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1 Riassunto

Le Encefalopatie Spongiformi Trasmissibili (EST) sono un gruppo di malattie
neurodegenerative rare e invariabilmente fatali causate dalla conversione conformazionale
della proteina prionica fisiologica dell’ospite (PrP¢) in una isoforma patologica (PrP*),
considerata sostanzialmente il prione. Le EST si presentano sotto forma di diversi ceppi che
generano una straordinaria variabilita clinica e patologica in termini di tempi di
incubazione, aree cerebrali interessate e cellule coinvolte. Nonostante ci0o, esse sono
caratterizzate da una patogenesi comune, che porta in tutti i casi all’accumulo di PrP* e allo

sviluppo della “triade” neuropatologica tipica delle EST.

I meccanismi di neurotossicita delle malattie da prioni non sono ancora noti e in letteratura
le ipotesi riportate sono per lo pit1 incentrate sulle variazioni quantitative e conformazionali
della PrP. Queste suggeriscono che una loss of function, cioe la perdita delle funzioni della
PrP fisiologica (PrP¢), un’alterazione proteolitica endogena della PrP¢ o 'acquisizione di
nuove funzioni da parte della PrP patologica (gain of function) possano essere alla base della
neurotossicita riscontrata nelle EST. Per investigare queste ipotesi e necessaria una migliore
comprensione dei fenomeni che coinvolgono la PrP in corso di malattie da prioni, seguendo
sia le variazioni a carico delle diverse isoforme di PrP¢ che la sua transconformazione in

PrPse.

Gli studi precedenti che hanno tentato di rispondere a queste domande hanno utilizzato
uno o pochi ceppi o un solo anticorpo monoclonale, ottenendo quindi dei risultati limitati,
e in alcuni casi contrastanti, sia per insufficienza di metodi validi che per mancanza di

variabilita biologica e biochimica dei ceppi considerati.

Nel tentativo di ottenere delle risposte pit ampie da quelle presenti in letteratura, per questo
studio sono stati selezionati sette ceppi estremamente variabili per provenienza (umana e
animale), tempo di incubazione, caratteristiche biochimiche e patologiche. Inoltre, e stato
sviluppato un nuovo saggio di separazione basato sulla solubilita differenziale di PrP¢e
PrP%, sulla linea di quanto precedentemente fatto nello stesso laboratorio (Pirisinu et al.,

2013) ma ottimizzata al fine di ottenere le condizioni sperimentali pii vantaggiose per la
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separazione della PrP¢ e della PrP*. Infine, unendo il principio di separazione per solubilita
al saggio enzimatico di deglicosilazione e utilizzando diversi Ab monoclonali, che
riconoscono specifici epitopi presenti lungo la PrP, sono state messe a punto tecniche di
epitope-mapping sia in soluzione, tramite western blot, che in situ, tramite IHC dicriminativa.
Queste hanno permesso di identificare tutte le isoforme di PrP¢ e PrP* in soluzione e di
localizzare le principali isoforme di PrPS nel contesto del tessuto patologico, incluso il

riconoscimento specifico delle isoforme secrete.

Tale metodologia, pur essendo relativamente rapida, sfrutta pienamente le differenti
caratteristiche di solubilita delle due isoforme ed ha consentito 1’analisi di PrP¢e PrP5 in
molti campioni contemporaneamente, laddove la PrP¢, che si presenta in forma
monomerica, siritrova nella frazione solubile (surnatante) mentre la PrP*, presente in forma

aggregata, si ritrova nella frazione insolubile (pellet).

Relativamente alla PrP€, il suo livello di espressione e stato studiato sia a livello complessivo
sulla base di precedenti evidenze di una sua importante downregolazione in corso di
malattie da prioni, sia investigando le variazioni relative delle sue diverse isoforme.
Sebbene sia stato osservata una diminuzione statisticamente significativa della PrP¢ nel
SNC di animali infettati con alcuni ceppi, questa diminuzione non e risultata un fenomeno
comune a tutti, essendo meno evidente, o assente, nella meta dei ceppi investigati. I risultati
ottenuti sulle singole isoforme suggeriscono che la diminuzione di PrP¢, quando
evidenziata, sia prevalentemente a carico della forma completa di PrP¢. Al contrario, nei
ceppi in cui non e stata riscontrata una diminuzione della PrP¢ e stato verificato che la
regolazione fisiologica delle diverse isoforme di PrP¢ rimane sostanzialmente inalterata
rispetto alle condizioni fisiologiche. Questi risultati non supportano le ipotesi che una loss
of function o un’alterazione degli eventi proteolitici a carico di PrP¢ possano rivestire un
ruolo determinante nell'induzione della neurotossicita da parte dei prioni, pur potendo

giocare un ruolo importante nel complesso quadro patologico di alcuni ceppi.

Relativamente al ruolo della PrP*, dapprima sono state individuate le isoforme ceppo-

specifiche, osservando un quadro estremamente variabile tra i ceppi, a riprova del fatto che
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differenze conformazionali della PrP5 sono alla base della loro variabilita. Questo non solo
ha permesso di studiare le isoforme di PrP* nativa gia note, ma anche di individuarne di
nuove e di poter analizzare per la prima volta in termini quantitativi anche le forme secrete
di PrP%. e stata successivamente investigata la quantita di PrP* totale e delle diverse
isoforme individuate che si accumulano nel cervello di animali malati e come queste
correlano con il tempo di incubazione della malattia e con il tipo di patologia

neurodegenerativa osservata.

Analizzando la quantita di PrPS totale sono state osservate delle differenze importanti di
accumulo nei vari ceppi, dell’ordine anche di decine di volte, dove a brevi tempi di
incubazione (utilizzati in questo studio come proxy della neurotossicita) corrispondono
minori accumuli di PrP*. In tal senso, i dati di questo studio non appoggiano l'ipotesi che

la PrP* possa esplicare un’azione tossica “di per sé”.

Al contrario, sono state osservate interessanti correlazioni tra il tempo d’incubazione dei
diversi ceppi e le quantita relative di PrP* secreta o di frammenti tronchi all’N-termino
(complessivamente definiti come CTF), entrambi rapportati alla forma completa ancorata in
membrana plasmatica. I ceppi in cui questi fenomeni erano pit marcati mostravano una
minore neurotossicita (tempi di sopravvivenza piu lunghi) rispetto a quelli in cui tali eventi
patologici erano meno evidenti, suggerendo un possibile ruolo neuroprotettivo di queste

isoforme o dei fenomeni di reazione cellulari sottesi alla loro produzione.

E stata quindi studiata la localizzazione in situ di queste isoforme, determinando che le
forme secrete di PrP* sono presenti nello spazio extra-cellulare mentre che i CTF si
localizzano a livello intracellulare, probabilmente a livello dei lisosomi dove le porzioni N-
terminali della PrP*, sensibili alle proteasi, sono rimosse dagli enzimi lisosomiali. La forma
completa della PrP e al contrario prevalentemente presente ancorata alla membrana

plasmatica.

Complessivamente i dati di questo studio supportano l'ipotesi che il principale trigger
neurotossico possa essere causato dall’accumulo di PrPS sulla membrana cellulare,

coinvolgendo eventualmente anche una diminuzione della PrP¢ in alcuni ceppi.



In questo contesto, lo shedding e I’endocitosi della PrPS potrebbero rappresentare reazioni
dell’organismo in grado di svolgere un ruolo neuroprotettivo, in quanto determinano
I'allontanamento della PrPS¢ dalla membrana neuronale e, nel caso dell’endocitosi, una

parziale degradazione della PrP*.

In conclusione, il presente progetto ha contribuito a mettere a fuoco due possibili target
terapeutici delle malattie da prioni, rappresentati dalla possibilita di indurre shedding della

PrP5 e/o di incrementare I’autofagia nelle popolazioni cellulari colpite.



2 Abstract

The Transmissible Spongiform Encephalopathies (TSE) are a group of rare and lethal
neurodegenerative diseases, caused by the conformational conversion of the host’s
physiological prion protein (PrP¢) in a pathological isoform (PrP*c). TSEs exist as different
strains that generate an extraordinary clinical and pathological variety in term of incubation
time, involved cells and brain areas. Despite that, they are all characterised by a shared
pathogenesis, which invariably lead to PrP*accumulation and to the development of the

neuropathologic “triad”.

The neurotoxicity mechanisms of prion diseases are not yet known, although all the
evidences so far point to the quantitative and conformational variations of PrP. The main
hypotheses suggest that a loss of function, that is the loss of the of physiological PrP
functions (PrP¢), an endogen proteolytic alteration of the PrP¢ or the acquisition of new
functions from the pathological PrP (gain of function) can be the cause of the neurotoxicity
encountered in the EST. To properly tackle these hypotheses, it is necessary a better
understanding of the phenomena that involves the PrP during the prion disease, following

both, the modifications of the PrP€ isoforms and their trans-conformation in PrPse.

Previous studies focusing on these issues used few strains or one only monoclonal antibody,
obtaining limited and partially contradictory results either for the use of low-resolution

methods and for the low biological and biochemical variability of the strains studied.

With the aim to deepen our knowledge on these issues, we selected seven TSE strains
extremely variable for source (human and animal), incubation period, biochemical and
pathological characteristics. In addition, a new separation assay has been developed based
on the differential solubility between PrP¢ and PrP%, following the example of the one
introduced by this lab (Pirisinu et al., 2013), but optimised in order to get the best
experimental conditions for the PrP¢ and PrPS¢ separation. Finally, by combining the
solubility separation principle with the deglycosylation enzymatic assay and by using
different mAbs that identify specific epitopes along the PrP, this project has conceived

epitope-mapping techniques both in solution, through western blot, and in situ, through
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discriminative IHC. These techniques allowed to identify the PrP¢ and PrP* isoforms in
solution and localize the main PrPS isoforms in the pathological tissue, including the

specific identification of the shedded isoforms.

This methodology, even being relatively rapid, fully exploits the different solubility
characteristics of the two isoforms and allowed parallel analyses of PrP¢ and PrP* in many
samples, where the PrP<, being in monomeric form, is in the soluble fraction (supernatant)

while the PrP%, in aggregated form, is in the insoluble fraction (pellet).

Concerning PrP¢, on the basis of previous evidences of its important downregulation during
prion diseases, we studied its overall expression level as well as the relative variation of its
isoforms. Despite it has been observed in some strains a drastic statistical reduction of the
PrP€ in the CNS of the infected animals, we did not identify downregulation of PrP¢ as
shared phenomenon for all the strains investigated, being less evident or even absent in the
half of them. The results obtained on the single isoforms suggest that the PrP¢ decrease,
when present, is mostly dependent on the full-length PrP¢. At variance, for the strains in
which PrP¢ downregulation was not identified, we found that the physiological regulation
of the different PrP¢ isoform is unchanged with respect to the physiological conditions.
These results do not support the hypotheses for which a loss of function or an alteration of
the proteolytic events impacting the PrP¢ can represent a determinant role in the
neurotoxicity induction from prions, although we can not exclude a role in the pathological

context of some specific strains.

Concerning PrP%, at first, we identified the strain-specific isoforms, which showed an
extremely variable scenario among the strains, corroborating the idea that PrP*
conformational differences are at the base of their variability. This not only allowed to study
the known isoforms of native PrP*, but also to identify new ones and analyse, for the first

time in quantitative terms, also the shedded isoforms of PrPs-.

We then investigated the amount of total PrP*c and of its different isoforms that accumulate
in the brain of the sick animals, and how these correlate with the disease incubation period

and the type of neurodegenerative pathology observed.



By analysing the amount of total PrP5 we observed important differences among strains,
whit strains characterized by short incubation period (used in this study as proxy of
neurotoxicity) showing lower level of PrPS¢ accumulation. In this sense, our results do not

support the hypothesis for which PrPS¢ can perform a toxic action by itself.

In the contrary, the study observed interesting correlations between the incubation time of
the different strains and the amount of shedded PrP% and of fragments truncated at the N-
terminus (overall defined as CTF) relative to the full-length isoform anchored on the cell
surface. The strains in which these phenomena were more pronounced show a minor
neurotoxicity (longer survival period) with respect to those in which these pathological
events were less evident. This suggests a possible neuroprotective role of these isoforms or

of the cells’ reactions phenomena involved in their production.

Then we investigated the in situ localization of these PrP* isoforms, determining that the
shedded isoforms of PrP% accumulate in the extra-cellular space while the CTF were
detected at intracellular level, probably in lysosomes where the N-terminus of PrPS,
protease sensitive, is trimmed by lysosomal enzymes. The full-length isoform of PrP* is

instead anchored at the plasma membrane.

Overall, our results lead to hypothesize that the main neurotoxic trigger can be represented
by the accumulation of PrP* on the cell membrane, also involving a decrease of PrP¢in some
strains. In this context, the shedding and the endocytosis of PrP5 may represent cellular
reactions able to play a neuroprotective role, since they cause PrP dismissal from the

neuron cell surface and, in the case of endocytosis, a partial PrP* degradation.

In conclusion, this project contributes to highlight two possible therapeutics targets for
prion diseases, represented by strategies aiming at increasing shedding and/or autophagy

of the PrP* in the affected cellular populations.
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3 INTRODUZIONE

3.1 Generalita sulle mallatie da prioni

Le Encefalopatie Spongiformi Trasmissibili (EST), conosciute anche come “malattie da
prioni”, sono un gruppo di malattie neurodegenerative rare ad esito invariabilmente fatale,

che colpiscono 'uomo e altri mammiferi selvatici e domestici.

La peculiarita di queste patologie risiede nella loro trasmissibilita: alcune infatti risultano
contagiose in natura, altre invece risultano trasmissibili solo in condizioni sperimentali in

animali da laboratorio.

Le EST sono malattie neurologiche croniche progressive caratterizzate da tempi di
incubazione estremamente lunghi e da disturbi neurologici e comportamentali, come

atassia, assenza di coordinazione o iper-reattivita agli stimoli.

Il termine “prione” deriva da “Proteinaceus Infectious Particle” cioe una proteina infettante

priva di acidi nucleici.

I meccanismo patogenetico responsabile delle EST consiste nella conversione
conformazionale della proteina prionica cellulare (PrP¢) in una forma aggregata, la “PrP5”,

considerata sostanzialmente il prione.

E noto che i prioni si replicano e si accumulano sempre nel SNC, dove ¢ maggiormente
espressa la PrP¢, ma in alcuni casi anche in altri tessuti (per esempio nel sistema linfatico o
nel sistema nervoso enterico) e questo potrebbe essere alla base della contagiosita di alcune
malattie da prioni animali. E importante perd sottolineare che 1’azione patogena si esplica
solo a livello del Sistema Nervoso Centrale e in modo specifico nei neuroni, mentre gli altri

tessuti non “soffrono” della presenza della PrP*.

Attraverso meccanismi molecolari non completamente noti si sviluppa la cosiddetta
“triade” neuropatologica tipica delle malattie da prioni, ovvero gliosi, degenerazione

spongiforme a livello della sostanza grigia e perdita neuronale. II quadro patologico
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cerebrale, spesso devastante, rappresenta il risultato finale di un lungo processo durante il

quale non si verifica una risposta immunitaria dell’ospite.

Nell'uomo si distinguono tre gruppi di EST, a seconda dell’eziologia con cui si manifesta la

patologia:

a) forme acquisite:
e la malattia di Creutzfeldt-Jakob iatrogena (iCJD);
¢ lanuova variante della malattia di Creutzfeldt-Jakob (vC]D);

e il kuru.

b) forme genetiche (o familiari):
e la malattia di Creutzfeldt-Jakob genetica o familiare (gCJD o fC]D);
¢ l’insonnia fatale familiare (FFI);

¢ la sindrome di Gertsmann-Straussler-Scheinker (GSS).

c) forme sporadiche:
e la malattia di Creutzfeldt-Jakob sporadica (sCJD);
e linsonnia fatale sporadica (sFI);

e la prionopatia variamente sensibile alle proteasi (VPSPr).

3.1.1 EST umane

I1 codone 129 del gene PRNP ha un polimorfismo in cui sia la metionina (M) che la valina
(V) possono essere codificate. Da qui ne derivano 3 possibili categorie in una qualsiasi
cellula diploide: omozigote MM, omozigote VV ed eterozigote MV. L’importanza di questo
polimorfismo si evince non solo nella classificazione clinico-molecolare, ma anche in alcune
forme rare come la nuova variante della malattia di Creutzfeldt-Jakob. E infatti riportato che
tutti gli individui affetti da vCJD sono omozigoti MM ed é stato descritto, solamente nel

2016, un solo caso di un individuo omozigote VV (Mok et al., 2017).
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Al contrario, negli individui affetti da VPSPr si inverte la frequenza del polimorfismo, con

una maggiore prevalenza, nella popolazione affetta, dell’'omozigosi VV.

A seguito della digestione enzimatica e immunoblot, la PrP* viene suddivisa in due
sottocategorie in base all’estensione della regione amino-terminale (N) della proteina, nel
quale somo presenti i punti di clivaggio della proteinasi K (Parchi et al., 1999). La digestione
proteolitica con proteinasi K da origine a due frammenti di PrP PK-resistente di diversa

lunghezza:

- tipo 1 in cui la PrP*%, offrendo un sito di clivaggio a 82 amminoacidi dalla regione N-
terminale, da origine a un frammento con peso molecolare apparente di circa 21 kDa;
- tipo 2 dove la proteinasi K agisce in posizione 97 dall’N-terminale e da origine a un

frammento con peso molecolare apparente di circa 19 kDa.

Dall'unione delle caratteristiche genetiche e molecolari, cioe il polimorfismo al codone 129
e il tipo di PrP*¢, le EST umane si classificano in 6 sottogruppi: MM1, MM2, MV1, MV2, VV1
e VV2.

3.1.1.1 EST umane genetiche

Le malattie da prioni umane genetiche sono associate ad un vasto numero di mutazioni del
gene PRNP che favorirebbero la transconformazione spontanea della PrP¢. Clinicamente e
patologicamente sono indistinguibili dalle forme sporadiche (gCJD), ma quando sono
associate a particolari mutazioni possono mostrare caratteristiche distintive (come nel caso
della GSS e della FFI). E interessante notare che le EST genetiche umane mostrano
variabilita fenotipica interfamiliare e intrafamiliare (Giovagnoli et al., 2008; Ladogana &
Kovacs, 2018). I principali determinanti sono il tipo di mutazione e il polimorfismo al
codone 129 che influenzano le proprieta chimico-fisiche della PrP* e il fenotipo della
malattia. Le forme genetiche sono caratterizzate da un’insorgenza piu precoce se comparate

a quelle sporadiche, a parita di polimorfismo (M o V) o al tipo di PrP5¢(tipo 1 e tipo 2).
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Le mutazioni che causano le EST genetiche sono caratterizzate da un’ereditarieta
autosomica dominante cioe sono in grado di indurre la malattia anche in presenza di una
sola copia alterata del gene. Inoltre, la penetranza e variabile cioe, a seconda del tipo di
mutazione, una percentuale variabile di portatori della mutazione presenta segni clinici

della malattia.

Ad oggi, sono state identificate piu di 50 mutazioni del gene PRNP. L'evidenza del loro
valore patogeno e dibattuta poiché solo per un sottoinsieme di queste mutazioni sono
disponibili dati convincenti provenienti dalla storia familiare, da colture cellulari o da

modelli transgenici (Minikel et al., 2016).

In alcune occasioni, anche fattori genetici diversi dalle mutazioni del gene PRNP potrebbero

influenzare la variabilita fenotipica (Poleggi et al., 2018).
3.1.1.2 EST umane acquisite

Le forme umane acquisite sono causate da contaminazione diretta o indiretta con una fonte
infettante esterna all’organismo. Queste includono casi trasmessi accidentalmente per via
iatrogena (iCJD) attraverso procedure mediche, per esempio in caso di trapianto di cornea
0 somministrazione di ormone della crescita derivanti da donatori affetti, casi derivanti
dall’esposizione a cadaveri umani durante rituali cannibalistici come nel Kuru, o
dall’esposizione per via alimentare a materiale derivante da animali colpiti da Encefalopatia
Spongiforme Bovina (BSE), come nella variante di Creutzfeldt-Jakob (vCJD) (Prusiner SB et
al., 1998). La vCJD e stata descritta per la prima volta nel 1996 nel Regno Unito (Will et al.,
1996) con caratteristiche cliniche e patologiche diverse dalla CJD classica. L’esordio era
significativamente piu precoce rispetto alla sCJD e i casi mostravano un nuovo fenotipo
clinico e neuropatologico, caratterizzato dalla presenza di numerose placche. Casi con un
fenotipo simile non erano stati identificati prima del 1995 e non erano stati osservati in
pazienti giovani nei paesi europei che effettuavano un livello di sorveglianza attiva
paragonabile a quello del Regno Unito. Cio ha portato all'ipotesi, poi corroborata da
numerose evidenze scientifiche, che la comparsa della vCJD nel Regno Unito fosse legata al
rischio di esposizione alla BSE.
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Tabella 1. Caratteristiche cliniche e patologiche che distinguono la CJD classica dalla variante CJD.

caratteristiche CJD classica CJD variante
Eta media del decesso 68 anni 28 anni
Durata media della malattia 4-5 mesi 13-14 mesi
Segni clinici e sintomi Demenza e segni Disturbi psichiatrici e
neurologici precoci comportamentali, segni

neurologici tardivi

Complessi periodici ad Spesso presenti Spesso assenti
onde aguzze all'EEG
Presenza di placche in Rare o assenti Presenti in grandi quantita
neuropatologia
Presenza dell’agente Non facilmente detectabile Facilmente detectabile

patogeno nel tessuto

linfoide

3.1.1.3 EST umane sporadiche

Senza dubbio, nell'uomo le forme piu frequenti sono quelle sporadiche che costituiscono
circa '85% dei casi. La loro origine e sconosciuta anche se sono state avanzate alcune ipotesi
che suggeriscono possano essere disordini spontanei causati da mutazioni somatiche
(insorte cioe in cellule somatiche e quindi non trasmissibili ereditariamente) del gene della

PrP.

Altri studi invece suggeriscono che le forme sporadiche possano dipendere da una
variazione conformazionale spontanea della PrP¢ in PrPS (Prusiner et al., 1998a) o che

possano avere origine da fonti alimentari o ambientali tuttora non identificate.

La malattia da prioni sporadica piu frequente e la Malattia di Creutzfeldt-Jakob (sCJD) nel

quale il paziente presenta inequivocabili caratteristiche cliniche come demenza
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rapidamente progressiva, mioclono, disturbi visivi o segni cerebellari, piramidali o

extrapiramidali e mutismo acinetico.

Le EST umane sporadiche sono caratterizzate dalla presenza della PrP5 prevalentemente a
livello del SNC, e per questo motivo la loro trasmissibilita non avviene se non per contatto,

diretto o indiretto, con materiale infetto.
3.1.2 EST animali

Negli animali le forme acquisite sono I’"Encefalopatia Spongiforme Bovina (BSE), la Scrapie
degli ovi-caprini e la Chronic Wasting Disease (CWD) dei cervi. La Scrapie e la CWD sono
forme contagiose e danno luogo a trasmissione orizzontale diretta (tramite latte o saliva) o
indiretta (attraverso 1'eliminazione esterna dell’agente infettante mediante la secrezione di
fluidi biologici). Nella BSE, invece, non e mai stata descritta la trasmissione orizzontale o
verticale e I'epidemia che e avvenuta in Inghilterra nei primi anni Duemila e stata causata

principalmente dal consumo di mangimi contenenti farine di carne infette.

Tra le EST animali ad insorgenza sporadica ci sono la BSE atipica nei bovini, BSE-H e BSE-
L o BASE, dove H sta per “higher” e L sta per “lower” per la diversa massa molecolare
dell’isoforma non glicosilata della PrP* (Biacabe et al., 2004; Casalone et al., 2004); inoltre

esiste la Scrapie atipica o Nor98 negli ovi-caprini (Benestad et al., 2008).

Recentemente le EST sono state descritte anche nei cammelli (Babelhadj et al., 2018)
identificate come CPD cioe Camel Prion Disease. Se la CPD sia una malattia infettiva in
condizioni naturali e una questione chiave. Nella Scrapie e nella CWD, in cui i tessuti
linfoidi sono ampiamente coinvolti, la trasmissione orizzontale in condizioni naturali e
efficiente. Al contrario, quando i tessuti linfoidi periferici non sono sostanzialmente
coinvolti, come nella BSE dei bovini, nella Scrapie atipica/Nor98 e nella maggior parte delle
malattie da prioni umane, la trasmissione orizzontale sembra essere inefficiente. Questa
inefficienza viene solitamente spiegata assumendo la diffusione in vivo della PrP* alla

periferia come prerequisito per facilitare la diffusione dei prioni nell'ambiente (Gough and
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Maddison; 1993) . Queste osservazioni suggeriscono anche che la CPD potrebbe avere un

esordio acquisito piuttosto che spontaneo.

Tabella 2. Encefalopatie Spongiformi Trasmissibili dell’'uomo e degli animali

malattia

iCJD

sCJD

vCJD

gCJD
GSS
Kuru
FFI
BSE
Scrapie
CWD
TME
FSE

CPD

Specie affetta

uomo

uomo

uomo

uomo

uomo

uomo

uomo

bovini

capre, pecore

cervidi

visone

felini

dromedari

Via di trasmissione

Esposizione medica accidentale a tessuti contaminati con

CJD

Sconosciuta. Ipotesi: mutazioni somatiche o conversione

spontanea di PrP¢ in PrPs

Ingestione di cibi contaminati con BSE o trasfusione di

sangue da donatore affetto da CJD
Mutazioni germinali del gene PRNP
Mutazioni germinali del gene PRNP
Rituali cannibalistici

Mutazioni germinali del gene PRNP

Ingestione di materiale contaminato
Acquisita. Trasmissione orizzontale e verticale
Acquisita. Trasmissione orizzontale e verticale

Acquisita. Fonti sconosciute
Ingestione di cibi contaminati con BSE

Sconosciuta. Ipotesi: ingestione di cibi contaminati con

BSE

TME; Transmissible Mink Encephalopathy; FSE: Feline Spongiform Encephalopathy; PRNP: gene che codifica per la

proteina prionica cellulare PrP¢

17



3.1.3 EST e barriera di specie

Come gia descritto all'inizio dell'introduzione, le malattie da prioni sono patologie
neurodegenerative caratterizzate dall’essere trasmissibili in natura tra individui della stessa
specie (e il caso, per esempio, della Scrapie negli ovi-caprini o della CWD nei cervidi) ma in
alcuni casi anche tra invididui di specie diverse (per esempio la BSE che nell'uomo si

manifesta come vCJD), anche in condizioni sperimentali in animali da laboratorio.

La trasmissione tra specie diverse e governata dalla cosiddetta “barriera di specie”. In
condizioni “naturali” l'agente infettivo delle EST si trasmette principalmente attraverso
ingestione di alimenti contaminati. In condizioni sperimentali, la trasmissione di una EST
da una specie ad un'altra risulta solitamente meno efficiente (incremento del tempo di
incubazione e/o decremento del numero di animali affetti) rispetto a quella tra animali della
stessa specie, arrivando in alcuni casi ad essere addirittura impossibile. In generale, la
barriera di specie e operante durante il salto di specie, ma viene superata in successivi
sottopassaggi nella nuova specie (solitamente 2-3), a mostrare un adattamento del prione al
suo nuovo ospite. Questa barriera risiede principalmente nelle differenze tra la struttura
primaria della PrP del donatore e del ricevente, cioe nella sequenza amminoacidica della

PrP; pertanto, si annulla tra individui della stessa specie.

Preoccupazioni sulla trasmissione interspecie di EST, e in particolare la trasmissione di EST
animali all'uomo, sono esistite da quando e stata dimostrata la natura infettiva di queste
malattie, anche se non c'erano prove di trasmissione zoonotica fino alla fine degli anni “90

quando e stato trovato il legame tra la BSE e la variante CJD (vC]D).

Al momento l"unica zoonosi riconosciuta e la BSE ma non e da escludere che altre EST
animali possano superare la barriera di specie, con conseguenze devastanti per I'uomo a
livello di sanita pubblica. Alla luce del potenziale zoonotico delle malattie da prioni e

opportuno chiedersi quali rischi pongano per I'uomo queste nuove forme di EST animali.
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3.2 Natura molecolare dei prioni: cenni storici e protein-only hypothesis

Una delle questioni ancora irrisolte delle EST riguarda la natura molecolare dell’agente

patogeno che le provoca.

Sebbene la Scrapie fosse sospettata come malattia contagiosa gia a meta del XVIII secolo, la
prova sperimentale che potesse essere trasmessa a pecore o capre sane, inoculando con
omogenato cerebrale di animali malati, e stata raggiunta solo verso la fine degli anni '30

(Cuillé J & Chelle PL, 1936, 1939).

L’ipotesi che le malattie da prioni umane e animali potessero in qualche modo essere
collegate risale intorno agli anni ‘60 quando Hadlow, un veterinario dell’epoca, incontro il
parassitologo Jellison che menziono per caso una mostra che aveva visto il giorno prima su
un’insolita malattia del cervello che colpiva i primitivi della Papua Nuova Guinea. In
quell’occasione Hadlow noto la sorprendente somiglianza tra Kuru e Scrapie. Infatti,
sebbene inusuali nella neuropatologia umana, nella patologia veterinaria tali corpi cellulari
neuronali vacuolati erano stati a lungo identificati quasi esclusivamente con la Scrapie

(Hadlow, 1959).

La stretta parentela tra Kuru e Scrapie, ipotizzata solo nel 1959 fu resa piu certa quando nel
1966 fu riportata la trasmissione sperimentale di Kuru agli scimpanzé. Si era quindi scoperto

che Kuru e Scrapie fossero malattie neurologiche trasmissibili sostanzialmente simili.

Due anni prima la Scrapie aveva rinunciato alla sua lunga tradizione di essere l'unica
malattia degenerativa trasmissibile conosciuta del sistema nervoso centrale, quando era

stato dimostrato che una rara malattia neurologica del visone era molto simile alla Scrapie.

Queste scoperte hanno aiutato a mettere insieme malattie neurologiche apparentemente
diverse dell'uomo e degli animali ora comunemente note come Encefalopatie Spongiformi

Trasmissibili.

Dopo aver stabilito che la Scrapie fosse una malattia trasmissibile, gli scienziati hanno

iniziato a esplorare la natura chimica dell'agente infettivo.
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L’origine batterica e stata inizialmente esclusa perché 'agente era in grado di passare un
tiltro antibatterico. Successivamente fu definito un "virus lento non convenzionale"
(Gajdusek, 1977) a causa dei tempi di incubazione straordinariamente lunghi, delle sue
dimensioni, delle proprieta biologiche (elevata resistenza all'inattivazione e apparente

assenza di acidi nucleici) e di trasmissibilita.

Nonostante i numerosi tentativi messi in campo non siano riusciti a identificare un tale
agente virale, questi studi hanno rivelato proprieta inaspettate dell'agente che sopravviveva
a molte procedure comuni per inattivare i virus, incluso il trattamento con formalina,
l'ebollizione in acqua, l'estrazione con solventi organici, la digestione con nucleasi, i raggi
UV e le radiazioni ionizzanti (Alper, 1993; Taylor & DM, 2000). Queste proprieta insolite
hanno portato a teorie alternative che ipotizzavano che I'agente infettivo potesse essere una
proteina, dando origine alla cosiddetta “protein-only hypothesis” o “teoria prionica”

(Griffith, 1967).

