediante microscopio confocale a
scansione laser LEICA, dotato di laser a ioni di argon. I fluorocromi FITC e
Texas Red sono stati eccitati a 488 nm e 518 nm rispettivamente. Le
immagini sono state raccolte a 512 x 512 pixels, processate e filtrate in

modo da ridurre al minimo il rumore di fondo.

3.10 Analisi Western blot

Le cellule vengono staccate mediante tampone [ 20 mM Tris-HCI (pH 7.5),

1 mM EDTA, 100 mM NacCl, 1% Triton X-100, 0,5% sodio deossicolato,
0,5% SDS]. I lisati sono pellettati a 20000 x g per 10’ a 4°C e i sovranatanti

sono trasferiti in tubi puliti da microfuge.
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La concentrazione proteica dei lisati cellulari, delle MVs e degli esosomi
(preparati come descritto in precedenza) ¢ stata determinata attraverso
analisi Bradford come raccomandato dalle indicazione della casa (Roth,

Germania).

Ottanta ug di proteine totali da ogni lisato cellulare e, 20 ug di proteine da

MVs od esosomi sono stati sottoposti a migrazione elettroforetica in un gel

di SDS-poli-acrilammide al 12%.

Alcuni campioni sono stati sottoposti a digestione con Proteinasi K (Roche

diagnostic NL, Germania) prima di realizzare I’analisi in immunoblot.

In particolare 250 ug di lisato cellulare e 20 ug di preparazione di MVs
sono stati digeriti per 1 ora a 37°C con concentrazioni crescenti di

proteinasi (da 0,1 ug a 0,3 ug per arrivare infine a 1 ug).

L’attivita digestiva dell’enzima ¢ stata interrotta attraverso il trattamento

con fenil-metil-sulfonil-fluoride 1 mM (PMFS, Sigma, Germania).

Le proteine sono state trasferite su membrana PVDF (Immobilion-P;
Millipore, USA) attraverso trasferimento con semi-dry blotting. La
membrane ¢ stato sottoposta a blocco con TBST/ latte 5% (Tris-buffered
saline/0,05% Tween 20/ 5% di latte a bassa concentrazione di grassi) e, in
seguito, incubata con 1’appropriato anticorpo primario diluito in TBST/

latte 1% in tampone costituito da Tris-buffered saline/0,05% Tween 20/ 1%
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di latte a bassa concentrazione di grassi (per la marcatura della PrP con
anti-PrP SAF 32 o anti-PrP 6H4; anti GAP43; anti-flotillina-2; anti-Fyn
FYN3; anti-Alix 3A9; anti-tsg 101 [M-19]), per tutta la notte a 4°C.

Dopo lavaggi in TBST, le membrane sono incubate per 1 ora con gli
appropriati anticorpi secondari coniugati alla perossidasi, diluiti nello
stesso tampone descritto precedentemente. Le bande sono state visualizzate

mediante ECL (Amersham Pharmacia, Germania).

3.11 Esperimenti di Immuprecipitazione

L’immunoprecipitazione di PrP¢ ¢ stata eseguita secondo il procedimento
descritto da Mutoh ed altri (Mutoh et al., 1995). In breve, le MVs derivate
da plasma sanguigno e, quelle separate dalla linea cellulare Neuro-2a sono
state lisate in appropriato tampone (20 mM HEPES, pH 7.2, 1% Nonidet P-
40, 10% glicerolo, NaF 50 mM, PMSF 1 mM, leupeptina 10 pg/ml,
Na;VO, 1 mM e 75 U di aprotinina). Dopo preclearing realizzato
aggiungendo proteina A (20% in tampone di lisi) coniugata con sfere di
acrilico per 2 ore a 4°C in continua agitazione, il sovranatante ¢ stato
immunoprecipitato con anticorpo policlonale anti-PrP C-20 per 2 ore a 4°C

(2ug/ml di soluzione contenete le proteine). Successivamente ¢ stata
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aggiunta la proteina A coniugata con sfere di acrilico (50% in tampone di
lisi) per 1 ora a 4°C. Il contenuto dei tubi ¢ stato poi centrifugato e lavato
tre volte in soluzione lisante a 10000 x g per 2 minuti a 4 °C.
L’immunoprecipitato ¢ stato suddiviso in due aliquote. La prima ¢ stata
sottoposta ad estrazione dei gangliosidi secondo la metodica messa a punto
da Svenerholm e Fredman (Svennerholm e Fredman, 1980). I
glicosfingolipidi eluiti sono stati portati a secco in corrente di azoto e
sottoposti a cromatografia su strato sottile ad elevata performance (HPTLC)
su lastra di alluminio ricoperta di gel di silice 60 (20x20) (Merck,
Darmstadt, Germania).

La cromatografia ¢ stata realizzata in cloroformio:metanolo:0,25%
soluzione acquosa di KCI (5:4:1) (v:v:v). La lastra ¢ stata immunomarcata
per 1 ora a temperatura ambiente con HRP-CTxB o, alternativamente, con
anti-GM2 IgM o anti-GM3 IgM e quindi con ’anticorpo secondario anti-
mouse I[gM-HRP. L’immunoreattivita ¢ stata analizzata sfruttando la
reazione di chemiluminescenza usando il sistema di detezione ECL
(Amersham, Buckinghamshire, UK). Alternativamente
I’immunoprecipitato ¢ stato soggetto ad analisi in Western blot attraverso
I’utilizzo dell’anticorpo anti-Fyn FYN3 seguito da trattamento con I’anti-

rabbit [gG-HRP.
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Gli Immunoprecipitati sono stati controllati in Western blot, usando

I’anticorpo monoclonale anti-PrP 6H4.

3.12 Analisi di infettivita in vitro

Cellule non infettate N2a PK1 sono state coltivate in piastre da 6 pozzetti
24 ore prima dell’infezione. Le MVs sono state separate sia da cellule della
linea appena menzionata (MVs"™™), che da cellule infettate-MRL Neuro-
2a PK1 (MVs™),e risospese in Opti-MEM. Le MVs sono state incubate 48

ore con le cellule non infette Neuro-2a PK1.

Lisati RML e omogenati di cervelli mock (1% w/v omogenati) sono stati

inclusi come controlli positivo e negativo.

L’infezione da prioni ¢ stata valutata rilevando la presenza della PrP*

attraverso analisi con la metodica di cell blotting.

3.13 Immuno-analisi: “cell blotting”

Le cellule sono state coltivate su vetrino coprioggetto (Roth, Germania)
non a confluenza, lavate in PBS, e poste a contatto del tampone di lisi [50

mM Tris-HCI1 (pH 8.0), 150 mM NaCl, 0,5% sodio deossicolato, 0,5%
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Triton X-100] dove era stata precedentemete inumidita la membrana di
nitrocellulosa (Hybond-C-Extra, Amersham, Germania), posta su un foglio

di carta da filtro inumidito.

