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RIASSUNTO

Le malattie da prioni (TSERppresentano un gruppo di malattie neurodegenerative che

col piscono | 6uomo e gli animali .edlabaseent o p
di queste patologie | a deposi zione e | daccuaenwaleo a | i\

( SNC) d e | pablogica f(PoF) nda una proteina normalmente codificata

dal | 6ospite, l a pré&teina prionica cellulare

LaScrapieovia r ap pr e s e ndele TSESI ritteperche tn ocondizioro raturali

| 6i nf ez i operoses ic hreedlai zszuiccessiva Aneuroinvasi
dei prioni lungo le fibre efferenti della componente simpatica e parasimpatica del sistema
nervoso autonomo. La zona midollatee | surrene si sviluppa dal

del simpatico e pertanto corrisponde ad un

Scopo del presente lavoro e stato quello di valutare il coinvolgimento delle ghiandole
surrenali in ovini geneticamente suscettibili (ARSRQ e ARQ/AHQ)di razza @rda
infettati sperimentalmente per via orale e per via intracerebrale on | 6agent e di

Scrapie.

La presenza della PtP ¢ stata dimostrata mediante indagini immunoistochimicliea
partire da 20mesi posinfezione L Amoreattivita ha coinvolto esclusivamente la

midollare del surrene ed e risultata molto piu abbondante negiiabbattuti in presenza



di sintomatologia clinica compatibile con la malattia D6i nt er es s eS¢ | dep
anche in corrispondenza di atediasci di fibre nervose che decorrono nello spessore della
corticale del surrene.

| risultati del presente lavoro costituisconoaubase solida per intraprendere in futuro
nuovi studial fine di valutataree approfondiral coinvolgimento della midollare del

surrenenella patogenesi della Scrapie.



PARTE GENERALE

1.1 LE ENCEFALOPATIE SPONGIFORMI
TRASMISSIBILI (TSE)

1.1.1 Caratteristiche generali

Le encefalopatie spongiformi trasmissibilir@smissible Spongiform Encephalopathies,
TSE) sono un gruppo di malattie neurodegenerative sostenute da agenti eziologici "non
convenzionali” che colpiscona®mo e gli animali. L&crapiedellapecorae dellacapra,

e consideratainanimementd "prototipo” di tali patologiepoiché é descritta nelle greggi

del RegnoUnito sin dal 1732; nel 1750 $¥atasegnalata in Francia ed sfataindicata

come "tremblard’ (tremore) mentre in Germania come "traberkrankheit”, ovvero
"malattia del trotto",denominazioniche fanno riferimento alla sintomatologia clinica
neurologica caratterizzata da atassia e incoordinaziote movimenti

Il nome della malattia, coniato in Scozia nel 1800, prende origine da "scratchie”, a sua
volta derivare dal verbo inglese "to scratch”, per il caratteristico ed eccessivo grattamento
delle pecore contagiate) Italiala malattiae statadescritta per la prima volta in Pi@nte

nel 1977da Cravero etl (Morelli et al, 2012. Questaera la sold SE anmale conosciuta

fino a 4 anni orsono, ma la comparsa della drammatica epidemia di encetalopati
spongiformebovina Bovine Spongiform EncephalopgtBSE) nel Regno Unito nella
seconda meta degli anni ottanta (Wells et 84087) ha drasticamente modificato lo
scenario delle TSE suscitando in maniera esponenk@denzione della Comunita
Scientifica. Ad avvalorare ulteriormente tale affermazione si pongono pure le numerose

TSE descritte, sempre nel Regno Unito, in dieespecie animali domestickgatto) e

selvatiche (felidi eruminantis el vat i ci mantenut i in cattiwv
zool ogici), n amantdn della malattia @iuCoentofeldifkob, vCJID,in
giovani pazienti inglesi), quale conseguendae | | 6 esposi zi one (prev



esclusivamente per via orale, con ogni pr o
appare piu che lecito definteBSEunha nuova zoonosi e | duni ca
stesso, per la quale sia stato chiarameleumentato un potenziale zoonosii

Guardo, 201p Da quando poi, esattamente dieci anni piu tardi, si € compreso che una

nuova TSE umana, denominata variante del morlgrelitzfeldJakob(vCJID) (Will et

al., 1996) sarebbe intimamente corgsa in termini di causaffetto ad una pregressa

e s posi zagenmta dellaaBISE @Brucet al., 1997; Hill et al., 1997), oltre al gia
rilevantissimo interesse scientifico, mederivaa una contestuale situazione di panico

nel@pinione pubblica.

L interesse sulle TSE, definite andiiana | at t i e, satebbe ga inputare a fatto
che esse possono col pire | Cestichme selaticdhe ver s e
(Tabella n.1). Le TSEin condizioni naturalitendono a maniféarsi prevalentemente nei

ruminanti.