Sulla base delle caratteristiche insolite e dei risultati delle radiazioni, Pattison e Jones
(Pattison & Jones, 1967) proposero che 1'agente della Scrapie potesse essere una proteina
autoreplicante e Griffith (Griffith, 1967) propose dei modelli matematici per spiegare come

una proteina potesse essere in grado di autoreplicarsi in assenza di acidi nucleici.

Circa vent’anni dopo, il ritrovamento, nel cervello di animali malati, di una proteina
insolubile e resistente al trattamento con proteasi (Oesch et al., 1985) ha ulteriormente

consolidato tale ipotesi.

Nel tentativo di isolare l'infettivita della Scrapie mediante sedimentazione differenziale,
estrazione con detergenti e digestione enzimatica, Stanley Prusiner scopri che l'infettivita
negli omogenati del cervello di criceto malato potesse risiedere in una frazione
principalmente composta da una proteina parzialmente resistente alla proteasi con massa
molecolare apparente di 27-30 kDa. Nel 1982 Stanley Prusiner, riprendendo l'ipotesi
proposta dal matematico J. Griffith, introdusse il concetto di “prione” (acronimo di

“Proteinaceous Infectious Particle”), cioe un agente infettante di natura esclusivamente
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proteica, parzialmente resistente alla digestione con enzimi proteolitici (Proteinasi K) e

privo di acidi nucleici (Prusiner, 1981).

Nel 1985 Oesch scopri, mediante sonde oligo-nucleotidiche corrispondenti all'estremita N-
terminale della proteina, che la proteina che copurificava con l'infettivita era in realta
codificata da un gene presente sia in condizioni patologiche che fisiologiche nel cervello di

criceti di laboratorio.

Il Southern Blotting con il cDNA di PrP aveva rivelato un singolo gene correlato alla PrP
anche nel DNA murino e umano. Utilizzando antisieri contro la PrP 27-30, era stata rilevata
una proteina correlata alla PrP in estratti grezzi di cervello infetto e, in misura minore, in
estratti di cervello normale. La digestione della proteinasi K aveva completamente
degradato la proteina correlata alla PrP nell'estratto di cervello normale (la PrP¢risultava
PK-sensibile) mentre aveva prodotto la PrP 27-30 nell'estratto di cervello infetto (che
risultava PK-resistente). Da qui deriva la teoria della variazione conformazionale con la PrP¢

come substrato.

In quest’ottica, 1'osservazione che topi knockout per la PrP siano resistenti all'infezione,

nonché alla patologia (Bueler, 1992) supporta fortemente la protein only hypothesis.

Come gia riportato, la transconformazione della PrP¢ in PrP> potrebbe originare
spontaneamente, derivare da mutazioni del gene PRNP, o essere indotta da molecole di
PrP5 esogene. Una volta formatosi un nucleo di PrP5, esso sarebbe in grado di indurre la
variazione conformazionale di altre molecole di PrP¢ in un processo di replicazione

autocatalitico.

La teoria secondo la quale I’agente che causa le EST sia di natura proteica permette di
conciliare la natura spontanea e trasmissibile delle malattie da prioni ed ha trovato
numerose conferme sperimentali, non ultima la descrizione dei prioni sintetici, ovvero la

generazione di infettivita a partire da PrP ricombinante purificata (Wang et al., 2010).
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Ci sono due teorie principali che affrontano il meccanismo con cui la PrP°¢ si ripiega in PrP*
strutturalmente e biochimicamente distinta: il “refolding model” e il “seeding model”, o

“nucleation”.

Nel primo modello il cambiamento conformazionale e cineticamente controllato; in
condizioni normali, una barriera ad alta energia di attivazione impedisce la conversione
spontanea a velocita rilevabili. L'interazione della PrP (prodotta da una conversione
stocastica della PrP¢ o introdotta esogenamente) con la PrP¢ fa si che quest’ultima subisca
un cambiamento conformazionale indotto da PrP* che funge da modello per questa
conversione. Questa reazione pud comportare un esteso dispiegamento e ripiegamento
(refold) della proteina, che spiegherebbe la presunta barriera ad alta energia e potrebbe
dipendere da un enzima o chaperone, provvisoriamente designato come proteina X (Telling

et al., 1995).

Il secondo modello suggerisce che la PrP esista in un equilibrio tra uno stato nativo
dominante (PrP¢) e uno stato aberrante (PrP5), equilibrio che é fortemente a favore della
PrP€. La PrP* e stabilizzata solo quando si aggiunge a un “crystal-seed” di PrP5 (struttura
ordinata simil-cristallina) che agisce come seme (“seed”) in un processo di polimerizzazione
dipendente dalla nucleazione. La formazione dell’aggregato e rara ma, una volta presente,
recluta rapidamente monomeri di PrP¢ (Jarrett & Lansbury, 1993). Come suggerisce il nome,
questo processo puo essere innescato dall'esposizione ai prioni. Poiché le isoforme di PrP
sono in equilibrio dinamico, questo meccanismo non richiede gli stessi livelli di energia
richiesti dal refolding model. Il "seeding model” e stato convalidato da esperimenti con [3-
PrP, un mimo ricombinante di PrPs:: I'aggregazione di 3-PrP e iniziata lentamente ma ha

accelerato dopo la formazione di una struttura competente al seeding (Jackson et al., 1999).

Per spiegare I'aumento esponenziale della PrP* e dei livelli di infettivita durante l'infezione
& stata anche postulata la possibile frammentazione degli aggregati di PrP> (Orgel, 1996), in
un processo che porta all’aumento del numero di aggregati (e quindi dei “seed” di
nucleazione) e che si potrebbe intendere come equivalente alla replicazione dell’agente

eziologico.
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Ad oggi la frammentazione e considerato il meccanismo dominante di moltiplicazione nella

formazione di fibrille lineari di PrP%, sia in vitro che in vivo (Meisl et al., 2021).

Sebbene siano state formulate diverse ipotesi, quella prionica rimane tuttora il modello piu

valido e universalmente accettato per spiegare una serie di osservazioni come la stretta

associazione tra infettivita e PrP> (Gabizon et al., 1988), la correlazione tra le mutazioni del
gene PRNP e le EST genetiche (Gabizon, 1996), 'assenza di una risposta immunitaria
specifica dell’ospite (Berg, 1994; Casaccia et al., 1989) e il fatto che topi knockout per la PrP

non sviluppino la malattia (Biieler et al., 1993).

Il fenomeno sopra descritto, scoperto per la prima volta nelle malattie da prioni, e stato poi

confermato in contesti fisiologici dando luogo a nuove branche della biologia.

I prioni, infatti, sono stati inizialmente scoperti e conosciuti solo negli eucarioti, e di
conseguenza considerati probabilmente un'acquisizione evolutiva relativamente tardiva.
Tuttavia, la recente scoperta di prioni in batteri e virus ha suggerito un'origine evolutiva
potenzialmente piu antica. Recenti studi hanno riscontrato che i domini che formano i prioni
esistono nel dominio archaea, I'ultimo dominio della vita rimasto inesplorato per quanto
riguarda i prioni (Zajkowski et al., 2021). Questa scoperta ha dato origine a un concetto
nuovo in biologia, ovvero l'esistenza di stati strutturalmente e funzionalmente diversi per
la stessa proteina che funzionano con meccanismi di ereditarieta non mendeliana nei funghi
e nei lieviti (Wickner et al., 2015). Altri prioni non dannosi sono stati trovati in molte specie
distinte come nella Podospora anserina in cui il prione svolge normali funzioni cellulari nel
processo di auto/non auto riconoscimento (Dalstra et al., 2005; Riek & Saupe, 2016). La
scoperta di prioni funzionali in un'ampia diversita filogenetica di organismi solleva la

questione delle loro origini evolutive e delle loro funzioni fisiologiche.

I1 concetto di replicazione a stampo e oggi associato anche alla patogenesi di molte malattie

neurodegenerative umane, a diffusione pitt ampia delle EST.

L'attenzione e rivolta alla recente ricchezza di prove a sostegno delle proprieta simili ai
prioni delle proteine mal ripiegate implicate in altre malattie neurodegenerative, come la

proteina A3 nella malattia di Alzheimer, I'a-sinucleina nella malattia di Parkinson e le forme
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patologiche di tau nelle taupatie. La somiglianza con i prioni risiederebbe nella capacita di
queste proteine di diffondersi all'interno del cervello tra i neuroni interconnessi e dalla

periferia al cervello, attraverso un meccanismo di replicazione definito “prion-like”.

Nell'ultimo decennio c’e stata una maggiore comprensione dei complessi meccanismi alla
base delle interazioni che si verificano tra i diversi tipi di cellule all'interno del cervello
durante il processo di neurodegenerazione. Gran parte di questa intuizione e derivata dallo

studio in particolare delle malattie da prioni.
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3.3 Biologia cellullare della PrP°

La PrP fisiologica (PrP€) e codificata dal gene PRNP presente sul braccio corto del
cromosoma 20, in posizione 13 (Liao et al., 1986). Questo gene e lungo 16 kb e comprende
due esoni, di cui il piu esteso contiene per intero 1'open reading frame (ORF) della proteina
codificata che e costituita da 253 amminoacidi (sequenza umana). Questa e una

glicoproteina di membrana ubiquitaria ma altamente espressa nel SNC.

Essendo una proteina di secrezione, viene sintetizzata nel reticolo endoplasmatico e
successivamente trasportata sulla membrana sinaptica attraverso il late secretory pathway
(Orsi & Sitia, 2007). Durante il tragitto va incontro a una serie di modificazioni post-
traduzionali, tra cui la rimozione del peptide segnale di 22 amminoacidi posto all’estremita
N-terminale. Inoltre, I’aggiunta dell’ancora GPI determina la rimozione di altri 23 residui
all’estremita C-terminale e consente di legare la proteina alla membrana cellulare

plasmatica, dove si localizza principalmente nei cosiddetti lipid rafts.

In ultimo, due siti di N-glicosilazione presenti nella porzione C-terminale, permettono il
legame facoltativo di catene di oligosaccaridi complessi alla catena amminoacidica. Poiché
i siti di glicosilazione possono essere uno solo, nessuno dei due o entrambi occupati, questo
determina l'esistenza della PrP in tre isoforme: di-glicosilata, mono-glicosilata e non-

glicosilata, riconoscibili come tre bande con diverso peso molecolare in Western Blot.

Studi di spettroscopia hanno permesso di determinare la struttura secondaria e terziaria

della proteina fisiologica, mostrando come questa sia costituita da due porzioni:

e una altamente strutturata C-terminale stabilizzata da un ponte disolfuro, formata da
3 alfa eliche e da 2 beta foglietti antiparalleli (Riek et al., 1996; Riek et al., 1997)
e una N-terminale non strutturata che contiene una sequenza ottamerica in grado di

legare i metalli, in particolare il rame.
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Figura 1. Organizzazione strutturale della PrP murina. A partire dalla regione N-terminale, la sequenza

matura della PrP¢ (amminoacidi 23-230) presenta una regione carica (charged cluster: CC), un dominio
ripetitivo ottamerico (octarepeat), un’altra regione carica, un dominio idrofobico (hydrophobic domain: HD),
un ponte disolfuro (che lega gli amminoacidi 178 e 213) e due glicani legati all’asparagina in posizione 180 e
196 (sequenza murina). Infine, I'ancora GPI che ne permette ’ancoraggio alla membrana plasmatica.

Nonostante ci siano stati numerosi gruppi di ricerca che hanno tentato di identificare le

funzioni fisiologiche della PrP¢, il suo ruolo fisiologico rimane ancora poco chiaro.

Una moltitudine di funzioni fisiologiche e stata suggerita in diversi tessuti, cellule e contesti
sperimentali (Aguzzi et al., 2008; Castle & Gill, 2017). Ad esempio, la PrP€ e stata collegata
a processi di sviluppo (Steele et al., 2006; Halliez et al., 2014), adesione cellulare (Malaga-
Trillo et al.,, 2009; Schmitt-Ulms et al., 2001), crescita dei neuriti, formazione di sinapsi
(Graner et al., 2000; Chen et al., 2003; Santuccione et al., 2005; Kanaani et al., 2005; Amin et
al., 2016), nonché neuroprotezione (Bounhar et al., 2001; Roucou et al., 2003; Guillot-Sestier
et al., 2009), regolazione del ritmo circadiano (Tobler et al., 1996) e protezione dallo stress

ossidativo (Dupiereux et al., 2008).

Tra le funzioni attualmente meglio caratterizzate vi sono i suoi contributi al mantenimento
della mielina (Nuvolone et al., 2016; Baumann et al., 2007; Bremer et al., 2010; Kiiffer et al.,
2016), all'omeostasi cellulare degli ioni bivalenti (Brown et al., 1997; Watt et al., 2012),
nonché il suo coinvolgimento negli eventi di segnalazione (Mouillet-Richard et al., 2000;

Chiarini et al., 2002; Lewis & Hooper, 2011).
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3.4 Tagli fisiologici noti della PrP¢

E ormai noto da decenni che la PrP<, come parte del suo metabolismo post-traduzionale, &
sottoposta a eventi endoproteolitici e molte importanti funzioni fisiologiche sono state
suggerite per questi fenomeni e per i frammenti che ne derivano. Tuttavia, il significato
fisiologico di questi eventi proteolitici non e stato ancora del tutto chiarito. Attualmente e
riconosciuto che, in condizioni fisiologiche, la PrP¢ e soggetta ad almeno quattro diversi
eventi di scissione proteolitica che rilasciano frammenti di PrP biologicamente attivi. Ne
consegue che la PrP puo esistere in membrana nella sua forma completa ma anche in altre
isoforme grazie all’esistenza di alcune proteasi, non ancora del tutto note, che operano dei
siti di taglio, generando vari frammenti di cui quelli C-terminali restano ancorati alla
membrana cellulare e quelli N-terminali sono secreti. Questo genera la co-esistenza di varie

isoforme della PrP, complicando ulteriormente lo studio di questa proteina.

Di seguito sono riportati i quattro eventi proteolitici chiamati, in analogia all'elaborazione
della proteina precursore dell'amiloide, a-cleavage, B-cleavage, shedding e y-cleavage, di

recente scoperta.
3.41 a-cleavage

L’evento proteolitico meglio caratterizzato, e sicuramente piu rilevante dal punto di vista
biologico e quantitativo, si verifica nella parte centrale della PrP matura ed e conosciuto
come a-cleavage. Il sito di taglio e stato identificato grazie all’epitope mapping in posizione
H110 e V111 della sequenza murina, localizzata a monte della regione idrofobica della PrP
(Chen et al., 1995; Mangé et al., 2004; Vincent et al., 2000). Questo evento proteolitico e
irreversibile e genera il rilascio di un frammento solubile N-terminale di circa 11 kDa (IN1)
e di una controparte C-terminale di circa 18 kDa che rimane attaccata alla membrana tramite
I’ancora GPI e che, dopo deglicosilazione, ha un peso molecolare apparente di circa 16 kDa

(Altmeppen et al., 2011).
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E stato dimostrato che questa scissione avviene durante il traffico vescicolare della PrP¢,
lungo la via secretoria (late secretory pathway), e opera solo su una parte delle molecole di

PrP¢ (Walmsley et al., 2009; Zhao et al., 2006).

Tra gli eventi proteolitici che subisce la PrP¢, a-cleavage rappresenta quello dominante e
porta all’accumulo del frammento C1 sulla membrana plasmatica che rappresenta il 5-50%
dei livelli totali di PrP¢, variabili in base al tipo di cellula o alla regione cerebrale (Shyng et
al., 1993; Chen et al., 1995; Westergard et al., 2011). Ad oggi non si conoscono con precisione
le proteasi che operano questo clivaggio ma alcuni studi suggeriscono che possa avvenire
ad opera di ADAMI10 e ADAM-17, membri della famiglia delle proteine ADAM (A

disintegrin and metalloproteinase) (Vincent et al., 2001).

Ad oggi una delle funzioni meglio caratterizzate della PrP¢ e il ruolo nel mantenimento
della mielina dei nervi periferici; infatti, topi knockout per la PrP¢ mostrano una
polineuropatia cronica demielinizzante in eta avanzata (Baumann et al., 2007; Bremer et al.,
2010; Shmerling et al., 1998). Entrando piu nel dettaglio, studi recenti hanno dimostrato
come la porzione N-terminale della PrP¢ (N1) interagisca con il recettore Adgrg6 (Gpr126)
presente sulle cellule di Schwann, esplicando un’azione di mantenimento della mielina a
livello del sistema nervoso periferico (Kiiffer et al., 2016). A favore di questa tesi, alcuni
mutanti di delezione della PrP¢, privi del sito di scissione per la produzione del frammento
N-terminale, hanno mostrato una grave demielinizzazione sia nel midollo spinale che nella

sostanza bianca cerebellare in vivo (Radovanovic et al., 2005; Baumann et al., 2007).

E importante considerare che questo evento proteolitico avviene all'interno del dominio
neurotossico della PrP¢ (amminoacidi 106-126 nella sequenza umana e 105-125 nella
sequenza murina) che costituisce un prerequisito strutturale per la conversione

conformazionale della PrP¢ in PrP% (Chen et al., 1995; Gasset et al., 1992; Prusiner, 1998).

Inoltre, studi su animali infetti da prioni hanno rivelato che, dopo la conversione della PrP¢
in PrP5, a-cleavage e notevolmente compromesso. Una possibile spiegazione e che ci sia un
impedimento sterico dovuto alla presenza della PrP* mal ripiegata e ricca di foglietti beta

che impedisca alla/e proteasi responsabile/i di accedere al sito di clivaggio. Studi recenti,
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che hanno utilizzato diversi ceppi in diverse condizioni sperimentali, hanno dimostrato che
topi transgenici che esprimono C1 in assenza di PrP¢ a lunghezza intera non sono
suscettibili all'infezione da prioni, non accumulano PrP* e non mostrano alcun segno di
neurodegenerazione. Secondo questi studi quindi, C1 sembrerebbe essere inconvertibile in
una forma PrP*¢ e agirebbe anche come inibitore negativo dominante del processo di

conversione dei prioni (Lewis et al., 2009; Westergard et al., 2011).
3.4.2 B-cleavage

La PrP¢ puo essere proteoliticamente processata intorno alla regione adiacente
all’octarepeat per generare un frammento solubile C-terminale di circa 20 kDa (C2),
ancorato alla membrana plasmatica, e un corrispondente frammento N-terminale (N2) di

circa 9 kDa (Jiménez-Huete et al., 1998; Pan et al., 1992; Taraboulos et al., 1992).

Contrariamente a quanto avviene per a-cleavage, sembrerebbe che 3-cleavage non avvenga
in un punto preciso della sequenza amminoacidica ma tra la posizione 90 e la 96 (ref:

sequenza amminoacidica murina della PrP).

Poiché (-cleavage risulta fortemente aumentato quando le cellule sono stressate con radicali
liberi dell’ossigeno (ROS), potrebbe avere un ruolo nella protezione mediata da PrP¢ contro
lo stress ossidativo (Watt et al., 2005)- Riguardo questo aspetto, il gruppo di Collins ha
caratterizzato N2 come un antiossidante con proprieta neuroprotettive (Haigh et al., 2010).
Inoltre, uno studio basato su mutanti di delezione di PrP ha identificato la regione polibasica

N-terminale come la parte responsabile dell'attivita neuroprotettiva (Turnbaugh et al.,

2011).

Frequentemente e riportato come un evento proteolitico aumentato sia in cellule di
neuroblastoma infettate da prioni (Caughey et al., 1991) sia nel cervello di pazienti affetti da
CJD (Chen et al., 1995; Jiménez-Huete et al., 1998), indicando una rilevanza fisiopatologica.
Inoltre, il frammento C2 e considerato spesso 1'omologo in vivo del cosiddetto protease-
resistant core cioe del nucleo di PrP5 resistente alle proteasi, derivato sperimentalmente dopo

il trattamento con proteinasi K (Chen et al., 1995; Oesch et al., 1985). Tuttavia, alcuni studi
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riportano che il frammento C2, generato in cellule con PrP wt in seguito a questo evento

proteolitico, sia, al contrario, completamente suscettibile alle proteasi (Watt et al., 2005).

La scissione intorno alla regione dell’octarepeat puo essere ottenuta sia mediante
l’elaborazione proteolitica (lisosomiale, quindi intra-cellulare) nelle EST (Jeffrey et al., 2011)
che in condizioni fisiologiche di stress ossidativo (mediata da ROS), che ha luogo invece

sulla superficie cellulare (McMahon et al., 2001; Watt et al., 2005).

Inizialmente si pensava che il frammento C2 fosse il risultato di una degradazione
incompleta della PrP* da parte delle proteasi lisosomiali (Caughey et al., 1991).
Successivamente, utilizzando approcci farmacologici e genetici, si scopri che l'inibizione
delle proteasi lisosomiali non avesse invece alcun effetto sui livelli di C2 (Yadavalli et al.,

2004).

Pertanto, sarebbe opportuno parlare di due eventi proteolitici distinti che, pur avvenendo
intorno alla regione dell’octarepeat, sono governati da meccanismi molecolari diversi e
avvengono in diverse localizzazioni cellulari, generando frammenti C-terminali con
differenti caratteristiche biochimiche e diversi pesi molecolari, per i quali andrebbe adottata

una nomenclatura dedicata.
3.4.3 Shedding

Il terzo clivaggio fisiologico della PrP¢ avviene in prossimita dell’ancora GPI e consente il
rilascio della proteina, quasi completa, dalla membrana plasmatica verso I'esterno della
cellula. Questo clivaggio e noto con il termine di “shedding” (Borchelt et al., 1993) ed e
mediato da ADAMI10 (A disintegrin and metalloproteinase 10) (Taylor et al.,, 2009;
Altmeppen et al., 2011).

Il sito di clivaggio (tra Gly228 e Arg229 nella sequenza murina) e la proteasi responsabile
sono stati trovati in cellule (Taylor et al., 2009) e nei topi (Altmeppen et al., 2011) e

successivamente confermati in vitro (McDonald et al., 2014).

In colture cellulari, una bassa ma significativa percentuale della PrP¢ totale e lentamente ma

costantemente “sheddata” nel terreno di coltura e manca dell’ancora GPI (Borchelt et al.,
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1993). La PrP¢ “sheddata” e stata ritrovata anche nel liquido cefalorachidiano umano
(Tagllavini et al., 1992) e nel sangue (Parizek et al., 2001; MacGregor et al., 1999; Perini et al.,

1996); indicando una rilevanza fisiologica di questo evento proteolitico.

Sebbene tutte le tre glicoforme di PrP¢ subiscano il processo di shedding, e stato dimostrato,
in topi transgenici (Tga20) e in colture cellulari (N2a), che questo evento proteolitico sia
fortemente a favore della forma di-glicosilata della PrP<. E interessante notare che, oltre alla
forma completa della PrP¢, ADAMIO0 (proteina coinvolta nell’idrolisi delle porzioni
extracellulari di proteine transmembrana) e in grado di operare il taglio anche all’estremita
del frammento C1, gia tronco all’N-termino, seppure in misura nettamente inferiore rispetto
alla forma completa della PrP¢ (fI-PrP<: full-lenght PrP¢) (Linsenmeier et al., 2018; Wik et
al.,, 2012).

Tale evento proteolitico non solo regola i livelli di membrana di PrP¢ sulla membrana
plasmatica, quindi le funzioni della PrP¢ come recettore sulla membrana neuronale
(Linsenmeier et al., 2017), ma genera un frammento solubile che ha probabilmente funzioni
intrinseche, come supportato da studi che hanno utilizzato analoghi senza ancora GPI
(ricombinanti) dimostrando effetti benefici per quanto riguarda la crescita degli assoni, la
formazione delle sinapsi (Kanaani et al., 2005; Amin et al., 2016) e la neuroprotezione

(Bounhar et al., 2001; Race et al., 2009).

Ulteriori recenti studi suggeriscono che la PrP “sheddata” sia in grado di legare oligomeri
ricchi di foglietti-B (come gli AP nella malattia di Alzheimer) e di interferire con la loro
neurotossicita (Calella et al., 2010) indirizzandoli alla fagocitosi e alla degradazione

(Linsenmeier et al., 2021)
3.4.4 y-cleavage

Recentemente e stato descritto un quarto evento proteolitico della PrP¢, noto come vy-
cleavage (Lewis et al., 2016), che genera un frammento N-terminale (N3) di circa 20 kDa e
un piccolo frammento C-terminale (C3), ancorato alla membrana tramite GPI, di circa 5 kDa,

indicando che la scissione avviene in una regione compresa tra gli amminoacidi 170 e 200
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(Haigh & Collins, 2016; Lewis et al., 2016). Tuttavia, la proteasi responsabile e I'esatto sito di

scissione rimangono da identificare (Taguchi et al., 2009).

Sembrerebbe che y-cleavage si verifichi esclusivamente su PrP¢ non glicosilata, indicando
che gli zuccheri presenti sulla porzione C-terminale possano rappresentare un ostacolo
sterico tale da impedire il riconoscimento del sito di taglio alla proteasi responsabile (Kojima
et al., 2014; Lewis et al., 2016). L’apparato di Golgi e il compartimento di riciclo endocitico
sono stati suggeriti come probabili sedi di questa scissione. Sebbene la prevalenza e la
rilevanza di questo processo proteolitico in diverse specie, tessuti e modelli di colture
cellulari, richiedano indubbiamente ulteriori approfondimenti, e riportato che il frammento
C3 risulta quantitativamente aumentato nei campioni di cervello di pazienti affetti da CJD,

il che potrebbe suggerire un possibile ruolo fisiopatologico di y-cleavage (Lewis et al., 2016)
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3.5 Caratteristiche biochimiche e strutturali della PrPS¢

Come precedentemente riportato, il meccanismo patogenetico comune a tutte le EST
consiste nella conversione post-traduzionale della PrP¢ in PrPS%, considerata

sostanzialmente il prione.

La proteina fisiologica conserva la sua struttura primaria (cioe la sequenza lineare degli
amminoacidi) ma la transconformazione comporta principalmente dei cambiamenti e

livello di ripiegamento della proteina.

La struttura secondaria della PrP€, infatti e composta prevalentemente da alfa-eliche
mentre in quella della PrP* prevale l'organizzazione a foglietti-beta; anche la struttura
terziaria (distribuzione del monomero nello spazio) e quaternaria (associazione di piu

monomeri) subiscono delle modificazioni importanti.

La modificazione conformazionale della PrP¢ comporta, inoltre, una serie di cambiamenti
delle proprieta biochimiche della proteina: mentre la PrPc si presenta in forma monomerica,
la PrPS ha un’intrinseca tendenza a formare aggregati e strutture fibrillari che possono

presentarsi sotto forma di depositi amiloidi (Bolton et al., 1982; Prusiner, 1982)

Inoltre, la PrP¢e solubile in detergenti non denaturanti, al contrario della PrP% che risulta
insolubile in tali detergenti, proprieta che e stata ampiamente sfruttata per questo progetto

di ricerca.

La caratteristica principale della PrP*, e anche la piu usata dagli studi precedenti per la
caratterizzazione biochimica, risiede nel fatto che questa isoforma risulta parzialmente
resistente al trattamento proteolitico con proteinasi K (PK) (Cohen & Prusiner, 1998) in
condizioni in cui la PrP¢ e molte altre proteine sono rapidamente degradate (Meyer et al.,

1986).

La digestione della PrP* con proteinasi K e in grado di idrolizzare solo la porzione N-

terminale della PrP%, mentre la porzione C-terminale corrisponde al “PK-resistant core” e

33



determina dei tagli in punti diversi della sequenza matura della PrP5 lungo la regione

dell’octarepeat (Figura 2).

Questo determina il caratteristico pattern elettroforetico composto da tre bande
corrispondenti alle specie di PrPrs (cioe il frammento di PrP* resistente alla digestione con

proteinasi K) di-, mono- e non-glicosilate (Figura 3 ref. Zanusso et al., 2001).
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Figura 2. Cartoon rappresentativo della PrPs: e dei clivaggi dopo digestione con proteinasi K. Una delle
caratteristiche biochimiche peculiari della PrPsc¢é la resistenza al trattamento con enzimi proteolitici. Usando
infatti la proteinasi K si digerisce la porzione N-terminale proteasi sensibile mentre la porzione C-terminale
risulta resistente (protease resistant core). I clivaggi intorno alla regione dell’octarepeat, e quindi anche la
porzione C-terminale proteasi-resistente, sono variabili in funzione della conformazione della PrPse.
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Figura 3. Analisi in western blot di PrPscproveniente dal cervello di pazienti affetti da CJD dopo digestione
con proteinasi K e trattamento con PNGaseF. Analisi in western blot di PrPSc proveniente dal cervello di
pazienti affetti da CJD dopo digestione con proteinasi K e trattamento con PNGaseF. La lane 1 mostra un
campione di un paziente con CJD di tipo 1 (polimorfismo 129 MM) dopo il trattamento con PK; la lane 3 mostra
lo stesso campione dopo deglicosilazione (21 kDa). La lane 2 mostra un campione digerito con PK di un
paziente affetto da CJD di tipo 2 (polimorfismo 129 VV) la lane 4 mostra lo stesso campione dopo
deglicosilazione (19 kDa). Le masse molecolari sono espresse in kilodaltons sulla sinistra.

Sebbene i prioni siano considerati resistenti alla degradazione proteolitica, il concetto di
“resistenza alle proteasi” e relativo, in quanto anche la PrPs puo degradarsi dopo una

prolungata digestione con proteasi.

Inoltre, vista la loro natura conformazionale, i prioni sono sensibili all’esposizione ad
elevate concentrazioni di agenti denaturanti come la guanidina tiocianato (Prusiner et al.,
1993; Prusiner, Groth, et al., 1981; Prusiner, Mckinley, et al., 1981). Questo comporta che il
grado di resistenza alle proteasi sia differente per diverse forme di PrP* (Kuczius &
Groschup, 1999), alcune delle quali risultano piu suscettibili alla proteinasi K, ma non per

questo non infettanti.

La conoscenza della struttura tridimensionale della PrP¢ e essenziale per comprendere il
passaggio dalla forma fisiologica a quella patologica. La conformazione della PrP¢ di
numerose specie e stata definita in Risonanza Magnetica Nucleare da Wiithrich, che grazie

a questo risultato e stato insignito Premio Nobel per la Chimica nel 2002.

Nonostante i numerosi tentativi messi in campo per determinare la struttura dei prioni, ad
oggi la struttura tridimensionale ad alta risoluzione dei prioni infettivi ex vivo non e ancora

stata definita. Determinare la loro conformazione e fondamentale per la comprensione dei
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meccanismi molecolari di replicazione e neurotossicita, nonché per tentare di ipotizzare un

possibile approccio terapeutico.

Attualmente le ipotesi prevalenti sono due e derivano da studi che hanno utilizzato
diffrazione dei raggi-X o crio elettromicroscopia (cryo-EM). Queste suggeriscono che i
prioni possano avere una conformazione a beta-solenoide (4-rung 3-solenoid) (Spagnolli et
al., 2019; Vazquez-Fernandez et al., 2016; Wille et al., 2009) o PIRIBS (Parallel In Register
Beta Sheet) (L. Q. Wang et al., 2020; Kraus et al., 2021).

I modello beta-solenoide (4RPS) suggerisce che le fibrille di PrPS consistano di due
protofilamenti indipendenti e dell'esistenza di unita strutturali di 2 nm che si ripetono lungo
ciascun asse del protofilamento. Lipotesi della struttura PIRIBS invece postula che le fibrille
di PrP* non siano costituite da due protofilamenti, ma piuttosto da un singolo filamento

piu largo che presenta due sottodomini o lobi separati da una fessura.