La membrana viene processata come descritto da Klohn (Klohn et al.,

2003).

Dapprima le membrane sono asciugate all’aria, 1 coprioggetti sono
attentamente rimossi € le membrane sono incubate in una soluzione

contenente Proteinasi K (5 ug/ml in tampone di lisi) per 90 min a 37°C.

Dopo due lavaggi in acqua distillata, la digestione con proteinasi K ¢
interrotta con I’aggiunta alle membrane di una soluzione contenente 2 mM
di PMSF mantenendole per 10° a temperatura ambiente. Infine le
membrane sono trattate con guanidinio tiocianato 3 M in tampone di Tris-
HCI (pH8.0) per 10 min. Vengono effettuati numerosi lavaggi in acqua
distillata, e le membrane sono processate per riscontrare la presenza della
PrP/PrP* attraverso 1’uso dell’anticorpo monoclonale 6H4, come descritto

in precedenza.
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3.14 Analisi dell’infettivita in vivo

Le MVs sono isolate sia dalle cellule non infette che dalle RML-Neuro2a
PK1 infette, come precedentemente descritto, ed infine risospese in 0,2 ml
di PBS. Le cellule Neuro-2a PK1 non infette ed infette, vengono raccolte e
risospese in 1 ml di PBS.

Si sottopongono le cellule e le MVs a cinque cicli consecutivi di
congelamento e scongelamento; viene determinata la concentrazione delle
proteine mediante il metodo di Bradford e, il contenuto viene aggiustato a
10 ug/30 ul di volume finale, mediante I’aggiunta di PBS/ BSA 5%.
Diverse diluizioni di omogenato di cervello di topo RML (Rocky Mountain
Laboratory), infettato con il “sottotipo” Scrapie [passaggio 5.0, 1x 10
LDso/ml 10% di omogenato di cervello] (Prinz ef al., 2004), diluito in
PBS/BSA 5% sono state usate come controllo positivo, mentre I’omogenato
di cervello mock era incluso come controllo negativo.

Trenta microlitri di  ogni campione sono stati somministrati
intracelebralmente a gruppui di 4 topi tga20 (Fisher et al., 1996).

La malattia ¢ stata diagnosticata negli animali quando non meno di tre dei
seguenti sintomi sono stati osservati: tendenza dei topi alla chiusura dei
piedi e delle zampe posteriori, quando venivano risospesi dalla coda; coda

plastica (particolare forma di rigidezza della coda); diminuzione
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dell’attivita motoria; andatura sbilanciata, disiorentazione; leggera paresi
degli arti ed atassia.

Venivano determinati 1 tempi di insorgenza degli stati terminali della
patologia e, veniva calcolato il titolo d’infettivita attraverso 1’uso della
relazione: y = 11.45-0.088x, dove y ¢ il log LDs¢/ml di omogenato, e la x ¢
uguale al tempo d’incubazione fino agli stati terminali, espresso in giorni.
La presenza della isoforma della proteina prionica resistente alle proteasi
(PrP *°) era ricercata nei cervelli attraverso digestione con proteinasi K (20

ug/ml, 30 min, 37°C) seguito da analisi in Western Blot.
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RISULTATI
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4.1. Distribuzione della PrP¢ sulla membrana
plasmatica di cellule linfoblastoidi CEM,
mediante immunoelettromicroscopia e
microscopia confocale laser

Allo scopo di verificare se la PrP¢ possa essere presente nei microdomini
lipidici, ¢ stata analizzata la distribuzione della proteina prionica sulla
membrana plasmatica in una linea cellulare linfoblastoide umana CEM,
mediante microscopia confocale € immunoelettromicroscopia.

L’analisi confocale laser ha evidenziato un’espressione eterogenea € una
distribuzione in “clusters” della proteina prionica cellulare (Fig. 6A),
suggerendo I’esistenza di GEM (microdomini) arricchiti in PrP°.
Successivamente per meglio analizzare la distribuzione della PrP® sulla
membrana plasmatica, le cellule, dopo essere state fissate e marcate con
anti-PrP e incubate con proteina A coniugata con oro colloidale, sono state
processate per la microscopia elettronica convenzionale. L’analisi
immunoelettromicroscopica ha confermato un’ espressione eterogenea di
PrP¢ con distribuzione in piccoli “clusters” sia sui microvilli che nella

porzione non villosa della membrana plasmatica (Fig.6B).
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Fig.6A

Distribuzione della proteina prionica cellulare mediante microscopia confocale
laser.

La marcatura con anti-PrP“ mostra una tipica distribuzione a cluster sulla membrana
plasmatica di cellule di origine linfoblastoide (CEM).
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Fig.6B
Distribuzione della proteina prionica cellulare, mediante

immunoelettromicroscopia.

La marcatura con oro colloidale si localizza in piccoli “cluster” ed € presente sia sui
microvilli che nella porzione non villosa della membrana plasmatica.
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4.2 Arricchimento della PrP¢ nei microdomini di
membrana

E’ stato inoltre analizzato 1’arricchimento della proteina prionica nelle
frazioni GEM di cellule linfoblastoidi, ottenute mediante gradiente lineare
di saccarosio. L’arricchimento ¢ stato quantificato mediante analisi
densitometrica. I risultati ottenuti evidenziano che la proteina prionica ¢
arricchita nelle frazioni Triton-insolubili 5 e 6, corrispondenti ai
microdomini della membrana plasmatica cellulare nel nostro sistema di
rilevamento. Tuttavia la proteina ¢ stata evidenziata, seppur in minor
misura, anche nelle frazioni Triton-solubili (frazioni 10-11) (Fig. 7),
confermando che la PrP® ¢ presente prevalentemente, ma non

esclusivamente, nei microdomini di membrana.

PI‘PC ——

Fig.7
Distribuzione della PrP® su frazioni di gradiente di saccarosio ottenute da CEM

Le cellule sono state lisate in tampone di lisi e il lisato ¢ stato sottoposto ad analisi
su gradiente di saccarosio. Dopo la centrifugazione il gradiente ¢ stato frazionato ed
ogni frazione ¢ stata analizzata mediante Immunoblot con anti-PrP C-20.
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4.3 Presenza di componenti del microdominio sulla
membrana cellulare e su MVs rilasciate da cellule
linfoblastoidi CEM e cellule linfocitarie, mediante
immunoelettromicroscopia.

Allo scopo di verificare se componenti del microdominio possano essere
presenti su microvescicole rilasciate da vari tipi cellulari, ¢ stata analizzata
su queste la distribuzione del GM3 (marcatore specifico dei microdomini)
mediante immunoelettromicroscopia.

