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RIASSUNTO

| prioni, privi di acidi nucleici, esistono comep@ e possono mutare, in particolare
guando attraversano una barriera di specie. Nuimsiwdi convergono sulla conclusione
che le caratteristiche ceppo-specifiche siano itteanella conformazione della P¥Pcon

la variabilita di ceppo associata a varianti comfazionali della Pr¥.

In questo studio ci siamo avvalsi del PMCA, tecreb@& riproducen vitro molti aspetti
della biologia dei prioni, per mettere a punto daeiwhi sperimentali di replicazione che
permettessero di osservare fenomeni di mutazionselezione, onde investigare |
meccanismi molecolari e di popolazione alla badka aeutabilita dei prioni. In condizioni
di replicazione eterologa, che mima la trasmissioaaliverse specie, € stato inizialmente
possibile identificare un mutante difettivo dellerapie, caratterizzato da una diversa
conformazione della PrPe capace di replicaia vitro ma non pitin vivo. Le condizioni

in cui tale mutante € emerso hanno permesso dippake ulteriori ipotesi di lavoro,
basate sul concetto della quasi-specie. Impartetigiersi regimi di replicazione e
seguendo I'evoluzione di due ceppi, € stato pdssiiidenziare fenomeni di mutazione
anche in condizioni di replicazione omologa, inemgs di forti pressioni selettive. In
entrambi i ceppi sono emerse varianti conformadiai@rP>° durante passaggi replicativi
ad ampia popolazione, mentre le popolazioni so#tga ripetuti colli di bottiglia hanno
mostrato un rapido declino del tasso di replicagidono stati infine investigati I'efficacia
e il potenziale mutageno di molecole anti-prionjctegtenendo importanti risultati
preliminari sull’efficacia di molecole che legarRrP.

Questi risultati evidenziano come la mutabilita @i caratteristica intrinseca dei prioni e
supportano l'idea che i prioni siano molto varigksimilmente alle quasi-specie virali, e
percio adattabili e proni a fenomeni di mutazionsetezione. Tali conclusioni hanno
impatto su problematiche sanitarie quali lo stutkb potenziale zoonotico e i fenomeni di

farmaco-resistenza dei prioni.

Parole chiave: encefalopatie spongiformi trasmissibili, prioneP®, ceppi, mutabilita,
PMCA, quasi-specie, arvicola rossastra, westerttibdp



ABSTRACT

Despite the absence of a nucleic acid encodinggémetic information, prions exist as
strains, that are characterized by distinctive lémaical and biological features and are
able to mutate, mostly during inter-species tragsmns. It is now widely accepted that
different strains are associated with different ®réonformations and that the strain
variation is due to modification of PtRconformation.

Taking advantage of PMCA, an vitro technique that reproduces several aspects of prion
biology, we developed ain vitro set-up to mimic prion strain mutation and seleciamd

to investigate the molecular mechanisms underlgign mutability.

During heterologous PMCA replications, i.e. thatmiu inter-species transmission, a
defective scrapie mutant, characterized by a differPrP° conformation and able to
replicatein vitro but notin vivo, was identified. The fact that the defective mtiamose
only from an highly diluted inoculum, resemblingetemergence of defective genotypes in
viral quasi-species population after subsequenuado-plague transfers or bottleneck
events, led us to evaluate prion ability to mu@ddeing homologous PMCA replications
and without selective pressure, only submittingmpstrains to different passage regimens.
In both strains, Pr® conformational variants were identified only aftarge population
passages, while repeated bottleneck events causmuidadecline in amplification rates.
Lastly, we evaluate the ability of some anti-prioompounds to inhibit Pf® in vitro
amplification and their potential role in inducimlyug-resistant prions, pointing out the
worth use of PrPas a therapy target.

The data support the view that mutability is amimsic property of prions and that prions
constitute quasi-species populations subjectedutation and selective amplification, thus
able to change their “phenotype” in response tongha in the environment. These
findings have obvious significant implications inlghc health, raising concern about the

real zoonotic potential of prion strains and TS&répeutic approaches.

Key words: transmissible spongiform encephalopaties, pri®ng;°, strains, mutability,
PMCA, quasi-species, bank vole, western blotting.



1. INTRODUZIONE
1.1. EST: Encefalopatie Spongiformi Trasmissibili

Le Encefalopatie Spongiformi Trasmissibili (EST)pio comunemente malattie da prioni,
sono un gruppo di malattie neurodegenerative tieshili e ad esito inevitabilmente
fatale, riscontrate tanto nelluomo quanto in deerspecie animali, selvatiche e

domestiche.

Le EST sono malattie neurologiche progressive t@aratate da lunghi periodi di
incubazione e un largo spettro di manifestazionniaie, come cambiamenti del
comportamento, atassia, assenza di coordinazigrer-eeattivita agli stimoli. Le lesioni a
carico del sistema nervoso centrale (SNC) compmemdiegerazione spongiosa a livello
della sostanza grigia, vacuolizzazione, perditarovale e astrogliosi, ma l'entita delle
lesioni puo variare notevolmente; inoltre sono semgssenti reazioni inflammatorie e/o
immunitarie. La caratteristica patologica fondanaéme rappresentata dall’accumulo della
isoforma patologica (Pf® della proteina prionica (PFR una normale glicoproteina
dell’ospite, ubiquitaria ed altamente conservaliertBverse specie animali.

Le malattie da prioni sono classificate, sulla bds#la diversa eziologia, in i) forme
acquisite, cioe originate da contatto diretto oirgitb con soggetti infetti; ii) forme

ereditarie, dovute a mutazioni del gene PRNP awatite la proteina prionica; iii) forme
idiopatiche o sporadiche, a origine sconosciutandstante la diversa origine, tutte le

malattie da prioni risultano trasmissibili sperirtedmente.

Nelluomo, nonostante I'enorme interesse susctialte forme acquisite, le forme piu
frequenti di malattie da prioni sono quelle spochdi tra queste sono comprese la forma
sporadica della malattia di Creutzfeldt-Jakob (s)cJB forma sporadica dell'Insonnia
Fatale (sFl) e la variably protease-sensitive mpathy (VPSPr) fou et al., 2010;
Gambetti et al., 2031 L'assenza di una causa conosciuta per la sCJpohato a
formulare diverse ipotesi, prima tra tutte una $poea conversione (transconformazione)
della Pr nella sua versione patologicr(siner 1998 Ipotesi alternative includono la
presenza di mutazioni somatiche del gene della (Briper questo non ereditate), e
l'aquisizione da fonti alimentari o ambientali aggbnon identificate Gajdusek et al.,
1977).

Tra le forme umane aquisite vengono annoverati ttasmessi accidentalmente per via
ilatrogena, a seguito di interventi di neurochirargd somministrazione di ormone
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pituitario, gonadotropina e ormone della crescegawati da donatori affetti, casi derivati
dall'esposizione a cadaveri umani durante rituannibalistici come nel Kuru, o
dall'esposizione probabilmente alimentare a madgerderivante da animali colpiti da
Encefalopatia Spongiforme Bovina (BSE), come nel&iante di Creutzfeldt-Jakob
(vCJID) Scott et al., 1999 L'evidenza di queste forme umane acquisite pr&ain lato
come le forme umane sporadiche, nonostante la aatpontanea, possano essere
trasmesse in condizioni particolari, dall’'altro cemli animali possano rappresentare una
fonte di infezione umana. Questo ruolo di “reservdelle EST animali & stato lungamente
sottostimato e/o sottovalutato fino al riconoscitoedel potenziale zoonotico della BSE
bovina, prima, e al momento, unica EST animaleraprovato rischio per 'uomadSgott et
al., 1999.

Pur essendo tutte causate da mutazioni nello stggs®, le malattie da prioni ederitarie
mostrano diverse caratteristiche clinico-patologicihe ne permettono la classificazione;
tra queste troviamo la forma genetica della malath Creutzfeldt-Jakob (gCJD), la
malattia di Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS)ineonnia familiare fatale (FFI)
(Brown & Mastrianni 2010, Capellari 20)1 Inoltre, mentre alcune di queste risultano
clinicamente e patologicamente indistinguibili dafbrme sporadiche, e vanno sotto |l
nome di gCJD, altre mostrano caratteristiche disenguando sono associate a particolari
mutazioni, come nel caso della GSS e HBtdiani et al., 2000, Parchi et al., 1998

Negli animali tra le forme acquisite vengono anmate la Scrapie di ovini e caprini,

I'Encefalopatia Spongiforme Bovina (BSE) dei bovaila Chronic Wasting Disease
(CWD) dei cervidi. La Scrapie e la CWD si compodanome malattie infettive,

caratterizzate da una trasmissione che avviengig@arizzontale, tramite contatto diretto,
ingestione di organi e tessuti infetti, o attraveta contaminazione dell'ambiente. Al
contrario, per la BSE dei bovini non e stata ad oggrtata trasmissione né orizzontale ne
verticale, e la grande diffusione di BSE nel Regjimoto € stata causata principalmente
dall'utilizzo di mangimi contenenti farine di catinfette. Tra le altre forme acquisite sono
riportate I'Encefalopatia Spongiforme Felina (FSie colpisce felini sia domenistici che

selvatici, e 'Encefalopatia Trasmissibile del Vied TME).

Tra le EST animali ad occorrenza apparentementadjpa si trovano invece la Scrapie
atipica o Nor98 negli ovi-capriniBenestad et al., 200& le due forme recentemente
descritte di BSE atipica nei bovini, BSE-H e BSEGLBASE @iacabe et al., 2004;
Casalone et al., 2004



La presenza di fattori genetici implicati nella ceisibilita a EST animali, come la Scrapie,
e ormai nota da molti anni. Le specie appartenansiottordine Ruminantia posseggono
infatti 105 diversi alleli del gene PRNP, generai@fodiverse varianti, che, cosi come
accade per alcuni polimorfismi umani, determinamodiverso grado di suscettibilita o
resistenza alla malattia dopo esposizione all’'aganfettante Goldmann 2008 Per
quanto riguarda gli ovini, ad esempio, i polimarfispiu rilevanti nel determinismo
genetico della scrapie sono quelli ai codoni 13 & 171, dai quali derivano i cinque
alleli ARQ, VRQ, AHQ, ARR, ARH e i 15 diversi genpi risultanti, classificati in 5
diverse classi di rischio alla scarpie sulla basiéadsopravvivenza e dell'eta di insorgenza

dei sintomi di malattia in animali inoculatsldmann 2008

1.2. Protein-only hypothesis e meccanismo patogeruet

Una delle particolarita delle malattie da prioni'assenza di una risposta immunitaria
dellospite e speculazioni riguardo la natura emata dell'agente patogeno crebbero
notevolmente durante tutta la seconda meta del ceote. Inizialmente, la capacita
dell’agente patogeno di trasmettersi ha fatto si ghesto venisse classificato come agente
virale, mostrando tuttavia caratteristiche inuspali un virus, come l'elevata resistenza al
calore e al trattamento con formalin®aftison 196% La straordinaria resistenza
all'inattivazione con radiazioni ionizzanti e ulralette riportata da Alper e colleghi
(Alper 1996, le dimensioni incompatibili con quelle di un w& convenzionale e
I'inattivazione con agenti caotropici, portarontaatascita della “protein-only hypotheis”,
secondo cui I'agente patogeno & una proteina, eetirdi proteine, presente nel corredo
genetico dell'ospite, che solitamente non vieneifc@ada o che non viene codificata in
quella forma patologica, capace di trasmettersiatranali diversi pur mantenendo una
identita specie-specificas(iffith 1967). Le sempre piu numerose evidenze di un agente
con proprieta che differivano da quelle di virugpii o plasmidi, insieme alla mancata
identificazione di un acido nucleico specifico perEST, portarono nel 1982 Prusiner a
riprendere lipotesi di Griffith ed introdurre iloocetto di "prione" (acronimo di
Proteinacious Infectious Particle), cioé un ageinfettante di natura esclusivamente
proteica e parzialmente resistente alla digestimore enzimi proteolitici (Proteinasi K),
privo di acidi nucleici Prusiner 1982 La successiva identificazione di una proteina
insolubile e resistente alle proteasi nel cervdil@animali malati Qesch et al., 198§5ha

ulteriormente corroborato tale ipotesi.



L'evento patogenetico principale, che sottendeetlg#gtmalattie da prioni, € la conversione
post-traduzionale della proteina prionica celluld®&F") in una isoforma patologica
denominata Pr® che si accumula nel sistema nervoso centrale gmeggti proteici di
varie dimensioni o in forma di sostanza amiloid#aAransconformazione & associato un
cambiamento nelle proprieta biochimiche della pnate mentre la PfP & solubile in
detergenti non denaturanti, risulta rapidamenteritiay dalle proteasi ed é riccadreliche,

la PrP° & insolubile in detergenti, parzialmente resisaita proteolisi e principalmente
costituita deg3-foglietti (Bolton et al., 1982; Meyer et al., 1986; Pan et 4D93. Ad oggi,

il rinvenimento di frammenti di PrP resistenti afjeoteasi (PrP in omogenati tissutali
rappresenta I'unico saggio diagnostico disponipdela diagnosi molecolare delle malattie
da prioni.

La teoria del prione postula che la P¥Bia il principale, se non I'unico, componente
dell'agente infettante, e che l'evento chiave deldologia sia la transconformazione
(spontanea, favorita da alcune mutazioni del ggRBRPo indotta da molecole di PfP
esogene) della PfRiell'ospite in Prf. Il nucleo di PrB° neoformato sarebbe poi in grado
di replicarsi in un processo autocatalitico recidim e convertendo altre molecole di BrP
Tale teoria ha trovato numerose conferme sperirfienta ultima la descrizione dei prioni
sintetici, ovvero la generazione di infettivita arfre da PrP ricombinante purificata
(Legname et al., 2004)ang et al., 2010

Due sono stati i modelli di conversione della PifPPrP* proposti: il “refolding model” e

il “seeding o nucleation model”. Secondo il “refmid model” la transconformazione della
PrP in PrP* sarebbe indotta dalla sola interazione con |&PtRnterazione PrRPrP™*
determinerebbe dapprima la perdita della struttteeziaria nativa della PP e
successivamente la sua rinaturazione in*PrBecondo questo modello di conversione
infatti, le due isoforme sarebbero separate da laiera costituita dall'energia di
attivazione necessaria al cambiamento conformalgpraergia che in condizioni normali
e sufficientemente elevata da impedire la convaesigpontanea della isoforma nativa a
quella patologica, e che viene ridotta dall'intevae PrP-PrP*, permettendo quindi la
transconformazionePfusiner 199). Il “seeding model” propone invece che la Pefa
usualmente in equilibrio con la PfRo forse con un suo precursore), un equilibrio iche
condizioni normali & fortemente spostato versorP’unione della PrP ad un "crystal-
seed" o ad un aggregato di PrBetermina la stabilizzazione della PiRe la formazione

di multimeri. La formazione dell’aggregato e rara,nuna volta formato, la successiva

aggiunta di ulteriori monomeri avviene rapidamefdarrett & Lansbury 1998 Per
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spiegare 'aumento esponenziale della®PePdei livelli di infettivitd durante l'infezione &
stata anche postulata la possibile frammentaziegd dggregati di Pr¥® (Orgel 998, in

un processo che porta quindi al’laumento del nunderaggregati (e quindi dei “seed” di
nucleazione) e che potremmo vedere come equivalalde replicazione dell’agente

eziologico Prusiner et al., 1998

1.3. PrF° e PrP*°

La PrP, la forma normalmente codificata dal gene PRNPun@ glicoproteina di
membrana, principalmente localizzata sulla supgeifesterna della membrana plasmatica
attraverso un’ancora di glicosil-fosfatidil-inodo (GPI), ubiquitaria e altamente
conservata nei vertebrati. Essendo una proteisaaltezione, viene sintetizzata nel reticolo
endoplasmatico e successivamente trasportata swdlabrana sinapticaOfsi & Sitia
2007); durante il tragitto viene sottoposta a modifigieest-traduzionali quali il taglio del
peptide segnale, l'attacco dellancora GPI sullazjpme C-terminale e I'aggiunta di
zuccheri su due siti di N-glicosilazione sulla pore C-terminale, cosa che determina
I'esistenza di isoforme con due, una o nessunafianione glucidica. Puo essere
rapidamente secreta grazie all’azione della fadifatiositolo specifica fosfolipasi C
(PIPLC) che riconosce e taglia I'ancora. E’ inoltestremamente suscettibile alla
digestione con proteinasi K. Studi spettroscopianio permesso di determinarne la
struttura secondaria e terziaria, mostrando comestgusia formata da una porzione
flessibile e poco strutturata, N-terminale, e uaezne C-terminale, altamente strutturata,
composta da 3 alfa eliche e 2 corti foglietti batdiparalleli Riek et al., 1996; Riek et al.,
1997. Nonostante siano stati condotti numerosi stutii @ identificare la funzione
fisiologica della proteina, usando diverse linebutari e modelli murini privati del gene
che codifica la Pr2(PrP’®) o in cui I'espressione della Bre up-regolataGriado et al.,
2005; Rial et al., 201R il suo esatto ruolo fisiologico rimane elusi&iudi recenti hanno
indicato come la PfP abbia numerose funzioni e sia implicata nella edigne,
apprendimento, ansia, locomozione, depressionegeesgjvita; ad ogni modo, l'esatto
meccanismo biochimico e i pathways di trasduziogleségnale che coinvolgono la BrP
sono ancora lontani dall'essere chiaMagsimino et al., 2013; Lob&o-Soares et al., 2007;
Steele et al., 2007

Come detto in precedenza, la proteina prionicalpgitca, o PrB°, deriva dalla PrP a

seguito di modificazioni post-traduzionali, che s@tono nel passaggio da una
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conformazione proteica prevalentemente ad alfaheliad una in cui prevale
I'organizzazione a foglietti beta, con una introeséendenza a formare aggregati e strutture
fibrillari che possono presentarsi sotto forma epakiti amiloidi Bolton 1982, Prusiner
1982. Questa conversione conferisce alla¥dRratteristiche biochimiche differenti dalla
PrP, tanto che inizialmente & stata definita come fomma di PrP largamente resistente
alla digestione con proteinasi K (PK), in condiZiam cui la Pr® e molte altre proteine
sono rapidamente degradakdef/er et al., 1986 La digestione della PPPcon proteinasi
K, ma non con altre proteasi, determina un taghoi tresidui amminoacidici 82-91 della
sequenza matura, determinando il caratteristicteatelettroforetico composto da tre
bande corrispondenti alle specie di 'BtRcioé il frammento di PrP resistente alla
digestione con proteinasi K) di-, mono- e non-glitaie. Ad ogni modo il concetto di
“resistenza alle proteasi” & relativo, poiché anighBrP° & suscettibile alla degradazione
se trattata con alte dosi di PK e per lunghi tedipncubazione NicKinley et al., 1988 e
soprattutto il grado di resistenza alle proteasi pssere differente per differenti forme di
PrP>® (Kuczius et al., 1999plcune forme risultano infatti pit suscettibillaproteinasi K,

ma non per questo non infettanti.