Per quanto riguarda la BSBsservata originariamentel Sud della Gran Bretagna nel

Novembre 1986diagnosticata per la prima volta press@éntral Veterinary Laboratory
diWeybridgee segnal ata successivamente essee di vers
una malattia neurodegenerativa cronica, ad esito costantemente mortale, che colpisce
specialmente lgaccheda latte di 38 anni, con un picco d'incidenza in quelle € d4nni

Il periodo d'incubazione e di8anni (in media-4% anni) e la maggior parte degli animali

contrae linfezione ad un'eta inferiore ai 2 anni. Si ritiene che l'esposizione della
popol azione bovina inglese al |l 6ageantnei doée7 0 a
| 6i ni zi o degl i anni 680, i n concomitanza
tecnologici piu bland{drastica riduzione delle temperatude)guelli usati in precedenza,

di farine di carne ed ossa di ruminanti contaminate da un adgsewiesimile

(trasmissione orizzontale indiretta) presumibilmente derivato daiji, specie in cui la

Scrapieé endemica nel Regno Unithd aggravare la situazioredra inoltre la mancata

estrusione dei grassi delle suddette farine, complis@ilificativo calo dei prezzi che

gueste materie prime avevano registrato nel frattempo suatndnttavia, in un rapporto

del Parl ament o i ngl es e Rgpartbobthei BSEBntuiry, WKe |l | 6 Ot t
Parliament, October 2003, € prospettatochea B SE abbi a avuto ori gi |
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anni 670, a seguito di una mutazione spont a
un animale di specie bovina o di altra specie, quindi, in definitiva, attraverso modalita
sostanzialmente non difformspetto a quanto si verificherebbe in corso di CJID sporadica
del | 0 Uepicemia sarebbe quindi stata rinfocolata, a livelli esponenziali, dal
riciclaggio in alimentazione bovina di tessuti provenienti da bovini-Bi&#ti, attraverso

modalita di contgio intraspecifico (bovirbovini) di tipo fisimil-cannibalistico, allo
stessomodo n cui , alla fine degl-Nuowrinea can5 0 er a
| 6 e pi de miLaacrestita ddGesta apidemia, quindiaraggiwnto livelli devastanti

nel Regno Unitpsi ritiene infatti che in un decennio abbia prodotto circa 1 milione di capi
infetti con quasi 190.000 cadi malattia clinicamente manifestidpicco si € riscontrato

nel 1992 con oltre 37.000 nuovi casi, contro ¢@@iu di mille del 2000l Governo
inglesedecise, a partire dal luglio del 1988, il divieto wilizzo di farine di carne
contenenti proteine di ruminamgi e r liméntazone dei bovini, mentreel 1990entro in

vi gor é&go tidistrbggere i tessut d i o r i gspeciédedbbowne affsd, ( i
SBO9 che, per analogia con |I&crapie venivano ritenutpotenzialmentenfetti. Dopo
guest.i pr ovvediBSE hasubjto negh &pi und eomsisi@ntediduzione.
LaComunitaEuropea n ol t r e, a s eoffanutahebl99d ehe Ilb\dC8D/fosske n z a
| egata al |l 6es pos delaiBSm(Bruce eha.ji307; Hill et ab.,a29@n t e
posto particolare attenzione sullao s s i b i lagentedellacBSE causate potesse
circolare nella popolazione ovina inducendovi la comparsa difonma clinicamente
indistinguibile dallaScrapiee ha resgertanto obbligatori, in ciascuno Stato Membro,
programmidi sorveglianza, sia attiva sia passiva (Regolam@@®®001/CE e gccessive

modifiche).

L6éevent ocofandamentale ia tutte le TSEnane e animali & costituito da una
modificazione conformazionale peasaslazionala&li una proteina normalmente codificata
dal | §lamagteina peionica cellularéPrP), nella sua isoforma patologida,protina
prionicaScrapieassociatdPrP*9, che si accumula progressivamente a livello soprattutto
del sistema nervoso centrale (SNC), e in minor misura a livello di diversi tiliekies

neur al i del | 6ospite (Di Guardo., 2015).

Tutte le TSE presentano alcune caratteristiche biologiche comuni: 1) Lunghi periodi di
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incubazione (mesanni); 2) Esordio dadolo e poco specifico; 3) Quadro clinico
progressivo caratterizzato da una sdri@isturbi neurologici e comportamentalgn esito
costantemente fatald) Presenza di lesioni di tipo regressiidistrofia neuroasswle,

neuropatia degeneratiyapressoché esclusivamente localizzate a livelloSNIC e

appezzabili solo istologicame®; 5 Assenza di risposta infammatoria o immunitaria
morfologicamente dimostrabjlalmenoinrs e n s 0o fi; 6)lAecsnuulio, sia alivello di

SNC, sia di tessuti perifericilinfatici ed extral i nf at i ci del |l ospite
costantemente), di PP 7) Trasmissibilih ad una varietd di specanimali sia in

condizioni naturali che sperimentali (Landini & Di Guardz013).

A supporto della capacit”™ dibagrureisdria adgiendpe
Cui si e giaaccennatan precedenzae stata dimostrata da tempo la suscettibilita della

specie ovina e caprinal alifezione sperimentale sostenutal déjente della BSE (Foster

et al.,1993) e successivae nt e S i ~ gi undipiu cadi di dfiezibeent i f i c a
naurale in capre sempre ad opee agente della BSE (Elict al.,2005; Spiropoulos

et al, 2011).

La trasmissionenter-specifica degli agenti responsabili dell&E sia in condizioni

naturali che sperimentali, comunque, puo avere esiti diversiags®po variare in modo
assolutamente imprevedibile. Si puo avere infatti una completa assenza di malattia, una

forma subclinica o con un decorso piuttosto lungo, oppure una trasmissione totalmente
efficace con segni di malattia conclam&uando un ospitrisulta totalmente resistente

all 6i nf prioni provenienti daundéal tra specie si parl a ¢
assolutao. Ad e s easgere esistehte aladrasmigslone intracezetirble a

di prioni provenienti da molte specieomenel caso diceppi murini diScrapie CJD

umana, kuru e BSE/orberg et al., 2003).

