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Definizioni:

Isolato: in assenza di una definitiva caratterizzazionglidegenti delle EST si intende per
isolato I'agente infettante presente nei tessugtinche, opportunamente omogenati,
costituiscono I'inoculo. Si parla di isolato quanklmmogenato tissutale che si inocula

proviene da un caso naturale di malattia non earatato.

Ceppa si usa parlare di ceppo quando I'agente infettgmmesente nel tessuto che funge da
inoculo e stato caratterizzato attraverso passseyipli ed eventuale clonazione in una

stessa specie animale da laboratorio.

Trasmissione primaria: si intende il passaggio di un isolato o di unpmepli EST da una

specie “donatrice” ad altra specie “ricevente”.

Trasmissione secondariapassaggio successivo alla trasmissione primargaiii l'isolato o il
ceppo contenuto nel tessuto cerebrale della nyoeees ospite viene trasmesso ad altro

individuo della stessa specie.



Abbreviazioni:

EST — Encefalopatie Spongiformi Trasmissibili.

BSE — Encefalopatia Spongiforme Bovina.

FSE — Encefalopatia Spongiforme Felina.

CWD - Chronic Wasting Disease: Encefalopatie Sgongie Trasmissibile dei cervidi.
MCJ — Malattia di Creutzfeldt-Jakob.

SpMCJ — Malattia di Creutzfeldt-Jakob sporadica.

VMCJ — variante della Malattia di Creutzfeldt-Jakob

fMCJ — Malattia di Creutzfeldt-Jakob familiare.

GSS — Malattia di Gerstmann-Straussler-Scheinker.

PrP — proteina prionica cellulare.
PrP* - proteina prionica patologica riferita indistintante alle EST (acronimo di
“proteina_pionica associata alla spie”).
PrP27-30 o PP — frammento residuo ottenuto dopo parziale digastidellaPrP* con
proteinasi K.

CMprp _ posizione C-terminale transmembrana della PrP

SNC - Sistema Nervoso Centrale.
PRNP- gene che codifica per la PrP nelluomo.
Prnp®® — Prnp: gene che codifica per la PrP nel topdy le due varianti alleliche del
gene murino.
Prnp™® o PrP®° — Genotipo murino nel quale entrambe le copiegéeke della PrP sono
inattivate o delete.
Tg407— Topo transgenico che esprime entrambe le copigethe della PrPdi arvicola

rossastraNlyodes glareolus



Riassunto

Le encefalopatie spongiformi trasmissibili (EST), malattie da prioni, sono malattie
neurodegenerative che colpiscono I'uomo e gli anin@ piu note tra le EST animali sono
I'encefalopatia spongiforme bovina (BSE) e la si@aella pecora e della capra; le forme umane le
pit note sono la malattia di Creutzfeldt-Jakob (M@Jla variante della MCJ (vMCJ), legata
all'epidemia di BSE.

Le EST sono caratterizzate da tempi di incubazesteemamente lunghi ed esito invariabilmente
fatale. Da un punto di vista patologico le lesiozinfinate al sistema nervoso centrale (SNC),
consistono in spongiosi del neuropilo, vacuolizaaei e perdita neuronale, iperplasia ed ipertrofia
delle cellule gliali. I momento patogenetico catgrcomune a tutte le EST é rappresentato dalla
modificazione conformazionale di una proteina daties denominata PP (proteina prionica
cellulare) in una isoforma patologica denominate®®PiLa PrP, insolubile e caratterizzata da una
parziale resistenza alle proteasi, si forma in sequd alterazioni post-translazionali dell'isofam
cellulare e tende a depositarsi sotto forma diill@ramiloidee nel SNC dei soggetti colpiti.
Nonostante possiedano i caratteri delle malatti@rotegenerative, le EST mostrano la
sorprendente proprieta di essere trasmissibili.

Obiettivo di questa tesi e stato quello di indagameccanismi che governano la trasmissione
interspecifica delle malattie da prioni medianteilizzo dell’arvicola rossastra o Myodes glareglus
un nuovo modello animale altamente suscettibila/ersi ceppi di EST.

In particolare, la ricerca si € posta |'obiettividintlagare: 1) se tale suscettibilita fosse dabaiine

alla sequenza della PrP dell'arvicola; 2) qualarai dosse, a quali specifici aminoacidi; 3) se tale
suscettibilitd si esprimesse nei confronti di tuétemalattie da prioni o fosse ceppo-dipendente. Al
fine di studiare il ruolo della PrP dell'arvicola inodo indipendente rispetto ad altri possibilidet
cellulari, sono stati condotti studi di trasmiss&odi diversi ceppi di prione in topi transgenici
esprimenti la PrP di arvicola su un background knouat. | tempi di sopravvivenza sono stati
analizzati per definire le caratteristiche di trésgione nel modello transgenico e i risultati messi
confronto con quelli ottenuti inoculando gruppicontrollo di topi wild-type e di arvicola rossastra
Lo studio ha dimostrato che i topi transgenici aigaono caratteristiche di suscettibilita simili a
guelle dell'arvicola, suggerendo che € la sequededa PrP il maggiore determinante di
suscettibilita dell’arvicola e confermando I'assgmel’azione minoritaria di fattori specie-spedific
diversi dalla PrP.

Successivamente, al fine di verificare I'eventualelo prevalente di specifici residui aminoacidici
della PrP nel modulare la suscettibilita, sonoestabculate, con differenti ceppi di prione, sei
diverse specie di roditori che mostrano diversdgdh affinita filogenetica e specifici polimorfiam
nella sequenza della PrP. L'analisi dei risultaggerisce che alcuni siti polimorfici della PrP son
in grado di modulare la suscettibilita delle dieespecie ai prioni, facilitando o ostacolando la
trasmissione e condizionando - nella trasmissiartergpecifica - I'ampiezza della barriera di
trasmissione. In particolare, le posizioni Y1548E69N sembrano essere i principali determinanti
della peculiare suscettibilita dell’arvicola e dtriaroditori che condividono con essa le stesse
caratteristiche nella sequenza della PrP.

Infine, i dati di trasmissione hanno indicato commea determinata sequenza della PrP non
conferisce elevata o ridotta suscettibilita in teirgenerali. Alcuni ceppi infatti mostrano di esse
trasmissibili in maniera piu efficiente alla spepiertatrice di una determinata sequenza della PrP
piuttosto che ad un’altra, ma il contrario puo asra impiegando altri ceppi.

| risultati di questo studio hanno importanti ingalzioni nella comprensione dei meccanismi
molecolari alla base della trasmissione delle rtialata prioni e dimostrano che la barriera di
trasmissione € un fenomeno cui partecipano due coemti intimamente correlate tra loro: la
sequenza della PrP della specie infettata (e,rircpkare, alcune posizioni “critiche”) ed il ceppo
agente.

Grazie alla elevata suscettibilita, I'arvicola rastsa Myodes glareolussi dimostra un modello di



grande interesse per lo studio delle basi molecdédia trasmissione interspecifica delle EST e per
“modellare” il rischio di trasmissione dei priora dina specie animale ad un’altra.

Parole chiave: encefalopatie spongiformi trasmissil, prioni, proteina prionica,
barriera di trasmissione, arvicola rossastra, BSEscrapie

Abstract

Transmissible spongiform encephalopathies (TSEg)rimn diseases, are a group of fatal
neurodegenerative diseases of humans and animalsy include bovine spongiform
encephalopathy (BSE) in cattle and scrapie in sla@elpgoat. The most known human TSEs
are Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) and variant GdLID), that is linked to the BSE
epidemic. TSEs are characterized by very long iatah periods and invariably fatal
outcome. Neurodegenerative changes confined tocéméral nervous system (CNS) and
consisting of neuronal loss, vacuolation of neurons and neuraild hyperplasia and
hypertrophy of glial cells are the pathological raweristics of these diseasds
conformational modification of the cellular priorogein, named P« into an abnormal protease-
resistant isoform, nameRrP*is thekey event in TSEs pathogenessP is insoluble, partially
resistant to protease and it tends to aggregateantiloyd fibrils in the CNS of affected
subjects. Although they have the characteristithefneurodegenerative diseases, TSEs show
the surprising property of being transmissible.

Main objective of the present thesis was to stimyrhechanisms of interspecies transmission
of prion diseases in bank vole Miyodes glareolusa new animal model highly susceptible to
a variety of TSE strains from animals and humans.

The study had three different specific aims: 1esthgate whether the susceptibility of vole is
imputable to its PrP sequence 2) if so, to idensifgino acids residues of PrP which are
potentially critical in influencing this susceptibi, 3) whether the susceptibility related to a
given PrP sequence is applies to all prion diseaisiss strain-dependent.

In order to study the role of bank vole PrP aminmls sequence independently from other
cellular factors, the transmission studies weredaoted into transgenic mice expressing the
PrP of bank vole in a PrP knock-out background.

The survival times observed in transgenic animasewompared with those obtained from
control groups of voles and wild-type mice.

The results showed that transgenic mice have dasimiuisceptibility to voles and clearly
different from wild-type mice, suggesting that tAe? sequence is the principal determinant
of susceptibility of voles. This confirmed the minar absent role of factors different from
PrP.

Subsequently, with the aim to verify the role oegfic amino acid variations on the PrP
sequence in modulating the susceptibility of voles,inoculated a panel of six rodent species
showing various degrees of phylogenetic affinityl apecific PrP sequence variations, with
different TSEs. The results of this studies suggkshat specific substitutions modulate the
susceptibility of rodents to prion disease, alsituencing the dimension of the barrier in
interspecies transmission.

In comparison to mice, the susceptibility of volssinfluenced by the Y154N and S169N
variations on the PrP sequence..



Finally, overall results of transmission studieswbd that a particular PrP sequence may
confer high or reduced susceptibility dependingtloa prion strains involved. Some strains
are transmitted more efficiently to the specieshvdeterminate PrP sequence of rather than
another, but the opposite may happen using oth&nst . In particular, we showed that the
Y154N-S169N exchanges, which appeared to confeolespecies a high susceptibility to a
given strain, had the opposite effect with anotives.

These results improve the understanding of the cotde mechanisms underlying the
transmission of prion diseases. Here we demonsttee the transmission barrier is a
phenomenon involving two component closely linkedtle other: the PrP sequence of the
infected species (and, in particular, some amimdsaesidues) and the prion strain.

Due to its high susceptibility, the bank voMyodes glareolusis a model of great interest for
studing the molecular basis of interspecies trassiom of TSEs and helpful for assessing the
risk of transmission of prions from one specieariother.

Key words: Transmissible spongiform encephalopath® prions, prion protein,
transmission barrier, bank vole, BSE, scrapie



CAPITOLO |

Introduzione

1.1 Introduzione alle Encefalopatie Spongiformi Trasmisibili.

Le encefalopatia spongiformi trasmissibili (EST)nalattie da prioni, sono malattie
neurodegenerative che colpiscono l'uomo e gli alnifRacchiari, 1994; Agrimet al.,2003).

Le piu note tra le EST animali sono la BSE e laapier della pecora e della capra.
Encefalopatie spongiformi trasmissibili sono stafiéavia descritte in numerose altre specie
di mammiferi. La prima EST descritta nelluomo atatla malattia di Creutzfeldt-Jakob
(MCJ). A gueste si sono successivamente aggiutdaril, patologia legata a pratiche rituali
cannibaliche propria di alcune tribu della PapuaWuGuinea ed oggi pressoché scomparsa,
la sindrome di Gerstmann-Straussler-Sheinker (G&83%onnia familiare fatale (IFF) ed
infine, la variante della malattia di Creutzfeldikdb (vMCJ) legata all'epidemia di BSE
(Tabella 1).

Le EST sono caratterizzate da tempi di incubaziesgemamente lunghi, da un
esordio spesso subdolo e poco specifico e da wirgeénico caratterizzato da una varieta di
disturbi comportamentali e neurologici. L'esitongdriabilmente fatale. Da un punto di vista
patologico, le lesioni, confinate a livello deltsima nervoso centrale (SNC) e apprezzabili
solo istologicamente, consistono in spongiosi delrapilo, vacuolizzazione e perdita
neuronale, iperplasia ed ipertrofia delle celldlalg(Fig. 1.1).

Il quadro patologico cerebrale, spesso devastamppresenta il risultato finale di un
lungo e silenzioso processo durante il quale toregll'organismo sembra non attivare alcun
tipo di risposta. Il momento patogenetico centralerappresentato dalla modificazione
conformazionale di una proteina cellulare denonairfat®™ (proteina pionica @llulare), in
una isoforma patologica denomina®aP* (acronimo di “poteina pionica associata alla
saapie”) (Oesctlet al, 1985).



La PrP*, insolubile e caratterizzata da una parziale teszs alle proteasi, si forma in
seguito ad alterazioni post-translazionali delfisma cellulare e tende a depositarsi sotto
forma di fibrille amiloidee nel SNC dei soggettiiti. (Fig. 1.2)

Il quadro patologico e clinico e percio di tipo faenente degenerativo e non
inflammatorio: non esistono manifestazioni febblieiocitosi, e non si apprezza alcun tipo
di risposta immunitaria. Nonostante possiedanoratteri delle malattie neurodegenerative,
piuttosto che di quelle infettive, le EST mostral@ sorprendente proprieta di essere
trasmissibili. L'inoculazione di animali da labamab con materiale cerebrale proveniente da

soggetti malati, e infatti in grado di riprodurfgesimentalmente la malattia.

Fig. 1.1— Preparati istologici di cervello (nuclei del s¢tti topo in cui & messa in
evidenza rispetto ad un tessuto sano (A) la caisttta degenerazione spongiforme
(vedi frecce) determinata dalle EST |

Fig. 1.2— Depositi proteasi-resistenti di proteina priongzaologica (Prf") rilevati
mediante immunoistochimica su sezioni di talamo @&) ippocampo (B) di topo
sperimentalmente infettato con scrapie.

La trasmissibilita delle EST appare ancor piu dagente quando si vanno ad
indagare le loro basi genetiche: esistono infa8iTEumane ed animali nelle quali fattori
genetici, riconducibili in larga misura a polimarii o mutazioni del gene della PrP, si
mostrano capaci di condizionare o modulare la cosapdella malattia. In campo umano

alcune mutazioni sembrano presentare penetranzpletni soggetti che ne sono portatori

10



sono cioé destinati, nel tempo, a sviluppare laattial Queste forme sembrerebbero quindi
puramente genetiche; cio nondimeno, il tessutobcale dei soggetti malati, se inoculato in
animali da esperimento, e in grado di trasmetiredlattia. Ci si trova percio di fronte ad un
gruppo di malattie caratterizzate dall'inedito aginio di essere genetiche e trasmissibili.

Fornire una chiave di lettura capace di dare werjmmetazione unitaria al complesso
delle caratteristiche cosi originali e apparentem@&ontrastanti delle EST, ha rappresentato
l'obiettivo degli studiosi per molti anni. Le ipstesull'origine di queste malattie e sulla natura
degli agenti responsabili si sono susseguite mabteed hanno dato vita ad un appassionante,
e ancora non del tutto spento, dibattito sciemtific

1.2 Teorie eziologiche sulle EST.

Sino agli anni ‘80 l'eziologia delle EST era attrita a “virus lenti non
convenzionali”, agenti dall'inusuale periodo di ub@azione estremamente lungo e con una
sorprendente resistenza ai trattamenti chimicaeifigdottati per l'inattivazione dell’agente
eziologico.