1.4. Ceppi di EST

Uno degli aspetti piu controversi delle EST, e aheno si concilia con la natura
esclusivamente proteica degli agenti eziologidiesistenza di ceppi diversi di prioni. Si
definisce ceppo un isolato infettivo che mostracdhe caratteristiche biologiche e

biochimiche che rimangono inalterate dopo trasmimsseriali nella stessa specie.

La prima dimostrazione dell’'esistenza di differeaéippi di prioni € stata ad opera di
Pattison e Millson nel 196Pé&ttison & Millson 196}, quando trasmissioni seriali in capra
di un singolo caso di Scrapie ovina portarono atlanparsa di due distinti fenotipi di
malattia, 'uno nel quale prevalevano sintomi exori e cutanei, l'altro nel quale
prevalevano sintomi di tipo depressivo, entrambint@auti costanti nei successivi
passaggi in capra. Risultati simili sono stati rite successivamente, quando passaggi
seriali di diversi isolati di scrapie su topi inbdreortarono all'isolamento di ceppi, che
differivano tra loro e che mantenevano costantipteprie caratteristiche quando re-
inoculati nel topoBruce & Fraser 1991 | primi elementi in grado di conciliare la nadur
proteica delle malattie da prioni e la presenzeegpi emersero da uno studio condotto su

due ceppi della TME, la malattia da prioni del vispad opera di Bessen e Marsh. | due
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ceppi infatti, oltre a diverse proprieta biologicneostravano differente sedimentazione in
detergente, resistenza a digestione con protelKasicorsa elettoforetica, caratteristiche
compatibili con una differente conformazione dgiieteina Bessen & Marsh 1992 e
1992h.

Per definizione, i ceppi vengono distinti sulla dakel tempo di incubazione e del profilo
neuropatologico e clinico dopo trasmissione in spite, generalmente topo di laboratorio,
e sulla capacita di trasmettersi in specie divéBsace 2003; Fraser & Dickinson 19Y.3
Recentemente pero, questa tipizzazione biologicacelgpi viene accompagnata da un
approccio molecolare che permette di distinguezeppi anche sulla base delle differenti
proprieta biochimiche della PP La caratterizzazione biochimica dei ceppi si biatti
sull'analisi delle caratteristiche elettroforeticella PrP° (Bessen & Marsh 1994 sul
profilo di glicosilazione della Pf® cioé il rapporto quantitativo tra le sue forme
glicosilate (di-, mono- e non-glicosilata)i{l et al., 2006, sulla resistenza della Pffralla
digestione proteoliticaKuczius et al., 1999 sull’analisi degli epitopi identificabili dopo
digestione proteoliticaStack et al., 2002 sul comportamento fisico-chimico della BTP
dopo denaturazion&éfar et al., 1998; Jacobs et al., 2007; Pirisiriak, 2010.

Tutte queste evidenze confermano l'ipotesi postudat Bessen e Marsh piu di venti anni
fa, secondo cui ogni ceppo & associato ad unarefiffe isoforma di P capace di
convertire la PrP a sua somiglianza. L'idea che possano esistergimdozli differenti
conformazioni “stabili” di una proteina appare oggeno bizzara. Da un lato, infatti, sono
ormai note numerose proteine che cambiano la @opconformazione, e
conseguentemente la propria funzione, a seguitandi stimolo (interazione con altre
proteine e/o aggregati proteici, molecole segnadeazioni di pH), solitamente implicate
nella trasduzione del segnale. Dallaltro, proteiclee esistono come aggregati, sia
patologici ed eventualmente infettanti come®rlfa-sinucleina, A-beta e SODRdss &
Poirier 2009, sia fisiologici come i prioni di funghi e lievi(Wickner et al., 2015 sono
numerose; modifiche della struttura quaternarigugisti aggregati proteici possono quindi
facilmente e comprensibilmente determinare modificonformazionali e cosi spiegare
I'esistenza delle dozzine di differenti conformeiiPrP°. Su queste basi & stato coniato il
concetto di “conformation templating”, la capaciiaé della Pr# di agire da templato
nella replicazione delle nascenti molecole di ®wPla capacita della PYRIi acquisire
fedelmente queste informazioni conformazionali @ldP°. Essendo quindi le strutture
terziarie e/o quaternarie della BfR codificare le proprieta ceppo-specifiche deptesi &

ipotizzato che distinti ceppi di prioni siano difati conformeri di PrP, ipotesi

9



corroborata da numerose evidenze sperimenfaliirig et al., 1996, Caughey et al., 1999;
Tanaka et al., 2004; King & Diaz-Avalos 2004)

1.5. Barriera di specievs barriera di trasmissione

In condizioni “naturali” I'agente infettivo delleH si trasmette principalmente attraverso
ingestione di alimenti contaminati. In trasmissigperimentali, invece, la trasmissione e
molto piu efficiente quando l'agente infettivo émspinistrato per via intracerebrale,
piuttosto che per via periferica o addirittura erallo stesso modo la trasmissione di una
EST da una specie ad un'altra risulta solitamermteonefficiente (incremento del tempo di
incubazione e/o decremento del numero di animgdttgfrispetto a quella tra animali della
stessa specie, arrivando in alcuni casi ad essklietiura impossibile; questo fenomeno
ha dato origine al concetto di “barriera di specie’ generale, la barriera di specie e
operante durante il salto di specie, ma viene sui@en successivi sottopassaggi nella
nuova specie (di solito 2-3), a mostrare un adatamdel prione al suo nuovo ospite. La
dimostrazione che le EST di criceto sono efficiergate trasmesse in topi transgenici
esprimenti il gene PRNP di criceto, ma non in tegid-type (Scott et al., 1989 ha
confermato come questa barriera risieda essenziggneelle differenze tra la struttura
primaria della PrP del donatore e del riceventee ciella sequenza amminoacidica della
PrP. Pero, la barriera di specie non & sempre dinwmaeCi sono casi in cui il prione non
puo essere trasmesso da una specie A alla speaigaBa barriera € molto debole o
addirittura inesistente se la trasmissione avvaaika specie B alla specie KiMmberlin et
al., 1978, 1987 e 1939

Nonostante l'importanza della struttura primarigad@rP, la capacita di trasmettersi da una
specie ad un'altra puo anche dipendere dal cepp@rdva piu evidente dell'importanza

del ceppo per la trasmissione inter-specifica aveta studiando le EST umane. Infatti,

mentre la sCJD classica e facilmente trasmissibitepi transgenici esprimenti PrP umana
ma non in topi wild-type, la vCJD, pur avendo utraittura primaria della PrP identica a

quella della CJD classica mostra una capaciteaadiriissione diametralmente opposidl (

et al., 1997. L'evidenza che due ceppi che si propagano sédsso ospite possano avere
una barriera completamente diversa nei confrontltle specie, ha portato a parlare di
“barriera di trasmissione” piuttosto che barrieramecie Collinge 1999 e 2001
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1.6. Conformational-selection hypothesis

Come detto, nonostante siano assenti precise iafomi riguardo la struttura
tridimensionale della P molti studi suggeriscono che i ceppi di priorirsi associati a
differenti conformazioni della PrP (Peretz et al., 2001 e 2002; Safar et al., 1998
Chiaramente, il numero delle possibili diverse ocomfazioni sara limitato dalla stabilita
termodinamica della conformazione e dalla capatiiteeplicare a un tasso maggiore di
quello della naturale clearance cellulare che awvie vivo, questo numero costituira il
teoretico portfolio di conformazioni permesse eogahiche della P2 Tanaka e colleghi
hanno fornito un elegante modello a descrizionecdppi dei prioni di lievito e di come la
propensione alla frammentazione di un ceppo giachiruolo fondamentale per il suo
fenotipoin vivo (Tanaka et al., 2006 Per persistere i prioni di lievito devono propesy
ad un tasso sufficientemente elevato da compen&fetto di diluizione dato dalla
divisione cellulare. Questo significa che alcuni pme possono esistere
“conformazionalmente” per una data sequenza di &tPessere sintetizzati, ma non
possono essere propagati indefinitamente in untesprausa di un’efficiente clearance.
Chiaramente, la situazione nei mammiferi € moltd pomplessa, in quanto le cellule
infette sono principalmente cellule post-mitotiche, i tipi cellulari coinvolti sono

numerosi, cosi come i tessuti.

Utilizzando le conoscenze sui prioni dei lievitgeelli dei mammiferi & stato proposto un
modello capace di integrare il concetto di cepduagiera di specie con la protein-only
hypothesis. Secondo tale modello (“conformatiomééction model”) sia i ceppi di prioni
che la barriera di specie sono manifestazioni dalgso fenomeno, cioe della capacita di
una singola proteina di modificarsi in conformazionultiple. In questo quadro, le
possibili conformazioni di Pr® che la PrP di una specie pud assumere dipenderanno
essenzialmente dalla struttura primaria della “Priy presenza di PrP esogena
proveniente da una specie diversa, l'infezione akwr@go nella misura in cui la
conformazione della PP esogena & permessa dalla struttura primaria defi
dell'ospite. Lentita della barriera di specie sap&rcio determinata dal grado di
sovrapposizione tra le conformazioni favorite dmpite e dalla Pr¥® del donatore.
Quindi, una trasmissione eterologa in cui la*Prfossiede una conformazione presente
all'interno della gamma di conformazioni permessdl'aspite manifestera una bassa

barriera di trasmissione. Se invece la conformazi@nincompatibile, la barriera di
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trasmissione sara alta e superabile solo nel casniiemerga una nuova variante con una
migliore compatibilita strutturaledollinge & Clarke 200Y. Un esempio che ben illustra il
modello a selezione conformazionale € fornito dalinporfismo M129V codificante
metionina o valina al codone 129 della PrP umaeterchinante chiave per la suscettibilita
genetica alle malattie da prioni. Il genotipo M129presente in circa un terzo della
popolazione sana, ma il 100% dei pazienti vCJDatest risultato essere omozigote per
tale allele WWadsworth et al., 2004Analisi successive condotte sulla Pi129 e PrP
V129 hanno mostrato come questo polimorfismo ndlnenzi né la conformazione, né la
cinetica, né la stabilita della PtPsuggerendo come probabilmente laPvB29 non sia in

grado di adottare le conformazioni di PtBssociate con la BSEI¢sszu et al., 2004

1.7. Variabilita dei ceppi

Generalmente il fenotipo dei ceppi presente nglcie di origine viene mantenuto dopo
trasmissioni seriali in modelli animalC6llinge et al., 1996; Crozet et al., 2001; Siguds

et al., 2008. Nel caso in cui non si abbia il mantenimentofdabtipo, puo accadere che la
reinfezione della specie di origine o di topi esmnti la sequenza di PrP della specie di
origine ristabilisca il fenotipo originale, indicédnm quindi la conservazione delle proprieta

del ceppo; alternativamente si ha la comparsa diuavo ceppo.

Il primo di numerosi esperimenti a prova della cansa di nuovi ceppi in seguito a
trasmissioni sperimentali € stato fornito dallatnéssione di un isolato di Scrapie ovino in
capre, che ha portato allemergenza di due fendatipersi, mantenuti in passaggi
successivi Dickinson 197% Di solito, il fenomeno della mutazione del ceppeoviene
durante trasmissioni inter-specie, quando il cepgo si riproduce fedelmente passando in
un NUOVo ospite e viene propagato un ceppo differduttavia, la mutazione puo avvenire
anche durante trasmissioni intra-specie, quandgedaenza primaria della PrP dell’ospite
differisce da quella dell'inoculo, come nel casbsigpra citato polimorfismo M129V della
PrP umana, cosi come quando ospite e donatore hdamiica PrP Asante 2002; Lloyd
2004) Secondo il modello a selezione conformazionétedpacita della PfPdell’'ospite

di adattarsi alla conformazione della BrBlel donatore determinerebbe la selezione di un
nuovo conformero di P2 e quindi la mutazione del ceppo, tanto in trasiais inter-
specie che in guelle intra-specie. Due possibilitn mutualmente esclusive, sono state
immaginate per spiegare I'emergenza di questo ngownformero: i) il ceppo esiste come

clone e la variazione di ceppo implica la geneneeidi un nuovo e diverso tipo di PfP
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ii) il ceppo consiste di un insieme di specie molad, contenente un conformero di BtP
dominante riconosciuto in WB e preferenzialmenteppgato nel suo ospite usuale, e
sottospecie minoritarie che possono essere selei@propagate, perché favorite, in un
ospite alternativo, determinando cosi una variazidn ceppo Collinge 2007. Questa
seconda ipotesi prevede che gli aggregati di*PeBbiano un’intrinseca capacita di
generare mutanti conformazionali durante il progeadisreplicazione, come spiegato piu
avanti. Linstabilita intrinseca di alcuni ceppigiioni Bessen & Marsh 1994i numerosi
ceppi isolati a partire da singoli isolati di SaefKimberlin 1978; Yokoyama et al., 2010
lidentificazione di differenti tipi di Pr®® in singoli cervelli di pazienti CIDPolymenidou

et al., 200% sono tutte evidenze che rendono piu plausibitetnda ipotesi.

1.8. Quasi-specie e Potenziale Evolutivo dei prioni

Il modello che vede i ceppi di prioni composti da msieme eterogeneo di differenti
conformazioni di Pr®, mantenute sotto la pressione selettiva dell’espgirevede che
questi stati conformazionali minoritari siano comtimente generati durante la
replicazione dei prioni, e che siano preferenzialim@mplificati durante la trasmissione in
un ospite con diversa sequenza di PrP o in un sbvigpo cellulare, portando cosi ad uno
shift del ceppo. In quest’ottica, la stessa muitabdarebbe una proprieta intrinseca dei

prioni.

La messa a punto di saggi discriminativi basattsydismo cellulare e sulla suscettibilita a
diverse molecole, come swansonina e kifunesineyé&to nuove e importanti opportunita
sperimentali, tra cui lo studio del potenziale ewiob dei prioni Klohn et al., 2003;
Mahal et al., 2007; Li et al., 20}0Durante esperimen@x vivo Charles Weissmann e
collaboratori hanno dimostrato come alcuni cepprimiypossano modificare in maniera
graduale le proprie caratteristiche quando trasfdel cervello a culture cellulari, ri-
acquisendo il fenotipo originale dopo trasmissionvivo. Questo € il caso del ceppo 22L,
che passa gradualmente dall’essere capace diamdetellule R33 (R33-competente) e
resistente all'inibitore di mannosiadi Il swansania R33-incompetente e sensibile alla
swansonina quando propagato nella linea cellulareediroblastoma PK1. In modo
analogo, la propagazione del ceppo 22L adattagocallule in presenza di swansonina nel
terreno di coltura, determina I'emergenza di popola resistenti all'inibitore, che
vengono gradualmente perse con la rimozione dilitore. La dimostrazione che queste

varianti selezionate positivamente siano pre-adisteella popolazione iniziale come
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sottopopolazioni minoritarie e selezionate, e maiotte, dalla swansoninai(et al., 2010
suggerisce che i ceppi di prioni siano struttuime una quasi-specie virale, cioé
composti da una nuvola di varianti conformazionztie vengono generate continuamente;
quando cambia I'ambiente di replicazione, la vddarhe si replica piu efficacemente nel
nuovo ambiente diventera la componente predomirdeite popolazione, costituendo cosi
un distinto “sub-strain” o sottocepp@dllinge & Clarke 2007; Li et al., 2010; Weissmann
201)). La capacita della quasi-specie di risponderenmindo veloce e reversibile
alllambiente viene spiegata considerando i divensi-strain come conformazioni di BfP
separate da una barriera di energia di attivazi@ssa, che puo essere facilmente superata
in un particolare ambiente replicativo e sotto ipafari condizioni fisiologiche. Di contro i
ceppi di prioni sarebbero separati da una bardeenergia di attivazione molto elevata,
rendendo cosi rara la conversione da un ceppdti!’&imili risultati sono stati ottenuii
vitro, sfruttando la tecnologia del PMC&@nzalez-Montalban et al., 2013; Makarava et
al., 2013.