Accanto alle forme ficlassi chean paricolaltSE c he
riferimento al bovindBSE) e agli ovini e caprinScrapi¢, recenti studi hanno dimnstrato

| eSistenza di formeosiddettel a t i pdi ntalatéadprovocate da ceppi prionici aventi

profili immunobiochimici e immunoistochimicidella PrP¢ nonché profilo neuro

istolesivo diversi da quelli responsabili delle forme classiche. Queste forme sono



sostenute dai ceppi Nor98 e NoHd&, identificati per la prima volta nel 1998 in una

pecora norvegese (Benestad et2008) annoverando al loro interno anche casi di BSE

il at i0p idceasneirpiinti @anni del terzo millennio e denominate BASEo\ine

Amyloidotic Spongiform Encephalopg} (Biacabe et al., 2004; Casalone et 2004),

sostenuti a loro volta da cepflBSE-HO (high-type) e ABSE-LO (low-type) in base al

pattern di glicosilazioned al peso molecoladklla PrP¢ (Buschmann et al., 2006pltre

ad essere ben distinte sotto ilgfifo epidemiologico,Scrapieic| assi cad e fAat
costituiscono due entitd nosologiche differenti dal punto dawgihicopatologico e
immunobiochimico, potendo anche coesist@azzaet al.,2 01 0) . Léorigine
Scrapienat i picado rimane a tuttdoggi sconosci ut
formanaturale s por adi ca eiStrape® Goardo 20851 osao d

Le TSE, tuttavia, non si limitano a colpire le sole specie ovina, caprina e bovina, ma
possono ritrovarsi anche in altri ungulati, alcuni unguicolati nonché alcuni primati non

umani.

Non possiamo dimenticare, infatti, hronic Wasting Bease(CWD) o malattia del
dimagramento cronico dei Cervidegnalata per la prima volta in Colorado (USA) nel

1967 (Williams & Young, 1980; Williams & Young, 1992)a malattia, inizialmente

correlata alla cattivit@ associata a carenze nutriziorehllo stess, e stata riconosciuta

comeuna nuova TSE nel 1978 (Williams & Young, 1980; Williams & Young, 1992)
Lborigine della CWD non collegata @lla trasmissionb e ne p
del | 6agent e p at iofgtepercontdita acaidehtadew@enadiselvatici

0, ex novg da una forma sporadica della malgptiasete in animali a vita libereéSpraker

et al., 2002 Miller & Williams, 2003; Bollinger et al, 2004; Kahn et al. 2004) La

di ffusione del | 6a aqttravérsefecidueinal salivaCs@fgue & vellutoe n e

dei palchi provenientd a ani mal i infetti), anche durante
(Miller & Williams, 2002 Sprakeret al.,2002 Gough& Maddison, 201)) rendendo in
tal modo difficileil cont eni mento vdeél | ®@irrefsela tcompasae | | 6 amb

della vCJD in seguat bod a tjaBSE(Brpcd & &l1097pHile u man a
et al., 1997)ha posto interrogativi importantanche riguardo alla possibilita di

trasmissionelel 6 agent e dell a CWD al |l 6uadehfatocheopr at t
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in Nord America migliaia di cerwengono cacciati ogni anno e che non é attualmente
obbligatoriosottoporre a indagini diagnostiche questi aninfgdivo alcune deroghe in

vigore neidiversi Stati). Acio bisogna aggiungere che tessuti quali muscolo scheletrico,

cuore e grassoAfigers et al.2006; Race et a).2009, oltre a sistema linforeticolare

(SLR), sistema nervosagentrale e periferico, possono albergare consisteetii di

infettivita, costituendo in tal modo un serio elemextiopericolo in ambito di sanita
pubblicanelcason cui venisse di mostr at dimalatiapot enzi
La CWD sembra presentare a oggi un potenziale risfoaosico mlto bassokong et

al., 2005;Tamguneyet al., 2006 Sandberg et al2010;Barria et al. 2011, anche se non

sono del tutto chiare | or idjiageate, lal 6 esi st
sensibilitd/resistenza genetica degli individdemodalitad i trasmissione del
(Landini & Di Guardo, 2013).

Dobbi amo i nol tre ricordar e Heline Smomgifoa opat i a
EncephalopathyFSE), bencef al opati a s pTangnisdiberMimke del v
EncephalopathyTME) e leencefalopatie spmiformi degli ungulati selvatiaei giardini

zoologici (Ryou,2007).

Meritevole di segnalazion&anchela recentedescrizione di unauovamalattiaprionica

(Camel Prion Disease;PD) nei camlidi,e, piu precisamenteel dromedarig¢Canelus

dromedariuy aliln@ er no di una p 0o pQ@uiargla inel nseegst s ahar i g
dell'Algeria (Babelhadjet al., 2018).

Infine, per quanto concerne i primati non umaoitHuman PrimatedNHP), sono stati

diagnosticati alcuni casi in uno zoo francese tra il 1996 e il 1999 (letran2011).