Negli anni ‘90 l'ipotesi dell'esistenza di un virgsiale agente infettivo aveva perduto
sostegno per i ripetuti fallimenti nell'identifiGaun virus specifico, o anche un acido nucleico
di dimensioni tali da poter codificare una piccqeoteina virale (Reisneet al, 1993).
Parallelamente, diverse evidenze scientifiche trial’esistenza di malattie da prioni umane
legate a mutazioni del gene della PrP, avevano ressiyamente avvalorato lipotesi
“prionica” sviluppata da Stanley Prusiner in segutla scoperta delle particolari proprieta
fisico-chimiche della PrP estratta da cervelliminaali affetti da EST.

Prusiner ipotizzd che la resistenza alle proteadladPrP* fosse attribuibile a
modificazioni della struttura tridimensionale dellaroteina e che tale modificazione
conformazionale avesse la capacita di convertir®rl& in PrP° attraverso un processo
autocatalitico nel quale Iisoforma patologica femg da templato per la Prinducendone la
trasformazione (Prusiner, 1999). BaP*, costituita da 253-257 aminoacidi a seconda della
specie (Pocchiari, 1994), rappresenta percio, slcda teoria prionica, la molecola
responsabile delle EST. Essendo una proteina dpit® essa non stimola alcun tipo di
risposta inflammatoria o immunitaria e la sua $umat tridimensionale, molto stabile,

giustifica la resistenza a trattamenti chimicosiisil prioni si replicherebbero percio
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convertendo l'isoforma normale della PrP in pataage questo semplicemente inducendo la
proteina a modificare la propria conformazione girer, 1999).

La teoria prionica € avvalorata da un numero etewit esperimenti tra cui, di
particolare rilievo & la resistenza alle EST osaenin topiknockoutper la PrP (Pr#)
(Bueleret al, 1993).

In campo umano Prusiner ipotizza che la compara MECJ sporadica possa essere
il risultato di mutazioni somatiche (insorte cimecellule somatiche e quindi non trasmissibili
ereditariamente) del gene della PrP, ovvero delfeversione spontanea della Priella sua
forma patologica (Prusiner, 1999).

Tabella 1.1 —Le malattie da prioni del’'uomo e degli animali.

Malattia Ospite Origine

A - MCJ sporadica uomo Ipoteticamente conseguente a mutazione
somatica del gene della PrP o a spontanea
conversione della PrP° in PrP*°

- MCJ familiare uomo Da mutazione del gene della PrP
- MCJ iatrogena uomo Infezione in seguito a trattamenti farmacologici o

trapianti con materiali infetti

- MCJ variante uomo Alimenti contaminati dall'agente della BSE
- Kuru uomo Infezione da cannibalismo rituale
- Sindrome di Gerstmann-Straussler-  uomo Da mutazione del gene della PrP
Scheinker
- Insonnia Familiare Fatale uomo Da mutazione del gene della PrP
B - Scrapie pecora e capra  Trasmissione da animale ad animale per via

orizzontale e materna

- Encefalopatia Spongiforme del bovino Alimentare da farine di carne contaminate
bovino

- Encefalopatia Spongiforme del visone Sconosciuta, probabilmente alimentare

visone

- Encefalopatia Spongiforme dei cervidi Sconosciuta, probabilmente per via orizzontale

cervidi o Chronic Wasting Disease
- Encefalopatia Spongiforme Felina gatto e felini Infezione da alimenti contaminati dall’agente della
selvatici BSE

Tabella estratta da Prusiner,et al., 1998, con modifiche.
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Un numero ridotto di casi € infine attribuibile aodalita di trasmissione accidentale
attraverso pratiche medico-chirurgiche (MCJ iatr@e Episodi di trasmissione iatrogena
sono stati descritti in seguito a trattamento comame della crescita e gonadotropine
ipofisarie di origine estrattiva da cadavere, tafi di dura madre e cornea, 0, a causa
dell'impiego di elettrodi per la stereotassi prez@@mente impiegati su pazienti affetti da
MCJ e non adeguatamente decontaminati (Pocch&94)1

Nell'interpretare lo spettro cosi vario delle ESiname, Prusiner suggerisce un
modello nel quale i prioni sono responsabili di atié¢ capaci di essere alternativamente
spontanee (o sporadiche), genetiche (o familiari) trasmissibili (naturalmente o
accidentalmente). La MCJ sporadica, secondo Pnugir899), sarebbe quindi dovuta alla
conversione spontanea della Priale conversione sarebbe facilitata dalla presefizesidui
aminoacidici mutati o polimorfici in posizioni dghe e in grado di destabilizzare I'assetto
conformazionale della proteina (MCJ familiare). pama molecola di PrP trasformata
sarebbe in grado a quel punto di interagire cae afiolecole di PrPinducendone il cambio
conformazionale in PP e innescando il processo patologico. Nelle fornasmissibili,
infine, la PrP° non avrebbe un'origine endogena, ma deriverebbdoni esogene di
infezione (MCJ iatrogena, vMCJ).

1.3 La proteina prionica e il suo ruolo nella patogenagielle EST

1.3.1La proteina prionica cellulare.

La proteina prionica cellulare, denominata anch®Pé una glicoproteina di
membrana espressa in vari tipi cellulari inclusinoai, astrociti, microglia, oligodendroglia,
leucociti e cellule muscolari (He&t al.,2003). La sua espressione neuronale € predominante
a livello sinaptico (Collingest al. 1994; Hermest al.,1999), il che suggerisce una funzione
importante nella trasmissione dell’impulso. Quesgtsiesi € avvalorata dalla deficienza di
alcuni parametri elettrofisiologici, soprattuttayéi al potenziale al lungo termine, registrata
in topi PrP”° (knockoutper la PrP) (Collinget al, 1994).

La PrP & legata alla membrana da un’ancora di glicosifatigilinositolo (ancora
GPI) e sporge sul versante extracellulare dove Ipgare il rame attraverso una regione
ottamerica ripetuta (Browaet al. 1997) (Fig. 1.3). Recenti lavori suggerisconolérpossibili
funzioni della PrB: influenzare il sequestramento del rame nel neralove pud essere

utilizzato per i meccanismi di rilascio sinapticdefmeset al., 1999) oppure per venire
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incorporato nelle superossido
dismutasi Cu/zn. Altri dati
suggeriscono che, una volta che il
rame si sia legato alla PrPquesta sia
in grado di attivare le superossido
dismutasi (Brown, 1999 a,b ). La

struttura tridimensionale della Prin

N-terminale

soluzione é stata determinata in diversi C-texminale

laboratori tramite tecniche di risonanza i aikinediiiinn

magnetica nucleare (NMR) (Gossett
al., 2004 ). La molecola della PrP

possiede una porzione N-terminale

Citosol
ancora GPI

(circa 100 residui) flessibile ed un Fig. 1.2 — Struttura della proteina prionica cellulare
dominio globulare C-terminale (circa (denominata anche F°)

100 residui) (Haireet al.,2004). La struttura del dominio globulare e benserwata tra le
diverse specie di mammifero analizzate, in accarolo I'alta omologia di sequenza tra le
specie. La struttura del dominio C-terminale e ifitatata da un ponte disolfuro ed e
caratterizzata dalla presenza di due foglietti lzetee alfa eliche. Alla proteina sono inoltre
legati due oligosaccaridi, di cui uno all’elica Bl'altro al loop compreso tra la seconda e

terza elica.

1.3.2La proteina prionica patologica.

La proteina prionica patologica (PfPderiva dalla PrP ed & identica ad essa per
quanto riguarda la struttura primaria. In seguitmedificazioni post-translazionali la PfP
acquisisce un piu alto contenuto di foglietti betkun minor contenuto di alfa eliche, rispetto
alla PrP. Questa conformazione conferisce alla*Pt® capacita di aggregarsi in polimeri di
varia misura, caratteristica che sembra esserentie@nte nel processo patogenetico delle
EST. Accanto a queste modificazioni strutturaliPl&° possiede caratteristiche biochimiche
che la rendono facilmente differenziabile dalla Préd in particolare essa & insolubile in
detergenti e parzialmente resistente alle protdasitroppo proprio la sua caratteristica
insolubilitd ha finora impedito di determinarnestauttura tridimensionale mediante NMR.
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La citotossicita causata dalla PfR stata suggerita da studi recenti. Un primo
esperimento effettuato su colture cellulari e topnsgenici esprimenti una forma di PrP
residente nel citosol ha dimostrato la forte c#etoita di quest’ultima (Ma, Wollmaret al,
2002). In un secondo esperimento e stato osseoketda PrP trasportata retrogradamente
fuori del reticolo endoplasmatico produce aggregatiorfi di PrP che possiedono una
parziale resistenza alle proteasi del citosol (Manelquist, 2002). L’inizio della conversione
della PrP nella forma patologica rappresenta I'accensiongndi reazione autocatalitica. Ed &
proprio questa la caratteristica alla base dedlsniissibilita delle EST osservata in topi dopo
inoculazione per diverse vie con omogenato cerelm@htenente PP

Allo stesso modo, il carattere neurotossico pueresssteso anche alla conformazione
transmembrana che la Prpud assumere in alcune malattie da prioni, in caital
concentrazione di C-terminale transmembrana detld E"™PrP) rappresenta la causa
dell’elevata neurotossicita (Hegdeal, 1998; Hegdet al, 1999).

Sfortunatamente gli eventi biochimici associati aallneurotossicita indotti
dalllaccumulo citosolico di PP e dalla®™PrP sono sconosciuti; certamente una maggiore
comprensione di tali meccanismi potrebbe rapprasentun valido strumento per

I'identificazione di procedure terapeutiche nellalattie da prioni.

1.3.3Meccanismo di conversione della Prein PrP>¢

Per spiegare il meccanismo
patogenetico delle malattie da priol g™
occorre ricordare che la proteina pt
esistere in due tipologie
conformazionalmente distinte (Fig. 1.4

una che predilige la forma monomerica,

PrP, e laltra la forma oligomerica ¢ A
multimerica, la Prf. L'origine di questa
o N o Fig. 1.4 — Conformazione della PTR) e
distinzione pud essere cinetica O della PrE(B).
termodinamica.
Studi di conversionén vitro di PrP dotata di ancora GPI rivelano che la cosivee in Pré*
e poco efficiente; tale quadro muta qualora la $rfPovi nella forma dissociata dall'ancora-

GPI (Baronet al, 2002). Tale evidenza & stata confermata anchesperimenti con PfP
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fissata a vescicole di membrana con modalita G#ipendente, che risulta suscettibile alla
conversione della PPP (Baron et al 2003). Queste osservazioni non solo forniscono
I'evidenza che per la conversione della PrP ocdboentesto intracellulare, ma suggeriscono
anche che nel processo di infezione di nuove eellulPrP® esogena deve in qualche modo
essere inserita all'interno della membrana plasraatella cellula in modo che sia consentito
il contatto tra la PrPe la PrB®

E’ stato ipotizzato che, in un semplice ciclo eplicazione, la PfPesista in equilibrio
con una seconda forma, la PrP*, che rappresentatermedio transiente che partecipa alla
formazione della Pr® Il processo di infezione, che rappresentata fésgo della PrP
endogena, inizia con la formazione di un eteromngtb, Pri/ PrP* che si pud convertire in
omomultimero di Prf®. Benché alcune proteine sono conosciute come tiedmnPrP,
evidenze genetiche mostrano la possibilita chaeeais fattore ausiliare, denominato proteina
X, forse uno chaperon molecolare, necessario galizzare il cambiamento conformazionale
della Pr® in PrP® (Telling et al, 1995; Kaneket al, 1997).

Proteina X <

Pr® «—— PrP / proteina X «—— PrP*/ PrP/proteina X —> (PrP>), + proteina X

La proteina X sembra essere legata preferenziaévadiat Pr e viene liberata solo dopo la
conversione della PrP* in P¥P per essere cosi disponibile per formare un nwovoplesso
eteromultimerico. L’'omomultimero di PPPche si viene poi a creare pud dissociarsi per
formare due nuovi eterodimeri, promuovendo in questodo la drammatica crescita

esponenziale della concentrazione diPdRe si osserva nelle malattie da prioni.

1.4 Genetica delle EST.

L’esistenza di fattori genetici coinvolti nella mddzione della suscettibilita alle EST
e nota gia dagli anni sessanta. Parry agli iniglidenno '60 considerava la scrapie come
appartenente ad “una speciale categoria di disogeimetici in cui I'azione fisiologica di un
gene e mediata da una particolare particella coetteaistiche proprie di auto-replicazione e
patogenicita”. Nei primi anni '80, I'identificazi@endella proteina prionica patologica come

tratto costante delle EST (Diringer al, 1983, Prusinegt al, 1983) e la scoperta che essa era
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codificata da un gene dell’'ospite (Oessthal, 1985) aprirono la strada alla comprensione
della patogenesi delle malattie da prioni ed all@i® dei fattori genetici in causa. Vennero
identificati polimorfismi specifici nella regioneodificante del gene della PrP murina ed
ovina che consentirono di spiegare la variabilit@ gli studiosi avevano osservato gia da
tempo nella suscettibilita del topo e della pecatta scrapie. Attualmente il ruolo
determinante svolto da alcuni polimorfismi del gedella PrP nel condizionare la
suscettibilita alla malattia e, in alcuni casi amdd manifestazioni clinico-patologiche, & ben
dimostrata nel topo, nella pecora, nelluomo e licuae specie di cervidi nordamericani
colpiti da un rara EST denominata encefalopatiangfporme dei cervidi (CWD) (Prusiner,
1998).

Nel topo il gene della PrP e presente in due faatliediche, una associata ad un tempo
di incubazione brevep(np®, con gli aminoacidi leucina e treonina rispettieane ai codoni
108 e 189), I'altra ad un tempo d'incubazione lugmp®, con gli aminoacidi fenilalanina e
valina ai codoni 108 e 189) (Westawatyal,, 1987; Mooreet al, 1998; Browret al. 2000).

Negli ovini alcune varianti polimorfiche del genelld PrP sono correlate ad una
accentuata o ridotta suscettibilita nei confromfial scrapie (Goldmanet al, 1991, Hunteet
al., 1994). | polimorfismi a livello dei codoni 13854 e 171 appaiono determinanti nel
modulare la suscettibilita della specie ovina nemfoonti della scrapie (Goldmanet al.,
1990, Goldmanet al, 1991, Tranuli®t al, 1999; Vaccaret al.,2001).

Nella specie bovina, al contrario, non sembra @®alina predisposizione genetica nei
confronti della BSE legata al gene della PrP.