Ad ogni modo, la separazione dei prioni da un singolo tessuto mostra una vasta gamma di
sedimentabilita, indice di eterogeneita degli aggregati (Tixador et al., 2010). In questo
contesto, aver definito la struttura di un tipo di fibrilla (Kraus et al., 2021) non esaurisce la
domanda perché verosimilmente esistono anche aggregati molto piut piccoli la cui natura
potrebbe non essere fibrillare (Vanni et al., 2020). La definizione di quali siano le forme piu
importanti ai fini dell’infettivita e della patogenicita dei prioni rimane una questione
fondamentale ed aperta nella ricerca sulle malattie da prioni ma anche su altre malattie
malattie neurodegenerative (Cascella et al., 2021 Verma et al., 2015; Tsigelny et al., 2015;
Lieblein et al., 2020).

36



3.6 Le cattaterische clinico-patologiche delle EST dipendono dalla

struttura terziaria e quaternaria dei prioni

Sebbene la “protein only hypothesis” spieghi chiaramente molte caratteristiche osservate
delle EST, uno degli aspetti pitt controversi di questa teoria e 'esistenza di diversi ceppi per
un agente patogeno privo di acidi nucleici. I ceppi di prioni sono definiti come isolati
infettivi contraddistinti da specifiche caratteristiche biologiche e biochimiche che persistono

dopo trasmissioni seriali nella stessa specie.

L’agente infettivo delle EST, unico nel suo genere, esiste in un'ampia varieta di "ceppi". La
variazione del ceppo prionico e stata suggerita per la prima volta da Pattison e Millson nel
1961. Nei loro studi, infatti, trasmissioni seriali in capra di un singolo caso di scrapie ovina
portarono alla comparsa di due distinti fenotipi di malattia, nel quale prevalevano in un
caso sintomi eccitativi e cutanei, e nell’altro sintomi di tipo depressivo, fenotipi che si

mantenevano costanti dopo trasmissione da capra a capra (Pattison & Millson, 1961).

Questo concetto e stato successivamente dimostrato nei roditori di laboratorio inbred, che
hanno anche mostrato specificita riguardanti il fenotipo della malattia, i profili delle lesioni
cerebrali e i periodi di incubazione (Bruce, 2003). L'esistenza di ceppi di prioni era
originariamente difficile da razionalizzare con l'idea che l'agente eziologico in queste

malattie fosse composto esclusivamente da proteine mal ripiegate.

I primi elementi in grado di conciliare la natura proteica delle malattie da prioni e la
presenza di ceppi emersero da uno studio condotto su due ceppi della TME (Transmissible
Mink Encephalopathy), la malattia da prioni del visone. Questi ceppi, designati hyper (HY) e
drowsy (DY) (Bessen & Marsh, 1992), hanno mostrato una diversa sedimentazione in
detergenti. Inoltre, la digestione con proteinasi K ha prodotto diverse dimensioni dei
frammenti di PrPres, identificabili con una diversa mobilita elettroforetica in Western Blot,

dimostrando indirettamente la diversa conformazione dei due ceppi (Bessen et al., 1994).
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Le evidenze attuali suggeriscono che la principale differenza tra i ceppi prionici risieda nelle
diverse disposizioni conformazionali che la PrP% acquisisce (Morales et al., 2007). Queste
particelle infettive "trasmettono" le loro specifiche conformazioni alle proteine normalmente

piegate espresse dall'ospite, portando a determinate caratteristiche della malattia.

Storicamente, i ceppi vengono distinti sulla base del tempo di incubazione e del profilo delle
lesioni, oltre che ai segni clinici dopo trasmissione in un ospite, generalmente topo di
laboratorio, e sulla capacita di trasmettersi in specie diverse (Bruce, 2003; Fraser &
Dickinson, 1973). Recentemente la tipizzazione biologica e accompagnata da diverse
metodiche molecolari che permettono di distinguere i ceppi anche sulla base di differenti

caratteristiche biochimiche della PrPs.

La caratterizzazione biochimica dei ceppi si basa su alcune caratteristiche della PrP5. Tra
queste, la mobilita elettroforetica dopo la digestione con proteinasi K (PK) e il metodo piu
comunemente usato perché e facile da visualizzare e fornisce prove indirette dei

cambiamenti conformazionali della PrP.

Nella maggior parte dei casi, la parziale resistenza dei prioni alla degradazione proteolitica
risiede nella regione C-terminale. Tuttavia, la lunghezza del segmento resistente alla PK
varia a seconda del ceppo e questo puo essere facilmente distinto con la tecnica del Western
Blot (Morales et al., 2007) anche se non e raro che ceppi di prioni fenotipicamente differenti

determinino la stessa mobilita elettroforetica (Pan et al., 2001).

Un'altra caratteristica per differenziare i ceppi di prioni riguarda i loro profili di
glicosilazione, cioe il rapporto quantitativo tra le forme glicosilate e non glicosilate. La
proteina prionica ha due siti di glicosilazione putativi, che le consentono di esistere in forma
di-, mono- o non glicosilata (Hill et al., 2006). E interessante notare che ogni variante di PrPsc
tavorisce proporzioni specifiche di glicoforme di PrP, facilitando la loro caratterizzazione
(Morales et al., 2007). Altre tecniche biochimiche utilizzate per differenziare i ceppi di prioni
si basano sul grado di resistenza della PrP* alla digestione proteolitica (Kuczius &
Groschup, 1999), sull’analisi degli epitopi identificabili dopo digestione proteolitica (Stack
et al., 2002) e sul comportamento chimico-fisico della PrP dopo denaturazione (Safar et al.,

38



1998; Jacobs et al., 2007; Pirisinu et al., 2010). I progressi su altri metodi biofisici per
analizzare la struttura proteica sono in continua evoluzione con lo scopo di migliorare la
risoluzione necessaria per una migliore comprensione delle differenze ceppo-specifiche tra

i ceppi di PrPs.

Tutte queste evidenze sono a favore dell'ipotesi formulata da Bessen e Marsh secondo cui
ad ogni ceppo corrisponda una specifica isoforma di PrP* in grado di convertire la PrP a
sua somiglianza. E noto che, oltre alla PrP, molte proteine modificano la propria
conformazione a causa di variazioni di pH, interazioni con altre proteine e/o aggregati
proteici. Per esempio, alfa-sinucleina, SOD1 e A3 esistono come aggregati patologici (de
Oliveira & Silva, 2019; Benkler et al., 2018; Srivastava et al.,, 2019) suggerendo che il
misfolding proteico potrebbe essere un fenomeno piuttosto conservato, associabile a molte

malattie neurodegenerative.

Il concetto di “conformation templating” si fonda sul principio che le alterazioni della
struttura quaternaria di aggregati proteici possano determinare modifiche conformazionali
tali da giustificare 'esistenza di molti conformeri di PrP patologica. Tale concetto considera
che la PrPs sia in grado di agire da templato per la PrP¢ che acquisisce fedelmente le
informazioni conformazionali della PrP5:. Le proprieta ceppo-specifiche sarebbero quindi
codificate dalla struttura terziaria e/o quaternaria della PrPS, percio e stato ipotizzato che
diversi ceppi di prioni corrispondano a diverse conformazioni degli aggregati di PrP
patologica. Tale ipotesi e avvalorata da numerose evidenze sperimentali (Telling et al., 1996;

Safar et al., 1998; Tanaka et al., 2004; Morales, 2017).

Recenti studi supportano fortemente l'ipotesi che il fenomeno dei ceppi di prioni non sia
una peculiarita delle EST ma che sia un fenomeno comune ad altre malattie
neurodegenerative piu diffuse come la malattia di Alzheimer (Maxwell et al., 2021) e il
morbo di Parkinson. In quest'ultimo caso, infatti, € stato dimostrato che inoculando topi
transgenici con diversi aggregati di a-sinucleina, derivanti da cervelli o ricombinanti, si
potevano osservare malattie clinicamente e patologicamente diverse, accompagnate da

differenti proprieta biochimiche della proteina patologica. E stato inoltre riscontrato che le
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differenze cliniche, patologiche e biochimiche di tale proteina si mantengono dopo
trasmissioni seriali, il che implica che a-sinucleina si propaghi attraverso un meccanismo

“prion-like” (Lau et al., 2020).
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3.7 Meccanismi di neurotossicita proposti: loss of function e gain of

function

Uno degli enigmi principali delle malattie da prioni e rappresentato dal meccanismo di

neurotossicita alla base di queste patologie.

Come recentemente pubblicato, nelle EST, si assiste a una diminuzione della PrP¢ nel
liquido cefalorachidiano (LCR) nella fase sintomatica (Mortberg et al., 2022), mentre nel
cervello si osserva gia in fase preclinica della malattia, anticipando la morte neuronale
(Eskandari-Sedighi et al., 2021). Essa si verifica a livello proteico (Mays et al., 2014), e non si
osservano cambiamenti quantitativi a livello del'mRNA (Chesebro et al., 1985; Oesch et al.,
1985; Aguib et al., 2008) indicando che non dipenda da una minore trascrizione del DNA in
mRNA. Pertanto, la sottoregolazione della PrP¢ potrebbe invece dipendere da un consumo
della PrP fisiologica per reclutamento in aggregati di PrPS, da una diversa processazione
proteolitica, da un aumentato catabolismo, da un’aumentata endocitosi della PrP¢ di
membrana o dall’accumulo di PrP* che attiverebbe una risposta proteostatica degradativa

della PrP¢stessa (Mays et al., 2014).

Come gia riportato, studi recenti hanno dimostrato che la PrP¢ rivesta un ruolo
neuroprotettivo, agendo come fattore pro-mielinizzante, o in condizioni di stress-ossidativo
cellulare. Per tali motivi e stato ipotizzato che una compromissione delle sue funzioni
tisiologiche (loss of function), in condizioni di patologia, potesse rappresentare un

meccanismo di neurotossicita (Westergard et al., 2007).

Uno studio ha dimostrato che in due mutanti PG14 e A116V (il primo contenente 9 copie
extra di octapeptidi e nell’altro una sostituzione di Alanina con Valina in posizione 116 della
PrP), rispettivamente associati a EST familiari e GSS, 3-cleavage mediato da ROS risulta
diminuito. Questo suggerirebbe che la conversione della PrP¢ in PrP* renda meno
disponibile la PrP¢ad essere sottoposta a (3-cleavage, compromettendo la normale risposta
cellulare allo stress ossidativo. In tal senso, l'incapacita delle cellule di attivare una risposta
protettiva contro lo stress ossidativo contribuirebbe, almeno in parte, alla neurotossicita che

si osserva nelle EST (Watt et al., 2005).
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Inoltre, e stato ipotizzato un possibile coinvolgimento della PrP¢ nel regolare il metabolismo
energetico, che orienterebbe le cellule verso la degradazione ossidativa mitocondriale del
glucosio. In condizioni fisiologiche, la PrP¢ attenua l'espressione della piruvato
deidrogenasi chinasi 4 (PDK4), limitando la 3-ossidazione degli acidi grassi e la successiva
insorgenza di condizioni di stress ossidativo. La compromissione del ruolo metabolico della
PrP€, da parte della PrP%, causerebbe uno squilibrio tra la degradazione ossidativa del
glucosio e la B-ossidazione degli acidi grassi, favorendo quest’ultima e causando tossicita

(Arnould et al., 2021).

Tuttavia, studi che hanno utilizzato topi knockout per la PrP non supportano l'ipotesi della
loss of function come meccanismo alla base della neurotossicita delle EST. Al contrario la
deplezione della PrP€, tramite oligonucleotidi antisenso (Vallabh Minikel et al., 2020) e
attualmente considerata una promettente strategia terapeutica perché in grado di sottrarre

il substrato per la replicazione dei prioni.

A tal proposito, alcuni studi suggeriscono che la downregolazione della PrP¢ potrebbe
rappresentare una risposta dell'ospite parzialmente efficace nel contrastare l'infezione
poiché, diminuendo il substrato di conversione, sarebbe in grado di rallentare la

replicazione dei prioni, estendendo la fase subclinica della malattia (Mays et al., 2015).

Inoltre, I'effetto patogeno potrebbe non dipendere semplicemente da una diminuzione della
PrP€, che d’altra parte potrebbe essere bilanciata da altri meccanismi compensatori, quanto
invece emergere da uno squilibrio tra le sue isoforme, che potrebbe essere indotto dalla

patologia.

Tuttavia, topi knockout per la PrP crescono e si sviluppano normalmente (Biieler et al.,
1992), mostrando solo piccole anormalita neurofisiologiche (Sakudo et al., 2006, Steele et al.,
2007; Weissmann & Flechsig, 2003) e, solo in eta avanzata, soffrono di una polineuropatia

cronica demielinizzante.

Inoltre, nei topi knockout si riscontra totale assenza di replicazione dei prioni, nonché della
patologia e quindi risultano resistenti all'infezione con Scrapie (Biieler et al., 1993) perché

mancano del substrato che serve per replicare i prioni. Questa evidenza e fortemente a
42



favore della protein only hypothesis. Uno studio successivo ha dimostrato che, inoculando
dei topi a livello intracerebrale con ceppo di Scrapie, e innestando il tessuto trapiantato
(over-esprimente PrPC) in topi knockout per la PrP<, questo accumulava PrP e mostrava
segni di cambiamenti istopatologici mentre il tessuto circostante knockout per PrP<, pur
accumulando PrP*¢ derivata dal tessuto trapiantato, non mostrava cambiamenti patologici

(Brandner et al., 1996).

Questi risultati suggeriscono che non solo la PrP¢sia un prerequisito per la replicazione dei
prioni ma che sia anche indispensabile affinche la PrPS possa esplicare la sua azione

neurotossica.

Questo concetto si e ulteriormente rafforzato in esperimenti successivi che hanno utilizzato
topi transgenici esprimenti PrP senza ancora GPI (GPI-anchorless PrP). In questi studi e
stato riscontrato che i topi in cui la PrP non e presente sulla membrana plasmatica, replicano
elevate quantita di prioni a livello extra-cellulare con PrP* presente per lo piu in forma di
placche ma non presentano la classica triade neuropatologica (Chesebro et al., 2010). Da
questo si deduce comprensibilmente che la PrP¢ ancorata in membrana e un prerequisito

per l'esplicazione dell’azione neurotossica della PrPse.

Questi studi suggeriscono che la loss of function non sia il meccanismo principale di tossicita,
e che invece questa questa possa dipendere dalla presenza contemporaneamente della PrP*

e della PrP€ ancorata sulla membrana neuronale.

Si potrebbe ipotizzare che la PrP¢funga da recettore per la PrP%, il che avvalorerebbe le
ipotesi di interazione della PrP¢ con a-sinucleina e tau nella malattia di Alzheimer e,

probabilmente, anche in altre malattie neurodegenerative.

Di recente, infatti, la PrP¢ e stata anche implicata nella segnalazione cellulare fisiopatologica
indotta dal peptide PB-amiloide che porta alla disfunzione sinaptica nel contesto della
malattia di Alzheimer, come mediatore della tossicita cellulare indotta da A3 (Panes et al.,

2021).
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In questo senso la PrP¢ giocherebbe un ruolo fondamentale nella tossicita mediata da

aggregati solubili di proteine che causano la neurodegenerazione.

Pertanto, un’altra serie di studi suggerisce che la neurotossicita delle malattie da prioni sia
imputabile all’acquisizione di nuove funzioni da parte della proteina mal-ripiegata e
probabilmente mediata da PrP< (gain of function). Questa ipotesi e al momento anche la piu
supportata e pone di fronte due grandi questioni: quale sia il trigger della neurotossicita e

quali siano i meccanismi patogenetici responsabili.

In generale, c’e una difficolta condivisa nel misurare la neurotossicita acuta dei prioni per

carenza di facili approcci sperimentali.

Per quanto riguarda il trigger della neurotossicita, alcuni studi attribuiscono alla PrP*
resistente al trattamento con Proteinasi-K (PrP) la patogenicita delle EST (Jendroska et al.,
1991) e in alcuni casi ne e stata attribuita la causa della disfunzione a livello delle sinapsi
(sinaptotossicita) (Foliaki et al., 2018). Sulla stessa linea di quanto appena descritto, un’altra
serie di studi suggerisce che la neurotossicita dipenda sia da un aumento della PrPSc che
dalla diminuzione della PrP¢ (Mays et al., 2015). In questo caso la PrP*¢ sarebbe responsabile
sia dell'infettivita che della neurotossicita, eventi relativamente tardivi e che

coinciderebbero con un aumento esponenziale della PrP patologica.

In contrasto, altri gruppi di ricerca hanno ipotizzato che la neurotossicita possa essere
mediata da forme oligomeriche di PrP, corrispondenti alla cosiddetta “PrP“” (dove “L” sta
appunto per “lethal”), distinta dalla PrP%, e prodotta da una via separata ma collegata in
cui le particelle di PrP% agiscono come superficie catalitica per la produzione di PrP. Nel
modello proposto, gli effetti tossici si verificherebbero quando la concentrazione di PrPt
supera una determinata soglia locale di accumulo e i fenomeni di neurotossicita e infettivita
sono interpretati come due eventi molecolari distinti causati da PrP diverse (Sandberg et al.,

2011, 2014).

Lo stesso gruppo di ricercatori, in uno studio piu recente, ha dimostrato (misurando la
frammentazione dei neuriti e la densita delle spine dendritiche) che, mentre gli omogenati

cerebrali di topi sintomatici sono altamente tossici in neuroni in coltura, prioni infettanti ad
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elevato titolo (anche 10 volte superiore a quello presente nell'omogenato cerebrale),
eccezionalmente purificati, non sono direttamente neurotossici (Benilova et al., 2020).
Provando a dare una spiegazione al fenomeno osservato, e stato ipotizzato che la PrP*
purificata corrisponda a PrP resistente alla Proteinasi-K (PrP™), mentre un omogenato
cerebrale infetto comprende specie prioniche resistenti alla PK ma anche sensibili alla PK, e
che quindi queste ultime potrebbero rivestire un ruolo fondamentale nell’induzione della

neurotossicita.

Per quanto concerne il meccanismo patogenetico ci sono ancora molte incertezze ma non vi
e alcun dubbio sul fatto questo si esplichi principalmente a livello dei neuroni, che

potrebbero risultare le uniche cellule colpite nelle malattie da prioni.

Le ipotesi prevalenti al momento prevedono che la PrP€, oltre a servire come precursore
della PrPs, agisca come un segnale trasduttore o mediatore degli effetti neurotossici della
PrPS (Harris & True, 2006). Sebbene ci siano numerosi studi che suggeriscono attivita di
trasduzione del segnale per la PrP¢ espressa in membrana (Linden, 2017) le vie attraverso

le quali la sua interazione con la PrPS¢ produce segnali neurotossici rimangono elusive.

Altri studi sostengono che la disregolazione dell’'UPR (Unfolded Protein Response, cioe la
risposta a proteine mal-ripiegate) puo avere un forte impatto e fungere da mediatore chiave
nella neurodegenerazione. Questi studi sostengono che la disregolazione dell'UPR negli
astrociti, indicativa di stress cronico del reticolo endoplasmatico, possa compromettere la
loro capacita di supportare le sinapsi e che la modulazione del segnale UPR astrocitico
prevenga la perdita neuronale, aumentando la sopravvivenza nei topi affetti da prioni

(Smith et al., 2020).

Benche molti studi, anche recenti, stiano ampliando le conoscenze sui meccanismi di
neurotossicita, il quadro completo € molto complesso e lungi dall’essere compreso. Le
evidenze disponibili suggeriscono che e molto probabile che il trigger neuropatologico
dipenda da una gain of function mediata da isoforme patologiche di PrP (anche se al
momento non si conoscono quali siano e come agiscano), ma e possibile che le

contemporanee variazioni quantitative o qualitative della PrP¢ possano in qualche modo
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non solo influenzare I’andamento della malattia (Mays et al., 2014) ma eventualmente anche

modulare I’effetto neurotossico.

L’identificazione dei meccanismi di neurotossicita e di straordinaria importanza ai fini di
individuare validi bersagli ed approcci terapeutici e attualmente costituiscono la maggiore
incognita tra tutti i complessi meccanismi alla base di queste patologie. Ne e prova il fatto
che gli approcci attualmente perseguiti sono molto diversi, in ragione delle diverse ipotesi

patogenetiche.
Fino a questo momento gli approcci terapeutici introdotti hanno tentato di:
- tissare la conformazione della PrP¢ per impedirne la conversione in PrP*;

- diminuire la PrP¢ per inibire la replicazione dei prioni e la traduzione del segnale

neurotossico;

- attaccare la PrP*c tramite small molecules, anticorpi o vaccinazione, per arrestare il processo

di replicazione e bloccare il trigger patologico.

Per affrontare meglio la questione della neurotossicita, che come appena descritto potrebbe
coinvolgere sia la PrP¢ che la PrP*, e necessario disporre di metodiche che permettano di
analizzare separatamente queste due isoforme contemporaneamente presenti nel tessuto
infetto. Tali metodiche non sono oggi disponibili e rappresentano una parte dello scopo di
questo progetto. Questa mancanza, e quindi la carenza di definizioni condivise per i diversi
attori molecolari, puo rappresentare uno dei motivi per cui i risultati finora ottenuti sono

cosi discrepanti.

Gli studi che sono stati condotti fino a questo momento hanno utilizzato strategie di
aggiramento, ma non soddisfacenti. Tipicamente, infatti, I'identificazione della PrP*si basa
sull’utilizzo della proteinasi K che idrolizza completamente la PrP¢, modifica parzialmente
la PrP%in PrPsPK-resistente (PrPr) e ipoteticamente potrebbe anche distruggere isoforme

di PrPsc PK-sensibili.
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Per esempio, in alcuni studi viene misurata la PrP totale e la PrP™ ma non viene presa in
considerazione la PrP* che comprende sia forme PK-resistenti ma anche forme PK-sensibili

(Sandberg et al., 2011, 2014).

Altri studi che hanno utilizzato la tecnica del CDI (Conformation-Dependent Immunoassay)
hanno misurato contemporaneamente la quantita di PrP<, PrP%e PrPSPK-resistente (PrPr)
(Mays et al., 2014) ma tale metodologia non consente di distinguere le diverse isoforme di

PrP€e di PrP* (forma completa delle proteine e vari frammenti proteolitici).

Infine, ci sono altri studi che hanno utilizzato la tecnica dell’Asymmetric-Flow Field-Flow
Fractionation (AF4) che, seppure consenta di separare PrP¢ e PrP* e quantificarle in modo
indipendente, non permette di mappare le diverse isoforme di PrP (Eskandari-Sedighi et

al., 2021).
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4 SCOPO DELLA TESI

Come si evince da quanto appena riportato in introduzione, i meccanismi di neurotossicita
proposti per le malattie da prioni si possono grossolanamente riassumere in una dicotomia
(loss of function della PrP¢ e gain of function della PrP patologica) anche se, al momento,

rappresentano solamente delle ipotesi.

Non e da escludere che entrambi i fenomeni, cioe la diminuzione della PrP¢ e la presenza
della PrP*¢, possano contribuire. Sembra probabile che il trigger sia una isoforma patologica,
ma la PrP¢ e le sue modificazioni potrebbero giocare comunque un ruolo essenziale. I

dettagli molecolari di questi eventi sono pero ancora ignoti.

I gap conoscitivi riguardanti i meccanismi di neurotossicita delle malattie da prioni, e piu
in generale nel campo delle malattie neurodegenerative, hanno un impatto fortissimo sulla

mancanza di approcci terapeutici adeguati.

In linea generale, c’e carenza di approcci metodologici che siano validi per chiarire questi
aspetti. Gli studi condotti fino a questo momento hanno prevalentemente utilizzato uno o
pochi ceppi, per lo piu di scrapie, ottenendo quindi dei risultati limitati, e in alcuni casi
contrastanti, sia per insufficienza di metodi validi che per mancanza di variabilita biologica

e biochimica dei ceppi considerati.

Con il presente progetto di ricerca si intende sviluppare una metodica con determinate
caratteristiche che siano in grado di soddisfare i requisiti tecnici tali da consentire un’analisi
esaustiva di tutte le isoforme di PrP. Con 'obiettivo di ottenere risposte pitt complete da
quelle presenti in letteratura, in questo studio si intende cercare fattori comuni e/o
differenzianti tra diversi ceppi, anche provenienti da specie diverse, aventi caratteristiche
patogenetiche, tempi d’incubazione, tipi di lesioni e conformazione di PrPS estremamente

diversi.

Gli studi precedenti hanno misurato la PrP¢e la PrP5 in toto mentre in questo progetto si

vuole differenziare il comportamento delle diverse isoforme e correlarle con la loro presenza
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in situ attraverso l'ausilio di tecniche di istopatologia, grazie alla collaborazione con il

gruppo di patologia delle malattie da prioni dell’Iss.

Con questo progetto di ricerca in linea di massima, si intende colmare alcune lacune che

potrebbero essere alla base dei risultati contrastanti tra i diversi studi.

In questo studio si intendono investigare le variazioni molecolari di danno neuropatologico
delle EST e i motivi per cui il tempo di sopravvivenza (usato come proxy della neurotossicita)

e molto diverso al variare del ceppo.

L’obiettivo di questa tesi e quello di identificare le variazioni della PrP fisiologica e
patologica, sia dal punto di vista qualitativo che quantitativo, tentando di correlarle con la

patogenicita.

A questo scopo, sulla linea di quanto precedentemente fatto nello stesso laboratorio
(Pirisinu et al., 2013), si intende mettere a punto una metodologia in grado di rappresentare
tutta la complessita di questa proteina e che permette, con un unico saggio, il superamento

di due aspetti tecnici:

e distinguere la PrP fisiologica da quella patologica senza 'uso di proteasi;
e discriminare tutti i frammenti proteolitici endogeni di PrP fisiologica e patologica in

arvicole sane o sperimentalmente infettate con diversi ceppi di prioni.

Mettendo a punto questo saggio si vogliono investigare i livelli di espressione della PrP¢ e
le eventuali modificazioni delle relative isoforme in arvicole rossastre, infettate con diversi
ceppi e allo stadio terminale della malattia, tentando anche di ipotizzare un possibile
meccanismo di downregolazione della PrP¢. La scelta di utilizzare piu ceppi (molto diversi)

deriva dal voler individuare meccanismi comuni/differenzianti nelle EST.

Contemporaneamente si intende analizzare le varie isoforme di PrP5 che si accumulano nel
cervello di animali malati con diversi ceppi e identificarle in situ, tentando anche di

comprendere in che modo queste correlano con le caratteristiche clinico-patologiche.

Per investigare l'attivita proteolitca endogena (in vivo) sia nei confronti della PrP¢ che della

PrP%, la metodica non prevede l'uso di proteasi esogene, che invece sono generalmente

49



impiegate per differenziare le molecole di PrP>da quelle di PrP<, che sono rispettivamente

modificate e completamente degradate.

Ne consegue che con le tecniche generalmente impiegate risulta impossibile caratterizzare
contemporaneamente tutte le isoforme di PrP¢e quelle native di PrP> e questo potrebbe

essere alla base delle discrepanze osservate negli studi precedenti.

Con lo scopo di aggiungere dettagli biochimici alle analisi e tentare di investigare se la PrP*
possa essere processata diversamente dalle proteasi in vivo e in vitro, si intendono valutare

le caratteristiche biochimiche della PrP tramite 1'uso della proteinasi K.

Lo scopo ultimo e quello di contribuire a gettare le basi per un’analisi pit ampia e
condivisibile delle isoforme di PrP in corso di patologia e identificare gli eventi molecolari
che correlano con specifiche caratteristiche di patogenicita in modo da concorrere

auspicabilmente all’identificazione di validi bersagli molecolari per le malattie da prioni.
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5 MATERIALI E METODI

5.1 Approccio sperimentale

Per realizzare questo progetto di ricerca e stato necessario utilizzare un modello animale
che sviluppasse i segni clinici in tempi relativamente rapidi e che, contemporaneamente,
fosse suscettibile a molti ceppi di prioni. Per questi motivi, lo studio e stato condotto
utilizzando l’arvicola rossastra (Myodes Glareolus), un roditore appartenente alla famiglia
dei cricetidi. Tale scelta e stata giustificata dal fatto che l’arvicola rossastra risulta
particolarmente suscettibile alla gran parte dei ceppi noti di prioni, provenienti sia
dall’'uomo che da altre specie animali (Agrimi et al., 2008; Nonno et al., 2006; di Bari et al.,
2008; Pirisinu et al., 2016; Nonno et al., 2019; Nonno et al., 2020). Inoltre, questo modello
animale sviluppa in maniera relativamente rapida la malattia e per questo risulta
particolarmente utile per uno studio in vivo. Il gene dell’arvicola che codifica per la PrP e
polimortfico al codone 109 e codifica per metionina (109 M) o isoleucina (109 I) (Cartoni et
al.,, 2005). Tale polimorfismo conferisce, in alcuni casi, una diversa suscettibilita a
determinati ceppi di prioni, che si traduce anche in termini di differenti tempi di
incubazione. In particolare, il polimorfismo 109 I conferisce suscettibilita ad una gamma di
ceppi di prioni pitt ampia, con particolare riferimento alla trasmissione di alcuni ceppi di
origine animale (per es. la CWD) o umana (per es. la GSS) di nostro interesse per il presente
studio (Pirisinu et al., 2016; Nonno et al., 2019; Nonno et al., 2020). Per questi motivi il
progetto di ricerca e stato condotto utilizzando l’arvicola rossastra con polimorfismo 109 I.
Gruppi di arvicole sono state inoculate per via intracerebrale con i ceppi prescelti e
sacrificate allo stadio terminale della malattia, mentre le arvicole di controllo, non incoulate,
sono state sacrificate a 50 giorni. Per il presente studio sono stati utilizzati almeno tre animali
per ceppo e tre animali non infetti come controllo negativo. Le arvicole rossastre sono state
inoculate per via intracerebrale con sette diversi ceppi adattati all’arvicola, derivanti da:
scrapie classica, BSE-L, sCJD (sottotipi MV1, VV1, VV2), GS5-A117V e CWD. I ceppi adattati

sono stati analizzati dopo trasmissione secondaria o terziaria, come mostrato in Tabella 6.
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5.2 Bioassay

Gruppi di arvicole di otto settimane, identificate individualmente a mezzo di transponder
integrato passivo sottocutaneo (realizzati in vetro biocompatibile del peso di 0,114gr), sono
state inoculate per via intracerebrale con 20 pl di omogenato nell'emisfero cerebrale sinistro,
sotto anestesia gassosa che prevede 1'utilizzo di una miscela di isoflorano (percentuale
variabile fra il 3% ed il 4%) ed ossigeno, somministrata attraverso I'impiego di uno specifico
sistema dedicato ai piccoli animali da laboratorio. Gli animali sono stati esaminati due volte
alla settimana fino alla comparsa dei segni neurologici, dopodiché sono stati monitorati
giornalmente. Gli animali allo stadio terminale della malattia sono stati abbattuti con
anidride carbonica, ma prima che il danno neurologico fosse tale da compromettere il loro
benessere, in particolare la loro capacita di bere e nutrirsi adeguatamente. Il tempo di
sopravvivenza e stato calcolato come l'intervallo tra l'inoculazione e 1'abbattimento o la

morte. Sono stati analizzati i ceppi adattati dopo trasmissione secondaria o terziaria.