Nella specie umana le malattie da prioni sono conosciute da molto tempo. Nella tribu di
linguaFor e del | a P ap adropdbfagia vitzale,@er megkoairel udanza
cannibalistica di mangiare durante alcuni riti funerdlricervello dei cadaveri, ha
determinato la comparsa di una TSE denomiKata, la quale e stata la prima causa di
mortalita in queste popolazioni durante la prima metaX& secolo Attualmente le TSE
umane sono suddivisibili in tre gruppsiporadiche (CJD sporadicansonnia sporadica

fatale); genetiche (CJD Familiare, sindrome diGerstmanrnStratissletrScheinkelGSS,
8



Insonnia Familiare-atale/FFI) che si comportano come vere e propngdattie ereditarie

pur essendtrasmissibili sperimentalmente ampdi tutte le altre TSE (Pohbiari, 1994);

latrogene (CJDiatrogeng, responsabile di una grave epidemia che ha causato la morte

di 250 pazientie trasmessaa seguito della somministrazione dstratti ipofisari
contaminati nonchea segui to del | 6effettuazi one di

strumenti e/o attrezzature contamin@echiari, 1994 Di Guardo, 201p

Infine, comeprecedentemente espgstiopassaggio delkdbgent e del |l a BSE al
causato la comparstella vCJD responsabile di oltr@00 decessi (la maggior parte dei

quali nel Regno Unito) e di una delle piu grandi crisi economiche, sanitarie e alimentari
dellastoria( Aguz zi & Hei kenwal der , 2006) . La pre
attraverso | e trasfusioni di sangue ha i ndc¢
ulteriori misure restrittive finalizzate al contenimento del rischio di esposizione umana

all 6agente della BSE e alla tutela della sa



Tabella n. 1: Elencodelle TSE umane e animdlLandini & Di Guardo, 2013)con

modifiche
OSPITE
TSE VIA DI TRASMISSIONE
NATURALE
A Acquisita (ingestione di
dellaScrapi@
; A Trasmissione orizzontale
Scrapie Pecora, capra _
verticale
A Trasmissioneapeéeravieasdi &b
vacciniallestiti contessuto cerebrale di oviicrapieinfetti
_ A Acquisita (ingestione di
Encefalopatia
_ _ _ della BSE)
spongiforme bovina | Bovino, capra _ ; ;
A Trasmissione verticale no

(BSE) : S :
A Sper i méasmissibilmsianatiaecapra sia alla pecora
Cervo dalla
coda bianca, | A A c q u iestibne @i matrici alijmentaricot e nent i
Chronic wasting alce, cervo | della CWD
disease (CWD) dallacoda |[A Tr as mrizzostdleo n e
nera, wapiti,
cervo mulo
Encefalopatia
spongiforme del Visone Acquisita (fonte sconosciuta
visone (TME)
Gatto, puma,
. ocelot,
Encefalopatia _ . . .
. . ghepardo, |[A I ngestione di malt dagentaéi
spongiforme felina . . ; ; .
tigre, leone, |[A Tr asmi ssione vertiyxrale (i

(FSE)

gatto dorato

asiatico
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Encefalopatia
spongiforme degli

ungulati esotici

Kudu, nyala,
antilope

l ngestione di matrici ali me

Scrapiefi at iop

Pecora, capra

Sconosciuta

Encefalopatia
amiloidotica ; _
_ _ Bovino Sconosciuta
spongiforme bovina
(BASE)
Encefalopatia
spongiforme del _ _
_ Dromedario | Sconosciuta
dromedario
(CPD)
Ingestione di parti di cadaveri in occasione di riti funerari
Kuru Uomo .
(PapuaNuovaGuinea)
Variante del morbo _ . - .
_ A Ilngestione di matrici ali
di Creutzfeld-Jakob Uomo . . - . '
A Trasfusioni di -ifetingue di
(vCJD)
Forma sporadica del .
. ASconosciuta
morbo di . . _
Uomo A Mutazione somatica o %nonv
Creutzfeld-Jakob
Prpe
(sCJD)
Forma iatrogena del
morbo di U Esposizione accidentale, conseguente a procedure e/o tratts
omo
Creutzfeld-Jakob medicachirurgici, in cui venga utilizzatenateriale CJBEInfetto
(iICJD)
Forma familiare del
morbo di _
Uomo Mutazione del genBrnp
Creutzfeld-Jakob
(fCJD)
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Sindrome di

Gerstmann- ;
Uomo Mutazione del genBrnp

Straussler

Scheinker (GSS)
Insonnia familiare ;

Uomo Mutazione del genBrnp

fatale (FFI)

Insonnia fatale _

Uomo Sconosciuta

sporadica
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1.1.2 Lbébagente patogeno

Una delle questioni ancora oggi oggetto di dibattito sulle TSE riguarda la natura eziologica
d e | Inté patpgeno. Queste patologidatti, vengono definitenfettive, trasmissibili e
sostenut e da agentii eziologici di natur a

convenzional i o.

Nel corso degli anni le teorie eziologiche sono state diverse e nunedooses delle quali

hanno attualmente un valore puramente storico, essendo stataégmuda autorevoli

scienziatie considerate potenzialmente valide fino al 1982, quétdaley Prusiner

enunci , l a rivoluzionari a n Ttaaodalia aomdhitai oni c a «
scientifica (Prusiner, 1998). Tuttayialcune fra le suddette teorie sono ancora oggi

oggetto di studio (Manuelidis ek 22007; Manuelidis2010).