Il ruolo esercitato dal gene della PrP nelle ESTanenappare invece particolarmente
evidente ed aggiunge ulteriori elementi di rifless. Una percentuale variabile tra il 10 ed il
15% dei casi di MCJ si verifica in forma familiagd € legata a mutazioni del gene della PrP
(indicato nell'uomo comd®RNP. Sono numerose le mutazioni osservate nel gEREP,
alcune delle quali sembrano avere penetranza mtessmmpleta, predisponendo il soggetto
portatore a sviluppare la malattia nel corso defa (Prusiner, 1998). Queste forme
risulterebbero, percio, puramente genetiche pueneks al pari delle altre, trasmissibili ad
animali da laboratorio. Anche la MCJ sporadica (§d)) che compare con una incidenza
analoga in tutto il mondo apparentemente non legatessun fattore di rischio, potrebbe
avere unprimum movensyenetico. E stato infatti ipotizzato che possaemssausata da
mutazioni somatiche del gene della PrP, ovveradaihversione spontanea della Priella

sua isoforma patologica PYRPrusiner, 1998).
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La componente genetica delle EST non sembra tattémitarsi al solo ruolo
esercitato dal gene della PrP. Studi condotti qubt dimostrano come la variabilita del gene
della PrP non sia in grado di spiegare completaekentiiversa suscettibilita nei confronti di
guesta malattia. Inoculando differenti linee muiimaed, recanti lo stesso allele della PrP, ed
i loro incroci, é stato possibile osservare un’anriabilita dei tempi di incubazione tra una
linea e l'altra ed identificare nuove regioni gecket (“‘quantitative traits loci” o QTL)
localizzate su piu cromosomi, coinvolte nella madidne dei tempi di incubazione della
scrapie (Lloycet al, 2001).

Il possibile coinvolgimento di altri geni nella paenesi delle EST rappresenta un
ambito di ricerca di particolare interesse e pdiecfornire una base per spiegare, ad esempio,
perché tra i tanti bovini che in un allevamento @amondiviso gli stessi fattori di rischio
alimentare solo alcuni si ammalino di BSE, ovveeoché nel Regno Unito, a fronte di una
esposizione vastissima a materiale bovino contaminacasi segnalati di vMCJ siano al
2008, 209. (European Centre for disease Preventiamd control -

http://ecdc.europa.eu/en/Health_Topics/vCJID/faeshspx).

1.5 | ceppidi EST.

Uno degli aspetti piu controversi delle EST, e ameno si concilia con la supposta
natura esclusivamente proteica degli agenti eziclog I'esistenza di ceppi diversi di agente.
Sebbene la natura delle EST rimane, infatti, ancorgroversa, esiste una chiara evidenza
che essi siano portatori di un qualche tipo di nmfazione responsabile del fenotipo della
malattia in un determinato ospite. L'esistenzaaigipi € stata riconosciuta oltre 30 anni fa,
quando un caso di scrapie ovina, in seguito a pgssperimentali ripetuti in capra, diede
origine a due distinti fenotipi di malattia, 'untel quale prevalevano sintomi eccitativi e
cutanei, l'altro nel quale prevalevano sintomi ghot depressivo. Queste due sindromi si
mantenevano costanti nei successivi passaggi sa ¢Bpttison e Millson, 1961). Da allora,
passaggi seriali di omogenato cerebrale da cafreliiti di scrapie naturale su tapbred
hanno portato all'isolamento di ceppi che diffeoisc gli uni dagli altri e mantengono
costanti le loro caratteristiche quando inoculatitopo (Bruce e Fraser, 1991).

Sino ad oggi sono stati caratterizzati nel topoec®0 ceppi di scrapie, ciascuno dei
qguali con le proprie caratteristiche cliniche eopagiche distinte e costanti (Brue al,

1991). Il fenomeno della “variabilita di ceppo” éat® particolarmente studiato rispetto
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all’agente della scrapie, ma esistono evidenzeedadtenza di ceppi diversi dell’agente anche
nel caso di altre EST, quali la MCJ (Kitamabal, 1990) e I'encefalopatia trasmissibile del

visone (Kimberlinet al, 1986).

1.5.1Caratterizzazione biologica dei ceppi.

Data I'apparente assenza di un genoma negli adel¢i EST, cosi come la mancanza
di marcatori sierologici o biochimici, gli agentelte EST vengono tradizionalmente tipizzati
sulla base delle caratteristiche cliniche e paiolog della malattia indotta in topi
sperimentalmente inoculati con l'isolato da caramare (Fraser e Dickinson, 1968) secondo
una metodologia detta di “caratterizzazione biatagyi Nella caratterizzazione biologica gli
isolati di EST che si intende caratterizzare somaculati per via intracerebrale in linee
murine inbred e distinti mediante la misurazione del tempo dulrazione e lo studio del
profilo istolesivo di nove aree di sostanza gricgaebrale (Fraser e Dickinson, 1968).

Le caratteristiche fenotipiche della malattia smondizionate sia da fattori genetici
legati all'ospite, che da fattori propri dell’agent
Inoculando il ceppo di scrapie denominato ME7 ipi tocon omozigoti per l'allelgornp il
periodo di incubazione & molto piu breve rispettaquello che si osserva in seguito
all'inoculazione dello stesso ceppo in topi tipoazigoti prnp’ I'allele indicato con la sigla
prnp® & legato, quindi, a tempi di incubazione brevi.e§a non & tuttavia una regola
generale, inoculando, infatti, nelle stesse lineeime il ceppo di scrapie 22A la situazione si
inverte, ottenendo tempi brevi in topi omozigmtp® e lunghi in omozigotprnp®.

Per la diversa efficacia di trasmissione osservatntrambe le forme alleliche per la
caratterizzazione biologica si impiegano contempeaaente linee murine con omozigosi
per l'alleleprnp?® (come ad esempio le linee C57BI/6 ed RIIPrap® (come VM ed 1InJ) ed i
rispettivi eterozigoti (Di Baret al.,1999).

La caratterizzazione biologica su topo rappreséntaca metodica che goda di un
riconoscimento da parte della comunita scientificae metodo ha tuttavia non pochi limiti.
E una metodica biologica e in quanto tale soggdtavariabilita di risposta individuale degli
animali inoculati. La parte relativa allo studid geofilo delle lesioni & condizionata da fattori
soggettivi legati all'esperienza e capacita dellasta. Inoltre, le potenzialita del metodo nel
discriminare differenze di ceppo, specialmente ttilis non sono note. E una metodica

indiretta e in quanto tale consente di rilevarecarto carattere solo attraverso i suoi effetti
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sull’animale inoculato. | tempi lunghissimi (di wrori allanno) necessari per la
trasmissione sperimentale della malattia nel to@oimpediscono un impiegoutinario su
vasta scala. Infine, la metodica non ha subito totgsso di validazione tale da poterne
definire “I'affidabilitd” nell’ambito di una atti& di sorveglianza.

Nonostante i limiti, la caratterizzazione biologa ceppi ha permesso comunque di
ottenere informazioni fondamentali. Tra I'atro, t@nsentito di definire I'unicita del ceppo
responsabile della BSE, di distinguerlo dai numieresponsabili delle scrapie e di attribuire
all'agente della BSE la responsabilita di casi diiante della malattia di Creutzfeldt-Jakob
(Bruceet al, 1997, Hillet al, 1997).

1.5.2 Caratterizzazione biochimica dei ceppi.

Negli ultimi anni sono emerse importanti evidenhe attribuiscono le caratteristiche
dei ceppi alla struttura tridimensionale della ¥rfPale ipotesi & originata dalla studio di due
ceppi di EST del visone, denominhtiper(HY) e drowsy(DY) che possono essere riprodotti
serialmente in criceti (Bessen e Marsh, 1992), etlata ulteriormente confermata da studi
sulle EST ereditarie umane in topi transgenici I(iigl et al, 1996). La conversione
dell'isoforma cellulare della PrP nell'isoforma phltgica € un processo chiave della
patogenesi delle EST e l'analisi della PYBta alla base della tipizzazione biochimica di
queste malattie. Le differenze conformazionali aléfirP° possono essere direttamente
evidenziate tramite lo studio, dopo parziale prideodella dimensione del frammento
proteasi-resistente ottenuto in seguito a separazielettroforetica (SDS-PAGE) ed
immunoblotting. Il ceppo DY, ad esempio, sembraspdsre una maggiore sensibilita alla
proteolisi del ceppo HY, che si traduce in pattern elettroforetico distinto in Western-
immunoblotting dopo trattamento con proteinasi KegBen e Marsh, 1994). Questo dipende
da differenti punti di taglio della proteinasi K &uplica diverse conformazioni della PFri
HY e di DY.

La PrP puo avere due glicani in due siti di N-glitazione: ogni singola catena
polipeptidica puo quindi presentarsi in forma degsilata, mono-glicosilata ad uno dei due
siti 0 non-glicosilata. Le differenze di peso malkece di queste forme possibili e la loro
quantita relativa (“profilo di glicosilazione” ogtycoform pattert) sono quindi ulteriori
caratteristiche molecolari della PfRutili alla distinzione dei diversi ceppi. Differérprofili

di glicosilazione della P sono associati a specifici ceppi di scrapie spemtale murina
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(Somervilleet al, 1997), cosi come il peso molecolare della bamataglicosilata, assieme
all'analisi delle glicoforme, permette di distingade differenti forme di MCJ (Collinget
al., 1996) e di scrapie e BSE negli animali (Noetal, 2003).

Le caratteristiche biochimiche della Pt alcuni ceppi sembrano essere conservate
anche dopo il passaggio in specie diverse, il chaepbe permettere di utilizzare la
tipizzazione biochimica per identificare I'origim una particolare infezione (Colling al,
1996). In particolare, la BSE sembra possederenotipo ceppo-specifico molto costante in
seguito a passaggio inter-specifico, tanto cheatatteristiche biochimiche della PfRlella
BSE isolata da tutte le specie sensibili, pecorapresa, sono del tutto sovrapponibili, se non
identiche, tra loro (Collingeet al, 1996, Hill et al, 1998). | caratteri determinanti nella
distinzione della PrP patologica nella BSE dall® Patologicanella scrapie tipica di altri
ceppi sono rappresentati dal basso peso molecdddliee banda non-glicosilata e dalla forte
preponderanza della banda di-glicosilata rispdtéoadire. Tale fenotipo &€ anche caratteristico
della PrP° nella nuova variante della MCJ, fatto che ha dbuilo a sostanziare la
provenienza della vMCJ dalla BSE.

In base al peso molecolare della banda non glateséd al profilo di glicosilazione
nel campo umano si classifica la MCJ (Paethal., 1997; Cardonet al.,1999; Gambettet
al., 2003) in due fenotipi molecolari diversi: il tigh in cui il dominio PK resistente ha
mobilita elettroforetica di circa 21 kDa, con il dmio N-terminale che corrisponde
principalmente al sito di clivaggio della PK al ich® in posizione 82; ed il fenotipo
molecolare tipo 2 il cui dominio PK resistente hahitita elettroforetica di circa 19 kDa ed il
sito di clivaggio € in posizione 97 (Fig. 1.5, iasso a destra) Le due diverse caratteristiche
esprimono una differente conformazione della®Putana esprimibile come differenza di
ceppo.

Per le EST animali recenti lavori (Hopeal.,1999; Nonneet al, 2003; Turinget al.,
2004) suggeriscono una classificazione dei cepSt e scrapie simile a quella impiegata
per la MCJ. La nomenclatura adottata distingue fénetipi molecolari della P tipo A,
caratteristico della scrapie della pecora e delf&a in cui il sito di clivaggio della proteasi K
e stimato essere attorno al residuo in posizionee@dl tipo C caratteristico della BSE ed
osservato in alcuni isolati di scrapie il cui siticclivaggio € in posizione 97 (Fg. 1.5, in basso

a sinistra).
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Dopo la comparsa della BSE e la dimostrazione drik patogenicita per 'uomo,
diversi documenti dei comitati scientifici del’lUBanno affrontato il problema della
caratterizzazione dei ceppi delle EST animali swstdo I'assoluta necessita di sviluppare
sistemi piu rapidi ed affidabili degli attuali. Gda oggi, tuttavia, le esigenze dei piani di
sorveglianza stabilite dal Regolamento 999/2001p€&fedono la necessita di effettuare studi
di caratterizzazione dei ceppi di EST negli anin@duttori di alimenti per 'uomo con
I'obiettivo prioritario di identificare e controlta la circolazione dell'agente della BSE. Al
momento attuale, percio, I'approccio piu corretio paoblema €& quello di integrare le
informazioni ottenibili dalla caratterizzazione lugica con quelle derivanti dalla tipizzazione

biochimica della Pr¥.

23 232
(— LT — prpC
Conversionel
23 232
-----5? — prpse
Proteinasi K }
EST animali / \FST umane
SC 4t SC 41
%0 PrP* tino A - o PrP>"tioo 1 -
||
S—S GP s—s GP
. PrP¢ tino C 2 e PrP% tino 2 »a2
= op s
' ——————— Western-  ------- '
immunoblotting
. S
PrP*tino A p— PrPS tino 1
-—
PrP* tino C - — PrP* tipo 2

Fig. 1.5 — Rappresentazione schematizzata dei frammefiRif* generati dopo trattamento della
PrP> con proteinasi K. Nello schema viene rappresersalo il frammento principale (al centro) e
la relativa nomenclatura impiegata (in basso) (westo).
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1.5.3Basi molecolari del fenomeno della variabilita di eppo.

L’esistenza di ceppi diversi nelle malattie da prisolleva la questione di come
I'informazione biologica possa essere ereditatae@ifiita in molecole diverse dagli acidi
nucleici. L'ipotesi di una specificita conformazala acquisita dalla PFPper ogni singolo
ceppo di EST sembra adeguarsi con il postulatdpmtzisi prionica.

Vari tipi di ceppi di EST sono associati a diffexemel profilo di glicosilazione della
PrP°, a differenze nella conformazione, al grado ditemsi-resistenza e allo stato di
aggregazione (Horiuchat al, 1999). Il meccanismo mediante il quale questattaxistiche
ceppo-dipendenti della PtPsono mantenute tra individui di specie ospiteagsenza di
variazioni della sequenza della PrP, rimane unaroestComunque, reazioni di conversione
vitro di molecole di PrP purificate hanno dimostrato diféerenti “ceppi di PrB” possono
imporre la loro conformazione differente ad unagela specie di PP non-glicosilata.
Questo fornisce I'evidenza che conformazioni ceppecifiche di Pr® sono fedelmente
propagate attraverso l'interazione RriPrP*. Differenze di ceppo nella PtPdi topo sono
anche state dimostrate vivo attraverso la conversione di glicoforme differeditiPrP a
partire da pool complessi di molecole di PrP dlieds prodotte da cellule (Vorberg e Priola,
2002). Queste osservazioni suggeriscono che laecsione in un ampio repertorio di prodotti
a partire da pool di glicoforme di PtRpud essere modulata in vari siti di conversione
cellulare e subcellulare di tipi diversi di celliecompartimenti subcellulari. Appare quindi
verosimile I'ipotesi secondo cui che la propagaeidella forma di Pr¥ ceppo-dipendente &
determinata dall'esistenza di multipli autopropagasm forse mutuamente esclusivi in
conformazione o stati di aggregazione che preféatmente selezionano glicoforme di BrP
derivanti da vari pool cellulari. E’ possibile i@ che alla base di questi eventi vi siano
associazioni della PrP con ioni metallici o gliamsainoglicani solfatati in momenti diversi
del meccanismo di selezione della PrP nei e datrgivpool cellulari. Questa differente
suscettibilita cellulare puo anche determinare disarsa suscettibilita nell’effetto citotossico
indotto dall’'accumulo della Pr® stabilendo cosi anche upattern ceppo-dipendente
riguardo le lesioni patologiche riscontrate a liwalel sistema nervoso centrale (Bruteal.,
1989; Caughewgt al, 1991; Di Bariet al.,2002).
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1.6 La barriera di specie.

| rapporti esistenti tra la PTfPendogena e la PrRlell'ospite costituiscono il cardine
nella trasmissione delle malattie da prioni, defohe la cosiddetta “barriera di specie”
(Pattison, 1965), interpretabile come la facilitens o I'opposizione incontrata dalla Btad
indurre un cambiamento di conformazione della “Priella trasmissione interspecifica.
Quindi, una EST derivante da una particolare spespgte sarebbe trasmessa con maggiore
efficacia in animali di specie simile. Studi bioetci (Kocisko et al, 1995; Kanekeet al.,
1995) dimostrano che la PfRega preferenzialmente sequenze simili delld"P@Riesti studi
forniscono evidenze a supporto dell'ipotesi secoculde differenze tra la sequenza primaria
di PrP” e PrP° possono interrompere o attenuare la conversiomando una barriera di
specie.