I protocollo sperimentale e stato approvato e supervisionato dal Servizio di Biotecnologia
e Benessere Animale dell'Istituto Superiore di Sanita ed autorizzato dal Ministero della
Salute (decreto n° 1119/2015-PR). Tutte le procedure sono state eseguite in accordo alla
direttiva del Consiglio Europeo 2010/63 e al decreto legislativo italiano 26/2014. Gli animali
sono stati stabulati e seguiti nel rispetto di quanto previsto dal decreto 26/2014 e nello

specifico per i punti di seguito elencati si precisa quanto segue.
5.2.1 Stabulazione e animal care

Lo spazio a disposizione per ciascun soggetto e in linea con quanto previsto con le vigenti
disposizioni e linee guida con presenza di idoneo arricchimento ambientale e nel rispetto
delle adeguate condizioni di temperatura, umidita e illuminazione. Gli animali impiegati
nel progetto hanno subito scarse manipolazioni da parte del personale addetto animal care
e di quello addetto alla realizzazione delle procedure. Infatti, fatta eccezione per
I'inserimento del transponder, 1'infezione sperimentale ed il cambio gabbia, non erano
previsti test, esami diagnostici, somministrazioni/prelievi che sono sempre fonte di stress

per gli animali.
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Tutto il personale impiegato ha un’esperienza pluriennale in questo campo ed una solida
conoscenza dei modelli impiegati, a garanzia del contemporaneo rispetto delle procedure
sperimentali e del miglioramento della qualita di vita degli animali, compatibilmente con le

condizioni sperimentali.
5.2.2 Scelta del modello e dimensionamento dei gruppi

Poiché il ricorso a modelli animali non e sostituibile per il tipo di attivita prevista, la scelta
¢ caduta su un modello che offriva le migliori garanzie di successo in quanto in grado di
riprodurre fedelmente un’ampia varieta di ceppi di prioni, mentre per cio che concerne il
dimensionamento questo e stato calcolato tenendo in considerazione [’attack rate medio (in
trasmissione secondaria o terziaria), un livello di confidenza del 95% e la necessita di
disporre di almeno 6 animali da analizzare per ogni singolo gruppo sperimentale in modo
da ottenere dati solidi dal punto di vista statistico. Sono stati adottati gli standard
internazionali codificati da norme e regolamenti al fine di garantire, attraverso un approccio

multidisciplinare, il benessere animale.

5.3 Neuropatologia: profilo delle lesioni, PET blot e IHC discriminativa

All'autopsia, ogni cervello e stato diviso in due parti da un taglio paramediano sagittale.
La porzione piu piccola e stata immediatamente congelata e conservata a -20°C per il
Western blotting. La parte restante e stata immersa e fissata in soluzione salina di
formalina al 10%. I cervelli sono stati tagliati a 4 livelli coronali standard, e inclusi in

paraffina.

Profilo delle lesioni

I protfili delle lesioni sono stati eseguiti su sezioni di cervello di 6 pm, colorate con
ematossilina ed eosina. Il cambiamento vacuolare e stato valutato assegnando un
punteggio da 0 a 5, in nove aree selezionate della sostanza grigia del cervello, secondo il

metodo descritto da Fraser e Dickinson (Fraser & Dickinson, 1968). I punteggi di
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vacuolizzazione sono derivati da almeno sei arvicole individuali per gruppo e sono
riportati come media + errore standard della media. La griglia di punteggio e stata definita
come (1) pochi vacuoli, ampiamente e irregolarmente sparsi; (2) alcuni vacuoli
uniformemente sparsi; numero moderato di vacuoli, uniformemente sparsi; (4) molti
vacuoli con qualche confluenza; e (5) densa vacuolizzazione con la maggior parte del

campo confluente.

Paraffin-embedded tissue (PET) blot

Sezioni di 6 um sono state raccolte su membrane di nitrocellulosa preumidificate con pori
da 0,45 pm (Schleicher & Schuell, Dassel, Germany). Le membrane sono state essiccate per
48 ore a 55 °C. Dopo deparaffinazione e idratazione, le sezioni sono state trattate con
proteinasi K (50 pg/ml) per una notte a 55°C. Successivamente, le proteine sulle membrane
sono state denaturate con guanidina isotiocianato 4M per 15 minuti. Dopo incubazione con
soluzione bloccante (Milk Powder alla concentrazione di 1 g/50 ml di TBS-T) per 60 minuti,
le sezioni sono state incubate con mAb primario SAF84 (3 ug/ml) per 90 minuti. Dopo
lavaggi in soluzione tampone tris con 2% di Tween 20 (TBST), e stato applicato un anticorpo
di coniglio anti-topo accoppiato a fosfatasi alcalina per 90 minuti. Dopo i lavaggi in TBST,
le membrane sono state regolate a pH alcalino incubando due volte in NTM (Tris-HCI,
NaCl; MgCl). La visualizzazione della reazione anticorpale e stata fornita dalla reazione di

formazano utilizzando NBT/BCIP.

Immunoistochimica discriminativa

Sezioni di 4 pm sono state tagliate e raccolte su vetrini Superfrost per la colorazione della
PrP. Dopo essiccazione a 37°C per 24 ore, le sezioni sono state deparaffinate e reidratate. Il
recupero dell'antigene e stato eseguito autoclavando sezioni in 0,2% di soluzione tampone
citrato a pH 6.2 a 121°C per 30 minuti. La perossidasi endogena e stata inibita incubando in
una soluzione di perossido di idrogeno al 3% per 20 minuti, mentre i siti di legame degli

anticorpi non specifici sono stati bloccati mediante incubazione in siero di capra normale al
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6% per 1 ora. Gli anticorpi primari sono stati incubati per una notte a 37°C per la rilevazione
della PrP. Anticorpi primari usati: SAF32, 12B2, 6C2, SAF84, EP1802Y, sPrP¢**). Dopo
lavaggio con PBST e incubazione con opportuno anticorpo secondario a 37°C, le sezioni
sono state trattate con ABC Complex (Vector) per 1 ora a 37°C. Infine, le sezioni sono state
colorate con diaminobenzidina (Dako-Cytomation) e controcolorate con ematossilina di
Mayer. In prova sono state incluse sezioni di controllo positivo (Scrapie italiana in arvicola
rossastra 109 M perche caratterizzata da un adeguato livello di segnale) e negativo (arvicola
anziana con polimorfismo 109 I, perché con l'invecchiamento alcuni processi sono alterati e
questo causa I'accumulo di alcune sostanze quali lipofuscine e neuromelanina. E stato
preferito un animale anziano a soggetti giovani proprio perché la probabilita di detectare
segnale aspecifo e piu alta). Sono stati analizzati 3 pattern intracellulari (intra-neuronale,
intra-astrocitario, intra-microgliale), 2 pattern non intracellulari (diffuso e puntato) e 2
pattern extracellulari (piccoli depositi e placche). Ad ogni lettura e stato associato un valore
secondo la griglia di scoring: 0= assente; 0,5= tracce rare; 1= presente; 2= moderato; 3= severo.
Per ogni ceppo sono stati valutati due animali, e i valori finali riportati rappresentano la

media tra i due animali.

5.4 Campionamento del materiale cerebrale e omogenizzazione

Dopo il sacrificio, il cervello di ciascun animale e stato prelevato e tagliato lungo la linea
sagittale in due parti di cui una e stata conservata a -80°C e I’altra e stata fissata in formalina.
Per questo studio sono stati utilizzati gli emicervelli congelati di animali malati e di animali
sani come controllo interno di riferimento. I tessuti cerebrali sono stati omogenizzati (20%
w/v) in Tris-HCl 100 mM (pH 7.4) con inibitori delle proteasi (Complete protease inhibitor
cocktail, Roche). Gli omogenati sono stati conservati a -20°C prima di essere utilizzati per le

prove sperimentali.
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5.5 Saggio di separazione della PrPC dalla PrPS¢ basato sulla diversa

solubilita

Gli omogenati cerebrali sono stati incubati a 37°C in presenza di Tris-HCl 100 mM con
sarcosyl 2%, benzonasi (1 U/ul), e MgCI2 (2 mM) e posti in agitazione per 1 ora in
Eppendorf® Thermomixer Compact (Merck). I campioni sono stati opportunamente diluiti
con Tris-HCI 100 mM per arrivare a una concentrazione dell’omogenato cerebrale del 6%
w/v e di Tris-HCl sarcosyl 1% per poi essere centrifugati per 1 ora a 20000 g. La separazione
del surnatante dal pellet e avvenuta per versamento, dopodiché il pellet e stato ripreso in
TrisHCl 100 mM con sarcosyl 2% e ri-centrifugato per 1 ora a 20000 g. I surnatanti hanno
atteso a temperatura ambiente (circa 22°C) sotto cappa biologica a flusso laminare per il
tempo della ri-centrifugata dei pellet. Successivamente i surnatanti e i pellet sono stati

processati per il western blot.

5.6 Digestione con proteinasi K

Gli stessi campioni sono stati trattati con PK come segue. Le aliquote di omogenato
cerebrale (10% w/v), non separato, sono state solubilizzate per 30 min a 37°C in presenza
di Tris-HCl 100 mM con sarcosyl 2%. Ai campioni e stata aggiunta la proteinasi K (100
ug/ml) e sono stati successivamente incubati per 1 h a 55°C in lieve agitazione. La reazione
e stata bloccata aggiungendo PMSF (Merck) ad una concentrazione di 6 mM finale. Alle
aliquote dei campioni e stato aggiunto un eguale volume di una soluzione contenente
isopropanolo e butanolo (1:1 v/v) e centrifugati a 20000 g per 10 min. I pellet sono stati
risospesi in NuPage LDS Sample Buffer (Invitrogen) con I'aggiunta di PMSF 3.3 mM e poi

processati per il western blot.
5.7 Deglicosilazione

Per I’analisi della PrP5 nativa e della PrP¢, la deglicosilazione e stata eseguita aggiungendo
a 10 pl di ciascun campione denaturato 28,8 uL di buffer sodio fosfato allo 0.2 M (pH 7.4), 4
uL di Nonidet P40 (Roche) alla concentrazione finale dello 0.8%, 4 puL (80 U/ml) di N-

Glycosidase F (Roche) e 3,2 uL di PMSF alla concentrazione finale di 3 mM. II tutto e stato
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posto in lieve agitazione overnight a 37°C. Il protocollo di deglicosilazione utilizzato per i
campioni trattati con PK e identico a quello appena descritto, tranne che per il tempo di
incubazione che in questo caso e stato di 3 ore per impedire alla PK di agire ulteriormente e

produrre frammenti aspecifici.

5.8 Western blot

I surnatanti e i pellet sono stati denaturati aggiungendo NuPage LDS Sample Buffer
(Invitrogen, Carlsbad, California, United States), NuPage Sample Reducing Agent
(Invitrogen) e PMSF (Merck) alla concentrazione di 3 mM e sono stati posti a 95°C per 10
min. Dopo centrifugazione a 10000 g per 2 min, ciascun campione e stato caricato in gel di
Bis-Tris poliacrilammide al 12% (Invitrogen). Dopo lelettroforesi eseguita con XCell
SureLock Mini-Cell (ThermoFisher) e il trasferimento delle proteine su membrane in PVDF
0,2 uM (Bio-Rad), tramite Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-rad) con programma
“Mixed MW", i blot sono stati processati con SNAP i.d. 2.0 Protein Detection System
(Millipore) secondo le istruzioni del produttore. Le membrane sono state sviluppate con

metodo chemiluminescente (SuperSignal Femto, Pierce).

57



5.9 Anticorpi utilizzati
Per I'epitope mapping della PrP sono stati utilizzati gli anticorpi riportati in Tabella 3:

Tabella 3. Anticorpi monoclonali utilizzati per lo studio

anticorpo specie di produttore epitopi riconosciuti concentrazion

produzione (Myodes glareolus) e d’usoin WB
EP1802Y coniglio Abcam 214-230 0,31 pg/ml
SAF84 topo Alfatech 163-169 1,2 pg/ml
Sha31 topo Alfatech 145-152 0,3 pg/ml
9A2 topo CVI 99-101 5,4 ug/ml

12B2 topo CVI 89-93 4 pg/ml

SAF32 topo Alfatech Octarepeat 2,4 ug/ml
8B4 topo SCB 35-45 12 pg/ml
sPrP-G?# coniglio UKE G?8-COOH 0,6 pg/ml

CVI = Central Veterinary Institute; SCB = Santa Cruz Biotechnology; UKE = University Medical Center

Hamburg-Eppendorf, Hamburg.

Tutti gli anticorpi riportati in tabella sono monoclonali tranne sPrP-G?? che e un anticorpo

policlonale.

Per tentare un approccio di quantificazione delle proteine e stato usato anche un anticorpo
anti-actina (Anti-Actin Antibody, clone C4, lotto 3423208, Merck), specifico per la sequenza

50-70 dell’actina di topo alla concentrazione di 3:5000.

Gli anticorpi secondari utilizzati, coniugati con HRP (Horseradish peroxidase), sono stati
anti-mouse (Pierce Biotechnology, Rockford, Illinois, United States) alla concentrazione di
1:20000 o anti-rabbit (SeraCare) alla concentrazione di 1:10000, a seconda della specie in cui

e stato prodotto il primario scelto.
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5.10 Analisi dei risultati

Il segnale ottenuto dalla chemiluminescenza e stato rilevato con il sistema per le immagini
ChemiDoc™ Imaging System (Bio-Rad) ed e stato quantificato con il software Image Lab
(Bio-Rad). Il segnale della lane totale e stato quantificato utilizzando la funzione “lane and
bands” con rilevamento manuale. La quantificazione delle singole bande ¢ stata eseguita
utilizzando la funzione “lane and bands” con rilevamento automatico delle bande che sono
state opportunamente aggiunte o eliminate. In ongi blot in cui sono stati caricati i surnatanti
sono presenti campioni di animali sani e di scrapie come controlli interni e, in particolare, i
sani come riferimento quantitativo per la PrP¢, accompagnati da altri 3 ceppi, il tutto in

terzetti. In ogni prova sono testati tutti i ceppi contemporaneamente (in due serie).

Le quantificazioni dei surnatanti sono sempre relative alla media ottenuta dagli animali
sani, mentre quelle di PrPs totale sono relative alla media ottenuta dagli animali affetti da

Scrapie.

I risultati ottenuti sono relativi a una numerosita di almeno 3 animali per ceppo e sono state
effettuate almeno 5 ripetizioni per campione. E stata prima calcolata la media inter-assay
per ogni campione (cioe la media di ogni campione tra esperimenti diversi) ed i risultati cosi
ottenuti sono stati utilizzati per ottenere la media di 3 campioni per ceppo. I risultati

riportati nei grafici rappresentano la media + la deviazione standard di almeno 3 campioni

per ceppo.

5.11 Statistica

Il campione e stato analizzato tramite statistiche descrittive, utilizzando media e deviazione
standard. per le variabili quantitative. I risultati sono stati sintetizzati in grafici e tabelle. I
dati sono stati analizzati tramite one-way ANOVA e, quando utile, i singoli gruppi sono
stati confrontati tramite Dunnet’s multiple comparison test. Per studiare la correlazione tra

i dati biochimici ed i tempi di sopravvivenza dei diversi ceppi, e stato calcolato il coefficiente
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di correlazione r, il coefficiente di determinazione R? ed il valore di p per la significativita

statistica.

Per tutte le analisi statistiche e stato utilizzato il software PRISM (GraphPad).

5.12 Software
I software utilizzati per le varie fasi di analisi di questo studio sono stati:

- ImageLab 6.1 Bio-Rad: per la quantificazione del segnale chemiluminescente delle

immagini acquisite con ChemiDoc;

- Excel: per l'esportazione, 1'organizzazione e la produzione di grafici dei dati

quantitativi ottenuti tramite ImageLab e di quelli del profilo delle lesioni;

- Prism: per grafici ed analisi statistiche dei dati;

5.13 Nomenclatura dei frammenti di PrPS¢ che precipitano nel pellet
Tabella 4. Frammenti di PrPsc individuati

FL-PrP%  Forma completa della PrPs

sFL-PrP%¢ Forma secreta della PrPs¢

CTF Frammento C-terminale tronco all’N-termino
NTF Frammento N-terminale tronco al C-termino
IF Frammento interno tronco al C- e all’N-termino
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5.14 Nomenclatura dei frammenti di PrP¢ che si distribuiscono nel

surnatante

Tabella 5. Frammenti di PrPC individuati

FL-PrP€

sFL-PrP¢

C1

C2

N1

N2

Forma completa della PrP¢

Forma secreta della PrPc

Frammento C-terminale derivante da a-cleavage
Frammento C-terminale derivante da (3-cleavage
controparte N-terminale di C1

controparte N-terminale di C2
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6 RISULTATI

6.1 Caratterizzazione dei ceppi

Come anticipato nello scopo del lavoro, nel presente progetto di ricerca ci si e posti
I'obiettivo di determinare specifiche variazioni quali-quantitative delle isoforme
tisiologiche e patologiche della PrP e di correlarle con le caratteristiche clinico-patologiche
in diversi ceppi di prioni, onde ovviare ai limiti di precedenti lavori che hanno
esclusivamente investigato ceppi di scrapie ovina. Al fine di rappresentare la pit ampia
variabilita clinico-patologica possibile, utile ai fini della correlazione di specifici eventi
molecolari e neuropatologici, sono stati utilizzati ceppi adattati all’arvicola rossastra
provenienti da diverse specie e gia noti per essere caratterizzati da ampie differenze, sia in
termini di tempo di incubazione (utile proxy per la neurotossicita), che in termini di aree
cerebrali coinvolte, livelli di PrPs¢ che si accumulano a livello cerebrale, tipi di deposizione
della PrP* e, in particolare, tipo molecolare della PrP™s, ad indicare il coinvolgimento di

diversi conformeri di PrPse.

Sono stati quindi selezionati 7 diversi ceppi di prioni provenienti da EST umane, ovine,
bovine o di cervidi, trasmesse e successivamente adattate in arvicola rossastra (di Bari et al.,

2008; Nonno et al., 2006; Pirisinu et al., 2016) (Tabella 6). In particolare, sono stati utilizzati:

un ceppo di Scrapie classica proveniente da pecore, che ¢ il ceppo di riferimento per
la maggior parte degli studi sui prioni in modelli animali;

- un ceppo di BSE atipica, BSE-L o0 BASE, proveniente da bovini;

- un ceppo di CWD proveniente da cervidi Nord-americani;

- 4 diversi ceppi di origine umana, di cui 3 provenienti da casi con diverso sottotipo di
sCJD (MV1, VV1 e VV2) ed uno derivante da un caso di GSS, malattia da prioni

familiare, con mutazione PrP A117V.

Ai fini del presente lavoro, per tutti i ceppi considerati sono state determinate le
caratteristiche clinico-patologiche di riferimento, ed in particolare il tempo di
sopravvivenza, il profilo delle lesioni relativamente alla degenerazione spongiforme nelle

diverse aree del SNC, le aree di deposizione della PrP5 nonché il tipo di PrPre.
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Tempi di sopravvivenza

I tempi di sopravvivenza medi dei gruppi considerati sono riportati in Tabella 6. Sono stati
selezionati ceppi caratterizzati da un’ampia gamma di tempi di sopravvivenza, dal ceppo
sperimentale piu rapido (e quindi pilt neurotossico) mai osservato in modelli animali di
malattie da prioni, ovvero la CWD (di Bari et al.,, 2013), caratterizzata da un tempo di
sopravvivenza di circa 30-35 giorni, a ceppi con cinetiche di replicazione e neurotossicita
via via piu lente, abbracciando complessivamente tempi di sopravvivenza compresi tra 35

e 505 giorni post inoculo.
Distribuzione e grado della degenerazione spongiforme nel SNC

L’analisi della distribuzione della neurodegenerazione in diverse aree cerebrali e stata
effettuata utilizzando il metodo semi-quantitativo del profilo delle lesioni (Fraser &
Dickinson, 1973), che permette di rappresentare in un grafico il grado di degenerazione

spongiforme medio in aree cerebrali predefinite, analizzabili in 4 sezioni coronali standard

(Figura 4).
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Figura 4. Analisi delle aree studiate per la distribuzione della neurodegenerazione. (a) Rappresentazione
schematica del cervello con i livelli di taglio standard utilizzati per i profili delle lesioni (b) Sezioni coronali
standard del cervello in cui sono mostrate le nove aree valutate per il profilo della lesione: (1) midollo, (2)
cervelletto, (3) collicolo superiore, (4) ipotalamo, (5) talamo, (6) ippocampo, (7) setto, (8) corteccia motoria
retrospleniale e adiacente e (9) corteccia motoria cingolata e adiacente.

Come e possibile osservare in Figura 5, i ceppi selezionati mostrano un’ampia variabilita e
sono per lo piu discriminabili gia dal profilo delle lesioni, sia per il diverso grado di
neurodegenerazione (confrontando per es. ceppi con alto grado di neurodegenerazione,

come sCJD-VV2, con ceppi che presentano relativamente poche lesioni spongiformi, come
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per es. CWD) che per la diversa distribuzione. In particolare, alcuni ceppi mostrano il
coinvolgimento di quasi tutte le aree cerebrali considerate (vedi per es. Scrapie, sCJD-VV2
e BSE-L), mentre altri determinano la neurodegenerazione di specifiche aree cerebrali (vedi

per es. CWD, sCJD-VV1 o GSS).

Distribuzione della PrP> nel SNC

L’accumulo di PrP5 nel SNC e la caratteristica patologica principale delle malattie da prioni
e, come per la distribuzione delle lesioni, la sua diversa distribuzione nel SNC caratterizza
i diversi ceppi di prioni. In Figura 5 sono riportati i risultati dell’analisi della PrP* in situ
tramite PET-blot nei ceppi considerati, utilizzando i risultati di un’arvicola rappresentativa
per ogni gruppo di arvicole. Come atteso, la distribuzione della PrPsc e grossolanamente
sovrapponibile alla distribuzione della neurodenegenarazione, confermando che in linea di
massima i due fenomeni coincidono. Sono evidenziabili ampie differenze quali-quantitative

tra i diversi ceppi.
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Figura 5. Distribuzione regionale della PrPsc nei ceppi selezionati. Questa figura mostra la distribuzione
della PrPsc identificata tramite PET-blot nei ceppi di Scrapie, sJD-VV2, GSS, sJCD-MV1, BSE-L, CWD e sCJD-
VV1. Un animale sano rappresenta il controllo negativo. Le sezioni coronali standard sono indicate in figura
4 e sono rappresentative di 9 aree cerebrali indicate in figura. I grafici a destra indicano i livelli di spongiosi
analizzati nelle diverse aree cerebrali nei ceppi presi in considerazione e derivano da almeno sei arvicole

individuali per gruppo e sono riportati come media * errore standard della media.
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Tipizzazione della PrPe

La digestione con proteinasi K della PrP> determina l'idrolisi delle parti di PrP* che non
fanno parte integrante della porzione che da origine all’aggregazione tramite la formazione
di “B-sheet stacking” intermolecolari associati alla struttura “cross-f3 amiloide” della PrP*-.
Tipicamente, la porzione idrolizzabile della PrP> coincide con la sua parte N-terminale fino
alla regione centrale, con sito di taglio nella regione compresa circa tra gli aminoacidi 70-90
della PrP%. La porzione di PrP* che rimane indigerita e definita “protease resistant core” o
PrPrs, e la sua composizione in termini di frammenti di PrP che la compongono e
analizzabile, dopo denaturazione degli aggregati proteici, tramite WB. Poiché i ceppi di
prioni sono caratterizzati da diversi conformeri di PrP* che possono avere diversi protease
resistant cores, o anche siti di taglio plurimi da parte della PK, la tipizzazione della PrPrs
tramite WB e una metodologia utile per la discriminazione dei ceppi e fornisce informazioni
molecolari indirette circa la natura dei conformeri di PrP%. Ai fini della presente tesi e stata
quindi utilizzata una versione particolarmente dettagliata di questa metodologia, che
prevede, in seguito a digestione con PK, I’analisi in epitope-mapping dei frammenti di PrPrs
sia prima che dopo deglicosilazione, laddove la deglicosilazione semplifica il
riconoscimento dei frammenti (Figura 6). Questo metodo permette di identificare i diversi
frammenti di PrPr detectabili con anticorpi monoclonali anti-PrP diretti ad epitopi diversi.
Inoltre, permette anche di evidenziare piccole differenze del principale sito di taglio N-
terminale della PrP5 (tipicamente nella regione compresa tra gli aminoacidi 70-90), che si
traducono in piccole differenze di PM apparente del frammento principale di PrP, di solito
compreso tra 20 e 17 kDa. Tali differenze sono confermabili tramite la presenza, parziale o
totale, degli epitopi a cavallo del sito di taglio N-terminale da parte della PK, come per
esempio la diminuzione di segnale osservabile in alcuni ceppi con mAb 12B2 rispetto a mAb
con epitopo piu C-terminale. In quest’ottica, e possibile evidenziare per esempio come la
PrPre di alcuni ceppi, in particolare BSE-L ed in minor misura sCJD-VV1 e CWD, perdano
segnale con mAb 12B2 rispetto a quanto mostrato con mAb piu C-terminali (Figura 6), a
conferma del loro minor PM apparente. Inoltre, I'utilizzo di anticorpi C-terminali (EP1802Y)

o N-terminali (9A2, 12B2 o0 SAF32) permette anche di evidenziare la presenza di siti di taglio
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PK minori o secondari, diversi dal tipico sito di taglio N-terminale nella regione compresa
circa tra gli aminoacidi 70-90 della PrP%, che producono frammenti C-terminali di circa 14
kDa (14K) o frammenti interni tronchi sia al C-termino che all’N-termino di circa 8 kDa (8K).
La presenza di tali frammenti “secondari” caratterizza alcuni ceppi; in particolare,
frammenti 14K sono evidenziabili in misura diversa in 4 dei ceppi considerati: sCJD-MV1,
sCJD-VV2, sCJD-VV1 e BSE-L, mentre i frammenti N-terminali sono presenti in sCJD-MV1,
sCJD-VV2, sCJD-VV1 e GSS-A117V (Figura 6). In particolare, nella GSS-A117V non e
evidenziabile il frammento principale della PrP™ e l'unico frammento evidenziabile e

rappresentato da 8K, in linea con quanto osservato nei casi di GSS umani (Pirisinu et al.,
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Figura 6. Analisi di Western Blot della PrPsc PK-resistente di ceppi di prioni adattati in arvicola rossastra
dopo deglicosilazione. Repliche dello stesso blot sono state analizzate con diversi anticorpi monoclonali
indicati sopra a ogni blot. Sono stati caricati due omogenati cerebrali di arvicole rappresentativi di ogni ceppo.
I vari ceppi sono stati caricati diversamente per pareggiare i segnali. Il tessuto equivalente per lane e di 0.26
mg per gli animali sani, sCJD-VV1, sCJD-MV1 e CWD, 0.125 mg per Scrapie e BSE-L, 0.03 mg per sCJD-VV2 e
di 0.37 mg per GSS-A117V. I campioni sono stati digeriti con PK (100 ug/mL) e analizzati in WB. I pesi
molecolari (kDa) sono indicati a sinistra di ogni blot. La localizzazione degli epitopi di riconoscimento degli
anticorpi monoclonali EP1802Y, Sha31, 9A2, 12B2 e SAF32 usati per 1'epitope mapping € mostrata in una
rappresentazione schematica in figura 9. I frammenti di PrPrs evidenziati dalla presente analisi sono riassunti
in Tabella 6, ad esclusione di un frammento ceppo-specifico indicato con asterisco, non riportato in Tabella 6
e la cui natura di PrPre sheddata € definita in Figura 26.

I risultati complessivi di epitope-mapping della PrPr nei ceppi inclusi nel presente studio
sono rappresentati in Tabella 3 utilizzando la seguente nomenclatura: e riportato prima il
frammento principale, se presente, riferito come 19K, 18K, 17,5K o 17K in dipendenza del
loro diverso PM apparente e diverse reattivita con mAbs 12B2 e SAF32; successivamente,
se presenti, sono riportati i frammenti secondari come 14K o 8K. Tra i frammenti di PrPres

evidenziabili in seguito a deglicosilazione, uno di circa 16-17 kDa evidenziabile
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distintamente solo in sCJD-VV2 sfugge ad una definizione precisa con gli anticorpi qui
utilizzati in quanto, pur di PM inferiore al frammento principale, non perde segnale con
nessuno dei mAb. Vedremo in seguito che questo frammento, non riportato in Tabella 6,
rappresenta il frammento principale di PrPr privo dell’ancora GPLI. Il quadro che emerge
da queste analisi mostra chiaramente che tutti i ceppi considerati sono discriminabili tra di
loro sulla base dei diversi frammenti di PrPr, implicando quindi che tali ceppi sono

associati a diversi conformeri di PrPS* ceppo-specifici.

Tabella 6. Caratteristiche biologiche e biochimiche dei ceppi. Gruppi di arvicola rossastra sono stati inoculati
con diversi ceppi di cui si riporta la specie di provenienza, il passaggio utilizzato nel presente studio, il tempo
di sopravvivenza espresso in giorni (media + deviazione standard) e il tipo di PrPres,

Specie di Tempo di
Ceppo . Passaggio . Tipo di PrPres
provenienza sopravvivenza

Scrapie Pecora II 64+3 18K
sCJD-VV2 Uomo II 482 £ 55 19K + 14K + 8K
GSS-A117V Uomo II 103 +13 8K
sCJD-MV1 Uomo I 201+£15 19K + 14K + 8K

BSE-L Bovino 111 88 +6 17K+14K
sCJD-VV1 Uomo I 62+3 17,5K+14K+8K

CWD Cervo III 35+3 17,5K

I risultati complessivi di questi esperimenti permettono di concludere che i 7 ceppi
selezionati sono caratterizzati dall’avere diverse cinetiche di replicazione e specifici quadri

neuropatologici, associati alla propagazione di diversi conformeri di PrP*.
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6.2 Saggio di separazione PrPC/PrPS¢ e identificazione dei rispettivi

frammenti
Separazione

Per distinguere la PrP fisiologica da quella patologica senza 'uso di proteasi e discriminare
tutte le diverse isoforme di PrP¢e di PrP> prodotte da proteasi endogene in vivo e stato
necessario mettere a punto una metodologia che consentisse, con un unico saggio, di
ottenere tutte queste informazioni. Tale metodologia e stata ripresa sulla linea di quanto
precedentemente fatto nello stesso laboratorio (Pirisinu et al., 2013) e sfrutta il principio di

insolubilita in detergenti della PrP*.

In un primo momento, tale metodologia prevedeva una sola centrifugata degli omogenati
cerebrali per 1 h a 20000 g in sarcosyl 1% w/v, condizione nella quale circa il 2-5% della PrP¢
precipitava nel pellet (Pirisinu et al., 2013). Avendo scelto di usare anche ceppi con quantita
attese di PrP* molto basse, grazie alla presenza dei controlli negativi in ogni esperimento e
stato possibile verificare che questa metodologia poteva rivelarsi non sempre affidabile per

distinguere piccole quantita di PrP* presenti nel pellet dai residui di PrP¢.