1.9. PMCA (Protein Misfoldin Cyclic Amplification)

Il Protein Misfolding Cyclic Amplification (PMCA),é una tecnica sviluppata per
riprodurre in vitro il processo di replicazione dei prioni, che petmdtamplificazione
esponenziale di esigue quantita di Prftesenti in un campion&éborio et al., 2001 La
reazione di amplificazione avviene in due stepseontivi e ciclici: il primo e uno step di
incubazione, il secondo uno di sonicazione (Fig\El primo step una piccola quantita di
PrP>° (seed o inoculo), generalmente originata da omatgecerebrale affetto da EST, &
lasciata incubare in presenza di un eccesso i Befivante da omogenato cerebrale di un
soggetto sano. Durante I'incubazione, i piccoliragati di PrE° reclutano molecole di
PrP e ne inducono la transconformazione a*Prférmando cosi aggregati di dimensioni
maggiori che continuano nel processo di reclutaoiansconformazione della PrMNel
secondo step della reazione, una breve sonicatee wiilizzata per frammentare gli
aggregati di Pr¥® neoformati, generando quindi da ogni frammentmuovo aggregato di

PrP>° che puo agire da innesco per la successiva faseubiazione, reclutando e
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Figura 1. Rappresentazione schematica del meccanisndi reazione del PMCA.La PrP viene reclutata
da aggregati in crescita di PfPSubisce conseguentemente un cambiamento confiomade e diventa
PrP™. Durante la sonicazione, gli aggregati di P& Pr° vengono distrutti generando nuove unita di
conversione per il continuo reclutamento di PiEa Pri® & rappresentata da sfere in grigio chiaro, mehtre
seed di Pr®¥ originario da trapezi in grigio scuro. La Pfeoformata & rappresentata da trapezi in grigio
chiaro.Da Aguzzi, A. e Calella, AM, “Prions: Protein Aggedion and Infectious Diseases”, Physiol Rev,
20009.

transconformando altre molecole di PrBosi facendo, ad ogni ciclo aumenta il numero di
seeds, accelerando in maniera esponenziale il g8oadi conversione della Prih PrP°
(Fig. 1). La natura ciclica del PMCA permette chgybchi cicli possa essere amplificata
una grande quantitd di P¥Prilevabile con le tradizionali tecniche di ELISAWestern
Blotting, a partire da una diluizione di ¥bdell'inoculo originale, che contiene, secondo
gli autori, il numero minimo di molecole presentiuna singola particella infettant8ga

et al., 2006. Si pud quindi considerare il PMCA concettualneerstnalogo ad una
amplificazione del DNA per PCR. Questa tecnologiat&ta utilizzata largamente per
investigare la natura dell’agente infettante eu sntricato meccanismo di propagazione.
In particolare, il PMCA non replica semplicementepiocesso di transconformazione
proteica, aumentando il numero di aggregati di*Priha amplifica di pari passo
I'infettivita (Saa et al., 2006 In altri termini, il PMCA ha fornito ulteriori pve che gli
agenti infettanti delle EST siano effettivamentieagigregati di Pr?®, essendo in grado di
amplificare l'infettivita in provette, ed in conddani cell-free. Materiale infettante e stato
generato in PMCA a partire da omogenati cerebliatiti cellulari, Pr purificata ed
addirittura PrP ricombinante prodottabin coli (Mays et al., 2011; Deleault et al., 2007;
Wang et al.,, 2010 Studi per identificare i componenti sufficiendi necessari per

permettere la replicazione dei prioni in PMCA hamsottolineato I'importanza di cofattori

15



cellulari nella conversione della PtPad oggi lipidi, poli-anioni (principalmente RNA)
PrP” sembrano essere i componenti essenziali per Bupimnein vitro di PrP° con un
titolo infettante pari a quello di prioni derivatla cervello $upattapone 2030
Chiaramente, la capacitd di rivelare anche quaritifinitesimali di PrP° tanto da
omogenati cerebrali, quanto da diversi fluidi dinaali infetti, tra cui il sangue di ovini
(Thorne & Terry 2008 topi (Tattum et al., 201)0e cervi Rubenstein et al., 20Lda saliva
di ovini affetti da ScrapieMaddison et al., 201)0e la saliva e le urine di cervi affetti da
CWD (Haley et al., 2009 e dall’'urina di pazienti affetti da vCJDMbda et al., 2014}
rende il PMCA una tecnica promettente per lo sytupli test diagnostici ante-mortem.
Caratteristica fondamentale delle molecole di*PpPodotte in PMCA & il mantenimento
di numerose caratteristiche biologiche dei prioBi.stato infatti dimostrato come questa
sia infettantein vivo per diversi animali, tra cui cricetiCéstilla et al., 2005 topi
(Murayama et al., 2006 arvicole rossastreCpsseddu et al., 2011; Di Bari et al., 2013
ovini, caprini e bovini $oto et al., 2005 cervidi Kurt et al., 2007. Oltre all'infettivita,
studi condotti su ceppi murini, umar@gstilla et al., 2008e di cervo Green et al., 2008
hanno mostrato come la PfPoriginatain vitro possa mantenere inalterata anche la
specificita di ceppo. Parallelamente, gli stesadishanno mostrato come sia possibile
superarein vitro la barriera di specie, determinando la generazdineuovi ceppi con
nuove caratteristiche biochimiche e patologichdineostrando come il ceppo generato
vitro si adatti al nuovo ospite in maniera del tuttoikm quella che accade vivo per
mezzo di trasmissioni seraliCéstilla et al.,, 2008 La dimostrata correlazione tra
suscettibilita dei numerosi genotipi ovini a difati EST in vivo ed efficienza di
conversionen vitro (Bucalossi et al., 2011)a capacita di riprodurre e confermamevitro
I'abilita della BSE, ma non della Scrapie, di tremsformare la PfPumana Jones et al.,
2009, rendono il PMCA un valido, veloce ed economigmpraccio allo studio della
suscettibilita genetica degli ovi-caprini e del grutiale zoonotico di numerosi forme
animali delle malattie da prionFérnandez-Borges et al., 2009; Levavasseur eall4).
Infine, la dimostrazione che cambiamenti nell’ambéedi replicazionan vitro, quali
deplezione del’lRNA Gonzalez-Montalban et al., 20j13deglicosilazione della PYP
(Makarava et al., 2013 modifiche nel grado di sililazione della Priatorcha et al.,
2014, possano indurre un cambiamento nelle proprietéa d°rP° suggerisce non solo
che i ceppi di prioni siano caratterizzati da uheva&a plasticita conformazionale, ma
anche che il PMCA possa essere sfruttato per Wictiella mutabilita dei ceppi anche in

condizioni di replicazione omologa.
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2. OBIETTIVO DELLATESI

Lo studio della mutabilita dei ceppi ha avuto rdeamente un nuovo impulso, a causa
dellimpatto che questo fenomeno ha su importagpietti sanitari, quali lo studio delle
barriere di specie e la resistenza ai farmaci @mirici. Le evidenze relative all’'esistenza
dei ceppi di Scrapie, e della loro capacita di mgytaono a lungo state considerate la
principale confutazione dell’'ipotesi sulla natumr@tgica dei prioni. Oggi questi fenomeni
sono pero validamente incorporati all'interno ddkeria prionica (natura proteica dei
prioni), grazie alle evidenze che hanno mostratolagame tra le proprieta di ceppo,
inclusa la mutabilitd, e le varianti conformazidndélla PrP° Questo contesto offre
'opportunita di studiaren vitro, in sistemi cell-free, i meccanismi di replicazoe

mutazione dei prioni.

BN

L'obiettivo di questa tesi € stato quindi di mettea punto condizioni sperimentali di
replicazionein vitro dei prioni che permettessero di osservare fenomdeniutazione e
selezione, e di sfruttare tale contesto sperimentaintrollato per poter investigare i
meccanismi molecolari alla base della mutabilitepdieni

In definitiva, il lavoro si propone di rispondereirgerrogativi quali: i) se e possibile
evidenziare fenomeni di mutazione e selezione derknreplicazionen vitro dei prioni;

i) se é possibile identificare le mutazioni estlasmente sulla base dell’analisi molecolare
della PrP% iii) e quali sono le condizioni sperimentali cFavoriscono o sfavoriscono

I'insorgenza di mutanti.

A questo scopo € stata valutata l'intrinseca mitabdei prioni durante replicazioni
omologhe e in assenza di forti limiti selettivi,ne® mismatches nella sequenza primaria
della PrP, modifiche della PTR del substrato di reazione di PMCA. Facendoirifento
alle metodologie per lo studio delle quasi-specigliy € stato quindi esplorato il
potenziale evolutivo di alcuni ceppi di prioni, gonendoli a differenti regimi di
replicazione, cioé o propagati attraverso passaggcui la popolazione € ampia o
attraverso ripetuti eventi a collo di bottiglia cheevedono una diminuzione della taglia
della popolazione, e valutandone fitness e vamazitella conformazione della PiP
Infine, & stato impostato un saggio in PMCA capaicdiscriminare molecole ad azione
anti-prionica e verificare l'induzione di eventi diutazione e selezione operata dalle

molecole stesse.
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3. MATERIALI E METODI
3.1. Substrati

| substrati sono stati preparati usando arvicotsastre di 2-3 mesi di eta, omozigoti per
I'allele metionina al codone 109 del gene della BBPM109M). Le arvicole sono state
sacrificate con C@e immediatamente perfuse utilizzando PBS con 5anEDTA. Tutti i
cervelli cosi depleti del sangue sono stati prelewammediatamente omogeneizzati al
10% p/v in Conversion Buffer (PBS pH 7,4; 0,15 MQ\tal% Triton X) in presenza di
inibitori di proteasi. Il pool cosi ottenuto e stativiso in aliquote da 1 ml e conservato in

congelatore a -80°C.

3.2. Inoculi

Tessuti cerebrali di 3 pecore ARQ/ARQ (198/9, E30/Z e ESA47/10/3) infette con
scrapie italiana, tessuti cerebrali di arvicolesestre a termine inoculate con 198/9 e sono
stati omogenati al 10% p/v in tampone fosfato (PB®H 7,4, in presenza di inibitori di
proteasi, suddivisi in aliquote e conservati ingealatore a -20°C, cosi come i prodotti di
PMCA 18K e 14K.

La stessa procedura € stata utilizzata per tesestgbrali di arvicole rossastre a termine
infette con tre diversi ceppi di Scrapie (ltaliamaglese e CH16-41-like) e un ceppo di
BSE, tutti gia adatiin vivo all’arvicola.

3.3. Esperimenti di Protein Misfolding Cyclic Amplification
3.3.1. Replicazione eterologa

E’ stata prodotta una curva di diluizione serigi&v), da 1¢ (1:10) a 16 (1:10000000),
degli inoculi di Scrapie 198/9, ES47/10/2 e ES4/31A omogenato cerebrale di arvicola
rossastra. 50 pl del primo punto della curva duidibne sono stati immediatamente
congelati a -20°C (Frozen), mentre altri 50 sorabi sottoposti a PMCA. | campioni sono
stati posizionati all’interno di un adattatore smetito sulla piastra di un microsonicatore
(Misonix S4000, ultrasonic Liquid Processor) prognaato per compiere 96 cicli

(equivalenti ad 1 round di PMCA di 48 ore) compaisti30 minuti di incubazione a 37°C e
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seguiti da 20 secondi di sonicazione all’'80% depat. Alla fine di ogni round, 5 pl della
mix di reazione di PMCA sono stati diluiti 1:10sabstrato di arvicola fresco per un nuovo
round di amplificazione in PMCA (serial PMCA).

3.3.2. Replicazione omologa

La stessa curva di diluizione seriale in omogewatebrale di arvicola é stata prodotta per
il ceppo di Scrapie italiana (SS21) e il ceppo @BEB(v586) entrambi adattaith vivo
all'arvicola rossastra, conservando immediatament20°C (Frozen) 50 ul del primo
punto della curva di diluizione. Entrambi i ceppns stati propagati serialmente in PMCA
attraverso round successivi, usando due paraletopolli sperimentali: in un caso in ogni
round di PMCA l'inoculo utilizzato e stato sempréduilo 1:10 in substrato di arvicola
fresco; alternativamente I'inoculo & stato utilizzalla diluizione 10 (p/v) per v586 e 18
(p/v) per SS21 nei round dispari, e diluito 1:10neend pari di PMCA seriale. In entrambi

i protocolli sperimentali, il numero totale di raiim SPMCA effettuati & stato pari a 9.

3.3.3. Replicazione in presenza di composti ad an® anti-prionica

Le 8 molecole analizzate nello studio sono staguage, alla concentrazione finale di
500, 100, 50, 10, 5 e 1 pM, ad omogenato cerebraevicola rossastra, e gli omogenati
cosi adulterati immediatamente utilizzati come salhs per la reazione di PMCA e testati
per 'amplificazione degli inoculi di Scrapie Itiké¢, UK85 e CH16-41 like alle diluizioni
102 (p/v). 50 pl di ogni punto di diluizione sono $tatmediatamente congelati a -20°C,
mentre 150 sono stati suddivisi in 3 aliquote dgub®osi da avere 3 triplicati dello stesso
punto di diluizione, poi sottoposti a PMCA. In gtesaso il programma di PMCA é stato
programmato per compiere 32 cicli, composti comglinesperimenti precedenti da 30
minuti di incubazione a 37°C e seguiti da 20 secadindonicazione all’'80% di potenza,
con una durata complessiva dell'esperimento di 66 (esperimento condotto in over
night).
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3.4. Analisi biochimica per la caratterizzazione déa PrP>¢ dopo amplificazione in
PMCA

Con lo scopo di incrementare i controlli sulla pbgs circolazione della BSE nei piccoli
ruminanti, sono state messe a punto diverse métedicscriminative di tipo biologico e
biochimico. Tra queste &€ annoverato il metodo disoatorio dell’lISS (stituto Superiore

di Sanita discriminatory Western blot; CommunityfdRence Laboratory of the European
Union: TSE strain characterization in small rumings-a technical handbook for national
reference laboratories in the EU. 174 Version 4,
January2010.http://www.defra.gov.uk/via/sciencesded_tse rl_handbookv4jan10.pdf
saggio molecolare che permette la discriminazioséa BSE ovina dalla Scrapie sulla
base della differente stabilitd conformazionaleokitsilita della Pri° associata alle due
EST, nonché sul differente sito della Priiconosciuto e cleavato dalla proteinasi K (FrP
typing) e conseguente rapporto anticorpale SAF84/M4 saggio di stabilita
conformazionale e solubilitd utilizza la denatuomei degli aggregati di PP con
concentrazioni crescenti di guanidina seguita da ugantrifugazione differenziale, e
permette la determinazione della concentraziongudnidina che degrada la meta della
PrP>° presente nellomogenato cerebrale analizzato (@)l 1l rapporto anticorpale,
invece, e il rapporto del segnale di chemiluminegeeprodotto dal campione in esame
guando analizzato separatamente con gli anticortpiPaP SAF84 e P4, relativizzato al
rapporto SAF84/P4 della PtPdella Scrapie ovina. Il rapporto misura il gradb d
degradazione dell’epitopo N-terminale della ¥rifconosciuto dall’anticorpo P4, epitopo
perso dalla BSE ovina dopo digestione con proteidkas mantenuto negli altri casi di
Scrapie. Poiché tutte le caratteristiche biochimiahalizzate nel metodo discriminatorio
ISS sono ceppo-specifiche, il saggio di Westerrn,Rlebitamente modificato secondo le
esigenze, e stato applicato su tutti i campionlizreti, sia sottoposti ad amplificazione in

PMCA sia congelati.

3.4.1. Digestione con PK ed Epitope Mapping

Ogni campione analizzato e stato incubato per 3ta 37°C ed agitazione costante con
un ugual volume di una soluzione Tris-HCI conteresdrcosil al 4% e successivamente
sottoposto a digestione con proteinasi K alla cottegione 100 pg/ml, per un’ora in
agitazione a 55°C. Il trattamento proteolitico atatpoi arrestato con l'aggiunta di

fenilmetilsulfonil fluorato (PMSF) ad una concerzine finale di 3 mM. | campioni cosi
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trattati sono stati sottoposti a precipitazione atwool, aggiungendo un ugual volume di
una miscela di isopropanolo/butanolo in un rappariov/v. Dopo centrifuga a 200009 per
10 minuti, il supernatante e stato scartato, mahpellet lasciato asciugare, rispospeso in
Nupage buffer 1X e caricato alla concentrazion@, @b mg in gel NUPAGE al 10% in bis-
tris poliacrilammide (Invitrogen). L'elettroforesi stata impostata a 200V per 45 minuti ed
il western blotting eseguito su membrana di nitHagzsa a 30 mA per 60 minuti (Biorad
PowerPac 200). Le membrane sono state in segudtlivaste utilizzando lo SNAP i.d.
Protein Detection System (Millipore) e la PrRleterminata usando gli anticorpi anti-PrP
di arvicola SAF84 (a. a. 167-173; u@/ml), Sha31l (a. a. 146-152; Qu6/ml), 9A2 (a. a.
99-101; 1ug/ml), 12B2 (a. a. 93-97; 0,4g/ml) e SAF32 (octarepeat; 4,8/ml). Le
membrane sono state infine sviluppate con metodchemiluminescenza (Super Signal
Femto, Pierce) ed il segnale visualizzato mediamerivelatore di chemiluminescenza
digitale (Versadoc Imaging System, Biorad), misdama quantita di PfP attraverso il

software QuantityOne (BioRad).