Studi sperimentali hanno tuttavia evidenziato uréataratteristica determinate delle
EST in cui, come la specificita di sequenza deteanta barriera di specie, cosi una specificita
conformazionale della PPPpotrebbe determinare una barriera detta “di ceppstendendo
lipotesi della differenza di sequenza alle progriconformazionali della PrP e alla
possibilita di una particolare sequenza di PrP agdsarsi” su un determinato ceppo
assumendone le proprieta conformazionali. Gli spiwlisignificativi a supporto della barriera
di ceppo hanno dimostrato I'efficiente trasmissidlela BSE e della variante della Malattia
di Creutzfeldt-Jakob (vMCJ), a topi transgenici @sprimono la PrP bovina (Scatt al,
1999) ed a topi transgenici che recano la PrP urttdiiaet al, 1997). Sorprendentemente, la
trasmissione delle due forme di EST risulta effecaei transgenici con il gene bovino,
indicando l'esistenza di una sorta di “predilezibdella sequenza della PrP bovina anche da
parte della vMCJ che, nonostante sia originariaamnhana, non si trasmette nei topi

transgenici esprimenti la PrP umana.
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CAPITOLO Il
Obiettivi della tesi

Obiettivo della presente tesi € indagare i mecaainishe governano la trasmissione
interspecifica delle malattie da prioni mediantetilizzo di un nuovo modello animale,
I'arvicola rossastraMyodes glareolus Precedenti studi condotti da noi su questa speci
hanno dimostrato una sua elevata suscettibilit@oronti delle EST (Agrimet al,, 1999,
Nonno et al, 2006; Cartoniet al, 2005; Cartoni et al.,, 2006; Zanusso et al., 2007
Courageott al, 2008; Agrimiet al, 2008; Di Bariet al, 2008 ). L’'arvicola, a differenza
di tutti gli altri modelli animali disponibili, se dimostrata infatti suscettibile alla quasi
totalita dei ceppi di malattie da prioni proveniedfa diverse specie animali. Tale
suscettibilita si manifesta attraverso una sigatfia riduzione del tempo di sopravvivenza
degli animali inoculati rispetto a quanto descrit topo da laboratorio, un intenso danno
spongiotico ed un ingente accumulo dell'isoformejmaica della proteina prionica, PP

In particolare, la ricerca si € posta I'obiettivbiddagare se la straordinaria suscettibilita
dell'arvicola fosse da attribuire alla sequenzdadetP o a fattori diversi dalla PfPA tal
fine, topi transgenici che esprimono la Pd? arvicola su un background knock-out sono
stati inoculati con diversi ceppi di EST in conftoron topi wild-type e arvicole.

Inoltre, per analizzare il potenziale ruolo di sfiese posizioni aminoacidiche della PYP
quali determinanti della suscettibilita dell’arviaaispetto ad altre specie di roditori, e stata
indagata la suscettibilita di quattro specie diitard che mostrano diversi gradi di affinita
filogenetica e specifiche variazioni nella sequeteta PrP. Le quattro specie di roditori,
topo comuneNlus musculuslinea C57BI), topo selvaticdApodemus sylvaticysarvicola
rossastraNlyodes glareoluse arvicola agrestéMicrotus agrestiy presentano un numero
limitato di variazioni aminoacidiche nel dominioogulare della proteina e hanno
consentito percio di analizzare singolarmente dloui tali variazioni nel condizionare la
suscettibilita delle varie specie rispetto all'ania.

Tutti gli studi sono stati condotti impiegando ce@pEST diversi. In tal modo si € inteso

indagare se le conclusioni in merito al ruolo dskguenza della PrP ottenute inoculando
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un determinato ceppo fossero applicabili a tuteppi di EST, ovvero se i determinanti di
suscettibilita dell’ospite avessero un ruolo o fiiete diverso in base al ceppo di EST in

causa.
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CAPITOLO Il

Materiali e metodi

3.1 Materiali.

3.1.1Animali utilizzati per la sperimentazione.

Per il presente studio sono state utilizzate devesigecie derivanti da colonie generate da
animali di cattura e/o acquistati presso ditte azzate:

- Myodes glareolugArvicola rossastra)

- Microtus agrestigArvicola agreste)

- Apodemus sylvatic3 opo selvatico)

- Meriones unguiculatugGerbillo)

- Peromyscus polionoty3opo costiero)

- Mus musculudinea murina C57BI/6

- Tg407: topo transgenico esprimente la°Ri€! Myodes glareolus

Note introduttive al Myodes glareolus.

Il Myodes glareoluqarvicola rossastra) (Fig. 3.1.A) € un piccolo tock della
famiglia dei Cricetidae, sottofamiglia Arvicoling®lartin et al. 2000) (Fig. 3.2), una specie
longidiurna euroasiatica la cui distribuzione egota € legata agli ecosistemi forestali con
fitto sottobosco e ad ecosistemi agroforestalhiick cespugli.

L’animale adulto raggiunge un peso di 14-25 g ed lumghezza testa-corpo di 81-
123 mm. In condizioni di laboratorio la vita me@i@ompresa tra i due e i tre anni. Il periodo
riproduttivo si colloca tra marzo ed ottobre cob 8idiate per soggetto ciascuna composta

mediamente da 3-6 piccoli.
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Note introduttive al Microtus agrestis.

Il Microtus agrestig(arvicola agreste) (Fig. 3.1.B) comeM. glareolusappartiene
alla famiglia dei Cricetidae, sottofamiglia Arviaahe (Fig. 3.2) E’ una specie eurasiatica il
cui areale si estende dal Portogallo sino allar&ikel alla Cina.

Predilige le aree erbose, con preferenza di sublelavata umidita: prati, radure
boschive, argini di fiumi e torbiere. L’animale ddumisura circa 8 cm di lunghezza, con
peso approssimativo di circa 20 g. Gli animali #&dolostrano un caratteristico mantello
bruno-arancio sul dorso; le zampe, il ventre eda @ la parte inferiore della coda sono

invece di colore biancastro.

Fig 3.1— Arvicola rossastra (A), arvicola agreste (B)aaelvatico (C), topo comune del ceppo murino
C57BI/6 (D), topo costiero (E) e gerbillo (F).
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Note introduttive all’ Apodemus sylvaticus.

L’ Apodemus sylvaticudopo selvatico) (Fig. 3.1.C) € un mammifero rodstalella
famiglia dei Muridae(Fig. 3.2), specie molto comune ed ampiamente shffunell’Europa
occidentale.

Il topo selvatico ha una lunghezza totale di cit@& cm, di cui circa la meta e
rappresentata dalla coda. Il peso di un animalé@édudi circa 18-22 grammi.

La riproduzione ha inizio in marzo e prosegue fatbottobre, e anche durante l'inverno se
questo e mite. Le punte massime si hanno in legliagosto. Dopo un periodo di gestazione
di 25-26 giorni, la femmina partorisce fino a 6quk, ciechi, che dopo 16 giorni sono gia
pronti per lasciare il nido e a 21 giorni sono &tz

Ogni femmina puo avere cinque nidiate I'anno ertdégi cominciano a riprodursi a cinque

mesi

Note introduttive al Peromyscus polionotus.

Il Peromyscus polionotusopo costierd (Fig. 3.1.E) e un roditore della famiglia dei Nilir
(Fig. 3.2), che vive lungo le coste dell'Alabanta,®no Island e Fort Morgan.

L'habitat naturale di questo roditore e all'intedadle dune di sabbia presenti lungo la costa,

si nutre di insetti e semi.

Note introduttive al Meriones unguiculatus.

Il Meriones unguiculatugGerbillo della Mongolia) (Fig. 3.1.F) € un picoaloditore della
famiglia dei Muridae, sottofamiglia dei Gerbilling€ig. 3.2),.

Il gerbillo della Mongolia e originario dei temwiti che delimitano a nord e ad est il Deserto
del Gobi, fra Mongolia e Cina. L’habitat carattéde e caratterizzato da luoghi incolti e/o
steppe. Si alimenta preferenzialmente di erbecragbmi e qualche insetto.

Il gerbillo € lungo 10-12 cm, con una coda altrgibdlunga e pesa circa 100 g; i maschi sono
poco piu grandi delle femmine.

Dagli anni 60 gli animali di questa specie vengoatevati in cattivita e vengono

frequentemente utilizzati nell’ambito della speriteezione animale.
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Allevamento e gestione delle colonie delle specehvatiche

La presente sperimentazione é stata condotta sgesibgli Myodes glareolus
Microtus agrestis Apodemus sylvaticus Peromyscus polionotusttenuti da allevamenti
derivanti da linee inizialmente stabilite con anlind&cattura. Gli animali sono stati stabulati
secondo quanto suggerito dal DL 116/92 (Decretdsletivo 27 gennaio 1992, n. 116 -
Attuazione della direttiva CEE n. 609/86 in matetigorotezione degli animali utilizzati a
fini sperimentali o ad altri fini scientifici). A# condizioni standard sono stati aggiunti

arricchimenti ambientali ed alimentari.

Note alle linee murine di laboratorio.

Per il presente lavoro sono stati impiegati soggktlle specieM. musculusdella
linea murina C57BI/6 ed i gerbilli , acquistati pse la ditta Charles River.

Inoltre sono stati impiegati topi transgenici (T@#Oche esprimono la PrP
dell'arvicola rossastraMyodes glareolissu un background knock-out BffCastillaet al.,
2003; Barroret al, 2003) i cui fondatori sono stati generati nelllato di una collaborazione
con il Dr Juan Maria Torres dell’lstituto Nacionaé¢ Investigacion Agraria di Madrid. La
colonia e stata mantenuta presso I'lstituto Superéh Sanita secondo quanto previsto dal
DL 116/92 e successive integrazioni.

Sequenza della PrP delle diverse specie.

Alla PrP viene attribuito un ruolo centrale nelltqggenesi delle malattie da prioni per
guesto motivo la sua sequenza aminoacidica pudespptare una chiave interpretativa del
processo patogenetico di conversione della®Rr@l'isoforma patologica. Le differenze
nell’'omologia di sequenza tra la PrP del donatare la PrP dell’ospite sono state a lungo
considerate la base della barriera di specie.

Nel presente lavoro allo scopo di verificare il tduto della sequenza nel condizionare la
barriera di trasmissione abbiamo confrontato leeidia suscettibilita di specie riceventi, a
seguito di inoculazione con EST animali ed umane,correlazione con il relativo
background genetico della PrP.

Nel presente lavoro sono utilizzate come riferimel@ sequenze della proteina prionica
depositate in GenBanlitp://www.ncbi.nIlm.nih.gov/Genbale identificate con i seguenti
numeri di accesso: topo C57Bl/6 (M1807@podemus sylvaticugAF367623), Myodes
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glareolus(AF367624) eMicrotus agrestifAF367625), Peromiuscus polionotus (ABR23642)

e Meriones unguiculatus (AAD19985).
L’analisi filogenetica (Fig. 3.2, in basso) basatdla sequenza aminoacidica

stata realizzata con l'ausilio del programma DNARTA

della PrP, &
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RENMNRYPNQ

MERVVEQMCV
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PQ-GG
PQSGG
PQGGG
PQGGG
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KTNMK
KTNMK

VYYRP
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110

164
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Superfamiglia Famiglia Subfamiglia Specie
Mus

Apodemus

M. musculus
A. sylvaticus

Murinae

Muridae

Gerbillinae  Meriones M. unguiculatus

Muroidea

Myodes
Microtus

M. glareolus
M. agrestis

Arvicolinae

Cricetidae

Neotominae Peromyscus P. polionotus

Fig. 3.2 — Sequenza della Prilelle specie di roditori utilizzate nel preserdedro (in alto). Albero
tassonomico della superfamiglia dei Muroidea insmno riportati i roditori inclusi nel presenteditu

(in basso)
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3.1.2 Isolati utilizzati per la trasmissione.

Per la trasmissione primaria € stato utilizzatsues cerebrale infetto proveniente da
forme EST di pecora, bovino e uomo. Le EST anirpatisistevano in due casi di scrapie
naturale di pecora denominati SS10 ed SS3, un daddSE bovina ed uno di BSE
sperimentalmente trasmessa alla pecora. L’isolatano consisteva in un caso di malattia di
Creutzfeldt-Jacob sporadica (Nonabal 2006). Era inoltre utilizzato un ceppo di scrapie
adattato al topo C57Bl/6, denominato 139A (DickmsbO76)

Per gli studi di comparazione tra la linea transcgeg407 ed iM. glareolussono
stati inoltre utilizzati ceppi adattati in arvicolassastra di scrapie naturale SS7 (Di Bari
al., 2008) e BSE bovina, rispettivamente da terzouartq passaggio intraspecifico in
arvicola.

| diversi tessuti sono stati ottenuti nell’ambitiocdllaborazioni esistenti tra I'lstituto
Superiore di Sanita di Roma ed altri centri di me@eeuropei partecipanti al progetto europeo
EuroVolTe QLRI-CT-2002-81333).

3.2 Metodi.

3.2.1Procedure sperimentali impiegate e campionamenti.

Preparazione dell'inoculo

Il tessuto cerebrale infetto utilizzato per la @egzione degli inoculi & stato
conservato in congelatore a —80 °C. L'omogenattaty gpreparato al 10% p/v in tampone
fosfato a pH 7,2 servendosi di provette-potter ilstenonouso. Aliquote di 500 ul
del’omogenato sono state opportunamente ident#jqarotocollate e conservate.

Anestesia degli animali da sottoporre all'inoculazée

Per ciascun isolato sono stati inoculati sogghttita compresa tra i due ed i tre mesi.
L’inoculazione € stata realizzata su animali anieztati per via intraperitoneale con una
soluzione di Ketamina-Xilazina (10 pl per grammopédso vivo). Il raggiungimento di un
livello sufficiente di anestesia (piano chirurgiagd)stato valutato verificando la perdita dei
riflessi di raddrizzamento e dei riflessi podalelrimo caso si osserva se I'animale posto in
decubito dorsale mostra segni di ripristinare laizione quadrupedale; il riflesso podale si
valuta tramite la retrazione dell'arto dopo legggrmzamento di un dito o dell'area

interdigitale. Il raggiungimento delle condizioni @hestesia venivano ottenute mantenendo
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gli animali nella propria gabbia per ridurre loests indotto dal succedersi delle procedure
sperimentali.