Per migliorare le condizioni sperimentali sono state considerate le condizioni che
potessero favorire la presenza di piccole quantita di PrP¢ nei pellets. Ci siamo in

particolare concentrati su due aspetti:

- La possibilita che una quota di PrP¢ solubile rimanga nel pellet per ragioni
aspecifiche (pellet con residui di PrP¢ o legame della PrP alla plastica);
- La possibilita che il legame con I'RNA determini aggregazione aspecifica della PrP

che quindi puo precipitare.
Di conseguenza, abbiamo apportato due modifiche al protocollo precedente:

- E stata introdotta una seconda centrifugata del pellet in sarcosyl 2% w/v in modo da
diluire la PrP¢ che precipita “aspecificamente” nel pellet, senza inficiare la quantita di

PrPs (Figura 7).
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- E stato introdotto un trattamento enzimatico con benzonasi, durante la fase di
solubilizzazione. La benzonasi e un’endonucleasi in grado di degradare DNA a doppio
tilamento, DNA lineare, DNA circolare e RNA a filamento singolo. Eliminando gli acidi

nucleici e stato impedito alla PrP di legarvisi.
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Figura 7. Ottimizzazione delle condizioni sperimentali. Nel blot sono state caricate le frazioni totali (pre-
separazione) e quelle dei surnatanti (S1 e S2) e dei pellet (P1 e P2) ottenute rispettivamente dopo la prima e la
seconda centrifugata di un omogenato cerebrale di arvicola sana, affetta da scrapie o da GSS. In ciascuna lane
sono stati caricati 0.05 mg di tessuto equivalente. La quantita di PrP¢nei surnatanti (S1 e S2) resta stabile,
mentre la quantita di PrP¢ che precipita aspecificamente nel pellet (P1) dell’animale sano e di quello infettato
con scrapie, dopo la prima centrifugata si riduce notevolmente. E possibile notare la differenza di segnale tra
P1 e P2 nel controllo negativo e nella scrapie, mentre P1 e P2 della GSS sono ugualmente rappresentati. Notare
anche la presenza di un CTF in P1 e P2 di scrapie con un peso molecolare inferiore di C2 presente in S1 e 52
dello stesso animale (indicati nel blot con due riquadri separati). La membrana é stata rivelata con SAF84.

Questi cambiamenti hanno permesso di ridurre al minimo la presenza di PrP¢ nei pellet, che
e passata dal 2-5% a essere spesso non detectabile, o al massimo intorno all’1% del totale
della PrP<, una condizione ampiamente affidabile per un’analisi accurata della PrP*
presente nei pellets (Figura 8). La validita del protocollo e esemplificata anche dalla netta
separazione di frammenti diversi nei surnatanti e nei pellet, specifici rispettivamente della
PrP¢€e della PrP* (Figure 7 e 8). Ciononostante, non ¢ immediato definire se una quota di
PrP5 rimanga nella frazione solubile post-separazione. Per verificare se ci fosse 0 meno PrP*
nei surnatanti € stato eseguito un riconoscimento dei frammenti, prima e dopo

deglicosilazione, con diversi anticorpi monoclonali.
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Figura 8. Separazione di PrPc e PrPscin omogenati cerebrali di arvicole. WB della frazione solubile (a sinistra)
e insolubile (a destra) della PrP da omogenato cerebrale di arvicole sane e affette da scrapie, sCJD-VV2, GSS-
A117V e sCJD-MV1. 1l tessuto equivalente per lane & di 0.2 mg per la frazione del surnatante e 0.4 mg per i
pellets. Per i ceppi di Scrapie e sCJD-VV2 sono visibili i dimeri di PrP5 nella parte alta del blot in cui sono stati
caricati i pellets. Le membrane sono state rivelate con I’anticorpo monoclonale EP1802Y. I pesi molecolari sono
mostrati in kilodaltons sulla sinistra di ogni pannello.

Riconoscimento dei frammenti

Ottimizzando i parametri elettroforetici di corsa e trasferimento e la composizione dei
relativi buffer sono state ottenute le condizioni sperimentali ottimali per separare e

riconoscere la maggior parte dei frammenti di PrP.

Tali condizioni hanno consentito di raggiungere il potere discriminativo adeguato a
distinguere frammenti con piccole differenze di peso molecolare e trovarli parimenti

rappresentati dopo trasferimento su membrana.

Unendo il principio di separazione per solubilita al saggio enzimatico di deglicosilazione e
utilizzando diversi anticorpi monoclonali, che riconoscono specifici epitopi presenti lungo
la PrP, e stato eseguito un epitope mapping di tutti i frammenti fisiologici e patologici della
PrP contemporaneamente presenti nel cervello di un animale sano o malato allo stadio
terminale. Per I'identificazione univoca dei frammenti e stato utilizzato un set completo di

mADbs (EP1802Y, SAF84, Sha31, 9A2, 12B2 e SAF32). Una volta identificati i frammenti, per
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la loro rappresentazione e per le quantificazioni e stata utilizzata una coppia di anticorpi

(EP1802Y e SAF32) in grado di riconoscere tutti i frammenti.

Negli animali sani, la PrP¢ si presenta sotto varie isoforme derivanti da eventi di
modificazione post-traduzionale, quali I'aggiunta dell’ancora GPI e le N-glicosilazioni, e di
proteolisi endogena. Le varie isoforme della PrP sono riportate sotto forma di cartoon con
relativo epitope mapping in Figura 9, dove sono anche evidenziati gli epitopi degli anticorpi

monoclonali utilizzati nel presente lavoro.
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Figura 9. Rappresentazione schematica della PrP¢ ed epitope mapping. La figura rappresenta
schematicamente la forma completa della PrP¢, i tagli fisiologici noti (shedding, a- e 3-cleavage) e i mAbs
utilizzati in questo studio con le relative isoforme riconosciute. Tutti gli anticorpi sono in grado di
riconoscere la forma completa e la forma secreta della PrP. Al contrario alcuni risultano specifici per il
riconoscimento di specifiche isoforme della porzione C-terminale (C1 e rilevabile con EP1802Y, SAF84 e
Sha31, C2 con EP1802Y, SAF84, Sha31, 9A2 e 12B2), mentre altri mAbs sono in grado di riconoscere la
porzione N-terminale della PrP (N1 é rilevabile con 8B4, SAF32, 12B2 e 9A2, N2 con 8B4 e SAF32).

Come ¢ possibile evidenziare in Figura 8, poiché i siti di glicosilazione sono C-terminali, gli

eventi proteolitici ai siti a e B producono frammenti C-terminali (C1 e C2) glicosilati ed
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ancorati in membrana, mentre le controparti N terminali, N1 e N2, non sono glicosilate e

vengono secrete.

Applicando il saggio di deglicosilazione, nel surnatante degli animali sani e degli animali

infetti e stato possibile identificare tutti i frammenti evidenziati in Figura 9.

Utilizzando EP1802Y come anticorpo C-terminale, dopo la rimozione enzimatica dei glicani
legati all’asparagina (N), la matrice di glicoforme di PrP si e risolta nella discriminazione
delle forme deglicosilate con determinati pesi molecolari apparenti di circa, 27, 25, 18 e 16
kDa (Figura 10). I frammenti a pit basso peso molecolare erano riconosciuti in maniera
differenziale dai diversi anticorpi e non erano riconoscibili con gli anticorpi N-terminali
(8B4 e SAF32), venendo quindi identificati come C1, a 16 kDa, e C2 a 18 kDa (Figura 10). Al
contrario, sia il frammento a 27 kDa che quello a 25 kDa sono stati riconosciuti da tutti gli
anticorpi utilizzati e rappresentano, di conseguenza, forme complete di PrP. L’isoforma piu
abbondante ed a piu alto peso molecolare corrisponde a FL-PrP, mentre la I'isoforma che

migra a 25 kDa, meno abbondante, ¢ identificata come la forma secreta, sFL-PrP.
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Figura 10. Epitope mapping della PrP fisiologica su omogenati cerebrali deglicosilati. Nel blot sono
rappresentate coppie di campioni (frazione solubile - surnatante) di omogenati cerebrali provenienti
rispettivamente da animali sani e da animali affetti da Scrapie. Le membrane sono state rivelate con i mAbs
SAF32, 12B2 ed EP1802Y per l'identificazione univoca dei vari frammenti. I campioni sono stati trattati con
PNGaseF. Tutti gli anticorpi sono in grado di detectare la forma completa della PrP e la sua forma secreta
(rispettivamente FL-PrPc di 27 kDa e sFL-PrP¢ di 25 kDa). SAF32 permette I'identificazione di N1 (circa 11
kDa) e di N2 (circa 9 kDa), non individuabile in questo blot ma visibile in figura 12. Il 12B2 permette inoltre di
individuare C2 (18 kDa) e N1. EP1802Y consente 'individuazione dei frammenti individuati da 12B2 e in piu
il frammento C1 (16 kDa). Il tessuto equivalente per lane e di 0.05 mg. I pesi molecolari sono mostrati in
kilodaltons sulla sinistra.
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Per confermare l'identificazione della forma secreta e stato utilizzato un nuovo anticorpo
che riconosce specificamente le forme secrete di PrP. Quest’anticorpo e stato recentemente
prodotto dall'Institute of Neuropathology, University Medical Center Hamburg-Eppendorf
(UKE), Hamburg, Germany dal gruppo di ricerca di Altmeppen H.C, sulla base delle
informazioni della sequenza della PrP“ murina e della precedente determinazione del sito
di scissione di ADAMI0 (Taylor et al., 2009). Come immunogeno e stato usato il peptide
ricombinante NH2-C-QAYYDG-COOQOH, in cui G-COOH rappresenta G228 come nuovo C-
termino esposto della PrP secreta dopo il cleavage. Per tale motivo 'anticorpo e stato
denominato sPrP¢>? (Linsenmeier et al., 2018). Nel nostro laboratorio e stato testato per il
riconoscimento delle forme secrete della PrP in arvicola rossastra, portando a risultati

soddisfacenti.

Nella frazione solubile, I’anticorpo sPrP%?? e stato in grado di riconoscere esclusivamente il
frammento a 25 kDa, confermandone la natura di sFL-PrP, ed in misura nettamente inferiore
un frammento di circa 14-15 kDa che rappresenta la forma secreta del frammento C1 (Figura
11). Questi dati sono in linea con alcuni gia pubblicati (Linsenmeier et al., 2018) in cui si
riportava che, nel topo, lo shedding fosse un fenomeno prevalentemente a carico della forma

completa della PrP di-glicosilata, e in misura minore delle forme mono- e non glicosilate.
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Figura 11. Shedding della PrPc e identificazione delle forme shedded in WB. Rappresentazione
schematica del meccanismo di shedding della PrP¢murina da parte di ADAM10 sulla membrana plasmatica.

L’anticorpo sPrP&2 e diretto contro il C-termino, e pit1 precisamente riconosce la Glicina in posizione 228
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esposta dopo il rilascio della PrP nello spazio extracellulare (11a). Le membrane a destra sono state rivelate
rispettivamente con EP1802Y e sPrPG22. Nei blot sono rappresentati 3 omogenati cerebrali di animali sani
trattati con PNGaseF. Confrontando i frammenti riconosciuti da EP1802Y e sPrP&28 e possibile confermare
che le isoforme identificate dal primo anticorpo a circa 25 e 14-15 kDa e corrispondano alle isoforme secrete
della PrP (11b). II tessuto equivalente per lane e di 0.05 mg. I pesi molecolari sono mostrati in kilodaltons

sulla sinistra.

Utilizzando un anticorpo N-terminale, SAF32, sono state inoltre individuate le controparti
N-terminali di C1 e C2, rispettivamente N1 e N2, meno rappresentate dal punto di vista
quantitativo. N1 ed N2, infatti, sono dei frammenti solubili che verosimilmente si
allontanano dal compartimento cellulare in seguito ai rispettivi tagli fisiologici (a e [3-
cleavage), disperdendosi nel liquido cefalorachidiano e nei fluidi biologici, al contrario dei
frammenti C-terminali che restano invece ancorati alla membrana plasmatica cellulare e
risultano pertanto abbondantemente rappresentati. La loro identificazione in Western Blot,
e in particolare quella di N1, e complicata ulteriormente dal fatto che potrebbero avere una
bassa Dbiostabilita, essere rapidamente degradati dopo il loro rilascio o aderire
particolarmente alle superfici di plastica utilzzate per le prove sperimentali (Mohammadi
et al., 2020). Per tali motivi proposti, si riscontrano spesso difficolta nel rilevamento in

Western Blot e per questo e spesso necessaria una sovra-esposizione dell'immagine.

Costituendo la regione N-terminale della proteina, N1 e N2 non contenengono siti di
glicosilazione, pertanto si diluiscono dopo il trattamento con N-Glicosidasi F. Per i motivi
sopra citati, i frammenti N1 e N2, rispettivamente di peso molecolare apparente di circa
11 kDa e 9 kDa, sono stati caratterizzati dal punto di vista qualitativo ma non quantitativo,
ipotizzando che la controparte C-terminale rifletta indirettamente la loro quantita. Per
individuare in maniera ottimale questi frammenti e stato necessario utilizzare campioni non
deglicosilati e applicare 'uso di un mAb come SAF32 (anti-octarepeat) che ha I'epitopo di
riconoscimento nella regione N-terminale della PrP (Figura 12). Come per i frammenti C-
terminali, anche N1 e N2 erano presenti, in misura grossolanamente paragonabile, nei
surnatanti ottenuti da animali sani e malati con i diversi ceppi di prioni utilizzati (Figura

12).
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Figura 12. Identificazione dei frammenti minoritari di PrP¢. Western Blot della frazione solubile della PrP
da omogenato cerebrale di tre arvicole sane e affette da scrapie, sCJD-MV1, sCJD-VV1 e BSE-L. Le membrane
sono state rivelate con I’anticorpo monoclonale SAF32 che ¢ in grado di detectare, oltre alla FL-PrP¢ anche i
frammenti minoritari come N1 (11 kDa) e N2 (9 kDa) visibili nel blot di destra a lunga esposizione. Il tessuto
equivalente per lane e di 0.2 mg. I pesi molecolari sono mostrati in kilodaltons sulla sinistra di entrambi i

pannelli.

Una volta identificati in maniera univoca tutti i frammenti fisiologici di PrP, e stato possibile
quantificarli e calcolare quindi la ripartizione delle isoforme principali detectabili con un
singolo anticorpo, EP210Y, nel surnatante di animali sani. La ripartizione delle isoforme in

percentuale alla somma delle isoforme stesse degli animali sani e riportata nella Tabella 7.

Tabella 7. Ripartizione delle isoforme principali di PrP¢ in arvicole sane

isoforma % Dev.St.
FL-PrP¢ 29,13 1,14
sFL-PrP¢ 8,01 01

C2 15,09 0,84

C1 47,75 0,29

I risultati mostrano che nel cervello la maggior quota di PrP e rappresentanta da C1 (quasi
il 50% del totale), mentre meno del 30% del totale e FL-PrP legata a membrana. Inoltre, e

stato possibile non solo evidenziare, ma anche quantificare, per la prima volta, la forma

76



secreta di PrP che rappresenta circa 1'8% del totale, ma piu del 20% delle forme complete

(FL-PrP + sFL-PrP).

Al contrario di quanto evidenziato nei surnatanti, nelle frazioni insolubili (pellet) e presente
segnale attribuibile a PrP solo negli animali malati. Inoltre, la PrP insolubile, PrP*%, si
presenta in maniera estremamente variabile nei diversi ceppi, sia per quantita che per
dimensione e numero dei frammenti evidenziabili (Figura 8). Applicando il saggio di
deglicosilazione, ¢ stato possibile evidenziare in tutti i ceppi la presenza di frammenti
corrispondenti a FL-PrP ed alla sua forma secreta, identificati come FL-PrP* e sFL-PrP*
(Figura 22). Non e stato possibile invece identificare in maniera univoca la presenza di
frammenti corrispondenti a C1, C2, N1 e N2. Infatti, per quanto negli animali malati sia stata
identificata una grande varieta di frammenti incompleti di PrP% che verranno presentati pit
avanti, nessuno di questi corrisponde per dimensione ai frammenti fisiologici sopra
menzionati. In particolare, i frammenti patologici N-terminali, NTF-PrP%, sono di peso
molecolare chiaramente superiore a N1 e N2, e contengono ampie porzioni della regione

centrale della PrP (9A2 ed in parte Sha31 positivi).

Merita un discorso piu dettagliato il confronto tra C2 e alcuni frammenti C-terminali
insolubili, CTF-PrP*, che migrano a pesi molecolari compresi tra 17 e 19 kDa, ovvero simili
a C2 (circa 18 kDa). Infatti, la sovrapposizione di C2 ai frammenti proteolitici della PrP* ha
generato una certa confusione, tale per cui spesso in letteratura i frammenti proteolitici di
PrP5 sono definiti come C2. Confrontando la PrP nei surnatanti e nei pellet ottenuti da
animali malati risulta evidente pero come C2, spesso rappresentato da una banda molto
ampia, rimanga inalterato e simile ai controlli sani, mentre i CTF, oltre ad essere insolubili
ed a derivare quindi da forme aggregate, acquisiscono specifici siti di taglio ceppo-
dipendenti e sono spesso distinguibili da C2 in base al loro peso molecolare (Figura 7) ed
alla loro reattivita anticorpale, suggerendo che I'attivita proteolitica che li genera sia diversa

da B-cleavage.
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I nostri dati suggeriscono quindi che C2-PrP¢ e CTF-PrP* siano frammenti di PrP in gran
parte sovrapponibili per sequenza, comprendendo circa la regione 70/90-232 della PrP, ma
che sia lecito identificarli con nomenclature separate in quanto derivanti da fenomeni
distinti.

Infine, e stata fatta un’attenta analisi dei frammenti minori presenti nei surnatanti ottenuti
dagli animali malati, al fine di verificare il grado di “pulizia” dei surnatanti in termini di
presenza di quantita rilevabili di frammenti PrP5 specifici. Tale evenienza, potenzialmente
in grado di inficiare I’analisi qualitativa dei surnatanti, potrebbe dipendere dalla presenza
di forme di PrP*¢ a diverso grado di insolubilita nei diversi ceppi. Quest’analisi ha permesso
di evidenziare quantita minime, ma rilevabili con alcuni anticorpi, di frammenti PrP*
specifici nei surnatanti di un unico ceppo, sCJD-VV2 (Figura 15), mentre tutti gli altri
campioni sono risultati privi di PrP* rilevabile. Come rappresentato piu avanti, le arvicole
infettate con sCJD-VV2 accumulano grandi quantita di PrP* nel SNC, tra le 3 e le 30 volte
pitt degli altri ceppi utilizzati. E quindi verosimile che la presenza di residui di PrPs nel
surnatante possa rappresentare un’evenienza aspecifica, piuttosto che indicare una
maggiore solubilita della PrPs¢ di sCJD-VV2. Si e quindi ritenuto opportuno non includere
il ceppo sCJD-VV2 nelle analisi qualitative e quantitative della PrP¢ presente nei surnatanti.

Pertanto, per questo ceppo sono disponibili solamente i dati relativi alla PrPs-.

In conclusione, sebbene questa metodologia non sia perfetta, e presenti in alcuni casi dei
limiti nella separazione delle due isoforme, essa consente in tempi rapidi I'analisi di piu
campioni contemporaneamente, il riconoscimento e la quantificazione di tutte le isoforme

di PrP€ e di tutti i frammenti di PrP patologica presenti nei campioni di animali sani o malati.

6.3 Analisi della PrP¢

Come gia descritto nell'introduzione, uno dei meccanismi di neurotossicita proposti in
letteratura e la downregolazione della PrP¢ ma non del suo mRNA (Chesebro et al., 1985;

Oesch et al., 1985; Aguib et al., 2008).
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I meccanismi che sottendono alla downregolazione della PrP¢ non sono noti e al momento

ci sono solo alcune ipotesi:
- Consumo di PrP¢ per reclutamento in aggregati di PrPs;

- Diversa attivita proteolitica cellulare nei confronti della PrP¢ (variazioni di «-/{-

cleavage fisiologici che porterebbero a una sproporzione tra i frammenti);

- L’accumulo di PrP% potrebbe attivare una risposta proteostatica degradativa della

PrP¢ (diminuzione paragonabile di tutte le isoforme);

- Un alterato turnover della PrP, e in particolare un’aumentata endocitosi della PrP¢
dalla membrana neuronale, potrebbe spostare l’equilibrio a favore della

degradazione piuttosto che della sintesi della PrPc.

Per questo e stata investigata la sottoespressione della PrP¢ in termini sia qualitativi che
quantitativi, nel tentativo di comprendere se fosse un fenomeno comune a diversi ceppi e

di individuarne le cause molecolari.

In particolare, e stata valutata la presenza/assenza della diminuzione della PrP<, se (quando
presente) fosse quantitativamente diversa nei vari ceppi e se la PrP¢ degli animali infetti
subisse un’azione endoproteolitica diversa da quella degli animali sani, tale da contribuire

all'insorgenza dei meccanismi patogenetici.

L’evidenziazione di specifiche variazioni a carico di alcune isoforme potrebbe fornire
informazioni importanti sul meccanismo di downregolazione: per esempio una
diminuzione specificamente a carico dei frammenti “convertibili” in PrP%, ovvero FL-PrP¢,
suggerirebbe un consumo di PrP¢ per conversione in PrPS; oppure uno specifico aumento
dei prodotti di a- o 3-cleavage potrebbe indicare un aumento di queste attivita proteolitiche
cellulari; infine, una diminuzione generalizzata di tutte le isoforme indicherebbe piuttosto
una diminuzione della sintesi, un aumento del turnover o un aumento della degradazione

da meccanismi proteostatici.
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6.3.1 Analisi quantitativa della PrP¢

La difficolta che la separazione pone alla quantificazione consiste nell’avere dei forti limiti

ad utilizzare validamente proteine housekeeping che si separino in maniera affidabile.

In un primo momento si e tentato di analizzare la proteina actina come controllo di
caricamento ma e stato riscontrato che una quota di questa proteina precipitava nel pellet.
Inoltre, questa quota era fortemente variabile da campione a campione. Questo potrebbe
essere dovuto al fatto che l’actina esiste sia in forma globulare (G) che filamentosa (F),

composta a sua volta da piu polimeri di actina globulare che precipiterebbero nel pellet.

Per garantire I'affidabilita del metodo messo a punto per questo studio, e tentare di aggirare
in parte questo ostacolo tecnico, sono stati presi alcuni accorgimenti: e stata ampliata la

numerosita degli animali (almeno 3 per ceppo) e ci si e affidati alla ripetibilita dei dati.

Per lo stesso motivo, sono stati usati dei controlli di riferimento cioe i ceppi di scrapie e
CWD gia utilizzati in studi precedenti (Mays et al., 2014) rispettivamente in un modello

murino e in arvicola rossastra con polimorfismo 109 I.

A conferma dell’affidabilita della metodica, in questi ceppi sono stati ottenuti risultati del
tutto paragonabili a quelli degli studi gia pubblicati, pur utilizzando una metodologia

indipendente e basata su principi analitici diversi.

Per quantificare la PrP°¢ totale e stato misurato il segnale complessivo di ogni campione ed
e stato poi relativizzato alla media dei tre controlli negativi (animali sani). I valori,
raggruppati per ceppo, rappresentano le medie di 3 animali per ceppo derivanti a loro volta

dalle medie tra esperimenti di ogni animale.

Per questo tipo di quantificazione sono stati analizzati campioni non deglicosilati perché,
subendo meno manipolazioni, sono considerati piu attendibili. Un esperimento

esemplificativo e rappresentato in Figura 13.
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Figura 13. Quantificazione della PrPc totale. WB rappresentativo della PrPc totale (frazione surnatante) di 3
animali sani e di 3 animali affetti da Scrapie, CWD, BSE-L e sCJD-VV1-Le membrane sono state rivelate con
I’anticorpo monoclonale EP1802Y. Nel blot sono mostrate le isoforme di-, mono- e non-glicosilate di FL-PrPc,
C2 e C1.11 tessuto equivalente per lane e di 0.2 mg. I pesi molecolari sono mostrati in kilodaltons sulla sinistra.

I risultati complessivi sono rappresentati nel grafico a barre in Figura 14 e sono relativi
all’utilizzo di un anticorpo monoclonale con epitopo di riconoscimento estremo C-terminale
(EP1802Y) perché, riconoscendo la forma completa della PrP ma anche i frammenti C-

terminali, e in grado di rappresentare la maggior parte delle isoforme.

Inizialmente sono stati utilizzati tutti gli anticorpi ed e stato osservato un andamento simile,
indipendentemente dall’anticorpo usato (Figura 12 e Figura 13). I risultati finali, con tutte le
ripetizioni, sono stati prodotti con EP1802Y per i motivi sopra citati e sono riassunti nel

grafico in figura 14.

Dal grafico si evince che c’e una diminuzione generalizzata della PrP¢, con esclusione del
ceppo GSS-A117V. Tale diminuzione e ceppo-dipendente, essendo piu evidente in alcuni
ceppi ma meno, o assente, in altri. L’analisi statistica dei dati conferma una variabilita
significativa (one-way ANOVA, F=8.197, p=0,0006, R?>=0,778) ed identifica una diminuzione
della PrP¢ statisticamente significativa, nei ceppi di Scrapie, sCJD-MV1 e sCJD-VV1,

rispettivamente pari a circa il 35%, 17% e 20% rispetto ai livelli fisiologici di PrPc.

81



Dall’analisi quantitiativa emergono infine alcuni risultati attesi relativi ai ceppi utilizzati
come riferimento. Come gia accennato, i riferimenti sono il ceppo scrapie e CWD di cui sono
stati ottenuti risultati del tutto paragonabili a quelli gia pubblicati, in cui si osservava in
Scrapie una riduzione di circa il 40% e in CWD non si osservava alcuna downregolazione

(Mays et al., 2014).
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Figura 14. Analisi quantitativa della PrPc totale. Rappresentazione complessiva dei risultati ottenuti sulla
quantificazione della PrPc totale nei vari ceppi. Il segnale e stato relativizzato agli animali sani che sono
riportati come valore 1. Nel grafico sono riportati i valori medi per ceppo + errore standard. I valori della PrPc
totale sono stati ottenuti utilizzando mAb EP1802Y. L’analisi statistica dei dati conferma una significativa
variabilita con una diminuzione della PrPc rispetto agli animali sani statisticamente significativa nei ceppi di
Scrapie, sCJD-MV1 e sCJD-VV1 (un asterisco indica p<0,05; due asterischi p<0,01; tre asterischi p<0,001).

6.3.2 Analisi qualitativa della PrP¢

Per tentare di comprendere se la PrP¢ sia processata allo stesso modo dalle proteasi
endogene in condizioni patologiche, o se una diversa proteolisi endogena della PrP¢ possa
essere implicata nella patologia, e stata valutata la produzione delle varie isoforme prodotte
in seguito ai tagli fisiologici a-, 3-cleavage e shedding. Infatti, un eventuale squilibrio tra le
isoforme fisiologiche, che si tradurrebbe in una sproporzione tra i frammenti identificati,
potrebbe rivestire un ruolo patologico nelle EST. Inoltre, queste analisi permettono di

identificare le isoforme che hanno maggiormente contribuito alla downregolazione
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osservata nella PrP¢ totale, offrendo importanti spunti per la comprensione del meccanismo

di downregolazione.

In particolare, e stata analizzata la produzione dei frammenti C-terminali C1 e C2, della PrP¢
rilasciata dalla membrana (sPrP¢), derivanti rispettivamente da a-, B-cleavage e shedding,
e della forma completa della PrP¢ in WB di PrP* deglicosilata rivelati con EP1802Y (Figura
15).
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Figura 15. Analisi qualitativa della PrPC. WB rappresentativi della PrPc totale (frazione surnatante) di 3
animali sani e di 3 animali per ciacun ceppo considerato (Scrapie, sCJD-VV2, G55-A117V, sC]D-MV1, CWD,
sCJD-VV1 e BSE-L). I campioni sono stato trattati con PNGaseF e le membrane sono state rivelate con
I’anticorpo monoclonale EP1802Y. In tutti i ceppi € possibile identificare la forma completa della PrP (27 kDa),
la forma secreta (25 kDa) e i frammenti C-terminali C2 (18 kDa) e C1 (16 kDa). Il ceppo sCJD-VV2 mostra una
quota di PrPse (CTF-14) motivo per il quale & stato escluso per I'analisi della PrPc. II tessuto equivalente per

lane e di 0.05 mg. I pesi molecolari sono mostrati in kilodaltons sulla sinistra di entrambi i pannelli.

I risultati ottenuti sono stati calcolati esprimendo il valore delle singole isoforme in
percentuale al valore medio delle stesse isoforme negli animali sani co-analizzati (Figura
16). Questo ha fatto emergere come nei ceppi in cui era stata osservata diminuzione della
PrP¢€, Scrapie, sCJD-MV1 e sCJD-VV1, si osservava sempre una diminuzione significativa
di FL-PrP¢, non sempre accompagnata pero dalla diminuzione di altre isoforme. Nella
Scrapie, sono state osservate diminuzioni significative a carico di FL e sFL, manon diCl e

C2;in sCJD-VV1 di FL, sFL e C1; in sCJD-MV1 di FL e C1, mentre il calo di sFL non
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raggiunge la significativita statistica. In nessun ceppo e stata evidenziata una diminuzione

di C2.

Inoltre, in G55-A117V, che non mostrava una diminuzione statisticamente significativa di
PrPc€ totale, e stato possibile evidenziare differenze significative a carico di specifiche

isoforme, con una diminuzione di FL e C1 ed un aumento significativo di sFL.
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Figura 16. Analisi qualitativa della PrPc e analisi statistica. I grafici mostrano 1’andamento delle singole
isoforme in relazione a quelle degli animali sani (presi come riferimento e quindi come valore 1). In ogni
grafico sono raggruppati gli andamenti della singola isoforma, indicate sotto ogni grafico, confrontando i vari
ceppi. I valori sono stati ottenuti utilizzando mAb EP1802Y. L’analisi statistica tramite one-way ANOVA
conferma la presenza di una variabilita significativa in FL-PrPC (F=7,188; P value=0,0012; R2=0,7549), sFL-
PrPC (F=9,620; P value=0,0003; R2=0,8048) ed in minor misura di C1 (F=4,015; P value=0,0151; R2=0,6324), ma
non di C2 (F=1,974; P value=0,1382; R2=0,4582). I confronti tra i gruppi (Dunnett’s multiple comparison) sono
indicati in figura, dove un asterisco indica p<0,05; due asterischi p<0,01; tre asterischi p<0,001.

Complessivamente quindi, il fenomeno piu evidente e la diminuzione di FL-PrP€, con 4
ceppi che mostrano una downregolazione statisticamente significativa. L’aumento di sFL
osservato in GS5-A117V potrebbe indicare un’alterazione del processamento proteolitico
in questo ceppo, che ha verosimilmente mascherato la downregolazione quando
analizzata la PrP¢ totale, evidente invece nell’analisi della sola FL. Al contrario, nei ceppi
in cui FL-PrP¢ non e downregolata, ovvero BSE-L e CWD, non ci sono variazioni
significative a carico di nessun’altra isoforma. Infatti, pur in presenza di malattia

conclamata e terminale, in questi ceppi si mantiene un processamento fisiologico normale
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a carico della PrP¢, meglio evidenziabile nel grafico che rappresenta il valore di ogni
isoforma in percentuale alla somma dei singoli frammenti in ogni ceppo, che permette di

avere una rappresentazione piu immediata della ripartizione delle isoforme stesse in ogni

ceppo (Figura 17).
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Figura 17. Ripartizione interna alla lane delle singole isoforme negli animali in cui non si osserva
diminuzione della PrPc. Nel grafico e riportata la ripartizione delle isoforme FL (forma comleta), sFL (forma
secreta), C2 (derivante da beta cleavage) e C1 (derivante da alfa cleavage) in relazione alla somma delle singole
isoforme (ripartizione interna alla lane). Nel grafico sono riportati i valori individuali per gruppo come media
+ errore standard della media. I valori sono stati ottenuti utilizzando mAb EP1802Y. Nei ceppi BSE-L e CWD

in cui FL-PrP¢ non € downregolata, non si osservano variazioni significative a carico di nessuna isoforma.