3.4.2. Conformational Stability Assay

| campioni da analizzare, sia derivati da omoger&@brale che da amplificaziome
vitro, tutti omogenati in Conversion Buffer, sono steditati come descritto in precedenza
(Pirisinu et al., 201D Brevemente, ad aliquote di ogni campione (6% )wdvstato
aggiunto un egual volume di TrisHCI 100 mM (pH 7@Hhntenente sarcosyl al 4% e
incubate in agitazione per 60 minuti a 37°C. 50duGdnHCI con una concentrazione
finale da 0 a 4.0 M sono stati aggiunti ad aliquadité&sO ul di ogni campione in esame.
Dopo 1 h di incubazione a 37°C tutti campioni setati diluiti fino ad arrivare ad una
concentrazione finale di 0.4 M di GdnHCI e sottdpasdigestione con Proteinasi K (50
ug/ml) per un’ora in agitazione a 55°C. La reazienstata bloccata aggiungendo PMSF
alla concentrazione finale di 3 mM, e i campiorsicinattati sottoposti a precipitazione con
alcool, seguendo la procedura precedentementeaspjeganalizzati in WB come descritto

sopra.

3.4.3. Western Blot discriminatorio modificato

| campioni provenienti dai 12 rounds di SPMCA setati analizzati seguendo uno schema

simile a quello del WB discriminativo utilizzato Itee sorveglianza delle EST per la
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tipizzazione dei ceppi di Scrapie e BSE in ovi-gaipg bovini (stituto Superiore di Sanita
discriminatory Western blot; Community Referencédratory of the European Union:
TSE strain characterization in small ruminants—ahtg@cal handbook for national
reference laboratories in the EU. 174 Version 4,
January2010.http://www.defra.gov.uk/via/sciencesded_tse rl_handbookv4janl10.pdf

Il rapporto di anticorpi (antibody ratio) e il rampo del segnale ottenuto in
chemiluminescenza, prodotto da un dato campionadjuaiene calcolato separatamente
con gli anticorpi monoclonali SAF84 e P4, relatadlorapporto SAF84/P4 del controllo di
Scrapie. Questo rapporto misura il taglio N-terrtérgella PrB° a livello dell’epitopo del
P4, che avviene nella BSE ovina ma non nella magmide dei casi di Scrapie. In questo
caso sono stati utilizzati come anticorpi discriatimi gli anticorpi anti-PrP 12B2 e
SAF32, rispettivamente per le analisi dei campid86 e SS21, e variazioni nel rapporto
di anticorpi sono stati utilizzati come strumengr mentificare variazioni conformazionali

della PrB¢ e quindi 'emergenza di mutanti conformazionali.

3.4.4. Calcolo del Fattore di Amplificazione

Per gli esperimenti effettuati per valutare I'etifetnibitorio delle piccole molecole anti-
prioniche, in ogni gel é stata caricata una cuindildizione, o curva standard, equivalente
a 0.1, 0.03, 0.01 e 0.003 mg per lane di tessutbcale di arvicola infetto con Scrapie.
Come per la discriminazione dei mutanti, utilizzandl software QuantityOne €& stato
possibile ricavare l'intensita del segnale di cHaminescenza di ogni punto di diluizione,
costruendo quindi una curva standard che permetteochparare per estrapolazione
segnale chemiluminescente e quantita dI*P@@ mg equivalenti) dei campioni di PMCA.
Il fattore di amplificazione per ogni reazione atetricavato dividendo la quantita di mg
equivalenti di PrP® calcolata nell'ultimo campione quantificabile (i intensita di
segnale e cioé ancora compresa nell'intervallon@inisita di segnale generato dalla curva
standard) sottoposto ad un round di PMCA, in presenassenza di molecole inibitorie,
per la quantita di Pf® contenuta nella diluizione FOnon sottoposta a PMCA,
moltiplicato per il fattore di diluizione tra i dueampioni in esame. Fattori di
amplificazione pari 0 minori a 1 indicano un effethibitorio totale sulla replicazioni&
vitro della PrP®
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3.5. Caratterizzazione biologia della PrP* amplificata in PMCA e dell'isolato

naturale di scrapie
3.5.1. Esperimenti di trasmissione

Gruppi di arvicole rossastre di circa otto settimadi eta sono state inoculate
intracerebralmente (previa anestesia con ketamida p@/g) nell’emisfero cerebrale
sinistro, con 20 ul di omogenato cerebrale al 10%etora affetta da Scrapie (isolato
198/9) o con 20 ul del prodotto di reazione posteAMdiluito 1:10. Gli animali sono stati
esaminati due volte la settimana fino all'insorgendei sintomi, e poi controllati
giornalmente; gli animali allo stadio terminaleldghalattia sono stati sacrificati con €0

Il tempo di sopravvivenza e stato calcolato cormgdivallo di tempo tra I'inoculazione e
la morte dell’animale. | cervelli degli animali sdicati sono stati quindi prelevati e divisi
a meta lungo il piano parasagittale; una metata stangelata a -80°C e successivamente
omogenata per analisi molecolari della ¥riPaltra & stata invece fissata in formalina per
le analisi di patologia. Gli inoculi per il secongassaggio sono stati preparati, come
omogenati cerebrali al 10% p/v in PBS, utilizzandlocervello del primo animale

sintomatologico di ogni gruppo di arvicole inocelatel primo passaggio.

3.5.2. Analisi istopatologica

L'analisi di istopatologia e stata condotta su wéisserebrali fissati in formalina, come
descritto da Nonno e collegil¢nno et al., 2006 | cervelli sono stati tagliati, immersi in
cera di paraffina e tagliati a 6 um di spessorelpewlorazione in ematossilina e osina,
iImmunoistochimica e PET-blot. Sezioni analizzate leocolorazione ematossilina e eosina
sono state utilizzate per la costruzione dei pralle lesioni, quantificando il grado di
vacuolizzazione in nove differenti aree cerebralsastanza grigia di almeno sei arvicole
per gruppo di inoculo. Lanticorpo anti-PrP SAF84 s&ato utilizzato per l'analisi

immunoistochimica e il PET-blot.
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4. RISULTATI

4.1. Isolamento e caratterizzazione di un mutanteomformazionale derivato dalla

Scrapie ovina

E’ stato recentemente dimostrato come larvicolgsastra sia un modello animale
sensibile a numerose EST, Scrapie incluBa,Rari et al., 2008 e come I'omogenato
cerebrale di arvicola permetta una efficiente afigpizione dei prioni in PMCAGosseddu
et al., 201). In questo contesto, il primo approccio che afmmantrapreso per investigare
la mutabilita dei prionin vitro e stata quella della replicazione eterologa, avwie vede
linterazione tra Pr¥ e PrP appartenenti a specie differenti. Tale contestmarinfatti la
trasmissione interspecifica, condizione nella qéafBu frequente osservarevivo eventi

di mutazione dei prioni.

La PrP° isolata sia da ovini che da arvicole rossastrettaffia Scrapie & caratterizzata da
un frammento resistente alle proteasi (PFyfe-terminale, dal peso molecolare di 18 kDa
(frammento non glicosilato) (Fig. 2). E’ stata gidiicondotta un’analisi della sensitivita di
detection della Scrapie ovina in bvPMCA, cioé PM¢he utilizza PrP di arvicola come
substrato, sottoponendo diluizioni seriali di 3 efsi isolati naturali di Scrapie ovina
(198/9, ES47/10/2 e ES47/10/3) a round serialMANICA. Dai risultati € emerso come il
bvPMCA sia capace di amplificare isolati naturali Strapie ovina, con un limite di
detection di 13/10" dopo 8 rounds consecutivi di replicazione (Fig. IB)letteratura &
riportato come la PP replicatain vitro mostri le stesse caratteristiche dell'inoculo di
partenza, molecolari e biologiche. Anche in questperimento, con la sola eccezione
dell'isolato 198/9, la Pr® amplificatain vitro mostrava lo stesso, e atteso, profilo
elettroforetico dopo digestione con proteinasi KP{®) della PrB°¢ dell'inoculo di Scrapie;
sulla base del peso molecolare del frammento d*PmBn glicosilato, ci si & riferiti a
questa PrP® come 18K (Fig. 3). Lisolato 198/9, invece, mosaamplificati due differenti
tipi di PrP°, uno identico allinoculo di partenza (18K), elita caratterizzato da una
differente Prf Il nuovo tipo di Prf¥, caratterizzato da un frammento di ®tfon
glicosilato di circa 14 kDa e per questo denomirbd&, emergeva esclusivamente alle
alte diluzioni dellinoculo, e in particolare dalltima diluizione amplificabile (16) dopo

il sesto round di bvPMCA (Fig. 3). Sulla base desjie caratteristiche la PfRL4K & stata
considerata “mutante”. Il nuovo tipo di Pfmerso & stato quindi clonato, cioé sottoposto
a 5 ulteriori rounds di PMCA e poi diluito serialme e amplificato per altri 3 rounds

vitro. | punti della curva di diluizione e 10° sono quindi stati uniti, diluiti 1:100 in
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Figura 2. Western Blot di un ceppo di Scrapie in peora e in arvicola.La PrP°isolata da un cervello di
pecora affetta da Scrapie classica e da arvicoleulata con lo stesso isolato di Scrapie ovinatastigerita
con proteinasi K, analizzata in Western Blot, ®t&°° visualizzata con I'anticorpo anti-PrP 12B2 (a93-
97). | due campioni mostrano lo stesso profilotedétretico, caratterizzato da un frammento di'®non

glicosilato del peso molecolare di circa 18 kDa.
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Figura 3. Identificazione del conformero 14K da unisolato naturale di Scrapie classica durante
amplificazione in vitro su substrato di arvicola rossastra.Diluizioni seriali di due isolati di Scrapie
italiana, ES47/10/3 e 198/9, sono state sottopmstainds consecutivi di PMCA su substrato di afaico
prodotti delle reazioni del quarto, sesto e ottaumd (R4, R6 e R8) sono stati analizzati in WesRiot e la
PrP® visualizzata con I'anticorpo anti-PrP SAF84 (al67-173). Da entrambi i campioni & stata amplifica
PrP° caratterizzata da un profilo elettroforetico daigestione con PK simile a quello della Scrapiek(1.8
con una sensitivita di detection di“1@opo 8 rounds. Il campione 198/9 mostrava pemdgiificazione di
un secondo tipo di PPP(14K), esclusivamente dall’ultima diluizione detuile del campione 198/9, dopo il

sesto round di amplificazione vitro (parte bassa del pannello).
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omogenato cerebrale di arvicola, splittati in 2B8ita infine sottoposti a due rounds di
PMCA, in modo da produrre una grande quantitd defarmero di Prf¥ 14K. Quindi,
dopo un totale di 21 rounds di PMCA e un fattoréitliizione complessivo di 18, & stato
ottenuto un campione di 14K “clonato”; il campiocmsi ottenuto insieme alla PfRL8K

(wild-type) e stato oggetto della prima parte deblro di tesi.

4.1.1. Tasso di amplificazionen vitro

Studiin vivo ein vitro hanno mostrato come l'abilita di influenzare g4a di formazione

di nuove molecole di PiPda PrP cellulare sia ceppo- e quindi conformazapeifica
(Mulcahy & Bessen 2004; Gonzalez-Montalban & Baskd@l3. E’ stata quindi valutata
I'efficienza di replicazionen vitro dei due differenti tipi di Pr¥, per determinare se al
differente profilo elettroforetico identificato a@pondesse anche una differente abilita di
transconformazione della PtFE’ stata quindi prodotta una curva di diluizioseriale (da
107 a 10°%) in omogenato cerebrale di arvicola dei due camifi8K e 14K. Per entrambi i
campioni in analisi il primo punto di diluizione Q%) & stato preparato in doppio e
immediatamente congelato o sottoposto insiemeadtglipunti ad un round di PMCA, cosi
da poter determinare la diluizione maggiore cuigareora possibile osservare replicazione
della PrP° fino a livelli detectabili in Western Blotting. Péd campione 18K & stato
possibile rilevare Pf®® nei campioni sottoposti a PMCA fin nell'ultima ailione, 10,
indicando un’efficiente amplificazione della BfPInvece, la stessa analisi condotta sul
campione 14K ha mostrato un’efficienza di amplificme della Pr® “mutante” circa

cento volte minore (Fig. 4A).

| risultati fin qui esposti suggeriscono quindi &K e 14K, entrambi derivati da un unico
isolato di Scrapie ovina, posseggano caratteristitiochimiche (tipo di Pr®) e
biologiche (efficienza di replicazion@ vitro) differenti. Si € proceduto quindi ad una
analisi formale e piu dettagliata delle caratteriwt biochimiche e biologiche di 18K e
14K.
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4.1.2. Caratterizzazione biochimica della Pr& di 18K e 14K

In accordo con quanto descritto in materiali e mietta caratterizzazione delle proprieta
biochimiche della P & stata eseguita mediante approcci sperimentélippati in
passato per la discriminazione molecolare dei ceppEST animali, con particolare
riferimento alla discriminazione tra Scrapie e Bt piccoli ruminanti Ririsinu et al.,
2010 e 2011, Migliore et al., 2012Tali metodi, in parte modificati come descrigotto,
sono stati applicati sia sui campioni originalio{egi ovini), sia sui campioni prodotin
vitro che, infine, sulla PP isolata da cervelli di arvicole inoculate con &bhaturali o

con prodotti di amplificazionm vitro.

4.1.2.1. Epitope mapping della Prf®

Le analisi iniziali condotte su 18K e 14K mostratmme entrambe le PfPconservino i
siti di glicosilazione, come si evince dalla presemei WB delle tre glicoforme di PfP
(Fig. 4A e 4B), suggerendo che entrambi i tipi d?® includano la porzione C terminale
della proteina, comprendente entrambi i siti di Ncagilazione. Il differente profilo
elettroforetico mostrato dalle due Frindicava che 18K e 14K avessero un differente sito
di taglio della proteinasi K, e quindi, verosimilme, due differenti conformazioni. Per
confermare ed estendere queste osservazioni iniargicorpi monoclonali diretti verso
differenti epitopi della PrP (epitope mapping) satati utilizzati per determinare i siti di
taglio della proteinasi K lungo la P¥P14K e 18K. La PrP 18K & stata riconosciuta
dall'intero set di anticorpi utilizzati (SAF84, S3tg 12B2 and SAF32), il che indica che
questo tipo di Pr® & caratterizzato dalla presenza del classico fremondi PrE¥® ~80-
232, simile a quello precedentemente osservat@aorne e arvicole inoculate con Scrapie
classicaRirisinu et al., 2010; Pirisinu et al., 201 8Fig. 4B).

Al contrario, tutti gli epitopi N terminali analiati erano assenti nella PfRdi 14K, che
veniva riconosciuta esclusivamente dall’anticorpo t€minale SAF84 (Fig. 4B).
L'incapacita dell’anticorpo Sha31, che lega la jpmme aminoacidica della proteina 163-
169, di riconoscere I'epitopo a concentrazioningfeinti di proteinasi K (200 pug/ml) ma
non a concentrazioni di PK minori indica che la ¥r®K ha un sito di taglio alla PK
intorno al sito 152-163. Cio vuol dire che 14K eatterizzato da un atipico frammento di
PrP®® ~155-232, piu C terminale del frammento C1 (~132)2 derivante dal

processamento fisiologico proteolitico della PifPvivo (Chen et al., 1995
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4.1.2.2. Conformational Stability Assay

E stato mostrato come la resistenza/suscettitiitéa Pri° agli agenti denaturanti sia
un’altra proprieta biochimica ceppo-specifica. Lapacita della Pr¥® di mantenere la
propria conformazione dopo trattamenti denaturdstabilitd conformazionale) viene
misurata utilizzando la resistenza alla digestiooe proteinasi K come marker di proteine
non denaturate. Sfruttando la capacita discrimietdel Conformational Stability Assay
(Peretz et al., 2001 é stata calcolata la stabilita conformazionalediie differenti tipi di
PrP° in seguito a trattamento con concentrazioni crescéi GdnHCI (Cloruro di
Guanidina). Come atteso, entrambi i campioni mastrain pattern di transizione
sigmoidale in funzione di concentrazioni crescentCloruro di Guanidina, ma con valori
di stabilitd conformazionale differenti (Fig. 4@)fatti, mentre 14K e caratterizzato da una
elevata stabilita conformazionale, con valori didfBIClJ12 pari a 2.0 M, 18K mostra
valori decisamente minori ((GdnHGAY pari a 1.3 M) (Fig. 4D).

Complessivamente, l'analisi biochimica ha confeonatome 18K e 14K siano
effettivamente due diversi aggregati di PrRapaci di transconformare la BriR vitro, e

caratterizzati da una differente conformazione.

4.1.3. Caratterizzazione biologica della PrE® di 18K e 14K

I metodo di riferimento per identificare e discimare i ceppi di prioni rimane la
tipizzazione biologica tramite infezione sperimémi@i roditori da laboratorio e analisi dei
fenotipi di malattia. Al fine di determinare se raplicazionein vitro di isolati naturali
preserva le caratteristiche di ceppo originarise e 2 conformeri originain vitro, 18K e
14K, rappresentino effettivamente ceppi distinid isprodottiin vitro (18K e 14K) sia
I'isolato naturale di Scrapie classica 198/9 dasaro originati, sono stati quindi inoculati

ed adattati in arvicola rossastra.