Le cellule, sono state marcate con anti-GM3 e incubate con proteina A
coniugata con oro colloidale e successivamente processate per la
microscopia elettronica convenzionale. L’analisi
immunoelettromicroscopica ha confermato un’espressione eterogenea di
GM3 con distribuzione in piccoli “clusters” sia sui microvilli che nella
porzione non villosa della membrana plasmatica cellulare sia, su

microvescicole rilasciate dalle cellule (Fig.8).
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Fig.8

Distribuzione del GM3, mediante immunoelettromicroscopia

La marcatura con oro colloidale si localizza in piccoli “cluster” ed ¢ presente sia sui
microvilli che nella porzione non villosa della membrana plasmatica. Inoltre, la
freccia mette in evidenza una microvescicola rilasciata dalla cellula marcata con oro
colloidale.
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4.4 Associazione di PrP¢ con GM3 su cellule
linfoblastoidi CEM  mediante microscopia
confocale laser

Allo scopo di definire la possibile associazione tra PrP® ed il ganglioside
GM3, ¢ stata analizzata la loro distribuzione sulla membrana plasmatica,
mediante microscopia confocale laser.

Le cellule CEM sono state marcate con anticorpo monoclonale anti-GM3,
dal momento che il GM3 ¢ il principale costituente gangliosidico di tali
cellule e puo essere considerato un marcatore dei microdomini (Kiguchi et
al., 1990; Garofalo et al., 2002).

La doppia marcatura di PrP® (Fig. 9A) e GM3 (Fig. 9B) ha evidenziato una
distribuzione della marcatura a “clusters” sulla membrana plasmatica
cellulare. L’immagine ottenuta, sovrapponendo le due marcature, mostra
aree di colore giallo che corrispondono ad una quasi totale colocalizzazione
(Fig. 9C).

I risultati sopra descritti indicano, dunque, che le molecole PrP¢ tendono a
localizzarsi prevalentemente, ma non esclusivamente, nelle regioni di

membrana arricchite in gangliosidi.
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anti-PrP anti-GM3 sovrapposizione

Fig.9
Analisi confocale laser di PrP/GM3 sulla membrana plasmatica di cellule
linfoblastoidi CEM

Le cellule sono marcate con anti-PrP (6H4) seguita dell’addizione di anti-IgG murine
FITC. Dopo tre lavaggi in PBS le cellule sono state marcate con anti-GM3 (GMR®6)
seguita dall’aggiunta di anti-IgM murine coniugate con Texas Red.

A: cellule linfoblastoidi CEM marcate con anti-PrP (6H4) (verde).

B: cellule linfoblastoidi CEM marcate con anti-GM3 (GMR6) (rosso).

C:doppia marcatura con anti-PrP (verde) e anti-GM3 (rosso). Le aree di colocalizzazione
sono evidenziabili in giallo.

4.5 Presenza ed associazione della PrP¢ e di
componenti dei microdomini lipidici sulle MVs
derivate da cellule linfloblastoidi.

Le MVs sono normali costituenti nel plasma sanguigno, secrete dai

leucociti, eritrociti, piastrine e cellule endoteliali (Martinez et al., 2005); ci0

¢ stato verificato nei precedenti risultati sperimentali condotti sulla linea
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cellulare linfoblastoide CEM. La distribuzione della proteina prionica sulla
membrana, mostrava un’ inequivocabile distribuzione in piccoli “cluster”
simile a quella osservata per lo specifico marcatore dei rafts lipidici di
membrana GM3, attraverso marcatura con anticorpo monoclonale anti-

GM3 GMRG (fig.10).

MVs anti-PrP°¢ anti-GM3

Fig.10
Immuno-elettro-microscopia su MVs di PrP¢ e GMS3.
A: MVs da cellule CEM.

B: Immunolabeling of PrP® on CEM plasma membrane and derivate MVs.
C: Immunolabeling of GM3 on CEM plasma membrane and derivate MVs
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4.6 Presenza della PrP® su MVs derivate da sangue

periferico

Per investigare la presenza della PrP® su MVs derivanti da plasma ottenuto
da donatore sano, le microparticelle sono state isolate attraverso metodica
di centrifugazione differenziale su preparazioni di plasma libero da
piastrine. La presenza ¢ stata dapprima confermata attraverso immunoblot
analisi attraverso 1’uso dell’anticorpo monoclonale anti-PrP 6H4, come
dimostrato dalla figura 11A.

La presenza della PrP° ¢ stata confermata anche dall’analisi
citofluorimetrica attraverso marcatura delle MVs mediante lo specifico
anticorpo anti-PrP C-20 PE come osservabile nella figura successiva 11B.
Queste evidenze confermano la presenza della proteina sulla membrana

delle MVs derrivate da plasma umano.
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Fig. 11
Espressione della PrP¢ in MVs.

MVs ottenute da plasma umano sono state analizzate per la presenza di PrP®.

A:  Analisi Western blot con anticorpo monoclonale anti-PrP 6H4 of MV's
paragonato a lisato di cellule del sangue.

B:  Analisi citofluorimetrica con anti-PrP (C-20 PE).

Sinistra: MVs misurate sulla base di parametri forward e side scatter usando
come standard beads di polystirene 0.8 um.

Destra: MVs marcate con anti-PrP PE (C-20 PE) e IgG PE con specificita
irrilevante.
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4.7 Evidenza dei componenti dei raft nelle MVs da

plasma umano

Come altre proteine legate con ancora GPI alla membrana, la PrP° e la sua
forma patologica PrP> sono localizzate in microdomini arricchiti in
glicosfingolipidi acidi, 1 rafts lipidi di membrana di cellule di origine
neuronale e linfocitiche (Mattei et al., 2002; Naslavsky et al., 1999; Vey et
al., 1996). In particolare in tali porzioni specializzate della membrana, la
PrP® associa strettamente con i gangliosidi e con molecole di trasduzione
del segnale, come la protein chinasi pS9Fyn (Mouillet-Richard et al., 2000)
e NCAM (Niethammer et al., 2002; Santuccione et al., 2005). Inoltre,
I’associazione della PrP® appena descritta ¢ indispensabile per la sua
conversione nella forma infettiva resistente alle proteasi PrP>° (Naslavsky et
al., 1999; Baron ef al., 2002; Masserini et al., 1999).