Infine, il taglio proteolitico che genera la forma secreta della PrP¢ merita particolare
attenzione per il potenziale impatto che potrebbe rivestire in condizioni patologiche, sia a
carico della PrP¢ che della PrP%. Alla luce del fatto che lo shedding potrebbe rivestire un
ruolo importante nelle malattie da prioni, ci si e chiesti se questo fenomeno fosse

quantitativamente alterato negli animali malati.

E possibile quantificare le forme secrete della PrP rapportando il valore della

chemiluminescenza della sFL-PrP¢ al valore di FL-PrP¢, che ne e il precursore, cosicche
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questo rapporto sia direttamente proporzionale all’attivita di shedding da parte di

ADAMIO0 (Figura 18).

Shedding PrP®

0.8
-
L 0.6
3
L
(7]
O 0.4-
5 Y ¢ o
2,1 " "
EO.Z—
0.0 1 1 1 1 1 1 1
X ¢ A N Q Ly N
& (bQ\ X ,@4 (}‘\ & @
RS SR &F 9
o P G
& ° %

Figura 18. Analisi quantitativa dello shedding della PrPC¢ In questo grafico e riportata la quantificazione dello
shedding fisiologico in tutti i ceppi (tranne in sCJD-VV2 per i motivi gia citati) indicata come il rapporto tra
sFL e FL (sFL/FL). Sull’asse delle ascisse sono riportati i vari ceppi mentre sull’asse delle ordinate é riportato
il valore del rapporto sFL/FL come valore medio degli animali per ceppo =+ errore. I valori sono stati ottenuti
utilizzando mAb EP1802Y. L’attivita di shedding sulla PrP¢ resta stabile negli animali malati (one-way
ANOVA, F=2,664, p=0,0522, R?=0,4846) ad eccezione delle arvicole affette da G55-A117V nelle quali si riscontra
uno shedding aumentato ma non statisticamente significativo in ragione del fatto che ¢’e un’elevata deviazione

standard tra gli animali di questo gruppo.

I risultati confermano che l'attivita di shedding rimane per lo piu inalterata nella PrP¢ degli
animali malati, indipendentemente dalla downregolazione della PrP<, con la possibile
eccezione delle arvicole infettate con GSS-A117V. In questo ceppo si conferma
l’osservazione di un aumento dello shedding a carico della PrP<, per quanto quest’aumento,
piuttosto marcato in alcuni animali, non raggiunga la significativita statistica a causa della

forte variazione individuale osservata in GSS-A117V.
6.3.3 Significato della downregolazione della PrP€ in patologia

Nel tentativo di comprendere se la downregolazione della PrP¢ (intesa come loss of function)

potesse rivestire un ruolo di neurotossicita nei ceppi analizzati, e stata valutata una possibile
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correlazione tra la diminuzione della PrP fisiologica e il tempo di sopravvivenza, usato

come proxy della neurotossicita in questo studio.

Se una perdita delle funzioni fisiologiche della PrP¢rivestisse un ruolo determinante nella
neurotossicita delle EST, a tempi di sopravvivenza brevi dovrebbe corrispondere una
ingente diminuzione della PrP¢. Viceversa, a ceppi con tempi di sopravvivenza piu lunghi

si dovrebbe associare una diminuzione scarsa o nulla della PrP¢.

La correlazione con il tempo di sopravvivenza e stata calcolata costruendo un grafico a
dispersione e misurando il coefficiente di correlazione. Com’e possible osservare (Figura
19), non e stata identificata una correlazione tra i due fenomeni (r=0,002932). Infatti, in alcuni
ceppi con tempo di sopravvivenza breve, come sCJD-VV1, non e stata osservata una
particolare diminuzione della PrP€, e nel ceppo a piut breve tempo di sopravvivenza (CWD:

35 giorni) non e stata osservata alcuna diminuzione della PrP¢.

correlazione PrP¢-tempo di sopravvivenza

s

PrPC relativo ai sani
g—o—

0.0 I I I I 1

0 50 100 150 200 250

tempo di sopravvivenza (giorni)

Figura 19. Correlazione tra livelli di PrPc e tempo di sopravvivenza medio. Nel grafico a dispersione sono
riportati per ogni ceppo sull’asse delle ordinate i valori della PrPc relativi agli animali sani, sull’asse delle
ascisse e riportato il tempo di sopravvivenza medio dei gruppi. I valori riportati nel grafico rappresentano
valori medi dei gruppi + errore standard. La correlazione ¢é stata calcolata misurando il coefficiente di
correlazione che ¢ risultato non significativo, di fatto non riscontrando alcuna correlazione tra la

diminuzione della PrPCe il tempo di sopravvivenza.
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Questi risultati lascerebbero ipotizzare che la loss of function della PrP€ non rivesta un ruolo
determinante nell'indurre i meccanismi di neurotossicita delle malattie da prioni. E bene
ricordare pero che ci sono alcuni aspetti tecnici da considerare, affrontati in discussione, che

possono mitigare la forza di questa conclusione.

6.4 Analisi della PrPS¢

Tra le ipotesi dei meccanismi di neurotossicita proposti per le malattie da prioni, al
momento la piu accreditata suggerisce che la neurotossicita delle EST sia imputabile

all’accumulo della proteina transconformata (PrP*).

Secondo questa teoria, la proteina mal-ripiegata acquisirebbe nuove funzioni (gain of

function) e tale meccanismo potrebbe essere mediato dalla presenza della PrP¢ in membrana.

Sulla base di queste ipotesi e lecito interrogarsi su quale sia il meccanismo che scatena la
neurotossicita. Come ampiamente descritto nell’introduzione della presente tesi, il trigger

della neurotossicita e potenzialmente attribuito:

- Alla presenza della PrP* resistente al trattamento con Proteinasi-K (PrPr) (Jendroska
et al., 1991 Foliaki et al., 2018);

- A un aumento della PrP5 e una diminuzione della PrP¢(Mays et al., 2015);

- Alla presenza di forme oligomeriche di PrP, corrispondenti alla cosiddetta “PrP%”
(dove “L” sta per “lethal”), distinta dalla PrP%, e prodotta da una via separata ma
correlata in cui le particelle di PrPS agiscono come superficie catalitica per la

produzione di PrP" (Sandberg et al., 2011, 2014).

Lo stesso gruppo di ricercatori, in uno studio piut recente, ha ipotizzato che proprio le forme
oligomeriche (PK-sensibili) potrebbero rivestire un ruolo fondamentale nell'induzione della
neurotossicita, mentre prioni infettanti eccezionalmente purificati (PK-resistenti) ad elevato

titolo non sarebbero direttamente neurotossici (Benilova et al., 2020).
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Tipicamente 'identificazione della PrP5¢si basa sull’utilizzo della proteinasi K che idrolizza
completamente la PrP¢, modifica parzialmente la PrP* in PrPS PK-resistente (PrPr) e

ipoteticamente potrebbe anche distruggere isoforme di PrP> PK-sensibili.

Per caratterizzare tutte le isoforme di PrP5 (quindi sia quelle PK-sensibili che PK-resistenti)
e stata condotta un’analisi quantitativa e qualitativa della PrP* totale (non digerita con

proteasi) che si accumula nel cervello delle arvicole allo stadio terminale della malattia.

Alla luce di quanto descritto, il trigger neuropatologico potrebbe infatti dipendere da una
gain of function mediata da specifiche isoforme patologiche di PrP, identificabili con il

metodo messo a punto per questo studio.

Uno degli aspetti investigati in questo progetto di ricerca riguarda proprio I'individuazione

di specifiche isoforme a cui poter attribuire un ruolo nell'induzione della neurotossicita.

6.4.1 Analisi quantitativa della PrPSc totale

Per cercare di comprendere se I'accumulo di PrP*totale “di per sé” possa rappresentare un
fattore determinante nell’andamento della malattia, si e tentato di capire se ci potesse essere
una correlazione tra la quantita di PrP*totale accumulata nel cervello delle arvicole infettate

e il tempo di sopravvivenza.

Come per I’analisi della PrP¢ totale, per questo tipo di quantificazione sono stati analizzati
campioni senza deglicosilazione enzimatica. Il segnale totale di tutti i campioni e stato
relativizzato al segnale medio dei campioni del ceppo di scrapie, campioni che sono stati
caricati in tutti i gel come controllo di riferimento per questo tipo di analisi. I valori finali
sono stati ottenuti calcolando la media di ogni campione individuale (5 ripetizioni) e poi
mediando i valori individuali dei campioni appartenenti allo stesso ceppo (almeno tre

animali per ceppo). Un esperimento rappresentativo € mostrato in Figura 8.

I risultati complessivi sono riportati nel grafico in Figura 20 e sono relativi all"utilizzo di un

anticorpo monoclonale con epitopo di riconoscimento estremo C-terminale (EP1802Y)
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perché, riconoscendo la forma completa della PrP ma anche i frammenti C-terminali, e in

grado di rappresentare la maggior parte delle isoforme della PrP*.

Relativizzando il segnale di tutti gli animali infettati con diversi ceppi a quello di Scrapie, e
stato osservato che I'accumulo di PrP5 totale e estremamente variabile, nell’ordine anche
delle decine di volte. In particolare, come si puo evincere dal grafico in Figura 20, il ceppo
CWD ha un accumulo di PrP5 pari a circa il 13% se confrontato con il controllo di
riferimento, mentre in sCJD-VV2 si accumula una quantita di PrP5 pari a circa 3 volte

(300%).

I ceppi GSS-A117V, sCJD-MV1, sCJD-VV1 e BSE-L accumulano meno PrP* rispetto alle

arvicole infettate con Scrapie, rispettivamente il circa 33%, 47%, 25% e 39%.

PrPS¢ totale
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Figura 20. Analisi quantitativa dell’accumulo di PrPSc totale. Rappresentazione complessiva dei risultati
ottenuti sulla quantificazione della PrPSctotale nei vari ceppi. Il segnale e stato relativizzato agli animali affetti
da scrapie che sono riportati come valore 1. Nel grafico sono riportati i valori medi per gruppo + errore
standard. I valori della PrPs:totale sono stati ottenuti utilizzando mAb EP1802Y. L’accumulo di PrPsctotale &
fortemente variabile tra i ceppi. In particolare, il ceppo CWD ha un accumulo di PrP5¢ pari a circa il 13% se
confrontato con il controllo di riferimento, mentre in sCJD-VV2 si accumula una quantita di PrPscpari a circa
3 volte (300%), con una forte variabilita individuale tra gli animali.
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6.4.2 Significato patologico dell’accumulo della PrPs¢

Rapportando la quantita della PrP* totale accumulata al tempo di sopravvivenza del
rispettivo ceppo su un grafico a dispersione (Figura 21) e calcolando il coefficiente di
correlazione, e stata osservata una forte correlazione diretta tra i due fenomeni (r=0,9142,
R?>=0,8358, p=0,0039), laddove nel ceppo con il tempo di incubazione maggiore e stato anche
riscontrato un elevato accumulo di PrP*, mentre nei ceppi con tempi di incubazione brevi e
stato osservato un basso accumulo di PrP*. Questo suggerirebbe che la PrPsc totale non
spiega, da sola, il grado di neurotossicita poiché si accumula in basse quantita in ceppi
altamente neurotossici, come per es. la CWD. Tuttavia, ad un’attenta analisi la correlazione
osservata dipende in gran parte dalla presenza di un ceppo, sCJD-VV2, che e di gran lunga
il ceppo sia con tempo di sopravvivenza che con accumulo di PrP* maggiori. Escludendo
dall’analisi il ceppo sCJD-VV2, non si osserva piu correlazione chiara tra i due fenomeni

(r=0,1071, R>=0,0114, p=0,084).

correlazione PrPs¢-tempo di sopravvivenza
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Figura 21. Correlazione tra livelli di PrPSc e tempo di sopravvivenza medio. Nel grafico a dispersione sono
riportati per ogni ceppo sull’asse delle ordinate i valori della PrPsc relativi agli animali affetti da scrapie,
sull’asse delle ascisse & riportato il tempo di sopravvivenza degli animali. Sul grafico sono riportati i valori
medi per gruppo + errore standard della media. I valori sono stati ottenuti utilizzando mAb EP1802Y.
Includendo tutti i ceppi nell’analisi si osserva una forte correlazione mentre escludendo sCJD-VV2 non si
osserva piu correlazione chiara tra i due fenomeni (r=0,1071, R2=0,0114, p=0,084) indice che la correlazione
dipende per lo piu dalla presenza di questo ceppo.
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Pertanto, questi dati suggerirebbero che il tempo di sopravvivenza, usato come proxy della
neurotossicita, potrebbe non dipendere direttamente dalla quantita di PrPSc totale

accumulata, almeno in questi ceppi.

Non riscontrando una chiara azione di neurotossicita associata alla quantita di PrP* totale,
ci si e chiesti se 'accumulo di determinate isoforme di PrPS potesse incidere sulla

neurotossocita delle EST.

Pertanto, e stata eseguita un’analisi qualitativa delle varie isoforme di PrP* nei diversi
ceppi, tentando di comprendere se la loro presenza/assenza potesse in qualche modo
correlare con il tempo di sopravvivenza degli animali, e quindi influire, direttamente o

indirettamente, sulla tossicita neuronale.

6.4.3 Analisi qualitativa della PrPs¢

Alla luce dei risultati finora ottenuti, sembrerebbe che la neurotossicita non dipenda né dalla
diminuzione della PrP¢ né dall’accumulo della PrP5 “di per sé”. Pertanto, ci si e interrogati
se la presenza di determinate isoforme di PrP patologica potesse influire negativamente o
positivamente sull’evoluzione della malattia, in termini di tempi di sopravvivenza degli

animali.

Quindi, oltre all’analisi quantitativa della PrP5 totale, e stata eseguita anche un’analisi
qualitativa delle varie isoforme di PrP* prodotte dalle proteasi endogene, per capire se la
PrP5¢ sia processata in vivo ed eventualmente ottenere un quadro generale di come questo

avvenga.

Come mostrato in Figura 20, i vari ceppi accumulano quantita estremamente diverse di PrP*

che si traducono in segnali di chemiluminescenza di intensita molto variabile.

Al fine di caratterizzare tutte le isoforme presenti anche nei ceppi caratterizzati da bassi
livelli di PrP*c totale (vedi per es. G55-A117V e sCJD-MM1 in Figura 8) e stato necessario
caricare i pellets di questi ceppi a concentrazioni maggiori degli altri, fino a 4 volte superiori

alla scrapie di riferimento, e fino a 20 volte superiori a sCJD-VV2. In questo modo e stato
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possibile identificare anche frammenti meno rappresentati. Questo ha accentuato un limite
tecnico della metodologia: nei ceppi che accumulano poca PrP*, e che sono stati caricati a
concentrazioni maggiori, in alcuni esperimenti risultavano visibili tracce del frammento di
PrP fisiologica di gran lunga piu rappresentato, C1, ad indicare che la metodica non e
perfetta in termini di separazione PrP</PrP*:. In questi casi, i frammenti C1-like sono stati
ignorati nell’analisi descrittiva e quantitativa, in quanto rinvenibili parimenti in controlli

negativi caricati alla stessa concentrazione.

Per eseguire la caratterizzazione qualitativa delle varie isoforme di PrP%, inoltre, e stato
indispensabile utilizzare sia anticorpi C-terminali che N-terminali. Come gia descritto, la
porzione C-terminale comprende due siti di glicosilazione quindi, per caratterizzare i
frammenti C-terminali di PrP* e stato applicato il saggio di deglicosilazione che permette
la rimozione degli zuccheri e quindi consente di discriminare le varie isoforme che
altrimenti risulterebbero indistinguibili in Western Blotting. Invece i frammenti N-
terminali, privi dei siti di glicosilazione, sono meglio identificabili nei campioni non
deglicosilati perché si diluiscono, relativamente a FL-PrP% dopo deglicosilazione. Un

esperimento esemplificativo e parzialmente mostrato nelle Figure 22 e 23.
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Figura 22. Caratterizzazione qualitativa delle isoforme di PrPse. Western blot della frazione di PrP insolubile
da omogenato cerebrale di coppie di arvicole rappresentative di ogni ceppo e una coppia di animali sani. In
ordine da sinistra a destra sono rappresentati i blot rivelati con SAF32, 12B2, EP1802Y e sPrP2, cioe dal piu
N-terminale al piti C-terminale. Tutti i campioni sono stati trattati con PNGaseF. I campioni sono stati caricati
a concentrazioni diverse per pareggiare i segnali. Il tessuto equivalente per lane e di 0.1 mg per gli animali
sani, Scrapie, e sCJD-VV1, 0.2 mg per GSS-A117V e sCJD-MV1, 0.4 mg per CWD e di 0.02 mg per sCJD-VV2.
In tutti i ceppi e possibile osservare la forma completa della PrPsc riconosciuta da tutti gli anticorpi. Con
I’anticorpo C-terminale EP1802Y ¢ possibile, inoltre, osservare la presenza dei CTF a vario peso molecolare,

mentre con 12B2 si evidenziano esclusivamente quelli a pil alto peso molecolare. sPrP228 riconosce le forme
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sheddate e in questo caso conferma che in sCJD-VV2 & presente un elevato shedding patologico, come
mostrato confrontando la differenza di segnale con gli altri campioni negli altri blot. I pesi molecolari sono

mostrati in kilodaltons sulla sinistra.
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Figura 23. Caratterizzazione dei frammenti minoritari NTF. Western blot delle frazioni insolubili (pellet) di
ceppi che mostrano la presenza di frammenti N-terminali (NTF) tronchi al C-termino. I vari ceppi sono stati
caricati diversamente per pareggiare i segnali. Il tessuto equivalente per lane ¢ di 0.4 mg per gli animali sani,
Scrapie, e sCJD-VV1, 0.8 mg per G55-A117V e sCJD-MV1, 1.6 mg per CWD e di 0.08 mg per sCJD-VV2. A
destra sono riportati degli ingrandimenti del corrispettivo blot di sinistra per mostrare meglio la presenza
degli NTF. I pesi molecolari sono mostrati in kilodaltons sulla sinistra di ogni pannello, mentre gli anticorpi
corrispondenti sono riportati a destra.

Come si puo osservare nei blot in Figura 22, in tutti i ceppi e stato riscontrato da tutti gli

anticorpi un frammento di 27 kDa equivalente alla forma completa della PrP, che qui
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identifichiamo come FL-PrP*s; inoltre e risulato visibile, seppur in maniera molto variabile
tra i diversi ceppi, anche un frammento di 25 kDa equivalente alla forma secreta (sFL-PrP*),
come confermato dal suo riconoscimento da parte dell’anticorpo sPrP¢® che lega
specificamente le forme secrete di PrP (Figura 22). Oltre alle forme complete di PrPS, sono
visibili numerosi altri frammenti a pit1 basso peso molecolare, sia utilizzando I’anticorpo C-
terminale EP1802Y (Figura 22) che utilizzando anticorpi N-terminali su campioni non
deglicosilati (Figura 23). Questi sono stati identificati seguendo lo stesso processo descritto
per l'identificazione dei frammenti fisiologici di PrP<, ovvero grazie al loro peso molecolare,
alla presenza/assenza degli epitopi riconosciuti dagli anticorpi usati per I'epitope-mapping

ed al diverso grado di glicosilazione dei frammenti C-terminali ed N-terminali.

I frammenti con C-termino intatto e variabilmente tronchi all’N-termino, ovvero quelli
riconosciuti da EP1802Y (Figura 22), sono stati identificati con la sigla CTF seguita dal peso
molecolare apparente. Frammenti con queste caratteristiche sono stati individuati in tutti i
ceppi tranne che in GSS5-A117V. Tra questi, il gruppo pit abbondante di frammenti e
compreso tra 17 e 19 kDa (CTF-17; CTF-17,5; CTE-18 e CTF-19) e rappresenta 1'equivalente
dei frammenti tipicamente generati dopo proteolisi esogena, come per es. negli esperimenti
con proteinasi K presentati in questa tesi (Tabella 7). Questi frammenti, oltre che tramite il
loro peso molecolare, sono stati distinti anche in base alla presenza/assenza di epitopi nella
regione del loro taglio N-terminale, con un processo del tutto simile a quello utilizzato per
la definizione dei tipi di PrPr (vedi Figura 6). Per esempio, i frammenti CTF-17 non sono
riconosciuti da mAbs con epitopi del 12B2 o pitt N-terminali, i CTF-18 sono riconosciuti da
12B2 in parte, ma non dagli anticorpi pitt N-terminali, mentre i CTF-19 sono in parte ancora

riconosciuti da SAF32.

Un altro gruppo di CTF a piu basso peso molecolare, CTF-14 e CTF-10, e presente
esclusivamente in ceppi derivati da sottotipi di sCJD umana; CTF-14 e corrispondente al

frammento di PrPr 14K, individuato negli stessi ceppi dopo digestione con PK (Tabella 7).

Complessivamente, la presenza/assenza di questi frammenti CTF ed il loro peso molecolare

ricalca quanto osservato negli stessi ceppi dopo digestione della PrP* con PK.
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Un altro gruppo di frammenti di PrP5 nativa, complessivamente identificati con la sigla
NTE, e caratterizzato dall’avere I'N-termino intatto ed il C-termino variabilmente tronco,
essendo quindi privi di glicosilazione ed ancora GPI. Questi frammenti sono meglio
identificati in campioni non deglicosilati e tramite 1'utilizzo di anticorpi N-terminali (Figura
23). NTF di peso molecolare compreso tra 15 e 17 kDa sono stati identificati in sCJD-MV1,
sCJD-VV2 e G55-A117V, laddove questi apparivano come un doppietto di 15/16 kDa (NTEF-
15/16) nei ceppi derivati da sCJD e come un frammento singolo di 17 kDa (NTF-17) nella
GSS. Al contrario dei frammenti CTF, non c’e un corrispettivo dei frammenti nativi NTF
nella PrPrs, ovvero dopo digestione della PrP* con PK (Tabella 7), indicando che il loro N-
termino debba essere suscettibile all’idrolisi. La digestione con PK verosimilmente genera,
a partire da NTF, PrPrs tronca sia al C-termino che all’N-termino (identificati come 8K nella
Tabella 7). Infine, un ulteriore frammento nativo di circa 8 kDa era caratterizzato dall’essere
un frammento interno tronco ad entrambe le estremita della PrP> e per questo e stato
identificato come IF-8. Questo frammento, identificabile con anticorpi contro la regione
centrale della PrP, come per esempio 12B2 (Figura 23) e stato identificato in minime quantita

esclusivamente in sCJD-VV2 e sCJD-MV1.

I frammenti di PrP5 complessivamente identificati sono esemplificati nel cartoon in Figura

24, e la loro occorrenza nei diversi ceppi e rappresentata in Tabella 8.

96



8B4  SAF32 12B2 SAF84 EP1802Y

e TR EEEEET N )
23

octarepeat 231
siees [ HEERL T
CTF-17/19 —— % I:]\GPI

crrs | I
CTF-10 R

NTF-15/17 El:.... I

Figura 24. Rappresentazione schematica della FL-PrPsc e dei frammenti di PrPSc prodotti da proteasi
endogene identificati in epitope mapping. I siti di clivaggio sono stati determinati in base alla presenza o
all’assenza degli epitopi riconosciuti dagli anticorpi specifici. Il riconoscimento degli epitopi da parte degli
anticorpi EP1802Y, SAF84, Sha31, 9A2, 12B2, SAF32 e 8B4 ¢ indicato in figura.

Come e possibile evidenziare nella tabella sotto riportata, la presenza (e vedremo in seguito
anche le relative proporzioni) dei frammenti proteolitici nativi di PrP* si associa in maniera
specifica ai diversi ceppi di prioni, in maniera tale che ogni ceppo ha una composizione
univoca di frammenti nativi. In questo senso, i risultati sono in linea con I'idea dominante
che le differenze di ceppo dipendano esclusivamente da variazioni conformazionali
dell’agente replicante, ovvero la PrP%, in quanto implicano che ogni ceppo sia caratterizzato
da diversi conformeri di PrP*, ovvero tali da esporre diverse regioni alle proteasi endogene
ed esogene. Ma questi risultati suggeriscono anche la possibilita che le differenze dei
frammenti nativi osservati nei diversi ceppi possano anche indicare diverse biogenesi della
PrP%, laddove la specifica localizzazione cellulare o extracellulare puo determinare gli

eventi proteolitici cui gli aggregati di PrP* sono esposti.

E interessante notare che la Tabella 8 rappresenta un quadro che suggerirebbe una possibile
associazione tra la presenza di multipli frammenti di PrP>e: I. ceppi di origine umana, II
ceppi con tempo d’incubazione tendenzialmente lungo. Ma e importante sottolineare che la
semplice elencazione dei frammenti, come riportato in tabella, non esaurisce la variabilita

osservata, poiché le differenze nell’abbondanza relativa tra diversi frammenti sono risultate
97



abbastanza evidenti nel corso degli esperimenti. Un chiaro esempio e osservabile in Figura
22, dove si puo notare che la presenza della sFL-PrPsc e fortemente variabile tra i diversi
ceppi e, in particolare, e molto marcata in sCJD-VV2 e G55-A117V mentre € minore o quasi
assente in altri ceppi come CWD, sCJD-VV1 o BSE-L. Sulla base di queste considerazioni
abbiamo quindi deciso di utilizzare strategie che ci permettessero di quantificare i principali
eventi proteolitici nativi a carico della PrP* dei diversi ceppi, in modo da identificare le
variazioni quantitative piti importanti e correlarle con le caratteristiche patologiche dei
ceppi. Per questo lavoro abbiamo preso in considerazione due eventi proteolitici principali
della PrPs, lo shedding ed il triming N-terminale, che producono rispettivamente i

frammenti sFL-PrP% e CTF a partire da FL-PrP:.

Tabella 8. Frammenti di PrPSc complessivamente identificati nei ceppi

Isoforme di PrP5 nativa Tempo di
sopravvivenza

Ceppo FL CTF IF NTF

Scrapie FL sFL CTF-18 64+3
BSE-L FL sFL CTE-17 88+6
CWD FL sFL CTF-17,5 35+3
sCJD-VV1 FL sFL CTF-17,5 CTF-14 62+3
sCJD-MV1  FL sFL CTE-19 CTF-14 IF-8 NTF-15/16 201+15
sCJD-VV2 FL sFL CTE-19 CTF-14 CTF-10 IF-8 NTF-15/16 482 + 55
GSS-A117V FL sFL NTF-17 103 £13

Shedding patologico

Lo shedding della PrP*e stato misurato calcolando il rapporto tra la sFL-PrP* e la FL-PrP,
che ne e il precursore, dove a rapporti con valori piu elevati corrisponde un maggiore

attivita proteolitica di ADAMI10 ed una maggiore presenza di sFL-PrP*.
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I valori ottenuti sono rappresentati in Figura 25, in confronto al livello di shedding

tisiologico della PrP¢ precedentemente misurato nei surnatanti degli animali sani.

Shedding della PrPS¢
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Figura 25. Analisi quantitativa dello shedding della PrPsc. In questo grafico e riportata la quantificazione
dello shedding patologico di tutti i ceppi usando come riferimento gli animali sani (shedding fisiologico della
PrPc¢ nei surnatanti) indicati con il pallino verde. Sull’asse delle ascisse sono riportati i vari ceppi mentre
sull’asse delle ordinate e riportato il valore del rapporto sFL-PrPs¢/FL-PrPsc. Nel grafico sono riportati i valori
medi per gruppo =+ errore standard. Lo shedding della PrPs e stato quantificato con mAb EP1802Y ed e
risultato significativamente variabile, nonché aumentato nei ceppi sCJD-VV2 e GSS-A117V, aumentato in
maniera non significativa in sCJD-MV1 e Scrapie e diminuito rispetto ai livelli fisiologicamente attesi, seppur
in maniera non significativa, negli altri ceppi. Un asterisco indica p<0,05; due asterischi p<0,01; tre asterischi
p<0,001; quattro asterischi p<0,0001.

Al contrario dello shedding della PrP¢ che rimane per lo piu stabile a livelli fisiologici nei
diversi ceppi, ad eccezione di GS55-A117V, lo shedding della PrP* appare selettivamente
aumentato o diminuito nei diversi ceppi rispetto al livello di shedding atteso per la PrP
tisiologica (one-way ANOVA: F=45,05; P value<0,0001; R*=0,946). In particolare, lo shedding
della PrP* e significativamente maggiore rispetto allo shedding fisiologico della PrP¢ nei
ceppi sCJD-VV2 e GS5-A117V, e aumentato in maniera non significativa in sCJD-MV1 e
Scrapie, mentre e diminuito rispetto ai livelli fisiologicamente attesi, seppur in maniera non
significativa, negli altri ceppi.
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Abbiamo voluto investigare se anche le forme secrete di PrPSc fossero resistenti al

trattamento con PK e questo e stato verificato con I’anticorpo anti shedding sPrP<2%,

In questo modo siamo stati in grado di dimostrare per la prima volta che la PrP> sheddata
esiste in forma di PrP e che c’e una forte variabilita della quantita di PrP*sheddata PK-
resistente nei vari ceppi, gia osservata in precedenza con gli altri anticorpi e confermata con

sPrP¢**# (Figura 26).

Inoltre, nei ceppi sCJD-VV2 e sCJD-MV1 era visibile un frammento sheddato di circa 13 kDa

corrispondente alla forma sheddata di CTF-14 PK-resistente.
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Figura 26. sFL-PrPsc proteasi-resistente. Western blot rappresentativi in cui sono state caricate le frazioni
insolubili (pellets) di ogni campione. Sono riportate coppie di campioni per ogni ceppo e una coppia di animali
sani come controllo negativo. I campioni sono stati trattati con PK (100 ug/mL). Il blot di sinistra rappresenta
campioni non deglicosilati dove e mostrata la sFL-PrPSc PK-resistente nelle tre forme di-, mono- e non-
glicosilata. Il tessuto equivalente per lane dei campioni caricati nel blot di sinistra e di 1 mg per gli animali
sani, sCJD-VV1, sCJD-MV1 e CWD, 0.5 mg per Scrapie e BSE-L, 0.12 mg per sCJD-VV2 e di 1.5 mg per GSS-
A117V. Nel blot di destra sono rappresentati gli stessi campioni trattati con PNGaseF. Il tessuto equivalente
per lane dei campioni deglicosilati e di 0.26 mg per gli animali sani, sCJD-VV1, sCJD-MV1 e CWD, 0.125 mg
per Scrapie e BSE-L, 0.03 mg per sCJD-VV2 e di 0.37 mg per GS5-A117V. Le membrane sono state rivelate con
I'anticorpo sPrP<22. In alcuni casi (sCJD-VV2 e sCJD-MV1) e visibile anche CTF-14 sheddato in forma PK-
resistente (sia pre- che post-deglicosilazione) indicato con un asterisco. Nel caso del ceppo sCJD-VV2 sono
presenti anche multimeri shedded PK-resistenti sia pre- che post-deglicosilazione. I pesi molecolari sono
mostrati in kilodaltons sulla sinistra di ogni blot.