Le teorie che hanno preceduto quella di Prusiner sono caratterizzate da un aspetéo com
In generale la maggior parte di esse sostiene che le TSE siano causate da agenti simil
virali o, comunque, da agenti dotati di materiale genetico che ne permetta la replicazione

a livello cellulare.
Brevemente descriviamo queste teorie qui di seguito:

- Teoria dei Virus Lenti. La definizionediivi rus | ent oo, coniata 1in
1954 origina da due caratteristiche comuni ad altrettante malattie coesistenti in quel Paese,

vale a direMaediVisna e sullaScrapie Questa teoria nasceva sullaséadi due
caratteristiche comuni a entrambe le suddette malajtidungo periodo di incubazione;

2)l e di mensi oni d ehke inéeguifceanroge di labbratdridersnerd e ,

stimate intorno ai 40 nm.

- Ipotesi del Virus Filamentoso.Secondajuesta ipotesi, |I&crapiesarebbe sostenuta da
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un virus che morfologicamente coinciderebbe con le fibrille di amilBaapieassociate
(ScrapieAssociatedribrils, SAF). Tuttaia, il diamentro delle SAF (6 nm) é troppo
ridotto per contenere acidi nuchonsacbbe | nol t

associata alle SAF.

- Ipotesi del Viroide. St u d i di i nattivazione mendiante
i ndussero a r it egcefose compatibile éoa gna mdeeola diRNA |
di 200400 nucleotidisprovvista di proteine.

- Ipotesi del Retrovirus. Questa ipotesi muove le sue premedsal | 6 osser vazi on
corso di CJD, della presenza di molecole di RNA a basso pelscaofare sinli a quelle

retrovirali. Tuttavia la mancata dimostraziondi particelle virali e le particolari
caratteristiche fisicehimiche degli agenti delle TSE rendongegta ipotesi scarsamente

attendibile

-Teoriadel Virno. L 6 agent e p a tostgum deoun acalo neidielceassociato

aduna proteina codificata drmadoldiGmegarel apmari Quest
di quella prionica, la mancata reazione imlmmut ar i a da pa-ospite del | &
costantemente osservata in corso di TEtane e animali. Una variante di questa teoria

(teoria dell aboprione)s ugger i sce che anche | dacido nucl
la particella infettante costituita da PfRapoprione) e acido nucleiq@oprione) (Di

Guardq 2015).

-T e o r i aAmildidosi IVidus-Indotta. Secondo questa teoria, le TSE sarebbero
sostenute da un virus la cui attivita ieptiva si esaurirebbpr i ma del | 6esor di o
della patologia, quindi le SAF sarebbero il prodotto della replicazione viralsirtBru

1998; Di Guardp2015.

Il matematical. Griffith fu colui che, nel 1967, intui per prinohel a@yente eziologico

della Scrapie e delle #re TSE fino ad allora conosciute era di natura proteica.
SuccessivamentBrusiner,r i pr endendo | 6 Gnffitht dinsostro ¢ghe epo st a
caratteristiche fisic@ hi mi ¢ h e d e $ctafgieargne mdltediverse dfiede dei

virus, deiviroidi e dei plasmidipervenendmel 1982, alla fondamentale conclusione che
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tale mal atti a dna piccada partcdld isfettante ali natwaa prot@ica,

resistente ai trattamenti di inattivazione in grado di modificgheacidi nucleicd . A

seguitodi questa memorabile scopertglieconio il terminefi P r i @Roteinaceous

I nfectiousONly), tradotto nella nostra linguainp r i one 0 ( PL éoesdianone , 1982
della teoria prionica valseRrusineril premio Nobelper laMedicina nel

1997 (Prusiner, 1998).

La teoria prionica, seppur comprovatgesmentalmente, tuttavia spiegherebbe con

maggiore difficolt , r i spetto alla teoria viScrapke, | 0es
tutti ben caratterizzati dal punto di vista clinico, istopatologico e biochjngcmmeno

gueuslttd mo di fficil mente plausibil e salj assen:
di acidi nucleici. Cio collide, infatti, con un dogma centrale della biologia molecolare, che

postula che gli agenti infettivi che trasttono malattie deblp@ possedere acidi nucleici

per propagare | 6infezione iiprioniha dimostgagoni s mo
pertantoche anche in assenza di acidi nucleici un agente di natura proteica puo

moltiplicarsi eprovocare malattia (Di Guard@015).

Successivi studi hanndimostrato che la struttupar i mar i a del Aprioneo
quelladima proteina nor mal martfd nes pr dipgsaot eainl
cellulare (PrP) e codificata da uno specifico gene (il gétfeNP (Oeschet al., 1985;

Prusiner, 1998; Aguzzi & Heppner, 2000; Aguzzi & Polymenidou, 2004).