Procedura di inoculazione

Ogni gruppo di inoculo era composto da circa 10aB@mali per le trasmissioni
primarie e da circa 10-15 per le trasmissioni sdaar. Ciascun animale veniva inoculato
con 20 pl di inoculo (Mortoet al.,2001).

L’inoculazione era eseguita con strumento stersm@asmunito di siringa tipo
Hamilton. Il punto di inoculo era localizzato a dudlimetri dal bregma in direzione caudale
lungo la scissura longitudinale, e a due millimeta essa verso I'emisfero sinistro per
procedere all'inoculazione nel caudato-putameniaxG. e Franklin K.B.J., 2001).

Il risveglio degli animali dall’anestesia era attesollocandoli su piastra termica
termostatata regolata a 40°C, per evitare fenondenpotermia. Secondo le procedure
utilizzate presso I'ISS e secondo le disposiziati@.L. 116/92 gli animali erano identificati
con un numero di esperimento assegnato dal Ser@Qualita Sicurezza e Sperimentazione
Animale (SQSSA). Il protocollo di sperimentazione esottoposto alla valutazione del
SQSSA e ad approvazione da parte del Ministera @hita.

Ogni animale veniva dotato di microchip elettroniceottocutaneo per
I'identificazione individuale.

Trasmissione secondaria

Sebbene alcune importanti informazioni sulle ceredtiche biologiche dei ceppi e
della barriera di specie possano essere ottenateajicorso della trasmissione primaria, €
stato effettuato il secondo passaggio per gli tsdtasmessi per far si che il ceppo si
stabilizzasse e potesse essere cosi adeguataraesfierizzato. Le modalita tecniche per la
realizzazione del secondo passaggio erano idensicipgelle impiegate per la trasmissione
primaria, in cui pero I'inoculo era preparato atpardal tessuto cerebrale del primo soggetto
del gruppo di inoculo ammalatosi nella trasmissipnmaria.

Monitoraggio clinico degli animali inoculati

Gli animali erano controllati quotidianamente perificarne lo stato di salute.

L’osservazione clinica era effettuata due volteettirmana, e per ogni soggetto era
verificato il comportamento, la reattivitd aglimbli e le funzioni motorie (Di Baret al.,
2002).
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Periodo di incubazione e di sopravvivenza

Al raggiungimento dei sintomi della malattia, doposedute consecutive di osservazioni
cliniche era calcolata la durata del periodo diubezione (I'intervallo in giorni tra

I'inoculazione e un definito stadio clinico).

L'animale era sacrificato in camera a £ai

sopraggiungere dello stadio terminale della maladti

quando sopraggiungevano condizione capaci

compromettere il benessere degli animali e tali g

richiederne la soppressione. La durata del peridido

sopravvivenza era calcolata misurando lintervatio

giorni tra linoculazione e la morte o il sacrific Fig. 3.z— Procedura di sezionamento
. del cervello (la linea tratteggiata
dellanimale. indica il piano di taglio
Successo di trasmissione, parasagittale). A) emiencefalo destro
utilizzato per I'analisi istologica; B)
Il successo di trasmissione era calcolato su gliti emiencefalo sinistro utilizzato per
I'analisi biochimica.

animali risultati positivi alla diagnosi con tecaidi
Western-blot indipendentemente dalla sintomatolaggaervata. Per cui erano compresi
animali tutti gli animali infetti e non solo quetisultati malati

Prelievo dei campioni

Da ogni soggetto venuto a morte o sacrificato @rpwelevato il cervello; questo
veniva quindi tagliato in due porzioni lungo unrpaparasagittale distante circa 1 mm dal
piano sagittale mediano (Fig 3.2, linea tratteggiata porzione maggiore (emiencefalo
destro) era fissato in formalina tamponata, la m@neeniva conservato a —80 °C per le

indagini diagnostiche e per la preparazione di nuraculi.

3.2.2Analisi istologica e profilo delle lesioni.

Sezionamento del cervello dopo fissazione

Dopo 4-5 giorni di fissazione, il cervello era semto su 4 piani diversi di taglio
coronali a livello di specifiche aree cerebralg(fi 3.2 e 3.3) per ottenere i livelli di sezione
appropriati.

Prima dell'inclusione, i campioni erano immersi deora in una soluzione di acido
formico al 98-100% al fine di abbattere I'infett&ipresente (Taylor, 2000; Di Baet al.,
1997)

34



Dal tessuto incluso in paraffina erano ottenuteni@rotomo rotativo sezioni cerebrali
di 6 um che venivano raccolte su vetrino portaoggetilerate con Ematossilina di Mayer
ed Eosina bluastra secondo le procedure standatthednei laboratori di istopatologia.

Osservazione dei preparati istologici al microsappttico

L’'osservazione al microscopio ottico veniva effatau su ciascuna delle 4 sezioni
ottenute dal cervello di ogni singolo soggettoizgtndo un obiettivo 2x, per consentire la
contemporanea visione dell'intero preparato. Ciaacisezione era quindi analizzata

utilizzando ingrandimenti superiori, 10x, 20x e 40x

Fig. 3.2 — Sezioni di cervello selezionate per la lettuhptofilo delle lesioni con
relative aree di sostanza grigia (vedi testo).

Per ciascun animale era dapprima diagnosticatadiayta trasmissione della malattia
verificando la presenza delle caratteristiche lasiappresentate da degenerazione vacuolare
del neuropilo e comparsa di vacuoli otticamentetivo corpi neuronali (Spongiosi).

Le aree cerebrali analizzate per il profilo istolesrano rappresentate per 9 regioni di
sostanza grigia: corteccia cingolata anteriore @cadte corteccia motoria, corteccia
retrospleniale e adiacente corteccia motoria, sgifmcampo, talamo, ipotalamo, collicolo
anteriore, midollo allungato, corteccia cerebellakeciascuna area cerebrale di sostanza
grigia veniva attribuito un punteggio crescentea 5, in funzione della gravita della

spongiosi osservata: 0, assenza di lesioni; 1, ipe@tuoli, ampiamente e irregolarmente
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sparsi; 2, alcuni vacuoli uniformemente distrigui®, moderato numero di vacuoli
uniformemente distribuiti; 4, molti vacuoli, alcuoonfluenti; 5, vacuolizzazione densa con
molti vacuoli confluenti (Fraser e Dickinson, 1968)

Rappresentazione grafica dei risultati (profiloiles)

Per ciascun gruppo di inoculo era calcolata la meeliativa al punteggio di ognuna
delle nove aree cerebrali esaminate riportandacgraente sull’asse delle ascisse il numero
corrispondente dell’area cerebrale (secondo I'&rdiopra indicato) e sull’asse delle ordinate
la media del punteggio ottenuto per ciascuna d;dsslinea spezzata che ne derivava era
indicata con il termine di “profilo lesivo”. | proif lesivi relativi a ciascun gruppo di inoculo
forniscono, nel loro complesso, una indicazionearéith delle caratteristiche biologiche del
ceppo di agente responsabile del caso di EST istigue.

Sebbene come nel caso della BSE le caratterishichegiche del ceppo siano spesso
tali da consentire la distinzione ed identificazodel ceppo gia in trasmissione primaria
(Bruceet al, 1997), generalmente si effettua un secondo pgssantraspecifico per far si

che il ceppo si stabilizzi nel nuovo ospite e passsere adeguatamente caratterizzato.

3.2.3 Analisi biochimica per la diagnosi e per Ila
determinazione della PrP°.

Determinazione qualitativa della PrP°mediante Western-blotting.

Il tessuto cerebrale di ciascun animale inoculaseguito del sacrificio o della morte
e stato esaminato mediante tecnica di Westerniimopter la determinazione quantitativa e
qualitativa della Pr¥.
Preparazione del tessuto

Ciascun campione di tessuto cerebrale era pesatooradgenato al 10%
(peso/volume) in soluzione tampone contenente ild2%arcosyl. L’'omogenato era incubato
per 20 minuti a temperatura ambiente e quindi dagato. Per eseguire la digestione di
residui proteici indesiderati e avvalendosi debazgale resistenza alla protelisi caratteristica
della PrP¢ alllomogenato era addizionata una soluzione ditginasi K fino ad una
concentrazione finale di 5Qg/ml e quindi incubato per un’ora a 37°C. Il tratento
proteolitico veniva arrestato con fenilmetilsulfofiuorato (PMSF), ed il campione veniva
denaturato in tampone per l'elettroforesi (NU-PAGR5mM di Tris-HCI, 10% glicerolo,
2% litio dodecil solfato, 0,5 mM EDTA).
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Deglicosilazione

Tre pl di campione denaturato erano diluiti in 30 di tampone fosfato salino
contenente 0,8% di Nonidet P40 e 40 U di N-glicestdper ml, e incubato per 2 ore a 37°C.
Aliquote della soluzione erano diluite in tampommaturante e scaldate a 95°C per 10 minuti
e analizzate con Western-blotting.

Western- immunoblotting

| campioni disciolti in tampone NU-PAGE erano céogati in microcentrifuga a
12,000 rpm per 5 minuti. Diegil di supernatante erano caricati in gel al 12% idiths
poliacrilamide. Su ogni gel veniva inoltre caricato controllo positivo ed uno negativo. Il
primo era rappresentato dal cervello Mi glareolus infettati con il ceppo di scrapie
sperimentale murina denominato ME7; il secondo deveatlo di M. glareolus sano.
L’elettroforesi era impostata a 200V per 40 miredi il Western-blotting era eseguito su
membrana di polyvinyldene difluoride a 100 mA p@rminuti in apparato semidry blotting
(Trans Blot).

| blot erano poi bloccati in tampone fosfato coeten0,1% di Tween 20 e il 5% di
latte parzialmente scremato in polvere per un'depresenza della PtPera determinata
con lanticorpo monoclonale SAF84 che lega I'epitofi63-173 della PfP ovina
(incubazione per un’ora a temperatura ambiente).meenbrane erano poi incubate con
I'anticorpo secondario anti-lgG murina (1:80,00@r un’ora a temperatura ambiente. Le
membrane erano infine sviluppate con metodo in donemmescenza ECL. Il segnale veniva

visualizzato mediante un rivelatore di chemilumoesga digitale (VersaDoc, BioRad).

Determinazione della distribuzione della PrB°nel cervello mediante PET-

blot.

Mediante la tecnica del Paraffin Embedded Tissw# BET-Blot) (Schulz-Schaeffer
et al 2000) e possibile evidenziare su sezioni otteml#tetessuti inclusi in paraffina, la
presenza di depositi di PPIn particolare I'applicazione della tecnica saisei di cervello
permette di evidenziare le aree neuro anatomictecclimulo dellisoforma patologica e il
suo pattern di deposizione.

Sezioni di cervello incluso in paraffina erano ta a 7 um e raccolte su membrane

alla nitrocellulosa con pori di 0,45 pm e quindidete asciugare per almeno 48 ore a 37°C.
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Le membrane erano sparaffinate con xilolo e di gegarano idratate tramite
immersione in una catena discendente di alcoolriigmp Erano poi immerse in soluzione
tampone Tris-HCI addizionata di tween 20 in com@aione dello 0,1 %. Per la digestione
della Pr® e al fine di effettuare lo smascheramento dei aitiigenici della Pri¥, le
membrane erano immerse in una soluzione di pratek&0 ug/ml e quindi incubate per per
tutta la notte a 55°C. (10 mmol/L Tris-HCI, pH 7180 mmol/L NaCl; 0.1% Tween 20). Con
questo step le proteine venivano fissate alla mangbr Dopo lavaggio della membrana con
TBST le proteine sulla membrana venivano denatuw@beguanidina isotiocianato 3 mol/L in
TBST per 10 min. La guanidina era lavata via mifiuno-rivelazione era effettuata dopo
preincubazione con soluzione di bloccaggio (lattgpalvere 2% in TBST) per 30 min. La
presenza di P era evidenziata con anticorpo primario SAF84 (\sajira) per un'ora e di
seguito le membrane erano trattare con soluzionéegente anticorpo secondario anti-topo
coniugato con fosfatasi alcalina per un’ora. Dopwee sciacqui con TBST le membrane
erano portate a pH alcalino con incubazione in t@nepi da 5 min. in NTM (100 mmol/L
Tris-HCI, pH 9.5; 100 mmol/L NaCl; 50 mmol/L MgCl2)a visualizzazione dell'avvenuta
reazione dell'anticorpo era effettuata con NBT/BCIBlot cosi ottenuti erano valutati con

microscopio stereoscopio da dissezione.
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CAPITOLO IV

Risultati

4.1  Studi di trasmissione in topi transgenici Tg407

Al fine di indagare se l'alta suscettibilita detNécola alle EST potesse essere
attribuita alla sequenza della BrBono stati inoculati, con diversi isolati di priptopi
transgenici (Tg407) che esprimono la PdelIl'arvicola rossastra su un background knock-
out PrP. | livelli di espressione della PTRli tale linea murina sono sovrapponibili a quelli
dell'arvicola o delle linee murine wild-type, comsendo percio un diretto confronto tra i vari
modelli.

| topi Tg407 sono stati inoculati con un isolatosdrapie naturale ovina, uno di BSE
ovina sperimentale e con un caso di MCJ sporathcéire, i Tg407 sono stati inoculati con
ceppi di scrapie e BSE gia adattati all’arvicolaequito, rispettivamente, di tre e quattro
passaggi intraspecifici. In questo modo si e intedatare la suscettibilita dei Tg407 sia nei
confronti di isolati di prioni provenienti da spediverse (nel caso specifico, pecora e uomo),
sia provenienti dall'arvicola (ceppi di scrapie &B adattati). Le trasmissioni sono state
percio realizzate sia in condizioni di diversitasdguenza della PrP, sia in condizione di piena
omologia. Per ogni EST sono stati inoculati perfiaorio gruppi di topi wild-type e di arvicola

rossastra

4.1.1 Trasmissione primaria

| topi Tg407 hanno mostrato un’elevata suscettébiilla scrapie ovina, con tempi di
sopravvivenza di 16945 giorni, del tutto sovrappdn a quelli ottenuti inoculando
I'arvicola con il medesimo isolato (172+16) (Taly.In entrambe le specie il successo di
trasmissione é stato del 100%. Sintomi comuni @agdr in tutti gli animali malati erano:
incoordinazione motoria, soprattutto a carico dehd posteriore, lentezza dei movimenti e

cifosi dorsale. Le arvicole mostravano inoltre teradenza ad alzare ripetutamente il muso
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Tg407 Arvicola rossastra Topo wild-type
Specie Tempo di Clinici Ef_ficienza Tempo di Clinici Ef_ficienza Tempo di Clinici Ef'_ficienza
Isolato “donatrice” Sopravv. positivi / totale di trasm. Sopravv. positivi / totale di trasm. Sopravv. positivi / totale di trasm.
(giornixdev.st.) (%) (giornixdev.st.) (%). (giornixdev.st.) (%).
Scrapie
naturale (SS10) Pecora 169+45 12/12 100 172116 11/11 100 632 0/11 9
BSE ovina
sperimentale Pecora 415195 3/13 48 571+171 4/14 43 28538 12/12 100
MCJ (M129M) Uomo 272151 8/8 100 188+22 16/16 100 561+146 0/13 43
Scrapie SS7 Arvicola
adattata ad r0ssasira 98+14 717 100 94+3 8/8 100
arvicola
BSE adattata Arvicola
ad arvicola rossastra 108+4 717 100 74+3 10/10 100

Tab. 4.1 Tempi di sopravvivenza ed efficienza di trasmissign. positivi/n. inoculati) osservati in topo TF4 arvicola
rossastra topowild-typeinoculati con scrapie, BSE, MCJ e con due isalggirione (scrapie e BSE) adattati all’arvicola.