E’ stato precedentemente documentato il rilascio di proteine attraverso il
processo di shedding degli esosomi (Fevrier et al., 2004;,De Gassart et al.,
2003; Faure et al., 2006) enfatizzando la presenza di ambienti di membrana
esosomiale associabile alla natura tipica dei rafts lipidici di membrana,
suggerendo ulteriormente che tali porzioni possono essere dei punti chiave

da cui puo avvenire il rilascio di tali stutture.
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Avendo precedentemente dimostrato che la PrP° associa strettamente con i
gangliosidi GM1 e GM3 a livello dei rafts lipidici della membrana
plasmatica di cellule linfocitarie (Mattei et al., 2002; Mattei et al., 2004),
abbiamo verificato la presenza di tali elementi sulla membrana di MVs
derivanti dal plasma di donatori sani. I glicosfingolipidi acidi venivano
sottoposti ad immunomarcatura attravarso anticorpo monoclonale anti-
GM3 GMR6 (fig.12A) per evidenziare il GM3 e, la subunita beta della
tossina colerica che si lega specificatamente al GM1 (fig.12B) (Heyningen
S. Van., 1974). Come osservato in figura 12 entrambe le marcature
risultavano chiaramente positive. Poiche la protein chinasi p59Fyn cosi
come la proteina flotellina-2 sono stati indicati come specifici componenti
dei raft, che potrebbero eventualmente associarsi alla PrP® (Baron et al.,
2002; Mattei et al., 2004; Slaughter et al., 2003; Stuermer et al., 2004),
abbiamo analizzato la presenza di entrambe le proteine succitate su MVs
derivanti da plasma umano. L’analisi in Western blot ha confermato la
presenza di una banda di positivita intorno ai 59 kDa, peso molecolare
proprio della proteina p5S9Fyn, riscontrata attraverso I’anticorpo policlonale
anti-Fyn (fig. 12C) e, una banda intorno ai 42 kDa, peso molecolare tipico
della proteina flotillina-2, verificato mediante ’anticorpo policlonale anti-

flotillina-2 (fig.12D).
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Fig.12
Evidenza di componenti dei raft nelle MVs da plasma umano.

MVs ottenute da plasma umano soggette ad estrazione di gangliosidi, analizzate

attraverso TLC immunostaining.

A: immunoreattivita di anti-GM3, seguito da marcatura con anti-mouse IgM
coniugato alla perossidasi;

B: reattivita della HRP-CTxB.
MVs otteanute da plasma umano sono analizzate in Western blot usando
I’anticorpo anti-Fyn (FYN3) (C), e I’anti-flotillina-2 (D).
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4.8 Associazione della PrP® con gangliosidi e con
pS9Fyn chinase.

La diretta associazione sulle MVs della PrP¢ con i gangliosidi e con la
protein chinasi p59Fyn ¢ stata analizzata mediante esperimenti di co-
immunoprecipitazione seguito sia da TLC immunostaining per la detezione
dei gangliosidi (fig.13A-B) o, con I’immunoblotting convenzionale per la
conferma della presenza di p59Fyn, come ¢ possibile riscontrare nella
fig.13C. Questi risultati suggeriscono che i componenti dei raft associano
strettamente sulla membrana micro vescicolare con la proteina prionica

quasi a formare un complesso di glicosegnalazione.
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Fig 13

Co-immunoprecipitazione della PrP€ e dei gangliosidi o, p59Fyn chinase.

MVs derivanti da plasma umano sono immunoprecipitate con anti-PrP (C-20). Gli

immunoprecipitati sono sottoposti a estrazione dei gangliosidi e analizzati attraverso

TLC immunostaining o Western Blot con anticorpo policlonale anti-Fyn(FYN3).

A: reattivita di anti-GM3 GMR6 con standard GM3, immunoprecipitato di PrP©
e immunoprecipitato con IgG a specificita irrilevante.

B: reattivita di CTxB perox with standard GM1, immunoprecipitato di PrP€ e
immunoprecipitato con IgG di specificita irrilevante.

C: Analisi Western blot con anti-Fyn(FYN3) di lysato totale, immunoprecipitato
PrP® e immunoprecipitato con IgG di specificita irrilevante.
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4.9 Rilascio da parte di cellule neuronali di MVs che
presentano PrP‘e componenti dei rafts .

Allo scopo di determinare se le cellule neuronali potessero rilasciare MVs
derivanti dalla membrana plasmatica e, per verificare se tali strutture
contenessero PrP° in associazione a componenti dei raft lipidici di
membrana, abbiamo isolato le MVs dai sovranatanti di cellule neuronali
murine in coltura (Neuro-2a) e, dai sovranatanti del sottotipo (Neuro-2a
PK1) (Klohn et al., 2003). La metodica di separazione era basata su un
protocollo che prevedeva una serie di centrifugazione differenziali (forza
centrifuga via via piu intensa).

Le MVs derivanti dalla membrana plasmatica erano ottenute attraverso
centrifugazone con una forza centrifuga corrispondente a 20000 x g,
abbastanza elevata, ma non sufficiente a far precipitare anche gli esosomi.
L’analisi al microscopio elettronico dei preparati ha confermato la presenza
delle MVs, spesso sotto forma di aggregati, ma per la maggior parte con
una taglia variabile tra 0,1 ed 1 um, taglia compatibile a quella di altri
elementi microvescicolari derivanti da altre linee cellulari (Ratajczak et al.,
2006). La presenza della PrP° confermata su entrambe le linee neuronali
murine (Neuro-2a e Neuro-2a PK1) (fig. 14). In particolare, ’analisi al

microscopio elettronico di sezioni ultrasottili di cellule Neuro-2a PK1 ha
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confermato 1’inequivocabile distribuzione della PrP° sia sulla membrana

plasmatica cellulare che su quella delle MVs.

Fig. 14

Immuno-elettro-microscopia di MVs derivanti da cellule neuronali murine Neuro-2a.

Allo scopo di escludere la presenza di elementi contaminanti (esosomi) nei
preparati di microvescicole, sono stati valutati in esperimanti di immnoblot
1 livelli d’espressione di due proteine citoplasmatiche, Alix e Tsg 101,
entrambe identificati come markers d’identificazione degli esosomi (Thery
et al., 2001; Geminard et al., 2004). I segnali ottenuti nei preparati

arricchiti di MVs erano piu bassi di quelli osservati nelle frazioni arricchite
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di esosomi (dato non mostrato).

Avendo in precedenza verificato che le MVs derivanti da plasma umano
contenevano componenti dei raft lipidici come la flotillina-2, i gangliosidi
e, la proteina prionica, abbiamo analizzato la presenza di queste
componenti nelle MVs derivate dalle cellule Neuro-2a attraverso analisi
cromatografica su strato sottile (TLC) seguito da immunomarcatura o
alternativamente con I’analisi in immunoblot. In precedenti esperimenti era
stato verificato che il maggior costituente gangliosidico delle cellule Neuro-
2a era il GM2; pertanto ’estratto dei glicosfingolipidi acidi derivanti dalle
MVs era immunomarcato con uno specifico anticorpo monoclonale anti-
GM2. Come si evince dalla figura 16, la presenza del ganglioside GM2

risultava fortemente positivo.

GM2 Standard MVs N2a

Fig. 15
Analisi gangliosidica di MVs derivanti da Neuro-2a.
MVs derivanti dalle cellule Neuro-2a sottoposte a estrazione dei gangliosidi e

analizzate in TLC immunostaining.
Reattivita dell’anticorpo monoclonale anti-GM2 GMR®6 con standard GM2.
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Inoltre le stesse MVs contenevano anche 1 marcatori proteici flotillina-2 e

GAP43, una specifica proteina neuronale che si lega ai raft attraverso

estremita N-terminale acetilata (fig. 16).
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Evidenza dei componenti dei raft e PrP€ nelle MVs derivanti da Neuro-2a.