Furono due pero, le ossevazioni cruciali che confermaronia validita della teoria

prionica La prima fu la creazione di ceppi transgenici di topediantedelezione

omozigote degenePRNP (topi fiknockoud )che, quindi, avendo perso la capacita di
esprimere la Pf® risultavano refrattarinei confronti dééa trasmissione della patologia

(Buel er et al ., 199 3ddtessutcacersbenldi anmadleaffettida | 6 i s o |
TSE del | férinsspatblagicandella PFPnota come PrP(Prusiner, 1998). Questi

dati ancora oggi costituiscono le proval golide della teorigenunciata da Stanley

Prusiner

Riassumendo quanto fna espostgossiamo affermare che tutte le TSE sinsa@perte
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siano cauatied; da aliipr imal atti e presentano
patobologica, poiché nel determismo delprocesso lesivo che le contraddistingue, si

vedono convergere wagente infettivo trasmissibile esogeno (sefdui generis e un
fattore genetico endogeno, cio proprio di¢
dall 6i sof or m2) delagrotelna pyionicaacelllaPer (B)Rche, secondo la
teoriadiPrusiner coi nci der e b lagentdcaual@®iGusrdg 20&5).c on | 0

Nonostante la teoria prionica sia stata ampiat® dimostrata in ambito sperimeniale

anche alla luce dei postulati gioch (Legname et al., 2004gsistonotuttora alcuni

studi osi che sostengono | 6i pYdomesiliprodotior al e ; C
patol ogico dell 6infezione vile@dcehiareetah,on i | \
1994;Manuelidis, 20072010; CouzirFrankel, 2011).

Dal punto di vista biomolecolata PrF, pur possedendo la stessa sequangaoacidica

(struttura primarig)si differenzia dalla Pr® per la conformazione spaziale (struttura
secondaria, tipica delle proteine globulari solubili in acqua, come le albymo@hé

per lastruttura terziaria e quaternarlafatti, mentrenellaPrP* le catene polipeptidiche

hanno una strutt ucered ipirdedda-¢deiin ¢ Uk enefodidti)padi i O
le modificazioni postraslazionali chec o mpor t ano | 6acqui si zione
preval ent e me n(t 320 %-elihb e 0%l g foiflietti) tsarebberan grado

di conferire patogenicita alla molecatella PrP°, marcando al contempo le differenze

tra le due isoforme proteiche. Questi cambiamenti conformazidifiddi. n. 1)
conferiscon@llaPrP®, ovver o al | (bpaiane) wellecaratteristele nuave:t e

esso divien@arzialmenteesistente alla proteoligila cui la denominazione alternativa di

PrPes contrapposta a quella di PP che identifica appunto la PrPe insolubile in

detergenti debok soluzioni salinéSparke®t al.,1986; Aguzzi & Heppner, 2000; Aguzzi

& Polymenidou, 2004; Di Guarda2015).l n ef f et t i , ad avvalorare
bi ol ogici di natura non convenzional eo, Col
medesimi nei confronti di agentfisici quali calore, radiazioni edeinti e ionizzanti,

ultrasuoni, nonché di ageriimici quali, formaldeide e glutaraldeidd dtri detergenti

e disinfettanti, agentihe risulterebbero sicuramente inattivanti per i virusrzeozionali.

Léinattivaazigomet omeno | 6 ab b atantei {nfettivitd)o del | a
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richiedono infatti 6 i m mliiueageonperatura di 133 °C3abar per 20 minuti, oppure

| udilizzo di soluzioni disinfettanti cloratcomd 6i pocl ori t o di sodi o (N
di idrossido di sodio (NaOH) 2N per 1 ora (0 1N per 2 ore) o idrossido di sodio (NaOH)

2M in autoclave a 121 °C per 30 minuti, oppdrecido formico al 95.00% per 1 ora,

nonché dialdeide formica (HCHO) 98% pet ora (Landini & Di Guardo, 2013; Di

Guardq 2015).

La PrP®ha un peso molecolare di-335 kDa e, se sottoposta all
K, viene parzialmente degradata assumeundopeso molecolare pari a-30 kDa.
Questoul ti ma mo lde,cdal laogo ap fdouillé reievibnilaidoteche
denominateSAF (Scrapieassociated fibrils o prion rods evidenziabili al microscopio

elettronico. Tali fibrille, di 20 nm di diametro, di 200 nm di lunghezza composte da

2-3 protofilamenti diritti oattorcigliati di 46 nm di diametro, si organizzano in depositi

presenti a livellcerebrale in tutte le TSE umane e adirflaandini & Di Guardo, 2013).

Alla luce di quanto sopra ragi onevol e ritenere c he |
inflammataia ed immuitaria nei confronti della Pr¥® (caratteristica comune a tutte le

TSE) dipenda dal fatto che essa sia totalmente connessa alla sua controparte cellulare
(PrF) dal | 6omol ogia dell a seque,rezpar questd noaci d
sarebbericonoscut a cseimed d parte del sistema i mmuni't
1982; Prusiner, 1998; Aguzzi & Heppner, 2000; Aguzzi & Polymenidou, 2D04;

Guardgq 2015).

Tuttavia ecenti studdi crio-elettronmicroscopidcryo-EM) e di diffrazione a raggi X
hanno consentito di caratterizzaaestruttura dellaPrP>¢ intimamente connessal un b-
sol enoi de a (&pagnholleetal26l©). ( 4 Rb S)

Léevento dominante che c a%YimRrFsivdrifcadopol a ¢ on\
che la prima haaggiunb la membrana cellulare, alla quale si lega mediante un legame di

tipo Afgsfatidiki onsoi sli t d&GPlia @ &) olotahizzato in  corrispondenza

del | 0 e s-termieaiei della P Piu in particolare, sarebbero i due dondeila

struttura prevalentemente d -elich della PrP a essere coinWb nel processo di

conversiongostt r asl|l azi onal e nel | a -fegliettiprogriaidelm pr ev al
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PrP°. Questmrocesso di conversione, inoltpmtrebbe esser reso ben pfticiente dalla
presenza di al cune particol ar. proteine d
recentemente documentato, i n tale contesto
gruppo tiolico terminale della PtRed il legame disolfuro intramoletare della PrP. |

meccanismi miecolari di questo processsono stati approfonditamente studiati da

Prusinete si basano su due distinti mod@Rusiner, 2001; Aguzzi & Polymenidou, 2004).