4.1.3.1. Trasmissione in arvicole dell'isolato natale ovino di Scrapie classica

Il ceppo di Scrapie classica usato come inoculriate degli esperimenti di PMCA ha
mostrato un tasso di mortalita del 100%, con unptemi sopravvivenza medio di 167

giorni dopo inoculazione intracerebrale in arviceot@ssastra (Tab.1l). La trasmissione
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secondaria, come atteso, € stata caratterizzataunda diminuzione del tempo di
sopravvivenza fino a 94 giorni, a prova della eidi trasmissione esistente tra pecora e

arvicola (Tab. 1).
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Figura 4. Tipizzazione molecolare dei due conformedi PrP>° 18K e 14K. A) Tasso di amplificazione.
Una curva di diluizione dei due conformeri 18K &K1& stata sottoposta ad un round di PMCA su sulostra
di arvicola rossastra. | prodotti di ogni reazi@mmo stati digeriti con PK, analizzati in WesteriotBe la
PrP*® visualizzata con I'anticorpo anti-PrP SAF84. Pgniocurva & stato aggiunto il Frozen (F), cioé la
diluizione 10° dellinoculo non sottoposta ad amplificazioimevitro. B) Epitope mapping. | conformeri
18K e 14K, insieme ad un ceppo di Scrapie adattdfarvicola, sono stati digeriti con PK alla
concentrazione di 200 pg/ml, e analizzati in WestBlot. Le membrane sono state trattate con diversi
anticorpi anti-PrP, indicati sotto ogni blot indigh. C, D) Conformational Stability Assay.18K e 14K sono
stati sottoposti ad incubazione con differenti @nicazioni di Cloruro di Guanidina e successivament
digeriti con PK e analizzati in Western Blot. LaPP®t & stata quindi visualizzata con l'anticorpo ant®P
SAF84. Sulla base dei segnali di Bt@ttenuti & stato prodotto un graficD)(rappresentante la curva di
denaturazione dei due campioni 18K e 14K, che ranetwalori dii{GdnHCI],, rispettivamente paria 1.3 M
e2.1M.
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Il profilo delle lesioni, che misura il grado diingolgimento delle diverse aree cerebrali
attraverso una valutazione semi-quantitativa delgoni spongiotiche in specifiche aree
cerebrali, € una classica metodologia utilizzatadd&criminare i ceppi di EST in roditori
(Di Bari et al., 2012. 1l profilo delle lesioni in arvicole dopo trasssione secondaria di
198/9 e risultato identico a quello osservato dtipzzazione biologica di altri isolati
italiani di Scrapie ovinali Bari et al., 200§. Parimenti, la PrP identificata nei cervelli
degli animali malati ha mostrato esclusivamentprdfilo elettroforetico atteso, con un
peso molecolare di 18K (Fig. 5A e 5B), identicoweltp dellinoculo ovino (Fig. 2). A
conferma che durante trasmissioni seriali i prionantengono inalterate le proprie
caratteristiche ceppo-specifiche, l'isolato 198/@smesso in arvicola ha preservato non
solo il profilo elettroforetico ma anche la stafdilconformazionale della PtP con valori

di [GdnHClI]2 pari a 2.1 M (Fig. 5C), gia osservati in prece@eimzcasi di Scrapie italiana
(Pirisinu et al., 2010; Pirisinu et al., 2011

4.1.3.2. Trasmissione in arvicole del prodotto di 8K derivato da replicazione in
PMCA

Il conformero 18K replicatdn vitro su PrP® di arvicola si & rivelato ancor pill efficiente
dell'isolato di Scrapie originale, mostrando urstasli mortalita del 100% ed un tempo di
sopravvivenza di 117 giorni gia dopo trasmissiomeng@ria, contro i 167 dell’isolato
naturale. Questo conferma precedenti osservaziomiltii modelli sperimentali ed e il
risultato dell’adattament@n vitro della Scrapie ovina alla sequenza di PdP arvicola
rossastra. In accordo con questa interpretaziometrdsmissione secondaria non ha
mostrato barriera di trasmissione, poiché il terdpsopravvivenza ha mostrato solo una
leggera diminuzione rispetto alla trasmissione priay convergendo cosi al fenotipo
osservato per I'isolato di Scrapie ovina origindi8/9 (Tab. 1). Inoltre, 18K ha indotto lo
stesso fenotipo neuropatologico dell’isolato 198&mne mostrato dal profilo delle lesioni,
nonché lo stesso fenotipo molecolare (Fig. 5A e EB)PrPCisolata da cervelli di arvicole
inoculate con il conformero 18K o con lisolato 19&a mostrato infatti lo stesso profilo
elettroforetico dopo digestione con PK (Fig. 5Ba etessa stabilita conformazionale (Fig.
5C), con valori di [GdnHCI}2 rispettivamente pari a 2.1 e 2 M (Fig. 5C). Quelstii
confermano che le caratteristiche dei ceppi di@eraono preservate dopo adattamento in
arvicola @irisinu et al., 201D e dimostrano inoltre che la replicaziomevitro eterologa

non altera le caratteristiche del ceppo: qualesthd’adattamentoin vivo o in vitro, alla
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PrP del nuovo ospite, il ceppo risultante & il medesim

Tempo di Tasso di Tempo di Tasso di
sopravvivenza mortalita sopravvivenza mortalita
198/9 167+ 13 9/9 94+ 3 8/8
18K 117+ 9 9/9 92+ 4 8/8
14K >697 0/9

Tabella 1. Tipizzazione biologica dei conformeri dPrP° 18K e 14K. Tempo di sopravvivenza e tasso
di mortalita durante trasmissione in arvicola rossatra. 3 gruppi di arvicola rossastra sono stati inoculati
con i due conformeri originain vitro 18K e 14K e con l'inoculo di pecora originale (198 Per ogni
trasmissione sono riportati tempo di sopravviverimagiorni (media + deviazione standard), e tasso d
mortalita, cioé numero di animali sintomatici sofiale degli animali inoculati. L'isolato originatk Scrapie
198/9 e il conformero di PFP18K mostravano identico tempo di sopravvivenzerasmissione secondaria,
e un tasso di mortalita del 100% in entrambe Isntiasioni primaria e secondaria. Arvicole inoculede

14K non mostravano alcun fenotipo clinico fino elir697 giorni dopo I'inoculo.

4.1.3.3. Trasmissione in arvicole del prodotto di 4K derivato da replicazione in
PMCA

Il conformero 14K, invece, € risultato incapaceaisare malattia (Tab. 1). Nessuno degli
animali inoculati ha infatti mostrato segni clinfio a oltre 697 giorni post inoculo e tutte

le arvicole trovate morte o sacrificate per altr@attie intercorrenti sono risultate negative
per neuropatologia e Western Blotting. Lincapadiéh conformero 14K di trasmettersi in

arvicola e quindi di replicare su Prii arvicolain vivo & chiaramente in contrasto con la
sua efficiente replicazione su Préi arvicolain vitro. E stata quindi condotta una analisi
cineticain vivo della presenza dei conformeri 14K e 18K in seguaitb inoculazione

intracerebrale in arvicole, in modo da valutareileetiche di replicazione e clearance di
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14K per determinare la causa di questa inefficigraemissione. A tal fine, due gruppi
composti ognuno da 8 arvicole sono stati inocutan il conformero 14K o 18K e poi
sacrificati a tempi differenti (0, 3, 14 e 52 giopost inoculo); i cervelli delle arvicole
sacrificate sono stati quindi analizzati in PMCAr¢Binds consecutivi) su Prii arvicola,

e la PrB®isolata nei cervelli analizzata in Western blajtiha PrE** di 18K e 14K & stata
facilmente rilevabile al tempo O (ovvero subito ddpnoculo), ma si assisteva ad una
notevole diminuzione dell'intensita del segnale @@&ogiorni, fino ad arrivare ad assenza
di segnale 14 giorni dopo l'inoculazione, mostrarmsi come la clearance dell'ospite
agisca allo stesso modo sui due conformeri dPPiRvece, mentre la Pfdi 18K era
nuovamente rilevabile 52 giorni dopo l'inoculo, adicare una attiva ed efficiente
replicazione del conformero nel cervello di arvagahessun segnale si riscontrava dopo 52
giorni nei cervelli di arvicola inoculati con 14K-i. 6). Al fine di escludere che 14K
avesse comungue replicatovivo, pur con efficienza cosi bassa da non causaretraala
con la stessa metodologia di PMCA sono stati aratiiz cervelli di arvicole inoculate con
14K a tempi post-inoculo molti pitl lunghi, ma nessegnale di PP é stato identificato.
Infine, onde escludere una replicazione nei teskofbreticolari e non nel cervello
(Beringue et al., 20)2sono state anche testate le milze dei soggaitivpcchi, non

ottenendo neanche in questo caso identificato ezaldella presenza di 14K.

In conclusione, il conformero 14K risulta quindcapace di trasmettere la malattiavivo,
perché incapace di replicaia vivo ad un tasso superiore a quello della clearance
dell'ospite. A tal proposito, e utile ricordare chefenomeni di clearence sono
verosimilmente asseriti vitro, a parziale spiegazione della capacita di 14kegiicarein

vitro, pur con bassa efficienza, ma norvivo.
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Figura 5. Profilo delle lesioni A) e tipizzazione della P¥® (B) in trasmissioni primarie e secondarie in
arvicola del campione prodotto in PMCA 18K e dsbiato di Scrapie originale 198/9. L’isolato di &gie
198/9 trasmesso in arvicola mostrava fenotipo pgtob e PrP®identici a quelli che caratterizzano isolati di
Scrapie ovina. Identiche caratteristiche sono siat®ntrate in 18K. La PrPisolata in arvicole inoculate
con 18K e 198/9 mostrava quindi le stesse carstiehie biochimiche dell'inoculo di pecor® (e C),
indicando che lo stesso ceppo € stato isolato &iogpido 198/9in vivo e in vitro. Infatti, il grafico della
curva di denaturazione dei tre tipi di Pfnostrava stabilitd conformazionali convergentin a@lori di
[GAnHCI],, pari a 1.9 M per la PP ovina (pecoral98/9), 2.3 M per la BfRvina adattatdn vivo

allarvicola (arvicola198/9) e 2 M per la PfRvina adattatin vitro all’arvicola (arvicolal8K).
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Figura 6. Analisi cineticain vivo dei conformeri di PrP*° 18K e 14K.Grafico che indica la cinetica di
replicazionein vivo dei conformeri 18K e 14K. | valori sull'asse deNerappresentano la percentuale di

campioni positivi dopo tre rounds di PMCA, mentud’asse delle X sono riportati i giorni post indcu

Come detto, per definizione ceppi differenti mastradifferente fenotipo biochimico e
clinico-patologico dopo trasmissione in modelliraali. Nonostante i conformeri 18K e
14K abbiano mostrato differenti caratteristiche ecolari e differenti proprieta biologiche,
non e possibile parlare di ceppi di prioni divegsdiché caratteristicaine qua norper
definire un prione € la capacita di trasmettersiivo. In questo senso, I'identificazione
vitro di una variante conformazionale di PtPauto-cataliticain vitro ma incapace di
replicarein vivo, che emerge esclusivamente ad alte diluizioniisielhto di partenza,
porta a ipotizzare che 14K sia un mutante difetilivato da 198/9. L'emergenza di
mutanti difettivi da isolati virali replicati peravi passaggi a bassa bassa molteplicita di
infezione e infatti un fenomeno ben noto, noncpi&di delle popolazioni virali altamente
mutanti (quasi-specieppmingo et al., 2012; Ojosnegros et al., 2D1lidentificazione di
14K rafforzerebbe quindi I'ipotesi che i ceppi digmi siano soggetti a eventi di mutazione

e selezione e si comportino come una quasi-specie.

Sulla base di questi risultati, scopo della secqmatée del programma di dottorato e stato
investigare in PMCA l'intrinseca mutabilita dei @mi, propria di una popolazione con
struttura a quasi-specie, in condizioni di replioaez omologa e in assenza di forti limiti di

selezione.
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4.2. Mutabilitd come proprieta intrinseca dei prioni: identificazione di mutanti

conformazionali in assenza di agenti di selezione

Per verificare la struttura a quasispecie dei cefpgirioni, € stato indagato il potenziale
evolutivo di un ceppo di Scrapie italiana ed unoB8E, entrambi adattain vivo
all'arvicola rossastra, sottoponendo i due cepgiffarnti regimi di popolazione. Entrambi
i ceppi sono stati sottoposti a due diversi regiimieplicazionen vitro lungo piu cicli di
replicazione in PMCA. Poiché dopo ogni round di PM@na quota del prodotto finale
(tipicamente I'1-10% del totale) viene utilizzatare seed per avviare il round successivo,
al fine di mimare cicli di replicazione ad alta asksa molteplicita di infezione abbiamo
definito due diversi protocolli di replicazione): effettuando i passaggi tra i rounds di
PMCA trasferendo I'1% della popolazione prodottaraend precedente, ii) effettuando i
passaggi tra i rounds di PMCA trasferendo la minguantita efficace della popolazione
prodotta nel round precedente, il che mima ripetuéinti "a collo di bottoglia” nella storia
evolutiva di queste popolazioni (Fig. 7). Al fine identificare I'eventuale emergenza di
mutanti conformazionali sono state utilizzate lentehe di caratterizzazione biochimica

della PrB°¢ sopra descritte.

4.2.1 Set up sperimentale

Allo scopo di determinare la migliore diluzione ldebculo da utilizzare per mimare un
evento a collo di bottiglia per i due ceppi in asiaper entrambi e stata prodotta una curva
di diluizone in omogenato cerebrale di arvicola eurve risultanti sono state sottoposte ad
un singolo round di PMCA. | prodotti di reazionenscstati quindi digeriti con proteinasi
K e la PrP* visualizzata in Western Blot. Il ceppo di BSE aalat all'arvicola, v587, ha
mostrato una efficiente replicaziomevitro; e stato infatti possibile evidenziare un livello
di amplificazione fin nella diluizione 10 (Fig. 8). Per il ceppo di Scrapie adattato
all'arvicola, identificato dalla sigla SS21, & stainvece possibile detectare PP
amplificata fino alla diluizione I9(Fig. 8). Questi parametri hanno permesso di defilei
condizioni limitanti di replicazione da impartireein protocolli esposti piu sopra.
Esperimenti preliminari di replicazioni successilie/586 seminate alla diluizione di 10
hanno pero determinato la progressiva estinziotla gepolazione, nonostante lo stesso

ceppo desse elevati livelli di PfRlopo un singolo ciclo.
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Figura 7. Amplificazione in vitro della PrP* sottoposta a differenti regimi replicativi. Omogenato

1:10
PrP3:

cerebrale al 10% di arvicole infette (in rosso}acdiluito in omogenato cerebrale sano al 10%rdicola
(in blu). In replicazioni effettuate attraverso amppssaggi di popolazione (parte alta della figurfaoculo &
stato diluito 1:10 (v/v), sottoposto ad un roundPdlCA e il prodotto di reazione diluito nuovameitd 0
(v/v) in substrato fresco. Questa procedura € stiggtuta per tutti i rounds successivi al primo. |
replicazioni che mimano invece eventi a collo ditigha (parte bassa della figura), I'inoculo étstailuito
1:1000000 nei rounds dispari e diluito 1:10 (v/A\8i mounds pari. Mentre il ceppo v587 € stato diluit
1:1000000 nei round dispari, il ceppo SS21 é sttitizzato diluito 1:10000 a causa del minore tadso
amplificazione del ceppm vitro. In questo set-up sperimentale, I'inoculo € sfatia sottoposto ad un
evento a collo di bottiglia, e poi propagato attt@o passaggi ad ampia popolazione in modo déaitistda
popolazione. La differente dimensione dei cerchsioche rappresentano la Br@mplificatain vitro, indica

la differente diluizione di Pri® utilizzata.
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Figura 8. Tasso di amplificazione dei ceppi adattatll'arvicola v586 e SS21Diluzioni seriali del ceppo
di BSE (v586) e Scrapie (SS21), entrambi adattidiréicola, sono state sottoposte ad un roundMCA. |
prodotti di ogni reazione sono stati digeriti cod @ analizzati in Western Blot. Per entrambi i degpno
stati analizzati contestualmente i primi tre putdlla curva di diluizione non soggetti ad amplificme in
vitro, in modo da determinare il fattore di amplificadioLa Prf*® & stata rivelata utilizzando I'anticorpo
anti-PrP SAF84.
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Quindi, allo scopo di mimarm vitro propagazioni delle popolazioni prioniche attravers
passaggi ad ampia popolazione, i 2 campioni diepag per entrambi i ceppi in esame,
v587 e SS21, sono stati seminati alla diluizior)l1h omogenati cerebrali di arvicola, e
quindi replicati attraverso round consecutivi di €M trasferendo ogni volta 1/10 della
popolazione risultante dal precedente round. Rdaatlente, tre campioni degli stessi
inoculi di partenza sono stati seminati a diluiziimitanti (1/10000000 per v587 ed

1/100000 per SS21) e replicati per diversi rounasecutivi di PMCA alternando semine a
forte diluizione e semine a bassa diluizione, questime per evitare I'estinzione delle

popolazioni (Fig. 7).

4.2.2 Evoluzione del ceppo di BSE in replicazionineologhe

Data la comune origine delle popolazioni esamini@esinque popolazioni del ceppo di
BSE adattato all’arvicola sono state identificateme v587/a e v587/b, entrambe
sottoposte ad ampi passaggi di popolazione, e vb&KH87/d e v587/e sottoposte al
contrario a trasferimenti limitanti (colli di bagtia). Per ogni popolazione analizzata,
l'inoculo iniziale ed il prodotto di ogni round smstati digeriti con Proteinasi K e la FTP
analizzata in Western Blot. Dopo 5 round di PMCAuwdfattore di replicazione pari a
10%°, in nessuna popolazione sottoposta a colli diigliztt & stata riscontrata alcuna
modifica nel profilo elettroforetico della PFP nonostante due delle tre popolazioni
mostrassero un decremento del segnale dfPegRiggerendo quindi un decremento del
tasso di replicazione del ceppo (Fig. 9A). Al cant, in una delle popolazioni amplificate
in vitro attraverso passaggi ad ampia popolazione, v58@2iFf° identificata ha mostrato
uno shift del profilo elettroforetico verso lalt@-ig. 9A) evidenziabile fin dal secondo
round di amplificazione in PMCA, cioé dopo un fagtali replicazione pari a 10e si &

protratta fino al termine dell'esperimento.