MVs ottenute da Neuro-2a sono analizzate in Western blot usndo differenti anticorpi.
A reattivita con anti-Flotillina-2;

B: reattivita con anti-GAP-43;

C: reattivita con anti-PrP SAF-32.
L’estratto totale di cervello derivante da topi “wild type” ¢ stato incluso come
controllo positivo.

Poich¢ 1 gangliosidi sono stati considerati essere componenti di un

complesso di segnalazione nei rafts lipidici (Geminard et al., 2004),
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abbiamo voluto confermare la presenza dell’effettiva associazione della
PrP® con il ganglioside GM2 nelle MVs derivanti dalle cellule Neuro-2a.
Pertanto abbiamo immunoprecipitato la PrP° utilizzando un anticorpo
policlonale anit-PrP C-20. L’immunoprecipitato ¢ stato sottoposto a
metodica di estrazione dei glicosfingolipidi acidi e, successivamente ad
analisi cromatografica su strato sottile (TLC-immunostaing), utilizzando
I’anticorpo monoclonale anti-GM2.

I risultati ottenuti, riportati nella figura 17, evidenziano 1’associazione della
PrP® con il ganglioside GM2 sui raft presenti nelle MVs. La qualita
dell’immunoprecipitato era verificato attraverso analisi Western blot con
I’antocorpo monoclonale anti-PrP 6H4. Inoltre, nei campioni di controllo
dell’immunoprecipitato, utilizzando immunoglobuline con specifita
irrilevante, sotto le stesse condizioni sperimentali, non riportava livelli
evidenziabili di gangliosidi.

Questi risultati indicano chiaramente che le cellule neuronali rilasciano
attivamente Mvs in aggiunta agli esosomi (Faure et al., 2006). Le MVs
secrete contengono componenti dei raft lipidici, suggerendo che anche nel
SNC puo avvenire la trasmissione di informazioni molecolari attraverso tali

strutture/elementi.
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Fig.17

GM2 - -

GM2 IP-a-PrP
Standard MVs N2a

IP-irrelevant Ab

a-GM1

GM1 IP-a-PrP

Standard MVs N2a IP-irrelevant Ab

Co-immunoprecipitazione di PrP¢ e gangliosidi.

MVs derivanti da cellule Neuro-2a sono immunoprecipitate con anti-PrP (C-20). Gli
immunoprecipitati sono sotoposti ad estrazione dei gangliosidi e analizzati in TLC
immunostaining.

A:

B:

reattivita dell’anti-GM2 GMR6 con lo standard GM2, immunoprecipitato di
PrP€ e, immunoprecipitato con IgG di specificita irrilevante.

reattivita della CTxB perox con lo standard GM1, immunoprecipitato di PrP®
e immunoprecipitato con IgG di specificita irrilevante.
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4.7 Ruolo dele MVs secrete dalle cellule neuronali
nella infettivita da prioni

Allo scopo di analizzare se le cellule neuronali infettate da prioni potessero
rilasciare MVs che presentano ’isoforma patologica della proteina prionica
(PrP>) e, dunque, infettivita da prioni, abbiamo isolato le MVs dai
sovranatanti di cellule infette in coltura (RML-Neuro-2a PK1). Abbiamo
verificato la presenza della PrP* attraverso immunublot analisi e,
ulteriormente verificato il potenziale infettivo di tali strutture in esperimenti
di trasmissione in vitro ed in vivo.

La valutazione della presenza della PrP> era possibile attraverso
trattamento di digestione enzimatica dei preparati, utilizzando la proteinasi
K (PK). Difatti, I’isoforma PrP%, anormalmente ripiegata, risulta
parzialmente resistente al trattamento con PK, mentre I’isoforma cellulare
della proteina (PrP°) viene completamente degradata dallo stesso
trattamento (Prusiner et al., 1982c). Come osservato in fig. 18, le MVs
derivate dalle cellule infette, possiedono 1’isoforma PK resistente (PrP®°) e,
1 livelli riscontrati nelle MV purificate erano piu elevati di quelli derivanti
dalle cellule parentali (fig. 18), suggerendo un arricchimento della PrP*
nella membrana delle microvescicole. In esperimenti di controllo, erano

state separate le MVs da cellule non-infette (Neuro-2a PK1) e, come ci si
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aspettava, non presentavano la PrP>, confermando la specificita del rilascio

dalle cellule neuronali infette.

Noninfected MVs Infected MVs N2a PK1 inf.
PK:ing - 01 03 1.0 - 0.1 0.3 1.0 kDa - 03 1.0 PK:ug

oy
— 38— [
ol - — 17 —

Fig.18

Cellule neuronali infettate da Prioni, rilasciano MVs che presentano Prp%.

Pannello sinistro: Detezione di PrP> in MVs isolate dai sovranatanti di coltura in
cellule Neuro-2a PK1 non-infettate da prioni e infettate . Venti ug di proteine totali
do MVs isolate sono digerite con PK. PrP* ¢ riscontrata in maniera specifica nelle
MVs rilesciate dalle cellule infettate ma noin dalle N2a PK1 non-infettate.

Pannello destro: Detezione della PrP* nelle Neuro-2a PKI1 infettate.
Duecentocinquanta ug di proteine totali derivanti da lisato cellulare sono digerite con
PK. La presenza dell’isoforma PK-resistente era trattata con quote crescenti di
proteinasi K ed analizzata con I’anticorpo monoclonale 6H4.
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A seguito di tale evidenza sperimentale, abbiamo condotto un esperimento
per valutare la capacita infettante delle MVs in vitro. A tal fine abbiamo
realizzato una co-coltura di cellule non-infette Neuro-2a PK1 con MVs
isolate dai sovranatanti di cellule infette (RML-Neuro-2a PKl);
parallelamente, sono stati preparati dei campioni di controllo dove la co-
coltura era costituita da MVs e cellule non-infette.

Come ci si aspettava, attraverso una verifica analitica in Cell Blot, era
evidenziata una amplificazione de mnovo dell’infettivita, dovuta alla
presenza di PrP>, che si manteneva per piu di tre mesi nella coltura
cellulare (fig 19).

La conversione della PrP® endogena nella isoforma patologica PrP>¢,
associata alla patologia, era trovata unicamente nelle co-colture di cellule
Neuro-2a PK1 e MVs separate da cellule infette, € non nelle co-colture con
MVs da cellule non-infette (fig. 19).