° Il tempo di sopravvivenza e I'efficienza di trassige erano calcolati solo per gli animali che m&tno accumulo di PR



iperestendendo il collo, come “a fiutare I'aria’h gintomo probabilmente causato da cecita
indotta dalla malattia. Infatti, lesioni alle viésive erano state successivamente confermate
dall’esame istopatologico che mostrava una gravagpsi e perdita neuronale a livello dei
collicoli superiori, dei nuclei genicolati later&idelle cortecce visive primaria e secondaria.

| Tg407 e le arvicolénoculate con la BSE ovina sperimentale hanno ratustempi di
sopravvivenza particolarmente lunghi e variabibmpresi tra 400 e 600 giorni, con un
successo di trasmissione rispettivamente del 481180 (Tab. 4.1). Clinicamente, pochi
animali, tra i gruppi di arvicola e di Tg407, hannwstrato segni neurologici evidenti,
rappresentati da lieve atassia a carico del trerstepore e cifosi.. La maggior parte degli
animali sono stati sacrificati dopo comparsa di wiatomatologia subdola per lo piu
rappresentata da lieve deficienza motoria e dimaagrto.

La trasmissione della MCJ sporadica €& stata pientmefficiente (100%) sia
nell’arvicola che nei Tg407, sebbene con tempiatravvivenza diversi tra le due specie
(Tab.4.1). La sintomatologia era caratterizzatdenglie specie da letargia accompagnata da
cifosi e atassia. Caratteristica comune ai dueprea una progressivo dimagramento.

Il confronto di questi risultati con quelli ottemumoculando i topi wild-type con gli
stessi isolati di scrapie, BSE ovina e MCJ, hanostrato una analogia molto piu marcata tra
arvicola e Tg407 piuttosto che tra Tg407 e topidviyipe, sia in termini di tempi di
sopravvivenza che di efficienza di trasmissioneb(#al). Anche la trasmissione della MCJ,
sebbene abbia fornito tempi di sopravvivenza divees arvicola e Tg407 ha evidenziato
come le differenze fossero ancora piu marcatedd0T e topi wild-type.

4.1.2 Trasmissione dei ceppi adattati.

L’inoculazione della scrapie adattata all’arvicala Tg407 ha mostrato tempi di
sopravvivenza ed efficienza di trasmissione ideatiguanto osservato nel gruppo di arvicole
di controllo (Tab. 4.1). Anche la sintomatologigpapva analoga tra le due specie e simile a
guanto osservato in seguito alla trasmissione piantiella scrapie ovina SS10 (vedi sopra).

Anche la trasmissione della BSE adattata all’ataicei € rivelata nei Tg407
pienamente efficiente sebbene i tempi di sopranagemostravano una certa differenza tra il

modello transgenico ed il gruppo di controllo (Fah).



4.1.3 Analisi del profilo delle lesioni.

Nelle malattie da prioni, I'analisi della distriiore ed entita della degenerazione
spongiforme cerebrale costituisce uno dei paramiiii a caratterizzare il fenotipo della
malattia. Il profilo neurolesivo, sviluppato nel @® dai ricercatori dell’'Insitute for Animal
Health di Edinburgo (Fraser e Dickinson, 1968)na tappresentazione grafica semplificata e
standardizzata del danno spongiotico in 9 areeebcai rappresentative (vedi Materiali e
Metodi).

Il fenotipo neuropatologico dei ceppi adattati cliapie e BSE trasmessi al Tg407 e al

M. glareolus.¢ stato analizzato impiegando tale metodologia.

A s B

Tab. 4.1 - Profilo delle lesioni in Tg407 (linea tratteggiata)confronto corM. glareolus
(linea continua) ottenuti da trasmissioni primatiaA) scrapie SS7; B) BSE sperimentale
in pecora.

(In ascissa viene riportato il numero di ciascusiednove aree di sostanza grigia esaminata: 1¢lhid
allungato; 2, corteccia cerebellare; 3, collicolperiore; 4, ipotalamo; 5, talamo; 6, ippocamponuGlei
del setto; 8, corteccia cingolata posteriore edaatite corteccia motoria; 9, corteccia cingolatarére.
Mentre in ordinata viene indicata la media del pggio ottenuto per ciascuna area esaminata seaorao
scala da 0 a 5 che esprime la gravita della lesione

Il profilo delle lesioni ottenuto nelle arvicoledaulate con il ceppo sperimentale di
scrapie (fig. 4.1.A — linea continua) mostrava wingolgimento omogeneo delle aree
corticali e sottocorticali anteriori (ipotalamo laao, ippocampo e setto) con particolare e
grave compromissione del collicolo superiore. Latexxia cerebellare risultava invece
conservata. Il profilo delle lesioni dei topi Tg40wculati con la scrapie (fig. 4.1.A — linea
tratteggiata) mostrava un andamento simile a quadibarvicola, ma con una riduzione
dell’'entita delle lesioni spongiotiche a livello Ideollicolo superiore (fig. 4.2) ed un

interessamento variabile dell’ipotalamo.
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Il danno spongiotico osservato nei Tg407 (fig.B.1linea tratteggiata) inoculati con

il ceppo di BSE era simile a quello osservato'amdicola (fig. 4.1.B - linea continua). Il

Fig. 42 - Particolare del collicolo superiore in arvicolessastranoculata con il ceppo di
scrapie SS7 (A) in comparazione con il Tg407 (B).dravita delle lesioni &€ descritta in figura
4.1.A area 3.

s

Fig. 43 — Patrticolare del collicolo superiore in arvicotssastranoculata con il ceppo di BSE
sperimentale (A) in comparazione con il Tg407 (B).gravita delle lesioni & descritta in figura
4.1.B area 3.

profilo delle lesioni evidenziava differenze a ligedelle aree corticali, mentre in
entrambe le specie le aree sottocorticali eranovedte in modo simile (fig. 4.3). La corteccia

cerebellare risultava pressoché integra,.

43



4.1.4 Analisi della distribuzione cerebrale della PrP®

L'analisi della distribuzione della PtPnel cervello & stata eseguita sui Tg407 e le
arvicole inoculati con i ceppi adattati di scrapieBSE. La tecnica del PET-Blot permette di
evidenziare 'accumulo della Pifa livello delle diverse aree cerebrali consentedidmapparne
la distribuzione. Questa tecnica, analogamenterclig delle lesioni, rappresenta un ulteriore
sistema di caratterizzazione del fenotipo dellaattial indotta nel modello sperimentale.

La distribuzione della Prpatologica proteinasi-resistente osservata su rseztwonali di
cervello di arvicole inoculate con il ceppo adattdt scrapie SS7 mostrava un coinvolgimento di
diverse popolazioni cellulari (Fig.4.4.A). Caudastr@lmente si osservava una intensa colorazione
del midollo allungato, dei nuclei vestibolari e delcleo ovale a livello della sostanza bianca
cerebellare nonché una lieve colorazione a caridlo dtrato dei granuli, del nucleo genicolato
laterale, della sostanza nigra, del nucleo talanaterale, del CA1 e CA2 dell'ippocampo ed
infine del setto. Caratteristiche peculiari di dqoeseppo di scrapie erano: il coinvolgimento a
livello corticale di gruppi definiti di neuroni chaeteressavano anche tutti e sei gli strati coliteea
di accumuli densi di P®sullo strato lacunoso molecolare dell'ippocampoB8ri et al, 2008).

Nei Tg407 (Fig.4.4.B), diversamente dalle arvicade,osservava una generale ed omogenea
compromissione di tutte le aree cerebrali. Eraridesxi grandi accumuli di PrPa livello dello

strato lacunoso molecolare come segnalato neliecdev Corticalmente si osservava

A ¥ = . )
Ctx cer — "’ HE e L Eﬁx?nt
- e S Y
. % B o a5 N
<3 # Th ) & 3 S i ‘i
: : o S P |
Mid ""‘i: » o
B 3

Fig. 4.4— PET-Blot su sezioni coronali rappresentative aiglello di arvicola (A) e Tg407 (B)
inoculati con il ceppo di scrapie SS7 adattatorvncala.

Ctx ant, corteccia anteriore; Ctx post, cortecaisteriore; Ctx cer, corteccia cerebellare; Mid, ofim
allungato; Ms, mesencefalo; Sp, setto; Hp, ippoaariip, talamo; SC, collicolo superiore
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una deposizione laminare della PTRingo il terzo strato; questo tipo di patternfefiénte da
quello osservato nelle arvicole, sembra rappresentaa caratteristica specie-specifica che con
regolarita si presentava nei Tg407 inoculati cdiversi ceppi (vedi oltre).
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Fig. 4.5 — PET-Blot su sezioni coronali rappresentative aglello di arvicola (A) e Tg407 (B)
inoculati con il ceppo di BSE adattato in arvicola.

| Tg407 e le arvicole inoculati con la BSE adattatastravano un pattern simile di
deposizione della PPP In particolare negli animali si osservava unoc#im ed intenso
coinvolgimento di alcune aree sottocorticali quatiidollo allungato, nucleo ovale, collicolo
superiore, corpi genicolati laterali, sostanza aigmuclei talamici, Corno d’Ammone
dell'ippocampo, nuclei del setto e area del Brdesultavano, invece, debolmente colorati la
corteccia cerebellare, il mesencefalo, il giro demtdell’ippocampo, il corpo calloso ed in
generale la sostanza bianca. Corticalmente nellecde si evidenziava un pattern di deposizione
misto caratterizzato da laminazione del terzo sted accumuli sparsi, vagamente simili al
coinvolgimento dei gruppi neuronali evidenziati laescrapie. | Tg407 mostravano, invece, a
livello corticale una chiara laminazione del testoato ed una debole colorazione degli strati
corticali piu esterni, inoltre era evidenziato umname coinvolgimento dello strato piramidale
dell'ippocampo rispetto a quanto osservato nelina.
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4.1.5 | dati di trasmissione in Tg407 suggeriscono che la
PrP® della specie ricevente sia uno dei principali
determinanti della suscettibilita ai prioni.

La trasmissione degli isolati di scrapie, BSE ovieaMCJ ha indicato che
I'inserimento del gene della proteina prionica ‘dellicola nel topo attribuisce a questa specie
caratteristiche di suscettibilita ai prioni simaliquelle dell’arvicola. Infatti dopo inoculazione
degli isolati di scrapie e MCJ i Tg407 e le arvecohostravano tempi di sopravvivenza simili
tra loro e piu brevi rispetto a quelli osservati tapi wild-type. Questa distinzione era
osservabile anche tra gli animali inoculati cosdlato di BSE ovina; in questo caso i topi
wild-type mostravano tempi di sopravvivenza bredi una efficienza di trasmissione del
100%; mentre la trasmissione in topi transgenicaltcole era caratterizzata da tempi lunghi
e bassa efficienza.

La somiglianza tra il modello trangenico e l'ardceera avvalorata anche dai dati
ottenuti inoculando i ceppi adattati di scrapie &EB Nel modello transgenico le
caratteristiche di trasmissione erano simili a lguesservate in arvicola. Anche l'analisi del
profilo delle lesioni e della distribuzione delleP® con PET-Blot evidenziavano somiglianze
nell'espressione fenotipica delle malattie avvatdi@quanto gia osservato in merito ai tempi
di sopravvivenza e all’efficienza di trasmissione.

Le caratteristiche di trasmissione osservate nd0Tgsuggeriscono percio che sia la
sequenza della PrP dell’'arvicola a determinarrsgriordinaria suscettibilita.

| dati ottenuti inoculando il modello transgeniagggeriscono, inoltre, I'assenza o |l
ruolo minoritario di determinanti di suscettibilithversi dalla proteina prionica, ribadendo

cosi il ruolo centrale della proteina prionica agiatogenesi delle EST.

4.2  Trasmissione degli isolati di scrapie e BSE in divee
specie di roditori.

Con l'obiettivo di analizzare quali delle diversarizioni aminoacidiche della
sequenza della PrP fossero responsabili della siveuscettibilita tra topo e arvicola, sono
stati condotti studi di trasmissione su quattroedse specie di roditori, due appartenenti alla
sotto-famiglia Arvicolinae Nlyodes glareolue Microtus agrestiy e due alla sotto-famiglia
Murinae Mus musculug Apodemus sylvaticusQueste specie presentano variazioni della

sequenza della PrP utili a indagare il ruolo spexifi singole variazioni aminoacidiche.
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4.2.1 Trasmissione primaria dell’isolato di scrapie SS3

In seguito ad inoculazione dell'isolato di scrapiaturale SS3, il 100% delle due
specie di arvicola ha sviluppato segni clinici @nt (Tab.4.2). | primi segni della malattia
nelle due specie di arvicola erano iperattivitdtreitd seguiti dalla progressiva comparsa di
alterazioni comportamentali. Segni neurologici nMfesti apparivano successivamente e
consistevano di un incessante movimento lungo bdbigae caratteristici movimenti a scatti
della testa accompagnati da severa e progresssaiat Cifosi dorsale, apatia e pronunciata
ipoattivita/reattivita precedevano il sacrificideomorte che avveniva a distanza di circa 10-20

giorni dall’esordio della malattia.

Trasmissione primaria Secondo passaggio
Tempo di Efficienza di Tempo di Efficienza di
sopravvivenza trasmissione soprawvvivenza trasmissione
(giornitdev.st.) (%) (giornitdev.st.)
Arvicola rossastra 199428 100 92+14 100
Arvicola agreste 259453 100
C57BI/6 567+149° 33 23319 100
Topo selvatico >1341* 0

Tab. 42. Tempi di sopravvivenza ed efficienza di trasmissiosservati nell’arvicola rossastra,

nell'arvicola campestre, nel topo selvatico e npbtda laboratorio inoculati con I'isolato di

scrapie SS3.

* quando nel gruppo non venivano trovati animalifivi alla PrB° il tempo di sopravvivenza era indicato
come superiore al tempo di sopravvivenza dell'utiamimale morto o sacrificato.

° il tempo di sopravvivenza e I'efficienza di trassione erano calcolati solo per gli animali chestravano
accumulo di Pri.

Al contrario, I'inoculazione dellisolato di scragpinei topi C57Bl/6 e nel topo
selvatico determinava tempi di sopravvivenza mdlioghi senza la comparsa di sintomi
clinici evidenti. | C57BI/6 mostravano in genereyisieclinici subdoli ed equivoci, in parte
confondibili con quelli attribuibili all’avanzatat@ degli animali e rappresentati perlopiu da
nervosismo ed iperreattivita, seguiti da ipomatilit

La diagnosi effettuata su cervello con la tecnieaWestern-Blot per la ricerca della
PrP>° mostrava il 100% di efficienza di trasmissioneleelue specie di Arvicolinae, mentre

risultava negativa nel topo selvatico e positivia so tre dei nove C57BI/6 inoculati.
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La durata dei tempi di sopravvivenza e l'efficierdiatrasmissione osservata nella
trasmissione primaria dell'isolato di scrapie iraia percid una coerenza dei risultati

all'interno delle sub-famiglie Arvicolinae e Muriea

4.2.2 Trasmissione primaria dell'isolato di BSE

In seqguito ad inoculazione con la BSE bovina ilt&tuottenuti apparivano invertiti rispetto a
guanto osservato con la scrapie, conservando Ifappadistinzione in sub-famiglie. Nessuna
delle Arvicolinae inoculate mostrava segni climcaccumulo di Pr¥ durante il lungo tempo

di incubazione. Questo era in contrasto con quasservato nei Murinae i quali mostravano
chiari segni clinici caratterizzati da iperattivigattivita seguita da incoordinazione motoria,
apatia e cifosi dorsale. | tempi di sopravviveneane piuttosto lunghi sia nel topo selvatico

che nel C57Bl/6, ma l'efficienza di trasmissiona alta in entrambi (Tab. 4.3).