Per confermare che la leggera differenza riscantnat peso molecolare della Friella
popolazione v587/a fosse correlata ad un differeitte di taglio della Proteinasi K e
conseguentemente ad una variazione conformaziatedle PrP° stessa, tutti i campioni
sono stati analizzati attraverso il WB discrimimaionodificato, basato sul riconoscimento
del diverso taglio N-terminale della PfRla parte della PK grazie all'uso di anticorpi che
riconoscono epitopi nella regione della PrP soggett idrolisi durante la digestione con
PK, ed evidenziato grazie al calcolo del rapporb stgnale ottenuto con due anticorpi,

come descritto nei materiali e metodi. In questsogcagli anticorpi prescelti per
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I'esperimento sono stati SAF84 e 12B2, poichéplpo v586 € caratterizzato da un sito di
taglio della Proteinasi K piu C terminale rispedifiepitopo riconosciuto dall’anticorpo
12B2 (Cosseddu et al., 201L1quindi lo shift verso l'alto del profilo elettfaretico della
popolazione v586/a doveva riflettere uno spostameatso I'N terminale del sito di taglio
riconosciuto dalla PK, e conseguentemente un inenéondel segnale dell’anticorpo 12B2.
Infatti, mentre le popolazioni v587/b, v587/c, v&EB® v587/e erano caratterizzate da un
rapporto anticorpale SAF84/12B2 simile a quello I'ehelculo (v587), il rapporto
anticorpale della popolazione v587/a si presentawkio piu simile a quello di un ceppo di
Scrapie classica, e completamente differente ddogdella popolazione originaria (Fig.
9B e 9C).

4.2.3. Evoluzione del ceppo di Scrapie in replicaai omologhe

Lo stesso esperimento € stato condotto anche seppo di scrapie adattata all’arvicola,
SS21, ed é stato protratto per 9 round successiRIMLCA. Anche qui, data la comune
origine, le cinque popolazioni analizzate sonoestdentificate come SS21/a e SS21/b,
sottoposte a replicazione vitro attraverso passaggi ad ampie popolazioni, e SS21/c
SS21/d e SS21/e replicate, invece, attraverso caotige colli di bottiglia. In modo
inaspettato, due delle tre popolazioni amplificatiitaverso colli di bottiglia risultavano a
malapena identificabili in Western Blot dopo solidunds di PMCA, cioé dopo un fattore
di amplificazione pari a 6, ed addiritura negative al nono round (Fig. 10A),
indicazione di un forte decremento del tasso dicapione del ceppo. Quindi, dopo nove
rounds di PMCA, solamente tre popolazioni su cingp@no visualizzabili in Western Blot,
due delle quali sottoposte ad una fattore di ancpliione del valore di f0(SS21/a e
SS21/b) e una ad un fattore pari &1®S21/c). Anche in questo caso, mentre in nessuna
popolazione sottoposta a colli di bottiglia € stasxontrato alcun cambiamento della
PrP® & stato identificato un incremento del peso nuwsre della Pr° di una
popolazione replicata attraverso passaggi ad apgpelazioni, SS21/a, e quindi uno shift

verso l'alto del suo profilo elettroforetico (FigOA).

Poiché SS21/d e SS21/e sono state perse duramgliazioniin vitro, I'ultimo round di
PMCA in cui tutte le popolazioni risultavano amiaiifte, sulla base del segnale di Py
stato utilizzato per compararne i rapporti antiedicpn questo caso, poiché la PrRlei
ceppi di Scrapie adattata all’arvicola in seguitaligestione con Proteinasi K perde

parzialmente I'epitopo dell’octa-repeat, riconosaidall’anticorpo SAF32, il rapporto di
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anticorpi utilizzato é stato quello SAF84/SAF3Rir(sinu et al.,, 2013 Il metodo
discriminatorio ha confermato l'aumento del peso levolare della PrP della
popolazione SS21/a, mostrando valori del rappodd-88/SAF32 decisamente minori

rispetto a quelli delle altre popolazioni ampliiea vitro (Fig. 10B e 10C).

Per determinare con precisione la genesi del neonéormero di Prf® nella popolazione
SS21/a, lo stesso approccio di tipizzazione motgeok stato applicato a tutti e nove i
rounds di PMCA consecutivi cui e stata sottopoatpdpolazione. L'analisi ha mostrato
come I'aumento del peso molecolare della"PPil decremento del rapporto anticorpale
SAF84/SAF32 fossero evidenti gia dal secondo rodn®MCA, ma che sparissero al
guarto e al sesto round, prima di essere apparententifissati” al nono round di PMCA
(Fig. 11A).

La PrP* della popolazione SS21/a amplificata nel nono doénstata quindi utilizzata
come inoculo in nove reazioni di PMCA identiche regagata per un ulteriore rouma
vitro. Sorprendentemente, il profilo molecolare del comero mutante SS21/a é stato
perso in due tubi su nove (Fig. 11B). Un risultdioquesto tipo pud essere spiegato o
ipotizzando un' amplificazione stocastica dei défei conformeri oppure un equilibrio
dinamico tra differenti sottopopolazioni di BfRhe compongono la popolazione SS21/a,
con conformazioni leggermente diverse. In accordon questa instabilita del mutante
conformazionale, ogni tentativo di clonaggio deliiante conformazionale di SS21/a é
fallito.

Data I'inaspettata estinzione di due delle tre pagioni propagatén vitro e sottoposte a
consecutivi eventi a collo di bottiglia, per tuteepopolazioni SS21 e stato determinato il
tasso di amplificazioné vitro. Per ogni popolazione € stato quindi scelto ildptto di
reazione dell’ultimo round di PMCA in cui si aveamplificazione della Pr® a livelli
detectabili in Western Blot, cioe il nono round peipopolazioni SS21/a, b e ¢ e il quarto
round per le popolazioni SS21/d ed e, e quest@te sttilizzato come inoculo per una
curva di diluizione sottoposta ad un singolo rowdPMCA. In accordo con i risultati
ottenuti, 'amplificazione delle due popolazioniB%d e SS21/e si mostrava estremamente

inefficiente, in quanto solamente nel primo puretialcurva di diluizione, 16 era
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A Passaggi ad ampia popolazioe Eventi a collo di bottiglia
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Figura 9. Potenziale evolutivo del ceppo v586. A)ifizzazione molecolare della PrB° Per ogni
popolazione (v586/a, v586/b, v586/c, v586/d e vBBBbno stati analizzati 4 rounds di PMCA (indigati
numeri romani) e la PP visualizzata con l'anticorpo anti-PrP SAF84. Lepplazioni v586/c, v586/d e
v586/e mostravano una debole amplificazione nendodispari (Il e V), amplificazione ristabilita ne
rounds pari (Il e IV). Uno shift verso l'alto detqfilo elettroforetico della PfP della popolazione SS21/a,
propagata attraverso ampi passaggi di popolazemaegvidente fin dal secondo rouB).Epitope mapping.

La PrP° delle cinque popolazioni, v587/a e v587/b ampdific attraverso ampi passaggi di popolazione, e
v587/c, v587/d e v587/e, amplificate attraversocessivi eventi a collo di bottiglia, € stata ditgeicon PK
alla concentrazione di 200 pg/ml e le membraneizzzk con I'anticorpo anti-PrP C-terminale SAF84 e
I'anticorpo anti-PrP N-terminale 12B2. Linoculoiziale & stato aggiunto all’analisi insieme ad ampione

di Scrapie. La popolazione v587/a mostrava un lorofilettroforetico di Pri®® intermedio tra quello
dell'inculo e quello del campione di Scrapie, maetedo I'epitopo riconosciuto dall'anticorpo 12BR)
Analisi semiquantitativa del rapporto anticorpale.Per ogni popolazione il rapporto del segnale dhube
luminescenza degli anticorpi SAF84 e 12B2 é statantjficato usando il software QuantityOne. Lintce

il campione di scrapie sono stati aggiunti ed z#diti come controlli. Di nuovo, la popolazione vE87

mostrava un valore di rapporto anticorpale sigatfiamente differente da quello dell'inoculo.
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Figura 10. Potenziale evolutivo del ceppo SS21. Ajipizzazione molecolare della Prf°. Per ogni
popolazione (SS21/a, SS21/b, SS21/c, SS21/d e &S0 stati analizzati il quarto, quinto, ottavaono
round di PMCA (indicati in numeri romani), e la PfPanalizzata con anticorpo anti-PrP SAF84. Le
popolazioni SS21/d e SS21/e mostravano una scampéifiaazione nei rounds dispari, non ristabilitai n
rounds pari; le due popolazioni sono state infadtise al nono round di PMCA. La popolazione SS21/c,
invece, € stata mantenuta, nonostante fosse stibd@asta alle stesse condizioni di amplificaziddeo shift
verso l'alto del peso molecolare della PtBella popolazione SS21/a & stato identificatoggirto round di
PMCA. B) La PrP° delle cinque popolazioni, v587/a e v587/b ampiific attraverso ampi passaggi di
popolazione, e v587/c, v587/d e v587/e, amplificteaverso successivi eventi a collo di bottigéastata
digerita con PK alla concentrazione di 200 pg/meenembrane analizzate con I'anticorpo anti-PrP C-
terminale SAF84 e l'anticorpo anti-PrP N-termin&AF32. La popolazione SS21/a manteneva I'epitopo
riconosciuto dall’anticorpo SAF32, al contrariotdite le altre popolazionC) Analisi semiquantitativa del
rapporto anticorpale. Per ogni popolazione il rapporto del segnale dntibduminescenza degli anticorpi
SAF84 e SAF32 é stato quantificato usando il safwQuantityOne. Di nuovo, la popolazione SS21/a

mostrava un rapporto anticorpale differente dalquiglle altre popolazioni amplificate vitro.
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presente PrP, caratterizzata da un segnale di chemio-luminescestremamente basso.
Delle tre popolazioni mantenute dopo tutti e noveunds, SS21/a e SS21/b mostravano
un tasso di amplificazione simile, o addiritturagg@re di quello dell'inoculo originale.
Infatti, tutti e tre i campioni, quando utilizzatiome inoculo in PMCA, risultavano
amplificabili fino alla diluizione 18, con un incremento di un fattore di diluizione peer
popolazione SS21/b (Fig. 11C). Al contrario, lappazione SS21/c, la piu efficiente delle
tre popolazioni propagaie vitro attraverso colli di bottiglia, risultava caratterata da un
fattore di amplificazione minore, di almeno cenudt®, rispetto a quello dell'inoculo SS21
originale (Fig. 11C). Quindi, indipendentemente’dalergenza di mutanti conformazioni
identificabili attraverso il Western Blot discrinaitorio, una notevole riduzione della
fitness dell’agente infettante risulta associatgrapagazioni in cui la popolazione é

soggetta a eventi a collo di bottiglia, che riduzdmumero delle “particelle infettanti”.

Come detto in precedenza, diversi esperimenti hampwotato che 'uso di molecole, a
presunta attivita anti-prionican vivo ed ex vivq possa indurre I'emergenza di varianti di
PrP>° drug-resistantRrusiner et al., 2009; Telling et al., 2014 risultati appena mostrati
indicano come la capacita di modificarsi in rispostl’ambiente sia una proprieta
intrinseca dei ceppi di prioni, e soprattutto cha possibile utilizzare tecniche di
amplificazionein vitro, veloci, economiche e attendibili per investigguesta mutabilita.
Per questo motivo, scopo dell’'ultima parte del aw@iio € stato impostare un saggio in
PMCA capace di discriminare molecole ad azione-pmbnica e verificare I'induzione di

eventi di mutazione/selezione.
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Figura 11. Analisi del potenziale evolutivo della ppolazione SS21/a. A) Tipizzazione molecolare della
PrP>¢ La PrP*° amplificata in ognuno dei nove rounds di PMCA {@adi dai numeri romani) cui & stata
sottoposta la popolazione SS21/a, e stata digesitaPK e analizzata in Western Blot. L'analisi defrP*®
condotta con gli anticorpi anti-PrP SAF84 e SAF32nmostrato una fluttuazione del profilo elettrofare
della PrP* tra i diversi rounds. L'analisi semi-quantitatidal rapporto anticorpale (nella parte bassa della
figura) ha confermato che il campione SS21/a primvga dal nono round di PMCA fosse differente
dall'inoculo, e la fluttuazione della variante corhazione di Pr® dominante durante I'amplificaziorie
vitro. B) Propagazione della variante conformazionale di #®*¢ SS21/a.ll campione SS21/a del nono
round é stato diluito 1:100 in 9 tubi, poi sottopp@sl un round di PMCA. | prodotti di reazione sostati
digeriti con PK, analizzati in WB, e la PfPvisualizzata con gli anticorpi SAF84 e SAF32. Nstamte lo
stesso inoculo, la PfPamplificata nei tubi 8 e 9 mostrava un diversdfiiye@lettroforetico. L'analisi semi-
quantitativa del rapporto anticorpale ha confermatpresenza di un differente tipo di Friei tubi 8 e 9.

C) Tasso di amplificazionein vitro. Una curva di diluizione & stata prodotta dalle papioni SS21/b e
SS21/c amplificate nel nono round di PMCA, sucaessente sottoposta ad un round di PMCA. | prodotti
sono stati digeriti con PK, analizzati in WB e IePP visualizzata con I'anticorpo anti-PrP SAF84. S$21/
manteneva un tasso di amplificazianevitro comparabile a quello dell'inoculo originale, candiluizione
10° come ultima visualizzabile in WB. Invece, la BtBella popolazione SS21/c risultava amplificabdéos

fino alla diluzione 10. Per entrambe le popolazioni, all'analisi & stggiunto I'inoculo alla diluizione 16
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4.3. Mutabilita dei prioni in risposta a molecole terapaitiche: PMCA come tecnica

discriminatoria per molecole ad azione anti-prionica

Grazie alla collaborazione con il laboratorio diuxgbiologia dei Prioni dell'Istituto Mario
Negri di Milano, e stata valutata la capacita dizione dell’amplificazione dei priorin
vitro di 8 molecole: due, il Congo Rosso (CR) ed il dgtrrolo (TTP), la cui azione come
molecole anti-prionicaex vivoe in vitro € riportata in letteraturaN{coll et al., 2010;
Caughey et al., 1993altre la cui azione in PMCA non & mai stata stigata, come la
Clorpromazina (CPM) e il DS26Bjfasini et al.,, 201% ed infine alcune molecole
sintetizzateex novodopo analisin silico per la capacita di legare la PrRienominate,
SM54, SM74 e SM84HBjasini et al., 201% e Bnf, una porfirina con struttura simile al
Tetrapirrolo.

L'abilita dei prioni di modificarsi in risposta &imbiente di replicazione, anche in risposta
a trattamenti con molecole ad azione anti-prionpgzame dei limiti allo studio e all’'uso di
molecole terapeutiche, principalmente in considerszdel target di azione delle molecole
stesse. Infatti, molecole anti-prioniche che agiscadirettamente sulla PP sono
considerate piu prone ad instaurare fenomeni @tegea, grazie al’emersione di varianti
conformazionali della P che sfuggono al legame con le molecole in questiGulla
base di queste considerazioni, ad eccezione deydC&osso, dalle note proprieta di
legame per la P tutte le altre molecole testate mostrano affidittegame per la PP

In questo modo, non solo e stato possibile veriickabilita inibente delle suddette
molecolein vitro, ma anche investigare la capacita dei prioni diameuin risposta a
molecole che non agiscono sull’agente infettante sod’'ospite. Chiaramente, per
comparare l'azione di molecole con diverso bersagtl escludere un’eventuale azione
sequenza-dipendente, tanto la PiBubstrato) quanto la PtP(inoculo) utilizzate nel

saggio di PMCA sono derivate da arvicola rossastra.

4.3.1. Set up sperimentale

Allo scopo di rendere veloce ma al tempo stessoietfite I'analisi, il ceppo di Scrapie
italiana utilizzato come inoculo per testare laamaga di inibizione é stato diluito 1:100 in
omogenato cerebrale di arvicola e congelato (Froaesottoposto, in triplicato, a un round
di PMCA composto da soli 32 cicli, per un totalel@i ore di amplificazionén vitro. Le

stesse diluizioni dell'inoculo sono state effeteuah omogenati cerebrali adulterati,
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contenenti singolarmente le molecole CR, TTP, CBKf, DS26, SM54, SM74 e SM84
alla concentrazione di 500 uM. | prodotti di reampinsieme alla curva standard, sono
stati quindi digeriti con Proteinasi K e la PrRisualizzata in Western Blot.

amplificazione del ceppo in presenza e assenza uhgllecola. Nel caso di CR, TTP, CPM,
DS26 e Bnf, tutti diluiti in acqua, il solo substyadi arvicola non manipolato é stato
utilizzato per determinare I'amplificazione in assa delle molecole, mentre per le tre
molecole SM54, SM74 e SM84, insolubili in acqualeig: in DMSO, la stessa quantita di
DMSO presente come diluente nei substrati aduitéragtata aggiunta all’lomogenato

cerebrale di arvicola.