La replicazione della proteina infettiva nelle cellule, si manteneva per piu di
trenta passaggi dopo l’infezione, dimostrando che la trasmissione dei
prioni, dipendente dalle MVs, generava una infezione persistente nelle
cellule “recipienti” di neuroblastoma, escludendo in tal modo 1’evenienza di
una possibile contaminazione da PrP*° dipendente dall’inoculo iniziale.
Allo scopo di confermare 1’associazione dell’infettivitd da prioni con le

MVs derivate dalla membrana cellulare e, per determinare il “titolo
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infettivo”, abbiamo realizzato un esperimento in vivo, nel quale sono state
inoculate MVs da cellule infette e, come controlli, MVs da cellule non-
infette o lisati cellulari, intracelebralmente in topi indicatori “tga20”
(Fischer et al., 1996). Veniva determinato il tempo d’incubazione che
intercorreva prima dello sviluppo degli stadi terminali della patologia da
scrapie e, il titolo infettivo, ottenuto rapportando il tempo d’incubazione
stesso ad una curva di calibrazione (TABELLA 1I). Tutti i topi indicatori
sviluppavano 1 segni clinici della patologia da prioni ad ognuna delle tre
diluizioni utilizzate come inoculo e derivanti dalla separazione di MVs dai
sovranatanti di coltura di cellule infette (RML-Neuro-2a PK1) ma, nessuna
delle cavie, sviluppava la patologia quando veniva inoculata con MVs
derivanti dai sovranatanti di cellule non-infette. Cid confermava che

unicamente le MVs™

erano in grado di trasferire I'infettivita sia in vitro
che in vivo e, indicava altresi, che il titolo infettivo fosse piu elevato nelle
MVs rispetto a quello associato alle cellule da cui venivano rilasciate
(TABELLA I). Dalla tabella si evince anche che le MVs sono leggermente
meno infettive dell’omogenato “crudo” di cervello derivante da animali
infetti, usato come controllo positivo d’inoculo: infatti, i topi che venivano
testati con una diluizione di 102 di RML (corrispondenti a 10 ug di

proteine totali derivanti da cervello), sviluppavano i segni clinici della

patologia leggermente piu precocemente rispetto ai topi testati con le MVs.
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Fig. 20

Transmissione in vitro dell’infettivita da prioni attraverso MVs che trasportano
PrP*.

L’analisi Cell blot riscontra I’infezione de novo delle cellule Neuro2a PK1 lls a
diversi passaggi. Le Neuro2a PK1 sono state incubate con MVs isolate da cellule
non-infette (MVs"°"™), o da cellule infettate (MVs™). Le infezioni Mock e Chandler
sono state incluse come controlli negativo e positivo, respettivamente. Un
incremento tempo-dipendente dei livelli di PrP* viene riscontrata dopo trattamento
con PK.
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Tabella I

Scrapie death

Indicator mice b Estimated
ays
Inoculum succumbing to y infectivity titres (log
(mean +/-
scrapie LDs¢/ml)
STDEV)
Mock 10 0/4 >150 <1.5
RML 10™ 4/4 78+2 4.6
RML 1072 4/4 68+2 5.5
RML 6x1072 4/4 642 5.8
My gNoninf 0/4 >150 <1.5
Mvs'n 4/4 682 5.5
Neuro-2a PK1 cells 0/4 >150 <1.5
Neuro-2 a PK1 inf.
4/4 766 4.8

cells

MVs che trasportano la PrP* trasmettono la patologia ai topi 7ga20.

Topi “indicatori” 7ga2(0 sono stati inoculati intracerebralmente con 30 ul (10 ug
proteine totali) di lisati cellulari ¢ MVs o con 30 ml of different diluizioni
d’omogenato di cellule infette da RML. Animals inoculati con Mock strain sono stati
inclusi come controllo negativo. Viene determinato il tempo d’incubazione prima
dello sviluppo delle fasi finali della patologia da scrapie. La relazione ¢ la seguente:
v =11.45-0.088 x, dove y ¢ il log LDs¢/ml d’omogenato e x i€ il tempo d’incubazione

in giorni fino agli stadi finali della patologia.

Questa relazione ¢ usata per calcolare il “titolo” d’infettivita.
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DISCUSSIONE
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Questa ricerca dimostra che la proteina prionica € presente nei microdomini
di membrana delle cellule linfocitarie T, in associazione con componenti
lipidiche dei rafts, dove interagisce anche con molecole implicate nella
trasduzione del segnale di attivazione; si localizza inoltre su
microvescicole presenti nel sangue periferico, rilasciate da vari tipi cellulari
nei diversi stati di attivazione od apoptosi (Sabatier ef al., 2002).

Poiché il sistema immune dell’ospite gioca un ruolo importante nella
patogenesi delle malattie da prioni (Fraser e Dickinson, 1970; Klein et al.,
1997; Klein et al., 1998; Klein et al., 2001), nella prima parte di questa
ricerca ¢ stata analizzata la distribuzione della proteina prionica in cellule
linfoblastoidi T umane. L’analisi immunoelettromicroscopica ha rivelato
che le particelle di oro colloidale, corrispondenti alla proteina prionica
cellulare, erano distribuite in piccoli “clusters” sulla membrana plasmatica.
Queste osservazioni sono in accordo con quelle riportate in recenti studi
sulle cellule nervose (Ford et al., 2002), che hanno descritto aree della
membrana plasmatica in cui la PrP® & altamente concentrata.

Per meglio definire la distribuzione della PrP® nelle cellule linfocitarie,
sono stati quindi eseguiti esperimenti mediante immunofluorescenza
indiretta in doppia marcatura per verificare I’associazione della proteina
prionica con i microdomini di membrana o “rafts”, porzioni specializzate

della membrana plasmatica implicate nella trasduzione di segnali tirosino-
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chinasici. Dal momento che 1 gangliosidi rappresentano costituenti
fondamentali de1 microdomini, essendo anche coinvolti nella trasduzione di
segnali sia di tipo stimolatorio che di tipo inibitorio (Hakomori et al.,
1998), ¢ stata analizzata 1’associazione di molecole di PrP® con molecole
gangliosidiche. I nostri risultati hanno mostrato una colocalizzazione tra
PrP ¢ GM3 o GMI sulla superficie cellulare delle cellule linfoblastoidi.
Questo dato indica 1’esistenza di microdomini di membrana arricchiti in
PrPC. L’analisi in microscopia confocale a scansione ha confermato sulla
superficie di cellule linfoblastoidi la presenza di microdomini arricchiti in
GM3, dove le molecole di PrP® erano principalmente, ma non
esclusivamente colocalizzate con il ganglioside.

Esperimenti successivi, volti ad approfondire il tipo di interazione esistente
tra PrP¢ e GM3 all’interno dei microdomini, hanno dimostrato che la PrP¢
era presente nelle frazioni Triton-insolubili corrispondenti ai rafts della
membrana plasmatica cellulare e che associa con 1 gangliosidi.