Produzione di CTF-PrP5¢

Anche la produzione dei CTF e un fenomeno molto evidente in termini quantitativi nella
maggior parte dei ceppi, e percio piu facilmente misurabile rispetto agli altri frammenti

proteolitici che sono quantitativamente molto meno rappresentati. Inoltre, la presenza di
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CTF e variabile tra i diversi ceppi: si puo osservare infatti la presenza di CTF in forma
singola in Scrapie, CWD e BSE-L, mentre in forma multipla negli altri ceppi. Un fenomeno
singolare si osserva in GSS-A117V, in cui non e stata riscontrata la presenza di alcun CTF,
essendo caratterizzato dall’accumulo prevalentemente in forma FL e sheddata, ed in

minima parte in forma NTF-17.

La produzione dei frammenti C-terminali e stata calcolata misurando il rapporto tra la
produzione dei CTF totali e la FL-PrPS¢ (CTF totali/FL-PrP*), che ne e il precursore, in modo

da stimare la quantita di PrP processata in vivo in ciascun ceppo.

N-terminal trimming della Prpse

CTFIFL-PrPS¢
@+
-
HH

Figura 27. Analisi quantitativa della produzione di CTF-PrPs. In questo grafico e riportata la quantificazione
della produzione dei CTF patologici di tutti i ceppi. Sull’asse delle ascisse sono riportati i vari ceppi mentre
sull’asse delle ordinate e riportato il valore del rapporto CTF/FL-PrPs¢ utilizzato per stimare la quantita di CTF
prodotti. Nel grafico sono riportati i valori medi per gruppo * errore standard. Il rapporto CTF totali/FL-PrPsc
¢ estremamente variabile, e risulta 0 per la GSS e quasi 3 per sCJD-VV2.

Come si puo evincere dal grafico in Figura 27, il rapporto CTF totali/FL-PrP5 risulta
estremamente variabile, compreso tra 0 per la GSS e quasi 3 per sCJD-VV2 (one-way
ANOVA: F=50,00; P value<0,0001; R>=0,962). Escludendo la GSS, il rapporto CTF totali/FL-

PrP% e >1 in tutti i ceppi tranne nel ceppo CWD, in cui ha un valore di circa 1, ad indicare
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che il processamento N-terminale della PrPS¢ ¢ molto attivo in tutti i ceppi, tranne che in

GSS-A117V.

Viste le differenze osservate sia del fenomeno di shedding che della produzione di CTF nei
vari ceppi, e lecito chiedersi se questi fenomeni abbiano dei correlati patologici e possano

dare indicazioni circa i meccanismi di neurotossicita dei prioni e di difesa dell’organismo.
6.4.4 Significato patologico dello shedding della PrPs¢

Non avendo osservato una chiara correlazione tra ’accumulo della PrPSctotale e il tempo di
P

incubazione, ci si e chiesti se invece 'accumulo di specifiche isoforme di PrP*, e in

particolare della sFL-PrP%, potesse in qualche modo correlare con la neurotossicita

osservata in questi ceppi.

Per cercare di comprendere il significato di questo fenomeno, fortemente variabile tra i

diversi ceppi, si e studiata la sua possibile correlazione con il tempo di sopravvivenza.

Come e possibile osservare nel grafico a dispersione in Figura 28 quest’analisi ha mostrato
una chiara correlazione tra il livello di shedding della PrP% ed il tempo intercorso tra
I'infezione e la malattia terminale (r=0,9367; p=0,0019; R>=0,8775), laddove i ceppi in cui si
assiste a uno shedding maggiore che riguarda la PrP> mostrano tempi di sopravvivenza
maggiori rispetto ai ceppi in cui il fenomeno dello shedding e meno presente. Pur
escludendo sCJD-VV2 dall’analisi di correlazione, che rappresenta un outlier in quanto e il
ceppo con i piu alti livelli sia di shedding che del tempo di sopravvivenza, la correlazione

rimane evidente, anche se perde significativita statistica (r=0,5045; p=0,1537; R*=0,2545).
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correlazione sFL-PrP3¢-tempo di sopravvivenza
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Figura 28. Correlazione tra livelli di sFL-PrPSc e tempo di sopravvivenza medio. Nel grafico a dispersione
sono stati riportati per ogni ceppo sull’asse delle ordinate i valori dello shedding patologico (espresso rapporto
sFL-PrPs/FL-PrP%) e sull’asse delle ascisse il tempo di sopravvivenza. Nell grafico sono riportati i valori medi
per gruppo * errore standard. Il grafico mostra una forte correlazione tra i livelli di shedding della PrPs ed il
tempo di sopravvivenza. Anche escludendo sCJD-VV2 dall’analisi di correlazione la correlazione resta valida,
pur perdendo significativita statistica.

6.4.5 Significato patologico della produzione di CTF-PrPsc

Nel tentativo di comprendere se la produzione dei frammenti C-terminali possa rivestire
un ruolo importante in patologia, si e investigata la possibile correlazione tra la loro

produzione e il tempo di sopravvivenza degli animali infetti (Figura 29).

Come per lo shedding, anche in questo caso e possibile osservare grossolanamente che
all’aumento dei frammenti C-terminali tronchi all'N-termino (CTF) corrisponde un tempo
di sopravvivenza piu lungo (r=0,6133; p=0,1431; R*=0,3761), ad indicare che maggiore e la
relativa presenza di CTF minore e la neurotossicita, come stimata tramite il tempo di
sopravvivenza. Osservando il grafico e inoltre possibile notare come i ceppi in cui era gia
stato riscontrato un marcato shedding (sCJD-VV2, sCJD-MV1 e G55-A117V) occupino una
regione diversa da quelli caratterizzati da un minore shedding della PrP, mostrando in

generale un tempo di sopravvivenza maggiore degli altri ceppi, come visto in precedenza.
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Escludendo questi ceppi dall’analisi, si evidenzia una correlazione molto elevata e
statisticamente significativa tra il livello di N-terminal trimming della PrP* ed il tempo di
sopravvivenza nei ceppi che non hanno uno shedding della PrP* patologicamente elevato

(r=0,9909; p=0,0045; R*=0,9819).

In conclusione, i risultati suggeriscono che i fenomeni proteolitici attivi in corso di malattie
da prioni, evidenziati tramite analisi degli omogenati cerebrali, possano indicare almeno in
parte i processi patologici che sottendono la biogenesi delle diverse isoforme di PrP* e
possano evidenziare la presenza di specifici fenomeni neurotossici o neuroprotettivi. In
particolare, suggeriscono che la produzione di sFL-PrP* e dei frammenti CTF, a scapito di
FL-PrP%¢ ancorata in membrana plasmatica, possano rappresentare fenomeni

neuroprotettivi, plausibilmente attivati dall’organismo in risposta alla patologia.
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Figura 29. Correlazione tra livelli di CTF-PrPsc prodotti e tempo di sopravvivenza medio. Nel grafico a
dispersione sono stati riportati per ogni ceppo sull’asse delle ordinate i valori dei CTF totali prodotti in
relazione alla FL-PrPsce sull’asse delle ascisse il tempo di sopravvivenza. Il grafico a dispersione mostra una
correlazione positiva ma non significativa tra i livelli di CTF totali prodotti (CTF/FL-PrPsc) ed il tempo di
sopravvivenza. Escludendo dall’analisi i ceppi che mostrano un elevato shedding (sCJD-VV2, sCJD-MV1 e
GSS-A117V), nei ceppi che non hanno uno shedding elevato della PrPsc si evidenzia una correlazione molto
elevata e statisticamente significativa tra il livello di CTF prodotti ed il tempo di sopravvivenza.
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6.4.6 Pattern di deposizione della PrPS¢ e individuazione delle isoforme in situ

L’estensione dello studio delle EST dal punto di vista patologico, oltre che biochimico,
rappresenta uno step indispensabile per tentare di comprendere in maniera piu
approfondita i meccanismi di neurotossicita o di neuroprotezione attribuibili ad alcune

isoforme di PrP individuate in soluzione in Western Blot.

Avendo individuato due potenziali fenomeni neuroprotettivi, ovvero lo shedding della PrP
patologica e la produzione di frammenti secondari tronchi all'N-termino (CTF), ci si e chiesti
se i frammenti denaturati individuati in Western Blot, relativi a tali eventi proteolitici,
corrispondessero a specifiche isoforme di PrP% in situ. Infatti, sappiamo da studi gia
pubblicati che in alcuni ceppi murini le placche di PrP%, extracellulari, sono
prevalentemente composte di sFL-PrP5 (Aguilar-Calvo et al., 2020) suggerendo quindi che
la PrP5c sheddata si accumuli prevalentemente a livello extracellulare, come atteso. Altri dati
ottenuti tramite tecniche di IHC discriminativa, ovvero in grado di riconoscere le diverse
isoforme grazie all'uso parallelo di anticorpi che riconoscono epitopi diversi, suggeriscono
che gli accumuli intracellulari di PrP%, in particolare a livello lisosomiale, siano tronchi

all’N-termino in maniera simile ai frammenti CTF qui identificati (Jeffrey et al., 2011).

Sulla scorta di queste osservazioni, abbiamo dapprima determinato, in collaborazione con
il gruppo di patologia delle EST dell’Iss, i pattern di deposizione della PrP studiati tramite
IHC in un subset dei ceppi considerati, includendo Scrapie, sCJD-MV1, sCJD-VV2, GSS-
A117V e CWD. L’area cerebrale scelta per il confronto e stato il talamo, in virtu del fatto che
¢ un’area colpita in maniera abbastanza paragonabile in tutti i ceppi (Figura 5). In
particolare, sono stati separatamente quantificati i pattern di deposizione intracellulari ed
extracellulari, insieme a quei pattern di cui non e facile stabilire al microscopio ottico se
siano associati a membrana (pericellulari) o extracellulari, che sono raggrupati in Tabella 9

come “non-intracellulari”.
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Tabella 9. Pattern di deposizione della PrPSc. Per l'analisi dei pattern di deposizione della PrPS sono stati
analizzati 3 pattern intracellulari (intra-neuronale, intra-astrocitario, intra-microgliale), 2 pattern non
intracellulari (diffuso e puntato) e 2 pattern extracellulari (piccoli depositi e placche). Per la ricerca della PrPs
e stata usata la combinazione di anticorpi monoclonali (12B2 + EP1802Y). Ad ogni lettura e stato associato un
valore secondo la griglia di scoring: 0= assente; 0,5= tracce rare; 1= presente; 2= moderato; 3= severo. Per ogni

ceppo sono stati valutati due animali, i valori riportati in tabella rappresentano la media tra i due animali.

Depositi intracellulari Depositi non intracellulari| Depositi extracellulari
Intra- Intra- Intra- Piccoli

neuronale |astrocitario| microgliale| Diffuso Puntato depositi Placche
Scrapie 2,5 3 2,5 1,5 2 1 0
sCID-VV2 1 2 1 0,5 0,5 3 3
sCID-MV1 0 0,5 0 1,5 1 1,5 0
GSS-A117V 0 0 0 1 0 1 0
CWD 1 1 0,5 2 1 2 0

Questa analisi mostra che 1"'unico ceppo in cui non si riscontrano depositi intracellulari, né
a livello neuronale né nelle cellule gliali, e 1a GS5-A117V, che corrisponde all’unico ceppo
in cui non sono stati identificati frammenti CTF. Parallelamente, il ceppo caratterizzato
dall’avere di gran lunga la maggior quantita di PrP> sheddata, sCJD-VV2 (Figura 22),
corrisponde al ceppo in cui si e osservata la maggior quantita di depositi extracellulari,
essendo caratterizzato infatti da abbondanti placche extracellulari (Figura 31). Queste
evidenze preliminari supportano l'ipotesi che sFL-PrP* e CTF-PrP* possano avere
specifiche localizzazioni tissutali, rispettivamente extracellulare ed intracellulare, e quindi
indicare specifici processi patologici in atto, secrezione o endocitosi della PrP*, che

sarebbero variamente presenti nei diversi ceppi analizzati.

Per confermare queste ipotesi abbiamo unito le evidenze emerse dall’epitope mapping in
Western Blot alle competenze del gruppo di patologia delle EST dell'ISS. In collaborazione
con la dott.ssa Bruno R. e il dott. Di Bari M., sono state messe a punto le condizioni per un
saggio di immunoistochimica discriminativa che utilizzasse tre anticorpi, uno C-terminale
(SAF84), uno N-terminale (SAF32) ed uno specifico per le forme sheddate di PrP5 (sPrP<?%).

Quest’approccio ci ha consentito di analizzare i pattern di deposizione della PrP5 di due
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ceppi, Scrapie e sCJD-VV2, selezionati sulla base della presenza di molti CTF e depositi

intracellulari e/o di molta sFL-PrP* e presenza di depositi extracellulari (sCJD-VV2).
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Figura 30. IHC discriminativa su ceppo di Scrapie. In figura € mostrata 1’area del talamo di un animale affetto
da scrapie nel quale I'anticorpo SAF84 (C-terminale) mostra sia segnale extracellulare che intracellulare. Le
popolazioni cellulari interessate dall’accumulo sono i neuroni e la glia (astrociti e microglia). Nello spazio
extracellulare prevale una deposizione della PrPsc dispersa nel neuropilo che mostra tre differenti pattern di
accumulo: pattern diffuso, puntato e piccoli accumuli irregolari sparsi. Con l'anticorpo SAF32 (anti
octarepeat), nel talamo si ha perdita del segnale intracellulare, mentre i pattern extracellulari sono conservati.
Prevale la deposizione diffusa ma sono ancora evidenti delle regioni con pattern diffuso/puntato e degli

accumuli extracellulari.

Nella Figura 30 si puo osservare che nell’area del talamo di un’arvicola affetta da Scrapie,
I'anticorpo SAF84 (C-terminale) mostra depositi di PrP* sia chiaramente associati al
citoplasma delle cellule (intracellulare), sia intorno (pericellulare) o fuori (extracellulare) dal
contesto cellulare. Le popolazioni cellulari interessate dall’accumulo intracellulare sono i
neuroni (poco visibili nella figura a seguito di forte perdita neuronale nel talamo delle
arvicole con scrapie), e le cellule della glia, astrociti e microglia. A livello pericellulare e nello
spazio extracellulare prevale una deposizione della PrP* dispersa nel neuropilo che mostra
tre differenti pattern di accumulo: diffuso (probabilmente sinaptico), puntato e piccoli
accumuli irregolari sparsi (extracellulare). Con l'anticorpo SAF32 (N-terminale) si ha
perdita del segnale intracellulare, in particolare nelle cellule della glia, indicando che i
depositi intracellulari sono tronchi all’N-termino e corrispondono verosimilmente a CTF-18

identificato in questo ceppo. I pattern extracellulari e pericellulari appaiono per lo piu
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conservati, ad indicare che questi pattern sono invece sostenuti da depositi di FL-PrP* e/o

SsFL-PrP*e.
SAF84 ; b q e L= Y b Toprpos . Dby
LA e Y Sy é N s -
),’ \ ( '-. h VA s R 4 Legenda:
.J‘a : > S B : ’ v o 0 e -»
ity WP *,-J"L f‘ SEawL Ly 47 i = Fei, ‘& & w Astrociti
c « o i P - y .t ] \ & A Mi li
- ‘ ’ - - 2 LY QAeEn e . - Microglia
o e B ot Set e
- e o y » 20
.‘* ‘2 . - p . N v = . 5 “’,‘.&

Figura 31. IHC discriminativa su ceppo sCJD-VV2. In figura e mostrata 1’area del talamo di un animale affetto
da sCJD-VV2. Le sezioni di tessuto sono state analizzate con gli anticorpi SAF84, SAF32 e sPrPG. Dalle
immagini si puo notare una severa vacuolizzazione associata ad una prominente deposizione di PrPs¢, che si
accumula prevalentemente nello spazio extracellulare sotto forma di placche di amiloide a pattern diffuso e
puntato. Con l'anticorpo SAF84 si osserva, deposizione intra-cellulare sia intra-neuronale (neuroni non
presenti nell'immagine) che intra-gliale (astrociti e microglia). Con SAF32 & ancora osservabile il segnale
extracellulare, mentre si perde quasi totalmente il segnale intracellulare. sPrP522 e in grado di rilevare solo
segnale extracellulare corrispondente alla PrPscsheddata, tipica di questo ceppo.

Considerando il ceppo sCJD-VV2 (Figura 31), nel talamo si osserva una severa
vacuolizzazione associata ad una prominente deposizione di PrP%, prevalentemente
accumulata nello spazio extracellulare. Le placche amiloidi extracellulari rappresentano la
deposizione tipica di questo ceppo, accompagnate da accumuli a pattern diffuso e puntato.
Si osserva, inoltre, deposizione intracellulare, sia intraneuronale (neuroni non presenti
nell'immagine) che intragliale (astrociti e microglia). Con I’anticorpo SAF32 sia osserva una
evidente diminuzione del segnale: mentre le placche amiloidi e gli altri depositi non interni
al contesto cellulare sono pressoché conservati, si osserva di nuovo una riduzione
significativa del segnale intracellulare (indicato con * nell'immagine in cui € mostrato del
segnale intra-astrocitario residuo). Questo risultato conferma che anche in sCJD-VV2, come
nella scrapie, i depositi intracellulari corrispondono a frammenti CTF, mentre quelli

extracellulari e pericellulari contengono prevalentemente FL-PrP* e/o sFL-PrP*.

Ad ulteriore conferma di quanto visto sopra, utilizzando I’anticorpo sPrP¢?? che riconosce
esclusivamente forme sheddate di PrP*, si puo osservare che la PrP5 sheddata e molto
abbondante ed ¢ prevalentemente associata a placche amiloidi o piccoli depositi

extracellulari, mentre non si osserva in depositi associati alle cellule (Figura 31).
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Infine, abbiamo puntato ad estendere 1’analisi dei CTF a tutti i ceppi, utilizzando una
versione ampliata di IHC discriminativa che include un set di anticorpi pitt ampio, ovvero
5 anticorpi con epitopi diversi distribuiti lungo la sequenza della PrP. Purtroppo, il
materiale disponibile ha limitato queste analisi a 5 dei 7 ceppi studiati: Scrapie, sCJD-MV1,
sCJD-VV2, CWD e GS5-A117V. Come per le analisi precedenti, I’area cerebrale scelta per il
confronto e stato il talamo. I risultati ottenuti, rappresentati in Tabella 10, mostrano che in
tutti i ceppi ¢’ una tendenza diffusa alla perdita di segnale dei depositi intracellulari con
gli anticorpi N-terminali, in particolare con SAF32. Questo e risultato molto piu evidente
nei depositi intra-gliali, mentre in quelli intra-neuronali le differenze di segnale tra gli

anticorpi erano minori o assenti.

In conclusione, anche quest’ulteriore approfondimento € in linea con le precedenti evidenze
e concorre alla conclusione che i frammenti di tipo CTF possano derivare da aggregati
depositati prevalentemente a livello intracellulare, cosicche la quantita di CTF detectata in
Western Blot puo essere considerata un proxy della presenza e quantita di PrP> endocitata
dalle cellule. Parimenti, sFL-PrP* indica verosimilmente la presenza e la quantita di depositi

extracellulari.

Tabella 10. Pattern di deposizione intracellulari della PrPsc, Nell’area del talamo dei ceppi di Scrapie, sCJD-
VV2, sCJD-MV1, GSS-A117V e CWD sono stati analizzati i pattern intra-neuronale, intra-astrocitario e intra-
microgliale. Per ogni ceppo sono stati valutati 3 pattern intracellulari con 5 anticorpi differenti (SAF32, 12B2,
6C2, SAF84, EP-1802Y) e ad ogni lettura e stato associato un valore secondo la griglia di scoring. Per ogni
ceppo sono stati valutati due animali, i valori riportati in tabella rappresentano la media tra i due animali.

Griglia di scoring: 0= assente; 0,5= tracce rare; 1= presente; 2= moderato; 3= severo.

Deposizione intra-neuronale nel Deposizione intra-astrocitaria nel Deposizione intra-microgliale nel
talamo talamo talamo
SAF32|12B2| 6C2 |SAF84[EP18202Y| |SAF32|12B2| 6C2 |SAF84|EP1802Y SAF32|12B2| 6C2 [SAF84|EP1802Y
Scrapie 2 25| 25 | 25 2,5 1 1 0,5 | 0,5
sCJD-VV2 1 1 1 1 1 1 1 05 | 05 1 1 1
sCJD-MV1 0 0 0 0 0 0 0 0,5 | 0,5 0,5 0 0
GSS-A117v | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CWD 1 1 1 1 1 0,5 | 0,5 1 1 1 0 05|05 | 0,5 0,5
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7 DISCUSSIONE

Lo scopo di questo progetto di ricerca e stato quello di investigare i meccanismi che
sottendono la neurotossicita delle malattie da prioni. Le Encefalopatie Spongiformi
Trasmissibili sono causate da un agente privo di acidi nucleici e pertanto sono considerate
malattie non convenzionali. Nonostante possano avere diverse origini, tutte le malattie da
prioni risultano trasmissibili sperimentalmente, e caratterizzate da un agente infettante,

derivante dalla transconformazione patologica di una proteina cellulare dell’ospite.

Sebbene il meccanismo di conversione della PrP€in PrP% sia un evento ormai accertato,
anche se non si conoscono i dettagli molecolari con cui questo si verifica, ci sono molte piu
incertezze sui meccanismi alla base della neurotossicita delle EST e sul trigger che scatena la

reazione neurotossica.

Secondo i dati disponibili in letteratura, la tossicita delle malattie da prioni potrebbe
dipendere da una downregolazione della PrP¢ (ma non del suo mRNA) definita loss of
function (Westergard et al., 2007; Watt et al., 2005; Arnould et al., 2021), dall’accumulo di
PrPS¢ (gain of function) (Jendroska et al., 1991; Foliaki et al., 2018; Sandberg et al., 2011, 2014;

Benilova et al., 2020) o da una combinazione di questi due fenomeni (Mays et al., 2015).

In questo progetto abbiamo deciso di approfondire le conoscenze in merito ai potenziali
meccanismi di neurotossicita attraverso lo studio delle variazioni post-traduzionali e
conformazionali del principale attore delle malattie da prioni, la PrP, nel sistema nervoso
centrale di animali malati. In linea generale, gli studi condotti fino ad oggi in quest’ambito
sono stati carenti di approcci metodologici adeguati a riflettere la varieta di isoforme di PrP
che si generano in condizioni fisiologiche e patologiche e di come variano nelle diverse

forme cliniche e patologiche in cui si manifestano le malattie da prioni.

Infatti, gli studi precedenti hanno prevalentemente utilizzato modelli di roditori infettati
con uno o pochi ceppi, per lo pitt derivati dalla scrapie ovina e mai da malattie da prioni
umane, ottenendo quindi risultati di portata limitata e non facilmente generalizzabili a tutte

le malattie da prioni.
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Inoltre, dal punto di vista metodologico, risulta particolarmente complesso identificare e
quantificare le diverse isoforme di PrP contemporaneamente presenti; in particolare, la
maggior sfida e rappresentata dalla necessita di co-analizzare PrP¢ e PrP% in tessuti
patologici, poiché in termini biochimici queste due isoforme sono indistinguibili una volta
estratte dal tessuto e denaturate. Tipicamente, la presenza di PrP*c viene evidenziata
utilizzando la PK, che idrolizza completamente la PrP¢, rendendola non analizzabile,
modifica parzialmente la PrP¢in PrPr e distrugge isoforme di PrP5 sensibili alle proteasi.
Gli studi precedenti hanno utilizzato diverse strategie per risolvere questo problema. Alcuni
studi hanno misurato separatamente la PrP totale e la PrPr, stimando i livelli di PrP¢ per
differenza e senza prendere in considerazione le isoforme PK-sensibili di PrP* (Sandberg et
al., 2011, 2014). Altri studi hanno utilizzato la tecnica del CDI (Conformation-Dependent
Immunoassay), che permette di stimare le quantita di PrP¢, PrPSce PrP*PK-resistente (PrPrs)
mediante un saggio ELISA basato sulla differenza di legame di alcuni anticorpi su campioni
denaturati o meno (Mays et al.,, 2014). Purtroppo, tale metodologia non consente di
distinguere le diverse isoforme di PrP<e di PrP* e ne limita I'analisi alle sole riconosciute
dagli anticorpi conformazione-dipendenti. Infine, altri studi hanno utilizzato la tecnica
dell’Asymmetric-Flow Field-Flow Fractionation (AF4) che, pur consentendo di separare
PrP¢ e PrP5 e quantificarle in modo indipendente, non permette di mappare le diverse

isoforme di PrP (Eskandari-Sedighi et al., 2021).

Punti di forza degli approcci sperimentali utilizzati in questo studio

Nell’approcciarci al progetto, abbiamo ritenuto essenziale individuare strategie
sperimentali in grado di superare almeno in parte questi ostacoli, basandoci sull’esperienza
maturata in ISS nell’ambito della caratterizzazione dei ceppi di prioni in modelli animali e

dell’analisi biochimica della PrP.

In questo studio abbiamo preso in considerazione sette ceppi con caratteristiche
estremamente variabili, includendone quattro di origine umana e tre di origine animale, con
lo scopo di identificare i fenomeni comuni e discriminarli dagli epifenomeni ceppo-
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dipendenti. Abbiamo determinato che i ceppi scelti avevano differenze ampie per i
parametri che ci interessavano: specie di origine, tipo di patologia, tempo di sopravvivenza
e conformazione della PrP*:. Il protease-resistant core di ogni ceppo e stato definito negli
esperimenti con PK, ed e risultato diverso nei vari ceppi, fornendo inoltre conoscenze
dettagliate riguardo alle regioni non transconformate (suscettibili alla digestione con PK)
della PrP5 nei diversi ceppi, informazioni che si sono rivelate essenziali per I'interpretazione

successiva dei dati derivanti dall’analisi della PrP5c nativa.

Per investigare le isoforme di PrP in maniera adeguata abbiamo messo a punto una
metodologia che ci ha consentito, con un unico saggio, di analizzare separatamente le
isoforme fisiologiche e patologiche della PrP contemporaneamente presenti nel tessuto

infetto, confrontandole con animali sani usati come riferimento.

L’individuazione univoca delle isoforme e stata ottenuta tramite l'utilizzo di una
metodologia di epitope mapping in western blot, basata sull'uso di anticorpi monoclonali
diretti verso epitopi disposti lungo diverse regioni della PrP, incluso un anticorpo che
riconosce esclusivamente le forme sheddate di PrP. Per distinguere la PrP fisiologica da
quella patologica senza 1'uso di proteasi e per riconoscere le diverse isoforme di PrP*
prodotte da proteasi endogene in vivo abbiamo sfruttato il principio di insolubilita in
detergenti della PrP5¢ (Pirisinu et al., 2013). Le condizioni sperimentali sono state ottimizzate
al fine di ottenere la migliore separazione possibile tra PrP¢ e PrP*, riducendo al minimo la
presenza di PrP¢ nei pellets ed ottenendo una condizione pienamente soddisfacente per
un’analisi affidabile della PrP% presente nei pellets. Inoltre, abbiamo validato il grado di
pulizia dei surnatanti, grazie alla possibilita di individuare la possibile presenza di
frammenti PrP5-specifici nei surnatanti. Oltre a validare i dati ottenuti, questa analisi ci ha
permesso di evidenziare quantita minime, ma rilevabili, di PrP* nei surnatanti di un solo
ceppo, sCJD-VV2. Per questi motivi per il ceppo sCJD-VV2 non abbiamo determinato i dati

qualitativi e quantitativi della PrPc.

Questo studio ha infine il vantaggio di aver trasposto in situ i dati ottenuti tramite le analisi

biochimiche, permettendoci di avere un quadro di lettura meccanicistico necessario ad
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individuare i processi cellulari coinvolti nella patologia. In definitiva, questa tesi mette a
disposizione un gruppo di dati nuovo ed importante per la comprensione delle malattie da
prioni, in grado di gettare luce su diversi aspetti della biogenesi della PrP¢ e PrP*, sulle loro

relazioni e sul loro ruolo patologico.

Biogenesi della PrP¢ e processazione proteolitica in fisiologia e patologia

Fisiologicamente, la FL-PrP¢, dopo aver subito le modificazioni post-traduzionali come
I’attacco dell’ancora GPI e le glicosilazioni, viene trasportata in membrana tramite il late
secretory pathway cioe il pathway secretorio tardivo che consente alla PrP di raggiungere la
destinazione finale, cioe la membrana plasmatica, dove va a localizzarsi nei cosiddetti lipid

rafts (Caputo et al., 2010).

Dai dati disponibili in letteratura e noto che a-cleavage non dipende dalla localizzazione
della membrana cellulare di PrP¢ (AR Walmsley et al. 2009) e che una quota di PrP¢subisce
questo clivaggio proprio nel late secretory pathway, dove vengono quindi generati C1 ed N1
(AR Walmsley et al. 2009; Zhao et al. 2006). Nel momento in cui le vescicole secretorie si
fondono con il doppio strato fosfolipidico, le isoforme FL-PrP¢ e C1 restano ancorate alla
membrana, mentre N1 viene secreto nello spazio extracellulare. Sulla membrana
plasmatica, FL-PrP¢ e C1 possono poi subire il processo di shedding ad opera dell’enzima
ADAMI0, risultando nella loro secrezione nello spazio extracellulare (Altmeppen et al.,

2011; Taylor et al., 2009).

In questo studio e descritto per la prima volta il riconoscimento e la quantificazione delle
isoforme allo steady state da cui emerge che l'isoforma di gran lunga prevalente nel SNC e
C1, circa il 50% della PrP¢ totale, mentre la forma completa ancorata in membrana
rappresenta solo il 30% del totale e la sua forma secreta poco meno del 10%. Inoltre,
utilizzando un anticorpo specifico anti-shedding abbiamo osservato che anche C1 esiste in
forma secreta, ma in misura nettamente inferiore alla FL-PrP, al contrario di quanto

osservato per le rispettive forme ancorate in membrana, supportando precedenti evidenze

113



che l'attivita proteolitica di ADAMIO0 si esplichi preferenzialmente a carico di FL-PrP¢

piuttosto che di C1 (Linsenmeier et al., 2018).

Questi risultati forniscono indicazioni indirette sulla biogenesi della PrP¢, portandoci a
ipotizzare che FL-PrP¢ e Cl1 abbiano una localizzazione differente sulla membrana
plasmatica, tale da determinarne un diverso riconoscimento a opera di ADAM10. Questa
ipotesi e supportata dal fatto che nei ceppi a maggior downregolazione, come la scrapie, la
FL-PrP¢ sia downregolata mentre C1 no. Se a-cleavage avvenisse in membrana, a una
diminuzione di FL ci si aspetterebbe anche una diminuzione del suo prodotto, mentre se
avvenisse nel late secretory pathway (come ci aspettiamo che sia), FL e C1 potrebbero avere
destini diversi una volta in membrana. C1 e probabilmente prodotto prima di essere esposto
in membrana e indubbiamente e presente in grandi quantita a livello cerebrale, in accordo
con il fatto che N1, controparte N-terminale di C1, interagisca con il recettore Adgrg6
(Gpr126) presente sulle cellule di Schwann, esplicando un’azione di mantenimento della

mielina a livello del sistema nervoso periferico (Kiiffer et al., 2016).