Il primo modello, denominatdtemplatedirectedrefoldingd pr evede | 6i nter az
molecole esogene di PR molecole endogene di PtR.a PrP° una volta peetrata

all 6i nt er rean mdnerimisura negli@sirociti, si localizzerebbe a livello delle

ci ster ne todel IGblgi.aQuipla P derivante dalla membrana cellulare
interagirebbe con la PPPe cosj a spese dgbool di PrP, si formerebbe PP che si
accumulerebbe in maniera esponenziale in sede intracellSiafermerebbe, pertanto,

una molecola eterogfierica costituita da due subunita 80 determinerebbe la
modificazione della PP allarottura del dimero seguirebbe la liberazione di due molecole

trasformate.La PrF, quindi, in qualche modo si denaturerebfgerderebbe la sua

strutturaterziaria) per poi rinaturarsig¢fold s ot t o | 0 imolécblaudeRrf. a d i un
Il n condi zi oni d i fbamiera emeagleticd impediraeblrdéd cohversioag a
spontanea della PrRn PrEc. | | secondo mo dseédedonucleatienn @mi nat
finucleation polymerizatian, prevede i hela Eré capdisa@no linaun Pr P
equilibrio termodinamico reversibile. 1 re

di forme monomeriche di PFPavverrebbersolo quando diverse molecoleRiiF, per

motivi ancora sconosciuti, si organizzano in strutture altamente ordinate e quindi
interagiscond nsi eme con una mol ecola nor mal e, cau
Questo cambiamento produrrebbe una reazione a cateoai ile molecole apgna

trasformate modificano la forma di altre molecole di PePcosi via, in un processo
autocatalitico responsabitel progressivo accumulo di PfAn questo secondo modello,

laPrP°di vi ene stabile all 0i ntcesnlina laduededsiza sudde:
frammentazione diggregati di Pre® puo tuttavia aumentare il numero di nuglefeed )

di cristallizzazione, i quali possono a loro volta reclutare altre molecolaRdi con
conseguente replicazi one dhesdrdbibmangeeaamoreelepr i oni

cellule nervose che lo contengofu®egenerazione spongiforme del tessuto cerebrale). In
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guesto caso, sarebbe corretto par uantoe di n a
guest oul ti ma sar ebb einfettivi@onyenzemnaldogaadi unacedo d e g | i
nucleico (Fig. n2) (Aguzzi & Heppner, 2000; Landini & Di @rdo, 2013; Di Guardo

2015)

| suddetti modellipotrebbero essere validi anche per le TSE su base ereditaciai
singole mutazioni puntiforma caricodel genePRNPporterebbero alla conversione della
PrP°in PrP*. Caughey e Barof2006) confermano che la conversiopessa avvenire in

seguito al contatto tra PYR PrP<. Si ritiene che tale processo digrazione/conversione

possa avvenire sul | a superficie cellul ar
Asequestrerebberod gli aggregati proteici d
della PrBpriva del | a nor mafbskidilAnmsitatoocheadomedgia gl i c o
accennatpo | a connette alla membrana <cellul are,

extracellulare di sostanza amiloide (Fig3p.

Uno degli aspetti piu controversi della teoria prioniceagpresentatalal 6 e si st enza ¢
diversificeppd di agente Il concetto di ceppo, infatti, fino ad oggi e stato applicato ad

agenti biologici dotati di materiale genetico proprio e risulterebbe poco appropriato
riferendosi ad un agentafettante dotato di natura essivanente proteicaPer fAceppo
prionicoo si i sedinecuolatoein unonstesssosplitea(ifevendodi ie genere

alla specie murina dal punt o di vista speri
fenotipo clinicepatologico diverso per dueatel periodo di incubazione, profilo neuro

istolesivo e coinvolgimento di specifici distretti netnoatomici. | ceppi in genere
mantengonde proprie caratteristiche fenotipiche anche a seguito di ripetute trasmissioni
seriali.La prima dimostrazionedeld esi st enza di differenti <cep
di Pattison e Millson nel 961, quando trasmissiorionsecutivedi un caso diScrapie

ovina in caprgoortarono alla comparsa di due distii@notipi clinici che si mantenevano

costanti dopo trasresione da capra a captaprimi cinque ceppi diScrapievennero

caratterizzati da Fraser et @1973) e ulteriori ceppi vennero scopertizieaagli studi di

Kimberlin et al (1987). Successivameef passaggi seriali ddmogenati di tessuto

cerebrale albergardiversi isolati diScrapiesutopifinbreddh anno port ato al |l 0i

di ceppi chalifferiscono tra loro e chmantengono costanti le loro caratteristiche quando
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re-inoculati nel topo (Brucé& Fraser, 1991). Besen e Marsh1(992, studiando due ceppi

della TMEdel visonefornirono importanti elementi a supporto del fatto che la specificita

di ciascunceppo derivassealla struttura conformazionale della PRI trattamento con

enzimi proteolitici determinavaen dueceppiin esameauna differentalegradazione della