Trasmissione primaria Secondo passaggio
Tempo di Efficienza di Tempo di Efficienza di
sopravvivenza trasmissione sopravvivenza trasmissione
(giornixdev.st.) (%) (giornixdev.st.)
Arvicola rossastra >1044* 0 483+25 100
Arvicola agreste >707* 0
C57BI/6 631+25° 86 194+2 100
Topo selvatico 720+38 100

Tab. 43. Tempi di sopravvivenza ed efficienza di trasmissioaservati nell'arvicola rossastra,
nell'arvicola campestre, nel topo selvatico e npbtda laboratorio inoculati con I'isolato di BSE
bovina.
* quando nel gruppo non venivano trovati animalsiiei alla Pri°" il tempo di sopravvivenza era
mostrato come piu lungo del tempo di sopravvivedgdultimo animale morto o sacrificato.
° il tempo di sopravvivenza e I'efficienza di trassione erano calcolati solo per gli animali chestravano
accumulo di Pri.
L’analisi mediante Western-Blot del frammento Pirsi K resistente della PiPottenuta
dal cervello degli animali positivi, mostrava leraigeristiche differenze di peso molecolare
(MW) tra scrapie e BSE. Infatti I'isoforma non giiilata della Pr¥ osservata nella BSE era
circa 1 KDa piu bassa della scrapie. L'analisi @lglicoforme mostrava tre tipiche bande la
cui disposizione per densita era diglicosilata>nghicosilata>nonglicosilata in tutte le specie
e con entrambi gli isolati di EST. Il glicoprofildella BSE in C57BI/6 e topo selvatico era

caratterizzato da una intensita particolarmentea¢dedell'isoforma diglicosilata. (Fig. 4.6).
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4.2.3 Trasmissione secondaria e successive.
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Fig 46 — Analisi mediante
Western-blot della PrPSc
pK-resistente ottenuta da
cervello di arvicola rossastra
(A), arvicola agreste (B),
topo selvatico (C) e topo
C57BI/6 (D) inoculati con
scrapie e BS.
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Il secondo passaggio di scrapie e BSE e stato
effettuato su topi C57BI/6 e arvicola rossastrab(Ta
4.3 e Fig. 4.7), considerati come rappresentatlied
due sotto-famiglie di roditori.

In trasmissione intraspecifica, I'efficienza di
trasmissione osservata e stata sempre del 100%, con
una evidente riduzione del tempo di sopravvivenza e
della variabilita all'interno di ciascun gruppo di
inoculo, dimostrando l'esistenza - nella precedente
trasmissione primaria - di una chiara barriera di
trasmissione. Dal punto di vista clinico si osseava
un’acutizzazione dei segni neurologici gia dedciitt
trasmissione primaria.

Nonostante non si fosse avuta evidenza di avvenuta
trasmissione della BSE all’arvicola nel primo
passaggio, € stato eseguito un passaggio secondario
intraspecifico “in  cieco” utlizzando per la
preparazione dell'inoculo il cervello di un animalee
aveva mostrato un tempo di sopravvivenza in
trasmissione primaria di 1.044 giorni. Queatimale,
sebbene fosse risultato negativo ai successivir@roenti
diagnostici, aveva manifestato eccitabilita e lievi
sintomi atassici. Sorprendentemente, le arvicole

inoculate in trasmissione secondaria mostrarono

evidenti segni clinici, un tempo di sopravvivenza 483+85 giorni post-inoculo, una

efficienza di trasmissione del 100%, spongiosiceuenulo di Pr* con un pattern molecolare

in Western-blot tipico della BSE. Tale risultatamdistra che, nonostante la mancanza di

evidenze di trasmissione, la BSE bovina aveva todwotll’arvicola una infezione subclinica

che si e poi resa pienamente manifesta nel sugoepsissaggio intraspecifico (arvicola-

arvicola).
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Il terzo passaggio di SS3 e BSE é stato successiv@mealizzato per indagare I'avvenuto
adattamento dei due isolati in arvicola rossastt®eBl/6 (Fig.4.7). Riguardo la scrapie SS3,
i tempi di sopravvivenza risultavano immodificapetto al secondo passaggio, in entrambe
le specie. Al contrario, il terzo passaggio dell@8EBnell'arvicola mostrava una ulteriore
riduzione dei tempi di sopravvivenza, che invece 130 osservava nei C57BIl/6. Questo
fenomeno era probabilmente conseguenza del basdio Idi replicazione di infettivita dopo
la trasmissione secondaria.

In arvicola, i ceppi di scrapie e BSE hanno mostiat capacita di adattarsi determinando
tempi di sopravvivenza estremamente brevi. Al @idri tempi di sopravvivenza osservati in

seguito ad adattamento nei topi C57BI/6 erano Bagivamente piu lunghi (Fig. 4.7).

600 483+85
500 [
400
300 2339 20143
= £ 1942 48045
200 -
92+14 92+4 92+8
100 T = =
O 1 1 I 11 I 11 Il 1
pass. pass. pass. pass. pass. pass. pass. pass.
SS3 BSE SS3 BSE
Arvicolarossatra C57Bl/6

Fig. 4.7- Secondo e terzo passaggio intraspecifico di senaquiurale (SS3) e BSE in arvicola
rossastra e C57BI/6. Sulla sommita di ciascunaatmriportata la media dei tempi di
sopravvivenza * deviazione standard.

4.2.4 ’analisi della sequenza suggerisce un ruolo rilevdae
delle sostituzioni Y154N e S169N nella trasmissione
delle malattie da prioni.

Il confronto delle sequenze della PriPa i le specie di roditori studiate ha mostrato u

elevato grado di omologia. Infatti, benché un digativo numero di sostituzioni fossero
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presenti nel segmento del peptide segnale sulfiiteale e sulla sequenza segnale del C-
terminale (entrambe sottoposte a clivaggio durknteaturazione della proteina), il confronto
delle sequenze della proteina matura ha mostraiitisnoni aminoacidiche significative in
sole 5 posizioni (G89S, L109I, Y154N, S169N e D2p@lg. 4.8). Allo scopo di facilitare la
lettura, la numerazione utilizzata per I'individimze delle posizioni aminoacidiche nel testo

& riferita al numero dei residui della sequenzéad@iF di topo C57BI/6.

5 T5 S80 N97

3 6
-55 S72 G90
\\ w\ L109 Y154 S169 D226
. —1
| |

Topo selvatico

G!
C578l/

Arvicola rossastra

Arvicola agreste

Gerbillo ‘ H

Topo costiero | H

M109 N154 N169 E226

Fig.4.€ — Schema semplificato delle sequenze delld Befe specie di roditori analizzatié fumero dei
residui della sequenza fa riferimento alla PrRodotC7BI/§.

La prima sostituzione, G89S, é situata sull'N-teraté, sulla coda non strutturata della PrP ed
e presente solo nell’arvicola agreste. La secondstgzione, L109M, anch’essa sulla coda
N-terminale, € conosciuta perché variazioni in tplesizione sono note influenzare la
suscettibilita alle malattie da prioni nell'arvieolossastra (Cartomt al. 2005) e nel topo
(Westawayet al., 1987).

Due sostituzioni sono presenti nel dominio str@toidel C-terminale. La sostituzione Y154N

e localizzata nell’ansa tra la primaelica ed il secondo fogliettp, mentre la sostituzione
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S169N e localizzata nellansa tra il secondo fdgi¢g e la seconda-elica (Fig. 4.9).
Entrambe queste variazioni sono distintive deidiversi gruppi di roditori.
Infine, la sostituzione D226E, anch’essa differani® la sequenza della PrP dei

by

Muridae dagli Arvicolinae, & presente

nella regione C-terminale.

In particolare, abbiamo
focalizzato la nostra attenzione sulle due
variazioni Y154N e S169N. Queste sono
localizzate nella regione del dominio
strutturato C-terminale della PrP che
sembra contribuire a influenzare la
barriera di trasmissione in quanto

ipoteticamente  sito  di  interazione

proteina-proteina 0  coinvolto  in

specifiche interazioni intermolecolari

Fig.49 — Posizione dei residui aminoacidici Y154, _. )
(in verde) e S169 (in rosso) nel dominio globularéBIIIeter et al 1997). Dualtra parte, le

della Pre di topo (ottenuti con RNM). Gli variazioni Y154N e S169N sono state
elementi delle strutture secondarie sono disegnati . o
con differenti colori (porporau-elica). identificate ~ come I principali

determinanti  della  efficienza  di
conversione in vitro della PrP di arvicola (Pieneigl, 2006).

Al fine di confermare il ruolo delle sostituzionn iposizione Y154N e S169N
nell'influenzare la trasmissione dei prioni nei itod, abbiamo analizzato la sequenza della
PrP di altri roditori e quindi selezionato per gfiudi di trasmissione altre due specie: il topo
costiero Peromiscus polionot)sed il gerbillo della Mongolia Mleriones unguiculatys
Queste specie sono state scelte perché possiedarsi divelli di relazione filogenetica con
le specie di roditori precedentemente inoculatg.(8i2) (Wilson & Reeder, 2005) e perché la
sequenza della loro PrP consente di discriminareoilo delle sostituzioni Y154N e S169N
rispetto a quello delle variazioni L109M e D226kfalti, il topo costiero, in analogia alle
Arvicolinae, presenta le variazioni 154N e 169N tnenl gerbillo, come i Murinae, risulta
154Y e 169S. Entrambe le specie tuttavia - diveesdaendalle 4 precedentemente saggiate —
presentano le variazioni in posizione 154 e 168ssociazione con 109M e 226D (Fig. 4.8).

Il topo costiero ed il gerbillo sono stati inoculabn lo stesso isolato di scrapie

naturale (SS3) impiegato nelle precedenti trasomnsse con il ceppo di scrapie adattato al
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topo, denominato 139A. Gruppi di arvicola rossagtrdi topi C57BIl sono stati anch’essi

inoculati con il ceppo 139A, per confronto.

Specie ricevente Inoculo Tempo di sopravv.  Clinici Efficienza di
(giornixdev.st.) positivi / totale trasm. (%)
Topo costiero 139A 15118 10/10 100
Scrapie naturale SS3 206123 12/12 100
Gerbillo 139A 238+12 5/5 100
Scrapie naturale SS3 1032; >1300* 1/5 20°

Tab. 44. Tempi di sopravvivenza ed efficienza di trasmissiogservati nel topo costiero e nel

gerbillo laboratorio inoculati con il ceppo di sgr@murina 139A e I'isolato scrapie ovina SS3.

* quando nel gruppo non venivano trovati animalsifigi alla Pr°" il tempo di sopravvivenza era
mostrato come piu lungo del tempo di sopravvivedgiultimo animale morto o sacrificato.

° il tempo di sopravvivenza e I'efficienza di trassione erano calcolati solo per gli animali chestravano

accumulo di Pr¥.

Dopo l'inoculazione, i topi costieri hanno sviluppda malattia mostrando tempi di
sopravvivenza brevi, paragonabili a quelli ossermat’’arvicola rossastra, mentre i gerbilli
hanno mostrato una trasmissione inefficiente @elldto di scrapie naturale ed un tempo di
sopravvivenza piu lungo e simile al C57BI, dopeddulazione con il ceppo 139A (Tab. 4.4).

| risultati confermano percio che le posizioni Yh6é S169N sono le sole a correlare con i

differenti pattern di trasmissione osservati (Big).
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CAPITOLO V

Discussione

Uno degli aspetti pit complessi e controversi detflalattie da prioni € la loro
proprieta di essere trasmissibili, a dispetto delssedere i caratteri delle malattie
neurodegenerative piuttosto che di quelle infetthvee autorita sanitarie e i comitati scientifici
degli organismi internazionali quali I'Unione Euemp mostrano oggi un grande interesse
rispetto al rischio delle malattie da prioni desgiimali per 'uomo e la ricerca sta investendo
significative energie per comprendere le basi nadet che regolano la trasmissione di tali
agenti tra specie animali diverse. Le ragioni dsmo in buona parte nell’epidemia di BSE.
L’improvvisa comparsa del nuovo agente, responsabibltre 200.000 casi di malattia nella
specie bovina ha ricordato al mondo scientificolle autorita sanitarie internazionali che
esistono prioni capaci di modificarsi e dotati dfetente patogenicita e spettro di ospite. Ed
ha anche dimostrato per la prima volta che alcugueésti — come la BSE — sono in grado di
trasmettersi dagli animali all’'uomo.

Il lavoro sperimentale condotto nell’ambito di quesa tesi di dottorato ha avuto
come obiettivo quello di indagare alcuni dei meccasmi molecolari alla base della
trasmissione interspecifica delle malattie da prion In particolare, impiegando come
principale modello sperimentale I'arvicola rossasta, caratterizzato dal possedere una
straordinaria suscettibilita ai prioni, & stato indagato: 1) se tale suscettibilita fosse da
attribuire alla sequenza della PrP dell’arvicola; 9 qualora cosi fosse, a quali specifici
aminoacidi; 3) se tale suscettibilita si esprimesseei confronti di tutti i ceppi di prioni o

fosse ceppo-dipendente.

5.1 La trasmissibilita delle malattie da prioni tra specie diverse e
regolata dalla sequenza della PrP della specie riente.

La prima parte della ricerca si € posta |'obiettiioindagare se la suscettibilita del

modello arvicola sia da attribuire alla sequenziéaderP o ad altri fattori e - diversi dalla
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PrP - propri di quella specie.

Con l'obiettivo di studiare il ruolo della sequendalla PrP dell'arvicola in modo
indipendente rispetto ad altri possibili fattori lpecie sono stati utilizzati topi transgenici
esprimenti la PrPdi arvicola su un background knock-out ®tfinea Tg407). Tale modello
e stato inoculato con un isolato di scrapie, unB8E ovina, uno di MCJ e con due ceppi
(uno di scrapie e l'altro di BSE) adattati all'arwla attraverso passaggi ripetuti in questa
specie. Per confronto, sono stati inoculati grugirvicole e di topi wild-type con gli stessi
isolati di scrapie ovina, BSE ovina e MCJ.