Applicando il saggio di deglicosilazione sulle frazioni di surnatante e pellet dei diversi
animali, e utilizzando diversi anticorpi monoclonali, e inoltre emerso che C2, riportato
spesso in letteratura come un frammento aumentato in patologia (Caughey et al., 1991; Chen
et al., 1995; Jiménez-Huete et al., 1998), e presente a livelli fisiologici negli animali sani e
malati, mentre un frammento simile a C2 per mobilita elettroforetica, ma insolubile
(identificato qui come CTF-18), ¢ presente solo negli animali malati, indicando
un’associazione con la patologia. Inoltre, la loro quantita non cambia contemporaneamente,
ovvero per quanto in molti ceppi I'N-terminal trimming della PrP* sia molto attivo, la
produzione di C2 rimane inalterata, segno che gli enzimi coinvolti in [-cleavage, la
localizzazione cellulare dell’evento o entrambi sono diversi per gli eventi proteolitici [3-
cleavage e N-terminal trimming. Il fatto che questi due frammenti abbiano un peso
molecolare simile (ma non identico) e caratteristiche biochimiche diverse suggerisce che
derivino da eventi biologici distinti, come suggerito da alcuni studi. In particolare, C2

deriverebbe da $-cleavage che, secondo i dati riportati in letteratura, si verificherebbe in
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membrana (Watt et al.,, 2005) (quindi la sua produzione non dipenderebbe da enzimi
lisosomiali), mentre il frammento C-terminale riscontrato in patologia deriverebbe da una
degradazione lisosomiale incompleta post-endocitosi (Jetfrey et al., 2011). Sarebbe quindi

opportuno adottare una classificazione diversa e dedicata per questi due frammenti distinti.

Downregolazione e processazione proteolitica endogena della PrP¢ in corso di malattie da prioni

Il primo aspetto investigato negli animali malati e stato il livello di espressione della PrP¢
totale (tutte le isoforme) e la sua eventuale disregolazione. La validita del metodo messo a
punto e delle quantificazioni e stata confermata dai dati ottenuti su ceppi gia utilizzati in
studi precedenti, scrapie e CWD rispettivamente in un modello murino e in arvicola
rossastra con polimorfismo 109 I (Mays et al., 2014). A conferma dell’affidabilita della
metodica, in questi ceppi sono stati ottenuti risultati del tutto sovrapponibili a quelli degli

studi gia pubblicati, pur utilizzando una metodologia basata su principi analitici diversi.

I dati complessivamente ottenuti mostrano che la downregolazione sia un fenomeno
misurabile e statisticamente significativo in alcuni ceppi, (scrapie, sCJD-MV1 e sCJD-VV1),
ma non in tutti, per quanto evidenziabile nei limiti del nostro approccio sperimentale.
Avendo utilizzato ceppi molto diversi, ma che presentano tutti la caratteristica triade
neurodegenerativa causata dai prioni (degenerazione spongiforme, perdita neuronale e
astrocitosi), questi dati suggeriscono che la downregolazione della PrP¢ non sia un trigger
indispensabile per I'innesco della patogenesi neuronale. I nostri dati suggeriscono che la
downregolazione della PrP¢ sia un epifenomeno di alcune malattie da prioni piuttosto che

una componente essenziale del meccanismo di neurotossicita.

Inoltre, e stato anche proposto che la dowregolazione della PrP¢ possa costituire un
fenomeno protettivo in grado di estendere i tempi d’incubazione sottraendo substrato alla
reazione (Mays et al, 2015). Pur non avendo potuto determinare il livello di
downregolazione nel ceppo a maggior tempo d’incubazione (sCJD-VV2), i risultati ottenuti

con gli altri ceppi, compresi tra tempi d’incubazione di 35 e 200 giorni, non appoggiano con
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chiarezza quest’ipotesi, che prevederebbe una correlazione negativa tra livelli di PrP¢ e

tempi d’incubazione che non abbiamo osservato.

Tuttavia, sono da considerare gli aspetti potenzialmente distorsivi dell’approccio
sperimentale, che prevede 1'uso di omogenati ottenuti da emicervelli per I'analisi delle
isoforme di PrP. Infatti, ipotizzando che la PrP¢sia downregolata nelle aree che mostrano
neurodegenerazione, ceppi con patologia circoscritta a determinate aree cerebrali (come, per
esempio, la CWD) potrebbero risultare in una sottostima della downregolazione. Questa
considerazione € pero mitigata dal fatto che osserviamo downregolazione della PrP¢,
parziale o complessiva, anche in ceppi con patologia circoscritta a poche aree cerebrali, come
GSS e sCJD-VV1 (vedi Figura 5), mentre la PrP¢ non risulta diminuita in un ceppo, BSE-L,
che coinvolge numerose aree cerebrali. E anche utile sottolineare che studi precedenti hanno
portato ad escludere che le variazioni di PrP¢ osservate in animali con patologia a termine
possano rappresentare semplicemente gli effetti distorsivi dell’astrocitosi e perdita
neuronale, in quanto la downregolazione e presente ben prima che si osservino astrocitosi
e perdita neuronale (Mays et al., 2015), fenomeni relativamente tardivi (Sandberg et al.,
2014). In accordo a queste evidenze, non abbiamo osservato diminuzione della PrP¢ in tre

ceppi, pur in presenza della triade neurodegenerativa.

Abbiamo poi investigato, per la prima volta, a carico di quali isoforme avviene la
downregolazione. Questo da un lato ci ha permesso di verificare che una downregolazione
significativa puo essere presente a carico di specifiche isoforme, pur non emergendo
nell’analisi della PrP¢ totale. Infatti, FL-PrP¢ e risultata significativamente diminuita in GSS-
A117V, ma questa downregolazione era mascherata, nelle analisi di PrP¢ totale, dal
contemporaneo aumento di un’altra isoforma, sFL-PrP¢. Inoltre, i dati mostrano che
complessivamente la diminuzione della PrP¢ non coinvolge tutte le isoforme allo stesso
modo, ma e prevalentemente a carico di FL-PrP¢ e sFL-PrP<, ovvero le forme che sono un
valido substrato per la transconformazione a PrPsc. Questo ¢ in linea con gli studi che hanno
escluso che la downregolazione avvenga a livello della trascrizione o traduzione, poiché in

questi casi ci si aspetterebbe una diminuzione paragonabile di tutte le isoforme. Questi dati
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ci portano piuttosto ad ipotizzare che la diminuzione della PrP¢ potrebbe dipendere dal
consumo di PrP¢ per la produzione di PrP%;, che e anche in linea con il fatto che tra i ceppi
investigati per downregolazione, quello con meno PrP¢ (scrapie) e anche quello con piu
PrPS, mentre i ceppi con livelli normali di PrP¢ (es. CWD) hanno poca PrPs-. E utile
sottolineare infine che C2 non e risultato mai downregolato, implicando che C2 possa non
essere un substrato valido per la transconformazione a PrP%, in linea con il fatto che topi
trangsenici che esprimono versioni di PrP tronche all’N-termino sono relativamente
resistenti alle infezioni sperimentali con scrapie ed hanno tempi d’incubazione aumentati

(Supattapone et al., 1999; Turnbaugh et al., 2012).

Complessivamente, questi dati ci portano a ipotizzare che la diminuzione della PrP¢,
osservata in alcuni ceppi, potrebbe dipendere da un consumo della FL-PrP¢ per

reclutamento in aggregati di PrP*.

Inoltre, nei ceppi in cui la PrP¢ e espressa a livelli fisiologici, gli eventi proteolitici a carico
della PrP¢ risultano completamente preservati e fisiologicamente regolati (vedi Figura 17),
il che porta ad escludere che la replicazione e I'accumulo dei prioni esiti obbligatoriamente
in una disregolazione della PrP¢. Abbiamo pertanto poche evidenze che ci siano importanti
variazioni di processamento della PrP¢ in condizioni di patologia. Gli unici indizi di dis-
regolazione derivano da un aumento apparente, ma non significativo, dello shedding in
GSS-A117V, che potrebbe suggerire una specifica reazione cellulare di aumento di shedding
della PrP¢, almeno in questo ceppo. Da notare pero che questo ceppo presenta un elevato
shedding della PrPS; pertanto, questo potrebbe indicare un incremento di attivita di

ADAMIO che agisce sia su PrP¢ che PrPs.

Avendo trovato che la FL-PrP¢ e I'isoforma maggiormente downregolata e che non c’e una
variazione degli eventi proteolitici che generano le diverse isoforme ci porta a escludere le

altre ipotesi proposte per il meccanismo di downregolazione della PrP¢:

- diversa processazione proteolitica;
- un aumento del catabolismo;
- un aumento dell’endocitosi;
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- l'accumulo di PrP*¢ che attiverebbe una risposta proteostatica degradativa della PrP¢.
Infatti, nel caso di una diversa processazione proteolitica, e quindi di un’alterazione degli
eventi fisiologici a- e B-cleavage, avremmo dovuto riscontrare una sproporzione tra i
frammenti C terminali C1 e C2 mentre questo non e stato osservato. Nel caso delle altre
ipotesi avremmo dovuto invece riscontrare una diminuzione complessiva di tutte le
isoforme, mentre nei ceppi in cui c’e una downregolazione della PrP¢ questa sembra essere

attribuibile a FL-PrP¢e non alle altre isoforme che rimangono quantitativamente stabili.

PrP5 nativa

Questo lavoro mette a disposizione un dataset di PrP* nativa senza precedenti, sia perché
usa una metodologia adeguata ad isolare PrP* nativa, sia perché confronta ceppi molto
diversi. Per cui e possibile per la prima volta confrontare i ceppi non solo per la
conformazione della PrP5 (come evinta indirettamente dai trattamenti con PK), ma anche

per come la PrPS¢ viene processata in vivo.

Il quadro che ne emerge e di una forte variabilita, con ogni ceppo caratterizzato da una
specifica composizione di frammenti di PrP%, che in parte dipende dalle diverse

conformazioni e in parte dai diversi processamenti in vivo.

In tutti i ceppi sono presenti forme gia note, ovvero le forme complete (FL) e CTF, che
derivano da N-terminal trimming della PrP%, ma identifichiamo anche forme meno studiate
o mai identificate, come sFL-PrP> ed in particolare le forme NTF. Queste ultime sono
caratterizzate dall’avere il C-termino tronco, mentre I'N-termino, pur essendo sensibile alle

proteasi come mostrato dagli studi con PK, e intatto.

Avere i dati di PrP e di PrP nativa per tutti i ceppi ci permette di avere indicazioni di
come sia processata in vivo la PrP*. Il confronto di frammenti gia tronchi in condizioni native
con i protease-resistant core definiti negli studi con PK ci permette alcune considerazioni

interessanti:
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1) Una buona parte della PrP* e presente nella forma completa nonostante il suo N-
termino sia sempre esterno al protease-resistant core, indice del fatto che FL-PrP* si
accumula in siti cellulari dove le proteasi endogene non agiscono.

2) Esiste una forma sheddata di PrP%, sFL-PrP%, che varia molto tra i ceppi e che resiste
parzialmente alla PK generando una forma sheddata di PrPres (sPrPr).

3) Tutti i frammenti C-terminali sono molto simili in PrP* e in PrPr. In particolare, i
frammenti CTF che caratterizzano i diversi ceppi hanno le stesse differenze di PM
apparente osservate dopo PK, indice che laddove il taglio avviene in vivo, il sito di
taglio e lo stesso della PK, ovvero quello disponibile e non incluso nel protease-
resistant core. Questo indica anche che una quota di PrPS, molto variabile da ceppo
a ceppo, va incontro a N-terminal trimming in vivo, in accordo all'ipotesi che 1'N-
terminal trimming possa essere operato da enzimi lisosomiali.

4) I frammenti NTF non hanno un corrispettivo nei frammenti di PrP™ e per la prima
volta sono stati individuati come forme di PrP5 nel presente lavoro. Verosimilmente
la PK idrolizza il loro N-termino generando 8K-PrP™s, anche in considerazione del
fatto che i ceppi che hanno mostrato NTF sono anche caratterizzati da 8K-PrPr. La
biogenesi dei frammenti NTF e pero difficile da evincere dai nostri dati, anche perché
non sono studiabili in situ perché poco abbondanti. E interessante perd che sono
presenti anche in ceppi che non hanno segnale intracellulare, come GSS-A117V. E
verosimile che non siano in membrana perché mancano della porzione C-terminale.
Potrebbero quindi avere una localizzazione extracellulare o accumularsi a livello
intracellulare (ma non nei lisosomi). Poiché il loro N-termino e apparentemente non
transconformato (vista la suscettibilita a PK) non e chiaro come in vivo sia clivato solo
il loro C-termino. Probabilmente questo clivaggio non avviene nei lisosomi e
potrebbe indicare uno specifico sito cellulare di accumulo, che sarebbe interessante

indagare in futuro.

Non e possibile evincere dai presenti dati se gli NTF possano rivestire un ruolo tossico.
Appare certamente chiaro che sono frammenti poco abbondanti e originali di cui non ne e

mai stata descritta I’esistenza nei termini e nella varieta osservata in questo studio.
119



Per quanto non abbiamo fatto analisi quantitative approfondite su questi frammenti perché
poco rappresentati, notiamo che sono presenti in ceppi con lunghi tempi di sopravvivenza,
e quindi questo non ci lascia ipotizzare un loro nel coinvolgimento della tossicita. E pero
interessante notare che un frammento nativo simile a NTF-17 e identificato, in condizioni
native, in cervelli di pazienti con GSS (Mercer et al., 2018), portando a suggerire un suo ruolo

nella genesi della patologia.

Ruolo dei meccanismi di processazione cellulare della PrP* nella neurotossicita da prioni

Nel presente studio abbiamo analizzato 1'accumulo della PrP* totale nel tentativo di

attribuire un potenziale ruolo nell’induzione della neurotossicita osservata nei vari ceppi.

Dai nostri dati emerge che 'accumulo della PrPSc e molto variabile nei diversi ceppi e si
osserva una correlazione diretta con il tempo d’incubazione della malattia. Infatti, nel ceppo
CWD, che ha tempi di incubazione molto brevi, abbiamo osservato un basso accumulo di
PrPS%, mentre al contrario I'accumulo di PrPSc e risultato elevato in ceppi con tempi
d’incubazione estremamente lunghi (sCJD-VV2). Se la PrP* rappresentasse il principale
meccanismo di neurotossicita, ci aspetteremmo di trovare livelli paragonabili di PrP5 in
tutti i ceppi (la tossicita dipenderebbe dal raggiungimento di un valore soglia di PrP*) o al
massimo livelli pit elevati nei ceppi a basso tempo d’incubazione. Al contrario, abbiamo

osservato una forte variabilita tra i ceppi, con una correlazione diretta.

Questi dati ci portano a ipotizzare che 1'accumulo di PrP* totale potrebbe non rivestire un
ruolo fondamentale nella neurotossicita e che questa potrebbe piuttosto dipendere dal
deposito di alcune isoforme di PrP> che riflettono indirettamente la presenza di specifici
processi cellulari. Per affrontare questo aspetto abbiamo isolato fenomeni

quantitativamente trattabili ed abbiamo:

- osservato come correlassero con la patologia;
- studiato la loro localizzazione tissutale al fine di derivarne i processi da cui

dipendono.
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In collaborazione con il gruppo di patologia dell’lss, abbiamo messo a punto una IHC
discriminativa per attribuire una localizzazione in situ dei frammenti denaturati individuati
in Western Blot. Utilizzando I’anticorpo specifico per il sito di shedding (sPrP<**¥), nel ceppo
sCJD-VV2, caratterizzato da grandi quantita di sFL-PrPS, e stato osservato solamente del
segnale extra-cellulare, segno di una diversa localizzazione di sFL-PrP5 rispetto ad altri
frammenti presenti nel contesto neuronale ed astrocitario. In linea con quanto osservato nei
pazienti con sCJD-VV2 (Parchi et al., 2012), anche nelle arvicole questo ceppo e
caratterizzato dalla presenza di placche amiloidi composte di PrPS, che sono apparse
composte massicciamente di sFL-PrP%. Quanto osservato in sCJD-VV2 ¢ in accordo a quanto
osservato recentemente in modelli murini infettati con CWD (Aguilar-Calvo et al., 2019),
contribuendo all’ipotesi che sFL-PrP*, quando presente, si accumuli a livello extracellulare
e che le placche possano rappresentare la sede di aggregazione e accumulo di queste

isoforme.

Alla luce dei dati ottenuti in questo studio, emerge che ci sono delle differenze eclatanti
della quantita di PrP* secreta nei vari ceppi. In particolare, abbiamo riscontrato uno
shedding patologico aumentato (rispetto al livello di shedding atteso per la PrP) nei ceppi
sCJD-VV2, G55-A117V e sCJD-MV1. Facendo degli studi di correlazione tra la quantita di
PrP* secreta (espressa come il rapporto sFL-PrP5/FL-PrP*) e il tempo di sopravvivenza, e
emerso che nei ceppi in cui si assiste a uno shedding maggiore della PrP5¢ si associano tempi
di sopravvivenza piu lunghi rispetto ai ceppi in cui il fenomeno dello shedding e meno

evidente.

I dati ottenuti dal nostro studio sono in linea con quelli riportati in letteratura che ipotizzano
un ruolo neuroprotettivo dello shedding della PrP, in quanto in grado di allontanare la PrP
dalla membrana plasmatica neuronale. In studi precedenti e stato dimostrato che in topi
knockout condizionali per ADAMI10 (ADAMI10 cKO) aumenta il livello di PrP¢ in
membrana e si riducono i tempi di sopravvivenza, segno che 1'assenza di shedding gioca

un ruolo neurotossico (Glatzel et al., 2015; Linsenmeier et al., 2018; Linsenmeier et al., 2021).
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La questione dello shedding nelle malattie da prioni e un concetto molto complesso da
affrontare. Non si sa, infatti, se lo shedding operi esclusivamente sulla PrP¢, che poi si
transconforma lontano dalle cellule, oppure anche sulla PrP* gia transconformata in

membrana dalla quale verrebbe in questo modo allontanata.

Dai nostri dati emerge che non ci sia un aumento dello shedding fisiologico nei ceppi di
Scrapie e sCJD-MV1 in cui invece si osserva un aumento dei livelli di shedding della PrP*
al di sopra di quelli considerati fisiologici. Al contrario, nel ceppo GS5-A117V si osserva un
aumento dello shedding sia della PrP¢ che della PrPS, possibile indice di un aumento
dell’attivita di ADAM10 che coinvolge entrambe le isoforme. Alla luce di questi dati e
possibile ipotizzare che lo shedding avvenga anche a carico della PrP*, e che le forme di
sFL-PrP* osservate possano rappresentare in parte l'esito di una transconformazione di

sFL-PrPC ed in parte l'esito di un’azione di ADAMI10 direttamente sulla PrP*.

In ogni caso, il fenomeno dello shedding in patologia potrebbe rivestire un ruolo
particolarmente importante, sia nel caso che riguardi esclusivamente la PrP¢ che nel caso

interessi entrambe le isoforme. Infatti:

- Se lo shedding avvenisse solo per la PrP¢, limiterebbe il substrato disponibile alla
replicazione, allontanando l’eventuale transconformazione dal contesto cellulare,
dove avrebbe un ruolo tossico maggiore;

- Se lo shedding avvenisse (anche) a favore della PrP%, ne faciliterebbe
I'allontanamento dalle cellule, ma ne potrebbe anche agevolare la diffusione
nell’organismo (Glatzel et al., 2015).

Il fatto che la GSS ed i ceppi derivati da sCJD, ceppi caratterizzati dall’avere il C-termino
della PrP* in tutto (GSS) o in parte (sCJD) PK sensibile, e quindi verosimilmente esposto
all’azione enzimatica, siano anche quelli che mostrano un maggior shedding della PrP*
porta infine ad ipotizzare che il livello di shedding della PrP* possa dipendere dalla
conformazione della PrP*¢, laddove un C-termino in conformazione fisiologica favorirebbe
I'azione di ADAMI10, mentre la presenza del C-termino transconformato potrebbe

impedirla.
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Non e da escludere che uno shedding a favore della PrPs, piuttosto che della PrP¢, possa
rappresentare un tentativo della cellula di allontanare la PrP patologica dalla membrana
neuronale in modo da contrastare in qualche modo la tossicita che si esplica in queste cellule
quando la PrP rimane ancorata. La PrP5¢secreta potrebbe infatti accumularsi sotto forma di

placche extra-cellulari relativamente meno tossiche per i neuroni.

Relativamente ai CTF, gli studi di IHC discriminativa hanno mostrato che i depositi
intracellulari di PrP% contengono prevalentemente versioni tronche all’N-termino,
corrispondenti ai CTF osservati in western blot. I risultai ottenuti inizialmente sul ceppo di
Scrapie utilizzando una coppia di anticorpi, SAF84 (che riconosce, oltre alla FL-PrPs, la PrP*
secreta e i CTF) e SAF32 (che riconosce solo FL-PrP5 e la PrPc secreta) sono stati
successivamente confermati in tutti i ceppi analizzati con cinque anticorpi diretti contro
epitopi diversi della PrP. In conclusione, i dati mostrano che i CTF-PrP% hanno una
localizzazione prevalentemente intracellulare, corroborando precedenti evidenze di una
loro localizzazione lisosomiale (Jeffrey et al., 2011) laddove deriverebbero da una digestione
lisosomiale incompleta a seguito di endocitosi dalla membrana plasmatica. Alcuni studi
suggeriscono infatti che la PrP* che si accumula in membrana potrebbe essere internalizzata
tramite processi di endocitosi e che gli endosomi, fondendosi con le vescicole idrolasiche
contenenti enzimi lisosomiali, tenterebbero di degradare proteoliticamente la PrP*
(Kiachopoulos et al., 2004; Goold et al., 2010; Jeffrey et al., 2011). Nonostante i meccanismi
di endocitosi possano trovare difficolta nell'internalizzare in modo efficiente la PrPS da
complessi stabili per la degradazione lisosomiale, 1'abbondante PrP* lisosomiale indica che
frazioni significative di PrP patologica raggiungano i lisosomi al fine di essere
(parzialmente) degradate (Jeffrey et al., 2011). Nei lisosomi, infine, potrebbe avvenire il
cosiddetto N-terminal trimming, cioe il clivaggio (in punti variabili a seconda del ceppo) della

porzione N-terminale della PrP*, generando i vari CTF-PrP*.

In quest’ottica il fenomeno dell'internalizzazione della PrP> e della produzione dei CTF
potrebbe rappresentare un tentativo della cellula di degradare la proteina patologica tramite

enzimi lisosomiali, un meccanismo di resilienza cellulare che sembrerebbe in grado di
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rallentare il decorso della malattia. In linea con quanto appena riportato, nei ceppi in cui e
stata osservata maggiormente la presenza di frammenti secondari (CTF), e stato anche

riscontrato un elevato tempo di sopravvivenza delle arvicole.

Limiti della metodologia messa a punto e direzioni future

Per quanto la scelta dell’approccio sperimentale sia risultata essenziale per chiarire alcuni
aspetti delle malattie da prioni, € importante evidenziare i limiti che le scelte sperimentali

hanno comportato.

Per questo studio abbiamo utilizzato i tempi di sopravvivenza come proxy per la
neurotossicita, ipotizzando che ceppi piu neurotossici determinino una patologia piu
precoce. Tuttavia, questa scelta dipende dalla mancanza di proxy migliori e
sperimentalmente trattabili piuttosto che dal rappresentare una scelta ideale. Il tempo che
intercorre tra l'inoculazione intracerebrale e lo stadio terminale della malattia non e
necessariamente in grado di rappresentare tutta la complessita dei fenomeni alla base della
tossicita neuronale dei prioni. Questa, infatti, potrebbe anche dipendere dal coinvolgimento
di specifiche aree cerebrali interessate dalla malattia. Come descritto nell’analisi del profilo
delle lesioni, a seconda del ceppo, I'accumulo di PrP5 puo interessare specifiche aree del
cervello che possono avere un diverso impatto clinico. In altri termini, il tipo e la funzione
delle aree coinvolte puo giocare un ruolo importante nel determinare il tempo di
sopravvivenza e causare quindi mortalita non solo in dipendenza della neurotossicita, che
causa morte neuronale, ma anche in dipendenza di quali popolazioni neuronali coinvolge.
D’altro canto, il tempo d’incubazione delle malattie da prioni e considerato un buon
indicatore della velocita di replicazione dei prioni, un meccanismo alla base della
transconformazione della PrP¢ e dell’accumulo di PrP5 e quindi indissolubilmente legato

all’induzione dei meccanismi neurotossici.

Una carenza importante dello studio e rappresentata dal non aver effettuato analisi nella
fase pre-clinica della malattia, che non ci ha permesso di comprendere la genesi temporale

dei fenomeni che abbiamo osservato negli animali malati. Questi esperimenti, inizialmente
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programmati, non sono stati eseguiti a causa delle restrizioni alla gestione della
sperimentazione animale imposta dall’emergenza sanitaria da Covid-19. Tuttavia, avendo
individuato dei meccanismi patologici interessanti, sarebbe importante studiarne in futuro
I’andamento temporale, tramite studi in time course, e approfondire lo studio rendendo piu

specifico il loro riconoscimento in situ.

Infine, ci sono dei limiti tecnici nei metodi utilizzati, che riteniamo non abbiano svolto un

ruolo importante nel presente lavoro.

Al fine di privilegiare I'accuratezza e la ripetibilita rispetto al livello di dettaglio dei risultati,
la metodologia applicata prevedeva 1'utilizzo di emicervelli interi e non uno studio per aree
cerebrali separate, diversamente coinvolte dai depositi di PrPS. Questo potrebbe essersi
tradotto in un effetto distorsivo che altera (seppure parzialmente) la visione complessiva
dell’accumulo di PrP* o della downregolazione della PrP€, soprattutto in quei ceppi in cui
la patologia non e ampiamente diffusa. Tuttavia, come discusso precedentemente, questo
non ci ha impedito di osservare effetti quantitativamente significativi anche in ceppi con
patologia cerebrale strettamente localizzata in poche aree, ad indicare che il metodo era
complessivamente abbastanza sensibile da aggirare quest’ostacolo. Tuttavia, e ragionevole
considerare questo limite e la possibilita che analizzando separatamente le singole aree
coinvolte si potrebbero invece osservare una diminuzione della PrP€o un accumulo di PrP*
quantitativamente maggiori, pur utilizzando lo stesso principio alla base di questa

metodologia, cioe la diversa solubilita della PrP¢ e della PrP*-.

Infine, i limiti gia discussi nell’efficacia della separazione della PrP¢e della PrP5 sono insiti
di una prova rapida come quella messa a punto per questo studio, che permette di
analizzare numerosi campioni contemporaneamente. L’utilizzo di metodiche di
ultracentrifugazione e l'estrazione sequenziale tramite numerosi passaggi potrebbe
certamente aumentare il grado di “purezza” delle due isoforme, ma sarebbe stata
incompatibile per tempi, ripetibilita e necessita di materiale infetto, con l’approccio
sperimentale del progetto. Al contrario, abbiamo mostrato come la separazione rapida

utilizzata sia risultata molto affidabile e adeguata allo scopo che ci eravamo prefissi.
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Conclusioni

Con questo studio si mette a disposizione una nuova metodologia di analisi della PrP che si
e dimostrata capace di risolvere in gran parte problemi annosi e che potra essere
validamente utilizzata in futuro per studi di questo tipo. I risultati del progetto ci hanno
permesso di rappresentare un quadro delle variazioni molecolari della PrP pit ampio e
dettagliato degli studi precedenti, dischiudendo aspetti nuovi e permettendoci di formulare
ipotesi per investigazioni future. Le nostre principali conclusioni sono riassunte in un

quadro interpretativo finale in Figura 32.

In questo progetto di ricerca sono stati individuati due potenziali eventi neuroprotettivi che
contribuirebbero ad estendere il tempo di sopravvivenza e quindi la resistenza
dell’organismo alla replicazione dei prioni: shedding della PrP e I’endocitosi ed N-terminal

trimming della PrPs-.

BIOGENESI PrP E PROCESSAZIONE PROTEOLITICA IN FISIOLOGIA E PATOLOGIA

ﬂ7 sFL-Prpsc
Prpse ‘Q\ patologia

A0
pop™ @
. o~ < N- termmal
) tnmmlng

5
o
o
5}
o
el
c
(0]
e® o
. oEnzimi @
a1 fusione <. o
K\ .|I5050mla|l
®
a-cleavage ~—\0 e
vescicole
endosoma idrolasiche

Late secretory pathway

Figura 32. Biogenesi e processazione proteolitica in fisiologia e patologia. In condizioni fisiologiche la PrPc
viene trascritta e tradotta, subisce le modificazioni post-traduzionali (come 1’ancoraggio dell’ancora GPI e le
glicosilazioni) e viene trasportata tramite il late secretory pathway in membrana. Durante il percorso, una
quota subisce a-cleavage (producendo C1 ed N1) e questo determina probabilmente una localizzazione in
membrana diversa per C1 e FL. FL, C1 ed N1 hanno destini diversi: infatti, la FL-PrP¢ in membrana puo essere
sheddata tramite ADAMI10 nei lipid rafts; C1 resta ancorato alla membrana in un compartimento diverso da
quello di FL (anche se al momento non siamo in grado di definire); N1 viene secreto nello spazio extracellulare
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per esplicare le sue funzioni fisiologiche. In condizioni di patologia sappiamo, come da premessa, che la
presenza della PrPC in membrana e indispensabile per l'induzione della triade neuropatologica. La PrPc,
infatti, puo essere transconformata da un seed di PrPsc e rimanere ancorata alla membrana. Dai dati di questo
studio emerge che se la PrPS rimane ancorata alla membrana, esplica maggiormente la sua azione
neurotossica. Tuttavia, la cellula pud mettere in campo vari meccanismi per tentare di difendersi. Infatti, la
PrPsc potrebbe: 1) essere “sheddata” da ADAM-10 e andare a localizzarsi nello spazio extracellulare dove si
potrebbe accumulare sotto forma di aggregati proteici relativamente piu inerti (perché lontani dalle cellule);
2) essere endocitata dalla cellula nel tentativo di essere degradata da enzimi lisosomiali che effettuano il
cosiddetto N-terminal trimming in vari punti della proteina generando i vari CTF resistenti all’attacco delle
proteasi endogene. La produzione dei CIF varia a seconda degli epitopi disponibili e quindi della
conformazione degli aggregati stessi (concetto alla base del significato di «ceppo»).

I1 duplice ruolo di ADAM10 nelle EST (shedding ma anche possibile diffusione della PrP)
non facilita la realizzazione di approcci terapeutici di immediata applicazione per le
malattie da prioni; inoltre, il targeting delle proteasi per scopi terapeutici rimane una sfida
poiché spesso gli enzimi, incluso ADAM10, hanno un'ampia gamma di substrati. ADAM10
potrebbe non essere in grado di eliminare la malattia ma, ad ogni modo, potrebbe
rappresentare una soluzione parzialmente risolutiva in grado di estendere il decorso della

malattia.

L’altro aspetto che vale la pena investigare come promettente approccio terapeutico
riguarda la degradazione dei CTF. Vi sono ampie prove sperimentali che 1'induzione
dell'autofagia da parte di composti chimici abbia effetti benefici e si traduca in una
diminuzione della PrP* sia in vitro che in vivo, indicando che la stimolazione di questa via
degradativa sia sufficiente per superare l'apparente stabilita dei livelli interni di PrPS,
mentre l'inibizione del processo mediante blocco farmacologico o silenziamento genico

porta all’accumulo dei prioni (Heiseke et al., 2010; Goold et al., 2015; Abdelaziz et al., 2019).
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