Sebbene non sia stato ancora chiarito il preciso meccanismo attraverso il
quale tali molecole si leghino alla PrP® studi precedenti riferiscono un’
elevata affinita tra specifiche proteine della membrana plasmatica cellulare
e 1 gangliosidi; fra queste vanno ricordate I’associazione della subunita A di
Trk con il GM1 nelle cellule di feocromocitoma (Mutoh et al., 1995), del

corecettore CD4 con il GM3 nei linfociti (Sorice et al., 1997; Sorice et al.,
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2000) e della proteina di trasduzione ZAP-70 con il GM3 nelle cellule T
attivate (Garofalo er al., 2002). Interazioni ganglioside-proteina con
un’elevata e specifica affinita sono state descritte in diversi tipi cellulari.
Sebbene il meccanismo sia ancora poco chiaro, queste interazioni
sembrano avere un ruolo nella regolazione della trasduzione di importanti
segnali intracellulari (Hakomori et al., 1998). Nel loro insieme quindi
questi dati dimostrano la presenza di PrP® nei microdomini di membrana,
suggerendone un ruolo nella traduzione del segnale.

D’altra parte, ¢ noto che le cellule gliali vengono stimolate dalla proteina
prionica ad attivare una trasduzione del segnale intracellulare tirosin-
chinasi dipendente (Combs et al., 1999). Cio porta ad un rilascio transitorio
del Ca*", che ha come conseguenza I’attivazione della PKC e della tirosin-
chinasi Ca®'-sensibile (Kourie, 2001). La natura del ligando di PrP¢
responsabile della generazione del segnale non ¢ stato ancora chiarito.
Dopo aver dimostrato ’associazione della PrP“ con i gangliosidi, si &
voluto pertanto stabilire un possibile ruolo della proteina prionica nella
trasduzione del segnale. Studi su cellule nervose hanno evidenziato
I’associazione della PrP® con una protein-chinasi della famiglia Src (Fyn)
mediata dalla caveolina 1 (Mouillet-Richard et al., 2000).

Le nostre ricerche hanno evidenziato che la PrP® colocalizza e associa con

Fyn in cellule linfocitarie, come mostrato in microscopia confocale laser e
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mediante esperimenti di coimmunoprecipitazione.

Dal momento che le cellule di origine linfocitaria risultano prive di
caveolina 1 (Fra et al., 1994), 1 nostri risultati suggeriscono che questa
associazione possa essere mediata dal GM3.

Sulla base di precedenti osservazioni che hanno identificato componenti dei
“rafts” in microvescicole liberate prevalentemente da cellule tumorali, un
ulteriore argomento di indagine ¢ stato quello di verificare la presenza della
PrP¢ su esosomi o su microvescicole ottenute da sangue periferico di
donatori sani. Nonostante le promettenti ipotesi applicative e funzionali
delle microvescicole, il significato fisiologico di queste ultime non ¢ ancora
completamente chiaro. Le MVs sono normali costituenti presenti nel
plasma, secrete dai leucociti, dalle cellule endoteliali, dalle piastrine e dagli
eritrociti (Martinez et al., 2005)., E’ stato osservato che solo un terzo della
PrP® ¢ associata alle cellule del sangue, mentre i restanti due terzi sono
presenti nel plasma (MacGregor et al., 1999). Precedenti dati hanno
verificato la presenza della PrP¢ sulla membrana degli esosomi rilasciati nel
sangue dalle piastrine attivate.

In questo panorama si inserisce 1’ipotesi che gli esosomi o, pit in generale,
microvescicole rilasciate da vari tipi cellulari, possano funzionare da
veicolo per la trasmissione di patogeni. Come ripotato da Pornillos

(Pornillos et al., 2002), 1 retrovirus, in particolare HIV, sarebbero in grado
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di indirizzare la biogenesi di endosomi diretti alla superficie cellulare e da
qui dare inizio al processo di fusione esocitaria.

A questo proposito, una delle principali novitda di questa ricerca ¢ la
dimostrazione della presenza di PrP® sia in esosomi derivanti da cellule
linfocitarie sia in microvescicole presenti nel sangue periferico di donatori
sani. Il ruolo funzionale di tali strutture ¢ ancora largamente sconosciuto m,
molte evidenze sperimentali mostrano come le MVs, derivanti dai raft
lipidici di membrana, potrebbero essere coinvolte nel rilascio di specifiche
piattaforme dove si concentrano specifiche proteine destinate alla
secrezione extracellulare. Cio suggerisce che esse possano partecipare in
una varieta di processi che vanno dall’adesione intercellulare, all’induzione
della risposta cellulare.

cellule linfoblastoidi CEM (Mattei et al., 2002), dove associa strettamente
con 1 gangliosidi GM1 e GM3 e, con altre proteine di trasduzione del
segnale (pS9Fyn), abbiamo dapprima analizzato attraverso microscopia
elettronica la distribuzione della PrP° sulle MVs derivanti dai linfociti
umani. Tale tecnica sperimentale ha altresi permesso di osservare come tale
proteina fosse distribuita sulla membrana cellulare, a formare piccoli
“cluster”, osservabili anche sulla membrana delle MVs da esse derivanti;

del resto, ¢ stato dimostrato che il sangue ed il plasma di animali
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sperimentalmente infettati con TSE possono trasmettere 1’infezione
attraverso la trasfusione.

I nostri dati confermano ed estendono queste osservazioni, mostrando la
presenza della PrP° nelle MV separate dal plasma umano.

Un altro aspetto interessante ¢ stato quello di dimostrare la presenza di
gangliosidi nelle medesime strutture. Infatti sulle MVs, non solo la PrP° ma
anche la proteina di trasduzione del segnale p59Fyn, cosi come 1
gangliosidi GM1 ¢ GM3 sono stati co-immunoprecipitati con la PrP°,
dimostrando che tutto il complesso di segnalazione pud essere rilasciato
nelle MVs. La presenza di lipidi associati a complessi di segnalazione,
suggerisce un potenziale ruolo per queste microparticelle, nella
comunicazione cellulare, attaverso 1 processi di rilascio e fusione.

E’ stato precedentemente osservato che le cellule neuronali rilasciano
esosomi che contengono un gran numero di lipidi e proteine, comprese
tipiche proteine neuronali come la GluR2/3, subunita del recettore del
glutammato, la molecola di adesione L1 e, la PrP°.

Nel nostro studio abbiamo verificato per la prima volta che anche le cellule
neuronali rilasciano MVs contenenti PrP°.

L’analisi al microscopio elettronico di preparazioni di MVs, ha dimostrato
la presenza di vescicole con diametro variabile tra 100 nm e 1 um. In

questo studio abbiamo dimostrato la presenza della PrP° nelle cellule
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neuronali murine (Neuro-2a e Neuro-2a PK1), attraverso analisi in
immunoblot; inoltre 1’indagine attraverso microscopia elettronica in cellule
Neuro-2a PK1, ha rivelato la distribuzione della PrP¢ sulle MVs, simile a
quella osservata sulla membrana plasmatica.

L’eterogeneita delle molecole di PrP¢ ¢ attribuita principalmente ai vari
rapporti di N-glicosilazione su residui di asparagina (Endo et al., 1989;
Somerville e Ritchie, 1990).