Il complesso dei risultati di questi studi indicane I'inserimento del gene della PrP
dell'arvicola nel topo modifichi la suscettibilitdi questa specie rendendola estremamente
simile a quella dell’arvicola, sia in termini di @dda dei tempi di sopravvivenza, che di
successo di trasmissione. In particolare, la serapturale ovina, che nel topo wild-type non
determina malattia clinicamente manifesta e snede in modo estremamente inefficiente,
causa malattia nel 100% dei Tg407, con tempi drasopvenza brevi e del tutto simili a
quelli osservati nell'arvicola. Anche la MCJ, chel iopo wild-type si trasmette in modo
inefficiente, con tempi lunghi e senza determinar&@attia clinicamente evidente, porta a
malattia il 100% dei Tg407, sia pure con tempi dpravvivenza superiori a quelli
dell'arvicola. Parallelamente, la BSE ovina spenta&, che mostrava di trasmettersi
efficientemente e con tempi di sopravvivenza iiemel topo wild-type che nell'arvicola, si
trasmette in modo inefficiente, sebbene con tenpi levi, nei topi esprimenti la PrP
dell’arvicola.

L'elevata efficienza di trasmissione ottenuta irlaodo il medesimo modello con
prioni provenienti da specie differenti (pecora @nw) mette inoltre in evidenza che la
suscettibilita e indipendente dalla sequenza detR della specie “donatrice” ma legato a
guella della specie “ricevente”.

| dati di trasmissione della BSE sperimentale owlimaostravano inoltre come una
determinata sequenza della PrP non puo esseraleaatsi come capace di conferire elevata o
ridotta suscettibilita in termini generali. Il ceppdella BSE, infatti dimostra di essere
trasmissibile in maniera piu efficiente al topo dvil/pe piuttosto che all’arvicola o al topo
transgenico esprimente la PrP di questa specie.

Risultati analoghi sono stati ottenuti, inoltrepéalando i Tg407 con ceppi di scrapie
e BSE adattati all'arvicola. L'efficienza di trasssione, i tempi di sopravvivenza, il profilo

neuropatologico e il pattern di accumulo della®ianno dimostrato che Tg407 e arvicole
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sviluppavano la malattia con un fenotipo di trasmoise del tutto simile, suggerendo che la
sostituzione del gene della PrP murina con quekd’agvicola determina nel topo
transgenico, oltre che la suscettibilita, anchéemotipo di malattia simile all’arvicola.
Complessivamente i dati suggeriscono che gran plaita suscettibilita dell’arvicola
e riconducibile alla sequenza della PrP e avvatridpotesi a favore dell’assenza o di
un’azione minoritaria di determinanti specie-specifdiversi dalla PrP nel regolare la

suscettibilita alle malattie da prioni.

5.2 Ruolo delle sostituzioni 154 e 169 della sequenzealid PrP
nel modulare la trasmissione interspecifica delle alattie da
prioni.

Definito il ruolo cruciale della sequenza della PnEl determinare la differente
suscettibilita tra arvicola e topo, la secondaedsdilla ricerca € stata indirizzata a identificare
eventuali specifici residui aminoacidici della Ryétenzialmente in causa nel determinare tali
differenze. L’'analisi dei risultati ottenuti perrteetdi suddividere i roditori studiati in due
gruppi. La prima include le due specie di arvicgM. glareolus e M. agresti$ ed e
caratterizzata da i) alta suscettibilita alla si&ajp) bassa suscettibilita alla BSE, iii) tempi d
sopravvivenza estremamente brevi in seguito adulaaione dei ceppi adattati. || secondo
gruppo comprende il topo selvaticd Eylvaticu} ed i C57Bl. Questi mostrano: i) ridotta
suscettibilita alla scrapie, ii) relativamente atascettibilita alla BSE, iii) lunghi tempi di
sopravvivenza con i ceppi adattati. Queste evideraeo consistenti con la trasmissione
inefficiente della scrapie a topi riportata da dsveAutori (Vilotte et al, 2001; Bruceet al,
2002) ma era anche confermato dalle passate oggervadi Chandler e Turfrey in merito
all'elevata suscettibilita dell’arvicola (Chandi@rTurfrey, 1972). Il confronto delle sequenze
indica che i differentipattern di trasmissione osservati correlano con le vavi@zi
aminoacidiche in posizione 154 e 169. Complessivade specie con Y154-S169, (topi
selvatici ed C57BI/6), si mostravano resistenta @trapie e suscettibili alla BSE, mentre le
due specie di arvicola, portatrici delle sostitmzi@54N-169N manifestavano caratteristiche
sostanzialmente opposte. L’inversa suscettibil@rdditori alla scrapie e alla BSE sottolinea
il ruolo dei ceppi nella barriera di trasmissioflecambio di aminoacidi pud sia aumentare

che ridurre l'efficienza di trasmissione, in modpeahdente dal ceppo di prioni. In particolare,
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e evidente come il cambiamento di Y154N-S169N sendferire alle Arvicolinae un’alta

suscettibilita alla scrapie, mentre determina &&ff opposto con la BSE.

Il ruolo preminente delle variazioni Y154N-S169Nova ulteriore conferma nei

risultati degli studi di trasmissione nel topo test e nel gerbillo.

Pieninget al (2006) avevano analizzato il ruolo della sequdPda mediante test di

conversionein vitro, allo scopo di indagare le basi dell’elevata stignita dell’arvicola

rossastra alla scrapie naturale rispetto al topo.
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Fig. 6.1 — Sequenza aminoacidica della proteina prionidaMigdes glareolugarvicola rossastra),
rispetto aMus musculu§topo),Ovis aries(pecora)Homo sapienguomo) eBos taurugbovino).

In accordo con i nostri risultain vivo, gli studi in vitro hanno identificato le
sostituzioni S169N ed Y154N come responsabili delilersa efficienza di conversione

ottenuta con la PfPdi topo e di arvicola. | nostri studi concordarom quelli di conversione
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in vitro anche in merito all’alterazione ceppo-dipendeti¢di’efficienza di conversione
indotta dalle variazioni Y154N-S169N, con un efieti incremento o decremento della
suscettibilita a seconda del ceppo inoculato (Rgiei al, 2006).

Occorre sottolineare che le sequenze della PrPnawed ovina hanno gli stessi
aminoacidi nelle posizioni 154 e 169, mentre la BoRvina differisce solo al codone 154,
presentando H invece di Y (Fig. 6.1). In accordo tali differenze, i tesin vitro hanno
dimostrato che la PfRdi arvicola veniva convertita in modo meno effitie rispetto a quella
del topo sia dalla scrapie che dalla BSE (Peimihgl, 2006). Tuttavia, l'introduzione della
doppia mutazione murina 154N-169N nella sequen#iamiecola incrementava l'efficienza
di conversione fino ad un livello paragonabile el ottenuto con la PfPdi topo, a
prescindere dai rimanenti residui in posizione é@26.

Questi risultati suggeriscono che la somiglianzdlengosizioni 154 e 169
rappresentata un importante determinante nellagbami trasmissione tra le specie di roditori
studiate. Tuttavia, la pitl elevata efficienza diwersione della PfPdi topo rispetto a quella
di arvicola indotta dalla scrapie ovina contraste ta maggiore suscettibilita alla scrapie
dimostrata dall’arvicola rispetto al topo negli ditin vivo. Assumendo che la conversione
della PrP sia il risultato di una interazione diretta corPie®° (Caughey, 2003), gli stud
vitro implicano che il riconoscimento e la conversioeéadPrP di topo ad opera della P¥P
di pecora siano pit efficienti di quelli osservatin PrP di arvicola. Tuttavia, i nostri risultati
In vivo suggeriscono che altri fattori successivi a takerazione potrebbero influenzare la
patogenesi, guidando lo sviluppo della malattiafpaailmente che nel topo.

Questo suggerisce che I'arvicola sia in grado dilntere una particolare efficienza di
adattamento e/o replicazione dei prioni, come suigganche dalla sorprendente brevita dei
tempi di incubazione dei ceppi adattati. Questhdtie una caratteristica dell’arvicola, dato
che quasi tutti i ceppi adattati in questa speeterminano tempi di sopravvivenza che vanno
da 35 a 130 giorni post-inoculo, indipendentemetdkfatto che essi derivino da bovino,
ovino, cervo, topo, criceto o uomo (Dell’Oned al, 1999; Lippet al, 1999; Agrimiet al,
1999, Nonnocet al, 2006; Cartonet al, 2005; Cartonet al, 2006; Zanusset al, 2007;
Courageott al, 2008; Agrimiet al, 2008 e Di Baret al, 2008).

Nel presente lavoro abbiamo dimostrato che questatteristica si applica anche
all'arvicola agreste. In questi roditori il secongmssaggio di SS3 produce tempi di

sopravvivenza comparabili con I'arvicola rossastra.
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Il modello di scrapie nel criceto siriano ha rag@m@ato un importante passo avanti
nella ricerca sui prioni a causa del breve perididocubazione osservato con il ceppo 263K
(Kimberlin & Walker, 1977). Sia i criceti che levaole possiedono le sostituzioni 154N-
169N. Tuttavia, il confronto della loro suscetiitdilporta ad osservazioni contrastanti.

E noto che i criceti sono resistenti alla BSE (Ragthet al, 1997). Analogamente,
nel presente lavoro, e stata dimostrata una parzesistenza dell’arvicola a tale ceppo.
Tuttavia anche il nostro tentativo di trasmetteteciaceto la scrapie SS3 — facilmente
trasmissibile all'arvicola - ha dato risultati néga (Peininget al, 2006). La presenza di
aminoacidi che sono unici della sequenza della d&fcriceto (V111M, 1138M, V202I,
M2041, V214T) offre una potenziale spiegazione ali tiscrepanze. In effetti, almeno nel
caso della variazione 138M, Priola e Chesebro (1888no dimostratin vitro che questo
specifico residuo potrebbe influenzare la barrdiraasmissione tra topo e criceto bloccando
la conversione della PrP.

Le basi molecolari della trasmissione interspeaicdell’adattamento della malattie
da prioni ad una certa specie € sconosciuta. Tiaftd® evidenze suggeriscono che la
sequenza della PrP della specie ricevente agisndiztonando ilrange delle possibili
conformazioni compatibili e quindi condizionandoslascettibilita ai differenti ceppi di prioni
(Collinge, 2001). In accordo con questo modellcGsdguenza dell’arvicola rossastra potrebbe
essere particolarmente incline ad adottare un anapige di conformazioni. Questo dovrebbe
spiegare I'alta suscettibilita dell'arvicola rossasad un’ampia varieta di EST in trasmissione
primaria, benché con importanti eccezioni come leBSE. In accordo con la bassa
efficienza di trasmissione della BSE, anche la vGili2 deriva nelluomo dall’infezione con
I'agente della BSE, ha mostrato in arvicola rossash basso grado di trasmissione ed un
tempo di sopravvivenza estremamente lungo (datimostrati).Questo supporta l'idea che
'agente della BSE si trasmette scarsamente adleisportatrici delle sostituzioni Y154N—
S169N, indipendentemente dalla sequenza della &t specie donatrice.

Le posizioni 154 e 169 sono poco variabili nell® Rtei mammiferi (Fig. 6.1). |
residui aminoacidici nelluomo e nel bovino sonodl5169S, nella pecora e nella capra
154Y-169S e nei cervidi 154Y-169N. Consideranddfdteo ceppo-dipendente delle
variazioni in tali posizioni, si potrebbe ipotizeache tali differenze possono spiegare
l'apparente limitazione esistente nella trasmissimiberspecifica dei prioni tra uomo, piccoli
ruminanti e cervidi. A conferma di cio, la sola E&@fimale che ad oggi ha superato la

barriera di trasmissione con I'uomo é la BSE. Quesgente si € dimostrato capace di
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trasmettersi da bovino a uomo; due specie che miigse gli stessi residui aminoacidici nelle
posizioni 154 e 169.

Nella rappresentazione tridimensionale della“PdP topo i residui 154Y e 169S,
corrispondenti a 154N e 169N della proteina prianiell'arvicola rossastra, sono esposti
sulla superficie della proteina (Fig. 4.9) e sonaindi accessibili ad una potenziale
interazione con la PrPesogena. E stato dimostrato che anche in un noodiefPrP° basato
su analisi cristallografica (Govaeret al, 2004), i residui 154Y-169S sono situati sulle
superfici accessibili della struttura del cdFeslicoidale potenzialmente importante per la
formazione di fibrille di Prf* (Peininget al, 2006).

E interessante notare, che la posizione 169 satr@l loop che collega il secondo
foglietto B con la seconda-elica (32-02) (Fig. 4.9), una regione che risulta critica nel
condizionare la struttura tridimensionale della P(Bossertet al, 2005), la formazione di
fibrille (Sawayaet al, 2007), la suscettibilita alla scrapie degli aMiHunter et al, 2000;
Goldmanet al, 2006; Vaccaret al, 2007), la replicazione dei prioni (Kane&bal, 1997) e
la barriera di trasmissione (Billetet al, 1997; Caughey, 2003). Recentemente, inoltre, il
residuo 169N e stato identificato come determindetka plasticita conformazionale del loop
B2-02 (Gorfe AA & Caflisch A, 2007).

Nel complesso, questi dati evidenziano la rilevatizqueste posizioni nel modellare
la barriera interspecifica nelle malattie da prioQuesto potrebbe avere implicazioni
significative nella valutazione del rischio di tnassione di prioni per I'uomo in modelli di
primati, i quali mostrano una notevole variabilitdlla posizione 154 e nel logj2-02, che
comprende la posizione 169.

La distinzione tra i due gruppi di roditori derivandagli studi di trasmissione é
corrispondente con la loro tassonomia la qualesitiea I'arvicola rossastra ed agreste nella
famiglia dei Cricetidae, mentre il topo selvaticd eéopo domestico (C57BI/6) in quella dei
Muridae (Wilson & Reeder, 2005) (Fig. 3.2). Nonoggail convincente ruolo svolto dalla
PrP, questa osservazione indica la necessita dirimumciare ad indagare la possibile
esistenza di ulteriori fattori di ospite differenalla PrP in grado di modulare la suscettibilita

alle malattie da prioni diversamente nelle famigfierinae e Cricetinae.

5.3 Conclusioni.

| risultati di questo studio hanno importanti ingalzioni nella comprensione dei

meccanismi molecolari alla base della trasmissioterspecifica delle malattie da prioni e
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dimostrano che la barriera di trasmissione e umrfeeno cui partecipano due componenti
intimamente correlate tra loro: la sequenza deftR &ella specie infettata ed il ceppo di
agente.

Il gene della PrP é altamente conservato nei maenmit’ stato suggerito che un
limitato, ma significativo, numero di conformaziotélla Pri° siano possibili dal punto di
vista termodinamico; queste costituirebberadrige’ di ceppi di prioni compatibile con una
determinata sequenza “ricevente” di PrP. Nell’amlgit una singola specie di mammifero,
solo una parte di queste conformazioni sarebbedgpiossibile (Collinge, 2001). | risultati
del presente lavoro dimostrano come, nella trasomesinterspecifica, specifiche posizioni
della PrP della specie “ricevente” influenzano uacettibilita di quella specie e confermano
come la sequenza della PrP della specie “ricevetatl anche il fange di ceppi cui quella
specie si mostra suscettibile, ma che tale subiidti e indipendente dall’omologia di
sequenza esistente tra la PrP della specie “doaagiquella della specie “ricevente”.

Grazie alla elevata suscettibilita mostrata nefraoti di numerose e differenti EST
umane ed animali, I'arvicola rossasthdypdes glareolussi dimostra un modello di grande
interesse per lo studio delle basi molecolari dedamissione interspecifica delle EST e per

“modellare” il rischio di trasmissione dei prioredina specie animale ad un’altra.
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