4.3.2. ldentificazione delle molecole ad azione bitoria in PMCA
4.3.2.1. SM54, SM74 e SM84

Come detto, a causa della loro insolubilita in @ade molecole SM54, SM74 e SM84
sono state diluite in DMSO. In ogni esperimentogceppo di Scrapie € stato utilizzato
come inoculo in 15 diverse reazioni di PMCA,; treesie, tre presentavano substrato di
arvicola tal quale, tre substrato in presenza diSG@Me le altre, sempre in triplicato,
contenevano le molecole da testare. L'analisi dBHE®*® e il fattore di amplificazione
hanno mostrato innanzitutto come il DMSO avesse pamziale effetto inibitorio
sull'amplificazionein vitro della PrB infatti, mentre con 32 cicli di replicaziori vitro

su substrato tal quale il ceppo di Scrapie italiamastrava, come atteso, un fattore di
amplificazione medio di 10, lo stesso ceppo in @gnea di DMSO era caratterizzato da un
fattore di amplificazione medio di 5 (Fig. 12A). Wmmdo quindi comparare
I'amplificazione del ceppo di scrapie in presengfiedmolecole con quella in presenza del
solo DMSO, due delle tre molecole testate, rispattiente SM54 e SM74, hanno mostrato
presentava le stesse caratteristiche dell'inocuib fattore di amplificazione osservato
risultava uguale (SM54) a quello ottenuto in presendel solo DMSO, o addirittura
maggiore (SM74). L'amplificazione del ceppo di Sueaitaliana in presenza della
molecola SM84, invece, risultava leggermente mdficente di quella con il solo vettore,
con un fattore di amplificazione medio pari a 49(Fi2A). In considerazione del fatto che

il DMSO da solo determinava un decremento del fatth amplificazione di circa la meta,
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I'ulteriore inibizione data dalla molecola, per gia utilizzata a concentrazioni elevate,

non é stata considerata significativa.

4.3.2.2. Congo Rosso, Clorpromazina e DS26

La stessa analisi € stata condotta sulle molecldgp@mazina e DS26, entrambe aventi
PrP come target, e Congo Rosso, del quale sono imjsaeate affinita di legame per gli
aggregati di Pr® ed azione inibentex vivoe in vivo(Caughey et al., 1993; Corato et al.,
2009).Anche in questo caso il ceppo di Scrapie italiarsato diluito 1:100 in triplicato in
substrato di arvicola tal quale o adulterato, edlesi e stata ripetuta tre volte. Tutte e tre le
molecole, anche se con differente target di aziowe hanno mostrato alcun tipo di
inibizione dell'amplificazione del ceppo esamindttfatti, non € stata riscontrata nessuna
differenza tra i fattori di amplificazione calcala presenza o in assenza delle molecole
(Fig. 12B). Studiex vivoe strutturali hanno mostrato come la Clorpromaazimaprincipio
attivo neurolettico appartenente al gruppo delleoF¢iazine con dimostrato legame alla
PrP” (Baral et al., 2013) sia capace di inibire I'accumulo di PfPagendo sulla
ridistribuzione della PrP stessaKorth et al., 200}, ma si & dimostrata inefficace quando
usata in combinazione con Quinacrina in trattamdngpazienti affetti da FFIBenito-
Leon, 2004)In accordo con gli insuccessi riportativivo, il ceppo di Scrapie amplificato
in vitro in presenza di Clorpromazina ha mostrato unaieffma di replicazione pari a
quella osservata su substrato di arvicola tal quale un fattore di amplificazione medio
pari a 10. Stesso risultato e stato ottenuto comdéecola DS26. Analogamente, nessun
tipo di inibizione nellamplificazione del ceppo 8crapie e stata osservata in presenza del
Congo Rosso, la cui inibizione del’accumulo di Pr® stata precedentemente riportata in

esperimentex vivoein vivo, anche se con effetto parzia@afughey et al., 1993

4.3.2.3. Tetrapirrolo e Bnf

L'analisi condotta su Tetrapirrolo e Bnf, porfirican struttura analoga al TTP, ha mostrato
risultati diversi. Entrambe le molecole, infattillaa concentrazione di 500 pM
determinavano una inibizione totale del ceppo dage italiana in PMCA, mostrando

rispettivamente un fattore di amplificazione mediid.3 e 1.5 (Fig, 12B).

L'attivita inibente delle due porfirine e stata adi valutata su altri due ceppi di Scrapie,
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un ceppo inglese (UK) e un ceppo CH1641-like, atiati vivo all’arvicola. Entrambi i
ceppi sono stati diluiti 1:100 in triplicato su stiato di arvicola tal quale o in presenza
della molecola, e sottoposti ad un round di PMCAZicicli. | due ceppi mostrano una
propria distintiva efficienza di replicazioria vitro, replicazione pero inibita dalle due
porfirine, con la Bnf a determinare il maggioredgali inibizione. Inoltre, dei tre ceppi di
scrapie analizzati, il ceppo CH1641-like sembrasseee quello piu affetto dall'azione
delle due molecole, con valori di fattore di ampékione medio pari a 1.1 e 0.5
rispettivamente in presenza di TTP e Bnf (Fig. 12ICceppo di Scrapie inglese, pur
mostrando un tasso di amplificazione significatiesame ridotto, risultava caratterizzato da

fattori di amplificazionen vitro pari a 3.1 e 1.7 (Fig. 12C).

Allo scopo di determinare la EC50 delle due parérisono stati condotti esperimenti di
dose-rispostan vitro. Lo stesso schema sperimentale utilizzato inizali@ per valutare la
capacita d’inibizione delle molecole selezionatestato quindi usato per valutare la
concentrazione di Tetrapirrolo e Bnf alla qualeosservava un effetto pari al 50%
dell'efficacia. Assodato che i diversi tipi di Sgiaovina fossero inibiti allo stesso modo, il
ceppo di Scrapie italiana e stato scelto come nmwdeatosi sottoposto ad amplificaziane
vitro in 5 diverse condizioni di substrato: tal qualetrapirrolo alla concentrazione di 1, 5,
10, 50 e 100 pM. Ogni condizione e stata analizmatériplicato, e la stessa analisi
effettuata anche per la molecola Bnf. Dall'anasiemerso che entrambe le molecole
mostrano un effetto di inibizione fino a concenitwazdi 10 uM (Fig. 13), confermando la

similitudine precedentemente osservata in effi@empotenza.

Lo studio della Pr¥® amplificatain vitro in presenza di Bnf ha mostrato che i campioni di
Scrapie classica, italiana e inglese, trattati Bof mostravano un profilo elettroforetico
della PrP® diverso rispetto all'originale (Fig. 14). Infattytti i prodotti delle reazioni di
PMCA condotte in presenza di Bnf alla concentragidn500 M erano caratterizzati da
uno shift verso l'alto del peso molecolare dell#@®rdi circa 1 kDa (Fig. 14). Per
verificare se lo shift fosse dovuto alla sola molaco all’amplificazione in PMCA, Bnf
alla concentrazione di 1, 5, 10, 50, 100 e 500 pdthéa aggiunta all’inoculo di Scrapie, e
il campione risultante é stato successivamentebatouper 30’, digerito con Proteinasi K e
analizzato in Western Blot. Dall’analisi € emersmne lo shift del profilo elettroforetico
avvenisse anche in campioni non sottoposti ad &cgdione in vitro, e che fosse
concentrazione dipendente; infatti, il cambiameargbpeso molecolare risultava evidente a
partire dalla concentrazione di 50 uM (Fig. 15) cAhtrario, nessuna modifica molecolare

& stata identificata sulla PrPanche a concentrazioni elevate di Bnf. (Fig.(h)esti
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Figura 12. Attivita inibitoria delle molecole ad azone anti-prionica. Il ceppo di Scrapie classica italiana &
stato diluito 1:00 su substrato di arvicola rogsasdl quale, in presenza di DMSO, delle molecdi58,
SM74 e SM84A4), o TTP, DS26, CR, Bnf e CPMBJ alla concentrazione di 500 puM. Tutte le reazigomo
state condotte in triplicato. La PfRamplificata in PMCA & stata digerita con PK e poalizzata in WB,
visualizzando la PfP con I'anticorpo anti-PrP SAF84. Utilizzando il seére QuantityOne & stato calcolato
il segnale di chemio-luminescenza per ogni campi@nd fattore di amplificazione del ceppo calcolat
attraverso I'equazione: (PfPamplificata in PMCA)/(PrP*° dell'inoculo)*fattore di diluizione. La molecola
SM84 mostrava un effetto di inibizione, determinanmh decremento del fattore di amplificazione dgdpo
fino ad un valore di 4, simile perd a quello detigato dal solo DMSO, vettore della molecola. Urvate
potere inibentén vitro caratterizzava invece TTP e Bnf, in presenza dplldi il ceppo di Scrapie mostrava
valori del fattore di amplificazione rispettivamerdi 1.4 e 1.6C) Studio della capacita inibente di TTP e
Bnf su altri ceppi di Scrapie.La stessa analisi & stata condotta su altri dppia Scrapie, una Scrapie
classica inglese e CH1641-like. Entrambi ceppiltasiano inibiti nell’amplificazioneén vitro da TTP e Bnf,
con fattori di amplificazione pari a 3.2 e 1.7 pereppo di Scrapie inglese, e 1.1 e 0.5 per il G#ltlike.
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risultati escludono che la variazione di peso mulee della Pri®° osservata rappresenti
un evento mutazionale come quelli evidenziati mecedenti esperimenti, poiché I'effetto
del Bnf & risultato indipendente dall'amplificazéodella PrP". Al contrario, nonostante il
meccanismo di azione atteso per Bnf coinvolga gartee con la PfPe non con la Pri
'aumento del peso molecolare identificato semissese compatibile con il legame di una

molecola di Bnf all’'aggregato di P¥P
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Figura 13. Analisi della capacita di inibizione dde molecole TTP e Bnf a due diverse concentrazioril.
ceppo di Scrapie classica italiana € stato dilLifl® su substrato di arvicola rossastra tal quatepresenza
delle molecole TTP (in alto) e Bnf (in basso) @ltmcentrazione di 10 e 500 M. Tutte le reazionosstate
condotte in triplicato. La PriPamplificata in PMCA & stata digerita con PK e apalizzata in WB, insieme
ad una curva di diluizione di un campione di Sagjparte a sinistra di ogni blot) utilizzata peanqtificare

la PrP*° amplificata. L'anticorpo anti-PrP SAF84 é statiiz#ato per visualizzare la Pf® Sia TTP che Bnf
aggiunte al substrato alla concentrazione di 500gohfermavano I'azione di inibizione dell’amplifiane

in vitro. Risultato comparabile & stato ottenuto utilizzadd molecole alla concentrazione di 10 pM,

concentrazione alla quale il ceppo mostrava upratti amplificazione rispettivamente di 1.8 e 2.
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Figura 14. Cambiamento del profilo elettroforeticodella PrP>¢ amplificata in vitro in presenza di Bnf.Il

ceppo di Scrapie classica inglese € stato dilui@® Bu substrato di arvicola rossastra in preseietie
molecole Bnf (a sinistra) e DS26 (a destra) adlacentrazione di 500 uM. Le reazioni sono statelotia in
triplicato. La PrB® amplificata in PMCA é stata digerita con PK e poalizzata in WB, insieme al Frozen (F
1:10), cioé linoculo diluito 1:10 in omogenato ebrale di arvicola in presenza di Bnf o DS26 e non
sottoposto ad amplificaziorig vitro. L'anticorpo anti-PrP SAF84 ¢ stato utilizzato paualizzare la PrP.
Come indicato attraverso gli asterischi in figuBmf induce non solo una inibizione della replicamaon
vitro, ma determina uno shift del peso molecolare d&ii* verso 'alto (asterisco rosso) rispetto a quanto

osservato in presenza di DS26 (asterisco neropssenza di trattamenti con molecole.
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Figura 15. Analisi del legame Bnf-PrP.Il campione di scrapie classica italiana e statwlato per 30’ a
37°C con concentrazioni crescenti (0, 1, 5, 10,18®, 500) di Bnf. Il campione cosi trattato é st@igerito
con PK, analizzato in WB e la PfPvisualizzata con I'anticorpo anti-PrP SAF84. L'lisiadel profilo
elettroforetico della Pr® ha mostrato uno shift del peso molecolare del®°Pe un aumento del segnale di
aggregati di Pr®®, concentrazione-dipendente, a partire da concaatriadi Bnf pari a 50 uM. Laumento di
peso molecolare diventava piu marcato in presenEnfi500 uM, mostrando un aumento pari a circa 1
kDa. Nessuna modifica del profilo elettroforeticin@ece identificata sulla PfPnemmeno a concentrazioni

elevate di Bnf (parte destra del blot).
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5. DISCUSSIONE

Le encefalopatie spongiformi trasmissibili sono gsiderate delle malattie non
convenzionali. Nonostante la diversa origine, tuliée malattie da prioni risultano
trasmissibili sperimentalmente, e caratterizzate wta agente infettante di natura
esclusivamente proteica, derivante da una transooakione patologica di una proteina
cellulare dell'ospite. Inoltre, € ormai accettatsistenza di ceppi di prioni, cioé isolati
infettivi caratterizzati da propri e differenti fetpi clinico-patologici e differenti
conformazioni di Pr®. A queste peculiari caratteristiche, si & receetem aggiunta
un’ulteriore caratteristica, forse la piu non comxienale in assoluto, e cioe la capacita dei
ceppi di prioni di mutare. In alcuni casi, infaitn, seguito a trasmissioni sperimentali, il
ceppo non si riproduce fedelmente ma risulta dovetall’originale, quindi mutato, e
spesso accompagnato da evidenti variazioni confromali della Prf° (Bruce 1993 e
2003; Bruce at al., 1991 e 1994; Bessen & Marsh4)9Becenti esperimenti condotti su
linee cellulari Mahal et al., 2007; Li et al., 20)0hanno portato a spiegare I'emergenza di
nuovi conformeri considerando i ceppi di prioni @nuna nuvola di differenti
conformazioni di Prf® o quasi-specie, caratterizzata da un tipo dfPdeminante del
quale riconosciamo le caratteristiche biochimichH@otogiche e da innumerevoli altri tipi
di PrP® minoritari non rilevabili, ma che possono essesdemonati e propagati
differenzialmente in diversi ambienti di replicazé portando cosi alla mutazione. Come
altri patogeni, i prioni mostrerebbero quindi i segpici dell’evoluzione Darwiniana, in
quanto soggetti ad eventi di selezione e mutazierna,stessa mutabilita sarebbe una loro
proprieta intrinseca. Nel contesto dei prioni parienomeni di mutazione non possono
ascriversi a variazioni degli acidi nucleici, esd@me essi privi, quanto piuttosto alla
generazione di varianti conformazionali della ¥rehe, in un contesto in cui & la
conformazione a preservare e trasmettere le ptagréppo-specifiche, si comporterebbero

come il materiale genetico dei prioni.

Studi di questo tipo condotix vivq perd, sono limitati dalla tecnica stessa: ledine
cellulari utilizzate sono spesso epiteliali, quindin rappresentative del vero ambiente
replicativo dei prioni, e suscettibili ad un lintita numero di ceppi di prioni,
esclusivamente murini. Al contrario di quanto aecddrante esperimergk vivqg € ormai
largamente accettata la capacita del PMCA di ripnadin vitro numerosi aspetti della
biologia dei prioni, tra cui il fenomeno della setine e mutazione dei cepdstilla et
al., 2008. E’ probabile che I'ambiente presente nelle reaizdi PMCA offra meno vincoli

alla replicazione dei prioni, mancando una attiV@am@nce e divisione cellulare che
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giocano un ruolo centrale nella selezione dei aonéoi di PrP° nei modelliex vivo Per
guesto motivo e a seguito della casuale osservazdawl’emergenza di un mutante
conformazionale di Pr® durante amplificazioni eterologhe pecore-arvicdl®MCA ci &
apparso come una tecnica appropriata e funzionateinvestigare il fenomeno della
mutabilita dei prioni. Nella serie di esperimengisdritti sopra abbiamo tentato di sfruttare
le caratteristiche del PMCA per investiganevitro e in condizioni controllate il potenziale

mutageno dei prioni, ed in particolare della Saam diverse condizioni sperimentali.

Il primo approccio utilizzato, replicazione etergéorisultante dall'interazione tra la PfP
ovina e la PrPdell’arvicola, mima la trasmissione dei prioni thae specie diverse, ovvero
il contesto sperimentale in cui vivo, € piu facile osservare fenomeni di mutazione dei
prioni. In queste condizioni € stato possibileaselun mutante conformazionale, definito
14K, emerso ripetutamente solo nelle amplificazits@minate” con quantita limitanti di
Scrapie ovina, mentre in tutte le altre condizibripo molecolare riprodottan vitro era

identico all’'originale (18K).