La mobilita elettroforetica della PrP® associata alla membrana delle MVs
non si sovrappone a quella della PrP¢ derivante dalle cellule, suggerendo
che sulle MVs, la PrP¢ deriva dalla completa processazione e meturazione
della proteina durante il processo di rilascio (shedding) delle
microvescicole.

In un recente lavoro ¢ stato descritto un nuovo “’pathway” di processazione
che coinvolge modificazioni all’estremita N-terminale della PrP°¢. e la
selezione di distinte glico-isoforme prima della incorporazione negli
esosomi (Vella et al., 2007).

Allo stesso modo occorrerebbe condurre una piu dettagliata analisi allo
scopo di verificare se un possibile “pathway” di processazione venga
seguito anche dalla PrP° che si trova incorporata sulle MVs derivanti dalla
membrana plasmatica.

Noi abbiamo ulteriormente verificato sulla linea di derivazione murina
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Neuro-2a la presenza di componenti dei rafts lipidici, cosi come della
protein chinasi pS9Fyn, della flotillina, e del ganglioside GM?2.

Tale stretta associazione delle componenti dei raft e della PrP¢ sulla
membrana delle MVs suggerisce che tali elementi sono richiesti durante la
formazione delle MVs nelle cellule neuronali.

Del resto, I’origine neuronale delle MVs ¢ stata confermata attraverso la
rilevazione della proteina di membrana assonale GAP-43, proteina
neuronale che si lega ai rafts attraverso i residui acetilati all’estremita N-
terminale.

Il crescente interesse verso la presenza della PrP° nelle MVs ¢ dipendente
dal potenziale ruolo di queste microparticelle nella propagazione delle
patologie da prioni. Recentemente, ¢ stato messo in evidenza il rilascio
della PrP® e della forma infettiva PrP* in associazione con esosomi
derivanti da cellule epiteliali (cellule Rov), da cellule neurogliali (cellule
Mov), e da cellule nervose (cellule GT1-7) (Février e Raposo, 2004; Vella
et. al. 2007).

Ci0o suggerisce che gli esosomi che trasportano la forma infettiva della
proteina prionica possano costituire un meccanismo di trasmissione
intercellulare d’infettivita in aggiunta al documentato contatto cellula-
cellula.

Infatti, ¢ stato osservato che entrambe le forme della proteina prionica PrP°
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-PrP>® sono presenti nei sovranatanti derivanti da cellule in coltura, in
forma di secrezione associata agli esosomi che, possono essere di per s¢
infettivi, sia in vivo che in vitro (Février e Raposo, 2004; Vella et. al.
2007).

Le nostre ricerche confermano ed estendono le osservazioni appena citate
perché mostrano per la prima volta che, cellule neuronali, stabilmente
infettate, esprimenti costitutivamente PrP, rilasciano MVs dalla
membrana plasmatica, come se tali strutture fossero “trasportatori” della
isoforma patologica della proteina prionica e, dunque, dell’infettivita.
Abbiamo a tal fine esaminato le MVs derivanti dai sovranatanti delle
colture della linea cellulare Rocky Montain Laboratory (RML) Neuro2a
PK1, sperimentalmente infettate con la PrP*. In maniera molto
sorprendente abbiamo notato come il livello di PrP*¢ presente nelle MVs
purificate, era piu elevato di quello osservato nella linea cellulare parentale,
suggerendo un arricchimento della isoforma alterata della proteina prionica
in associazione con la membrana delle MVs.

Da questa osservazione scaturiscono pertanto due ipotesi riguardanti sia la
modalita di legame della PrP®, associata a livello dei microdomini lipidici
di membrana, mediante i1l legame dellla sua ancora GPI (propria anche
della forma normale della proteina prionica) e, la seconda, che vuole

evidenziare il ruolo preponderante dei rafts lipidici di membrana nella
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formazione delle stesse MVs. A conferma delle nostre osservazioni vi €
I’evidenza sperimentale ottenuta attraverso la purificazione delle MVs
derivanti da cellule Neuro-2 PK1 non-infette, che rilasciano unicamente
MVs contenenti PrP°, ma non la forma anomala della proteina,
confermando la specificita del rilascio della proteina potenzialmente
infettiva, solamente dalle cellule infette.

Il potenziale ruolo delle MVs nella trasmissione dell’infettivita da prioni ¢
stata analizzata sia in vitro che in vivo su modelli animali. Il nostro studio
dimostra come tali strutture siano validi veicoli per il trasferimento
dell’infettivita, contribuendo sia al meccanismo di diffusione che a quello
di traffico intercellulare. Infatti, unicamente le MVs separate dai mezzi di
coltura delle cellule infette, € non quelle derivanti dalle non infette, erano
capaci di iniziare una nuova amplificazione di prioni in cellule di
neuroblastoma “recipienti”, non infette.

Nei nostri esperimenti abbiamo verificato come 1’infettivita si mantenesse
nella coltura cellulare per piu di 30 passaggi, susseguenti al primo contatto,
generando in tal modo un’infezione persistente. Ipoteticamente la
conversione della PrP® costitutivamente espressa dalle cellule “recipienti”,
poteva essere una conseguenza del contatto con le MVs che trasportavano
la PrP*°

Alternativamente, le MVs catturate dalle cellule bersaglio potrebbero
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fondersi con la superficie cellulare od essere internalizzate attraverso una
modalita non ancora chiarita, che induce un cambiamento conformazionale
della PrP° sulla superficie cellulare o in compartimenti endocitici. Inoltre,
esperimenti condotti in vivo su topi trasgenici (tga20) che over-esprimono
la forma murina della PrP°, sono altamente suscettibili a sviluppare la
malattia da prioni, qualora infettati attraverso micro-iniezione intracranica
di MVs purificate dai sovranatanti delle cellule infette Neuro-2a PK1,
mantenute in coltura. La stessa capacita infettiva non si verificava se
venivano iniettate MVs derivanti dai sovranatanti di cellule non infette.
Queste nuove evidenze sperimentali suggeriscono che le MVs derivanti
dalla membrana plasmatica delle cellule infettate da prioni possono
partecipare attivamente al traffico intercellulare della PrP>® e contribuire
alla trasmissione di prioni infetti. Si puo ulteriormente postulare che le
MVs agiscono come carriers d’infettivitd durante il processo di
neuroinvasione e giocare un ruolo chiave nella propagazione dei prioni
infetti tra neurone e neurone, contribuendo in tal modo al processo
patogenetico della malattia.

In conclusione, 1 nostri dati dimostrano per la prima volta la presenza della
PrP® nelle MVs in vivo, nel plasma umano, suggerendo che queste strutture
possano essere coinvolte nei meccanismi di diffusione paracrina ed

endocrina della proteina e possano anche contribuire alla trasmissione delle
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patologie da prioni, mediante trasfusione di sangue.
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