Le analisi biochimiche utilizzate di routine per tiizzazione molecolare dei ceppi
(mobilita elettroforetica dei frammenti di PP sito di taglio di Proteinasi K, stabilita
conformazionale della PTP in presenza di agenti caotropici) hanno confermiato
differente conformazione dei due tipi di BfPsuggerendo quindi che si trattasse di due
ceppi differenti. Il bioassay condotto su arvicobssastre ha perd mostrato che, mentre
18K rappresenta una replicazione fedele del ceppw@riginario, 14K non é patogeno in
arvicola, né & capace di replicairsivivo. Come detto, conformeri di Pifcon differente
fenotipo biochimico e clinico-patologico sono clifisati come differenti ceppi di prioni;
per quanto 18K e 14K mostrino differenti carattisiee molecolari e clinico-patologiche,
in questo caso non e possibile parlare di ceppiridni diversi, poiché caratteristicane
qua non per definire un prione € linfettivita, carattéit® che 14K non possiede.
Linusuale assenza di infettivita di 14K potreblae ippotizzare che questo conformero sia
in realta un artefatto creato in PMCA. Tuttavisulo evidente potenziale auto-catalitico,
unito al fatto che nulla di simile € emerso neiteolfi negativi, spinge a considerare questa
ipotesi come poco plausibile. Un’altra ipotesi plausibile € che il PMCA semplicemente
offra un ambiente di replicazione in cui & presamta pressione selettiva minore, e che
quindi il tasso di replicazione del conformero dP¥ 14K in vitro, ma nonin vivo, sia
sufficientemente elevato da permetterne la propageazIn queste condizioni di PMCA
emergerebbe la capacita autocatalitica di 14K, matei prione difettivo. Diverse sono le

ipotesi per spiegare la genesi di 14K. Lemergedehconformero mutante da un solo
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isolato di Scrapie ovina rende improbabile che tuesnergenza sia stata indotta da
differenze nella sequenza primaria della Pdell’'ospite, I'arvicola, e del donatore, la
pecora. E’ altrettanto improbabile che sia avvenuta generazione del conformede
novo e casuale. Infatti, 14K emergeva ripetutamente esdlusivamente dall'ultima
diluizione del campione detectabile in Western Blopo amplificazionén vitro, come se
soltanto una situazione di elevata diluizione d®dculo permettesse al conformero di
propagarsi, indicando quindi una origine non casualfine, &€ possibile che 14K fosse gia
presente nell’isolato naturale di Scrapie e cheadoordo con la teoria a quasi-specie di
Collinge e WeissmannCpllinge & Clarke 2007; Weissmann 2011 ceppo di Scrapie
fosse composto da un insieme di differenti confarmiePrP° mantenuti sotto la pressione
selettiva dell’ospite. Quindi modificando I'ambiendli replicazione, e conseguentemente
la pressione selettiva, il conformero 14K, benchénon competitivo del conformero
maggioritario 18K, é stato selezionato e propagbitcjuesto contesto, 'emergenza del
mutante solo in reazioni di amplificazione che samaotte da quantitd minime di prioni
suggerisce l'ipotesi che questo derivi da una perdella variabilita conformazionale
dell'inoculo originario, a causa del basso numdrpatticelle che hanno dato origine alla
replicazione, e che l'evoluzione sia stata guidatadirezione sempre piu divergente
dall’'originale attraverso successivi passaggi imii (colli di bottiglia), fino allemergenza
del conformero mutante dopo numerosi passaggi. tQuesnclusione € in accordo
all'ipotesi che le popolazioni di prioni, in un datsolato, si comportino come le quasi-

spoecie viraliDomingo et al., 2012

La natura quasi-specie dei ceppi di prioni prevede la mutabilita sia una intrinseca
proprieta dei prioni, che agisce anche duranteaagbni omologhe e in assenza di forti
limiti selettivi, quali mismatches nella sequenzanaria della PrP, modifiche della PrB
dell’ambiente replicativo. In questo scenario, tdogia chiave si € dimostrata essere il
PMCA, tecnologia che permette di seguire la popofez per un elevato numero di
replicazioni in un periodo di tempo molto piu brediequanto sarebbe necessariovivo.
Nel prosieguo del nostro lavoro abbiamo sfruttateste proprieta in modo da seguire
I'evoluzione di popolazioni prioniche replicate eado differenti regimi di popolazione,
assimilabili ai passaggi ad alta e a bassa matitgpld’infezione in uso per lo studio
dell'evoluzione virale. Come read-out per liderm#izione degli eventuali mutanti
conformazionali di Pr¥ & stata utilizzata una tecnica di tipizzaziondad®IrP*S della
quale sono stati precedentemente dimostrati valagitriproducibilita nella rivelazione

anche di piccolissimi cambiamenti nel sito di taglella PrP riconosciuto dalla Proteinasi
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K. Chiaramente, una tipizzazione di questo tipdostima il numero delle possibili ed
esistenti varianti prioniche, poiché riconosce @sighmente varianti prioniche nelle quali
il cambiamento conformazionale implica uno spostamelel sito di taglio riconosciuto
dalla PK e quindi uno shift nel peso molecolardad®rP®> Nonostante questo, in una
popolazione su cinque in entrambi i ceppi di prianalizzati € stata osservata 'emergenza
di varianti conformazionali della PT® Queste varianti conformazionali risultavano
positivamente selezionate come nuova popolaziongramte del ceppo, come nel caso di
v586/a, oppure in un equilibrio dinamico con nunseraltre varianti, come per SS21/a. In
entrambi i casi, pero, le popolazioni “mutanti” egevano dopo un numero di replicazioni
relativamente breve, cioé dopo due sole propagazatinaverso passaggi ad ampie
popolazioni. Invece, nessuna variazione conformmee € stata osservata nelle sei
popolazioni sottoposte ad eventi a collo di batigl nonostante queste fossero
caratterizzate da un elevato numero di replicazionitro (oltre 13* per la popolazione
SS21/c). Questi risultati potrebbero suggerire d¢bedue varianti conformazionali
identificate fossero entrambe presenti come sofiolaaione minoritaria dei due ceppi,
selezionate positivamente e quindi amplificate fandiventare la popolazione dominante
in vitro dopo passaggi ad ampie popolazioni, e invece pensda drastica riduzione del
numero delle molecole di PtPche avviano la replicazione dovuta agli eventblo di
bottiglia. | ripetuti cambiamenti conformazionalsservati nella popolazione SS21/a
potrebbero essere la prova della presenza di uiibeau dinamico tra due prevalenti
sottopopolazioni conformazionali di PfPla cui fluttuante emergenza potrebbe essere
dovuta ad una incontrollata variazione delle coiodiz sperimentali. Una spiegazione
alternativa e meno realistica prevedrebbe di cenaré la replicazione dei prioni che
avviene in vitro in PMCA estremamente propensa all’errore, cosi pgamettere
I'emergenza di mutazioni e la successiva selezdmeonformeri mutati dopo pochi cicli
di replicazione. Una ipotesi di questo tipo, svaebbe perd confutata dalla moltitudine di
evidenze sperimentali a dimostrazione dell’abitied PMCA di mimare la biologia della
replicazione dei prioniShikiya et al., 2014; Levavasseur et al., 2014; alies et al.,
2012. Negli studi di evoluzione virale e stato ripetutente osservato che le quasi-specie
virali propagate ad alta molteplicitd d'infezion@strino un aumento della fitness virale,
che pud essere accompagnata o0 meno da una madifieadella sequenza consensus e
quindi dal’emergenza di un mutante; al contrato,regime di replicazione che prevede
successivi eventi a collo di bottiglia determinadectremento di fitness accompagnato da
un accumulo di mutazioni spesso difettim(ningo et al., 2012; Ojosnegros et al., 2011

Anche se varianti conformazionali di PfPnon sono state riscontrate, un notevole
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decremento del tasso di amplificazidnevitro &€ stato osservato in tutte le popolazioni di
prioni sottoposte a eventi a collo di bottigliafdti, due delle tre popolazioni originate da
SS21 sono state perse dopo 5 rounds di PMCA, erta,tpur continuando a replicare,
mostrava un decremento del tasso di replicazior@rckh 100 volte rispetto all’originale,
supportando quindi la presenza di un generalizaatoemento di fithess nelle popolazioni
soggette ad amplificaziom vitro e sottoposte a continui eventi a collo di bot#iglhvece,
SS21/a e b, popolazioni propagate attraverso aagsgugi di popolazione, mantenevano
un tasso di amplificazionm vitro, e quindi una fitness, elevato. Quindi, nello scen
delle quasi-specie, le popolazioni prioniche chepiEipagano a partire da un grande
numero di unita replicative potrebbero andare itrmoa un rapido accumulo di varianti
conformazionali, alcune delle quali in grado di exgwe il conformero originale perché
selezionate positivamenite vitro, come accaduto per SS21/a e v587/a. Al contravienti

a collo di bottiglia diminuirebbero il numero dinanti conformazionali della popolazione
fondatrice, aumentando cosi le possibilita che pus®ssere selezionate varianti difettive,
fino ad arrivare alla perdita della popolazionessée Una teoria di questo tipo
spiegherebbe contestualmente anche I'emergenzamdéinte 14K: difettivo perche
incapace di replicare vivo e caratterizzato da una fithess medidoreitro, e originato
dopo consecutivi rounds in PMCA a partire da urciio estremamente diluito, cioé, come
riportato per popolazioni sottoposte ad eventilooad bottiglia, da un piccolo numero di
unita replicative. La dimostrata emergenza di varigonformazionali di PrP durante
replicazioniin vitro in assenza di cambiamenti dellambiente di replmae, supporta
quindi lipotesi che la mutabilitd sia una propéietntrinseca dei ceppi di prioni,
provvedendo un nuovo, e piu complesso, schemgpnetativo per lo studio dei ceppi di
prioni. Le implicazioni di questi risultati non d$imitano pero alla definizione delle
proprieta biologiche dei prioni, ma hanno imporitaittadute su aspetti di salute pubblica
non secondari, come lo studio del potenziale zoomatelle EST animali, con particolare
riguardo a quelle contagiose come la Scrapie, rfraelcomprensione del fenomeno della

resistenza ai trattamenti anti-prionici.

La dinamicita dei ceppi di prioni, si rispecchiache nella loro capacita di modificarsi in
risposta a cambiamenti dellambiente di replicagiocome nel caso della generazione e
selezione di prioni drug-resistant dopo esposiziamaolecole con attivita anti-prioniche
(Bian et al., 2014; Ghaemmaghami et al., 2009; Liakt 2009. Questo pone degli
evidenti limiti allo studio e all'uso di molecolerapeutiche, principalmente riguardo il

target di azione dei futuri farmaci. In questo seihsaggio di PMCA che é stato condotto
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allo scopo di discriminare molecole ad azione aritica sulla base della loro abilita di
inibizione dell’'amplificazionein vitro di alcuni ceppi di prioni ha dato risultanti
interessanti. L'utilizzo di molecole che agiscondla PrP e non sulla Pr¥ potrebbe
teoricamente permettere di aggirare il problem#adealtabilita dei ceppi, poiché l'azione
anti-prionica agirebbe a monte della replicazioradendo indisponibile il substrato stesso
per la crescita di nuove particelle di PtPPer questo motivo sono state sottoposte a
screening esclusivamente molecole anti-prioniche gaesto meccanismo di azione.
L'azione inibente delle molecole selezionate eastadrificata insieme alla capacita dei
prioni di mutare in risposta a molecole che nonsemio sull’agente infettante ma
sull’ospite. Anche in questo caso come read-outl'mEmntificazione di possibili varianti
conformazionali di Pr®® emerse a seguito della replicazione di alcuni cepprioni in
presenza delle molecole selezionate & stata sfrugtaecnica di tipizzazione della PP
La capacita inibente di ogni molecola é stata ievealutata calcolando il fattore di
amplificazione del ceppo in esame in presenza deitdecola, cioé l'efficienza del
substrato adulterato nel convertire la P PrP° rispetto al substrato inalterato. Tutte le
molecole analizzate, ad eccezione del Congo Rassstravano un legame per la P
quindi lo stesso target, ma solo due hanno mostmatonotevole capacita inibente sulla
replicazione della P in vitro. Tetrapirrolo e Bnf, le uniche due molecole cotivith
anti-prionica in PMCA, fanno entrambe parte del&sse delle porfirine, il che porterebbe
ad ipotizzare che abbiano in comune il meccanishazidne e/o il sito di riconoscimento
sul target. TTP e Bnf mostrano infatti una potertza@e la capacita di indurre un effetto ad
una certa dose, ed EC50, cioé la concentrazionegehera un effetto pari al 50%
dell’efficacia, comparabili. La presenza del Tetnagpo nel substrato della reazione di
PMCA alla concentrazione di 500 uM determinavaatinf un poderoso decremento del
fattore di amplificazione dei tre ceppi di Scrapiealizzati, con valori pari a 1.3 per |l
ceppo di Scrapie classica italiana, 3.2 per il cegpScrapie classica inglese e 1.2 per |l
CH1641-like. La presenza di Bnf nel substrato, mheiteava un effetto inibitorio simile, o
addirittura superiore, mostrando valori pari ade la Scrapie classica italiana, 1.7 per il
ceppo di Scrapie classica inglese ed 0.5 per ip@ef@H1641-like. Un fattore di
amplificazione pari ad 1 indica che nel campiona amplificato e nello stesso campione
sottoposto ad un round di PMCA & presente una eguantita di Pr¥® e quindi, assenza
di amplificazione; i valori ottenuti in amplificaami in presenza di TTP o Bnf non si
discostano, almeno non significativamente, da Hicando quindi una quasi totale
inibizione della replicazione dell’agente infetant’'esperimento di dose-risposta condotto
in PMCA sul ceppo di Scrapie classica italiana hdicato, inoltre, come entrambe le
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molecole mostrino attivita di inibizione fino a aantrazioni pari 10 uM, concentrazioni
ragionevoli per eventuali saggk vivoe in vivo. Tra le altre molecole analizzate, la sola
molecola SM84 mostrava un parziale effetto inibt@ulla replicazionén vitro dei prioni.

La solubilizzazione di SM84 in DMSO, pero, rende@aignificativo il risultato ottenuto,
data l'evidente azione inibitoria del DMSO stessilasefficienza di conversione della
PrP in PrP* in vitro. 1| DMSO & un composto organico polare, capacegiie da
accettore nella formazione di legami a idrogena) struttura piccola e compatta, una
combinazione di proprieta queste che sfociano atslita del composto di associarsi con
molecole di acqua, zuccheri, acidi nucleici, sastaioniche e proteine. E’ quindi possibile
che questa aspecifica capacita di legame possaalpaente interferire, direttamente o
anche indirettamente attraverso il sequestro dipom@anti accessori, nella replicazione dei
prioni in vitro. In nessuno degli esperimenti preliminari condetstata pero evidenziata
I'emergenza di varianti conformazionali della BrRQuesto non implica ancora che tali
trattamenti sarebbero scevri dal fenomeno dellasteewa. Infatti, per dimostrare
I'incapacita dei prioni di mutare in risposta ati@enenti farmacologici, sarebbe necessario
sottoporre il ceppo di Scrapie utilizzato nelloegaring a successive amplificaziamivitro

in presenza di TTP e/o Bnf, mimando cosi 'adatt@mealell’agente infettante alla nuova
condizione replicativa. Considerata pero la totatapacita della Pr®di transconformare
molecole di PrP in presenza delle due porfirine, replicazioni @magive in PMCA non
permetterebbero alcun adattamento, in quanto laessada diluizione del prodotto
amplificato in esperimenti di PMCA seriali andrebbediluire le eventuali e esigue
molecole di Pr®* amplificate in vitro, portando cosi alla perdita della popolazione
prionica. In questo scenario, quindi, tanto il &ptrrolo quanto la porfirina Bnf si
confermerebbero efficienti molecole ad azione pritinica, ribadendo come la PrBia
un valido e alternativo target farmacologico nelerapia delle EST, anche in

considerazione della mutabilita dei ceppi di prioni
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6. CONCLUSIONI

La fedele riproduzione della biologia dei prioniraterso il PMCA, ha designato questa
tecnica a strumento utilizzabile per la diagnosy a valutazione dei determinanti
molecolari alla base della suscettibilita genetlegli ovini a diversi agenti di EST e del
potenziale zoonotico, per lo studio dei meccanialai base della propagazione di questo
inusuale agente infettiva(rt et al., 2007; Bucalossi et al., 2011; Krejcéoet al., 2014,
Deleault et al., 201R e, recentemente, anche per lo studio della niitéallei ceppi
(Gonzalez-Montalban et al., 2013; Vanni et al., 2014dati ottenuti in questo studio
appoggiano, in accordo con quanto riportato iretatura, I'ipotesi che i ceppi di prioni,
strutturati come una quasi-specie, siano capaandare incontro ad eventi di selezione e
mutazione, anche in assenza di un agente “mutagenpdssano essere studiati facendo
riferimento ai meccanismi evolutivi “darwiniani” @pri delle popolazioni di patogeni
classici. | risultati della tesi evidenziano conzm come la mutabilita sia una proprieta
intrinseca della Scrapie. Questa caratteristicadbeoniuga con le evidenze storiche della
mutabilita e variabilita dei ceppi di Scrapie. Evidente come una popolazione
caratterizzata da variabilita contenga in sé ung@ggioae capacita di adattarsi, il che
potrebbe offrire anche una spiegazione alle caistithe biologiche ed epidemiologiche
della Scrapie, che come noto e contagiosa, si geopa individui con diverse sequenze
aminoacidiche della PfP e colonizza diversi distretti tissutali prima ®iggiungere il

sistema nervoso centrale dove esplica la sua apatiogena.

Alla luce dei risultati ottenuti, € anche chiaray@ questa intrinseca capacita di ceppi di
prioni di mutare abbia un impatto notevole su al@aspetti di sanita pubblica, soprattutto
considerando la nostra incapacita di controlkarpriori questo fenomeno. Fino ad oggi
'unica EST a dimostrato potenziale zoonotico €BIS8E, ma nuove evidenze stanno
emergendo a sostegno del potenziale zoonotico 8etapie ovinaGassard et al., 2094

Chiaramente, con l'evidenza della capacita delbfégenfettante di andare incontro a
mutazione, andrebbe rivalutato il rischio per I'umoh quelle EST considerate ad oggi di

minore importanza zoonotica ma endemiche, comepiceaChronic Wasting Disease.

Infine, la stessa mutabilita sembra porre limitioasviluppo e alluso di molecole

terapeutiche, principalmente nel caso delle ESTneanBlell’ambito di questo contesto, e
considerati i risultati ottenuti, questo studio denfermato inoltre come il PMCA possa
essere un valido strumento per lo screening di cotdeterapeutiche, capace anche di

valutarne la capacita di inibizione su diversi deg@pprioni, ma soprattutto suggerisce

58



come la PrP possa essere un target farmacologico alternatilia nerapia delle EST,

potenzialmente in grado anche di aggirare il prollelella mutabilita dei ceppi.
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