PrPc fatto che i mplicava | 0e sdellapreanammn d i due
comportamenti distinti nei confronti della degradazione enzimalicaizionalmente i

ceppi sono stati caratterizzati in base alle proprieta biologiche e biochimiche. Per la
caratterizzazione biologica i ceppi vengatistinti sulla baselel periododi incubazione

e del profilo clinico e neurastolesivo dopo trasmissione in un o#pi recettivo

(generalmente topi da laboratorio), nonché della capacita di trasmissipaeiadiverse

(Fraser &Dickinson,1973 Bruce, 200BLa | unghez zatrad @dlels@iorst €1 wale
al | 6 age nelafase clifica tdetlaimalattia, che normalmente puo superare i 2 anni
I n ani mal i da | aboratorio e i 10 anni nel |

prevedibile e costantez inoltre altamente ripetil@l quando diversi gruppi di topi,
omogenei dapunto di vista genetico, vengono inoculati con dosi equivalenti dello stesso
ceppo diTSE Tuttavia, differenti ceppi testati nella stessa linea di topi mostrano periodi
di incubazione significativamente diversi. Il periodo di incubazione dipérfd#i dal
ceppo di agente sebbene risultipure influenzato da fattori geneticiNel topi da
laboratoriq ad esempigsono statirovati due alleli del genPRNP prnp-a che preseta

gli aminoacidi leucina e treonina ai codoni 108 e 18%rmp-b con gli aminoacidi
fenilalanina e valina agli stessi cod¢WWestaway et al., 1989)). genotipo che mostra il

piu breve tempo di incubazionepenp-a per alcuni ceppimaper altri eprnp-b (Bruce,
1993).

| ceppi di TSEmostrano anche differenze radicali e riproducibili nel tipo, regltevita e

nella distribuzione delle modificazio patologiche che producono nel cervediei topi
sperimentalmente infettatiFraser, 1993)Quantificando il gado di vacuolizzazione di 9
distinteareecerebrali di sostanza grigia edBsostanza bianca é possibile determinaee

ciascun ceppg u n caratteristi colespr préfii®l)o (delalseer | &
Dickinson, 1968Bruce &Fraser, 1991).ceppi infine,possono anche differire sulla base

della diversa capacita di induraggregatidi PrP*® morfologicamenteliversi che vano
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da piccoli depositi a voluminoggaccheamiloidi localizzatein aree cerebrali diverse.

Sebbene il tempo di incubazione e il profilo delle lesioni siano di grande utilita nel
comprendere e discriminare i ceppi, la tipizzazione biologica dei ceppi pone biwgrsi

dalla variabilitd della risposta individuale degli animali inoculati, ai fattoggettivi

| egat. all 6esperienza del | 6o peunghttempiei che as

attesaed agli elevatcostirelativi alla sperimentazione animale.

Sdla capacita di trasmissionespecie diverse, gia in precedenza abbiamo introdotto il
concetto di Abarriera di specieo o fAbarriert
contribuito gli studi su animali transgenici (topi, primis) e, pitu recentementeguelli

ef f et t u adlaMyadesiglhréohis un ioditorecui si associano elevata efficienza

e ridotti tempi di trasmissione di numerosi ceppi di TSE umane e anirtaliproposito

risultano molto interessanti una serisstlidis econdo cui | 6arviecol a ri
a vari ceppi di prioni della CJID, con risultati simili a quelli ottenuti in topi recanti il gene
PRNPumano (Nonno et al., 200econdo tale concetto, la trasmissibilita interspecifica

delle TSE in condizioi sia naturali sia sperimentalipenderebbeq prescindere dalla via

di infezione e dal tessuto utilizzati (che rappresentano comunque due fattori condizionanti

| 6efficienza di trasmissione) 5 daunllatobeo mol o gi
PrPd edspitéd al | 6al tr,alo d cgreenedall ledomol ogi a di
molecole a livello di determinate regioni, aumenterebbero di pari passo le probabilita di
trasmissione i nterspecifica. Tuttavi a, un ¢
infettante e stata dimostrata nepo, pur in assenza di sintomatologia ida) a seguito

del | 6i nfezione sper i menS3cmpiedel csiceteCGiogpotrebtbea d al ¢
mettere in discussione il concetto odi Abar
accezione molto incentrata garametri clinic(Di Guardq 2015).In passato, nel tentativo

di aggirare | dostacol o r apprlcsdrarsspecie dal | a
animali e stata espressa in topi transgenici (Collgige.,1995; Scotet al.,1999; Aguzzi

& Polymenidou,2004). | modelli transgenici hanno infatti ridotto notevolmente questa

barriera; ad esempio, quella presente traal p damsted stata efficacemente eliminata

sviluppando topi recanti il ge®RNP(Prusineret al.,1990; Aguzzi & Happner, 2000).

Per quanto concerne la caratterizzazione biochimica dei,d@pgsen e Marsfi1992)
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studiando due ceppi della TMEel visondrasmessi imamsteydimo st r ar ono c he |
elettroforetica della PfPproduceva duépatterrd molecolari distinguibili. Il trattamento

con enzimi proteolitici determinavioltre, nei due ceppiin esame,una differente
degradazione dell®rP*, implicando che la stesgatesse presentarsi in due diverse
conformazioni con un distinto comportamento nei confronti della degradazione
enzimaticaMolti altri studi hanno dimostratohe i ceppprionici possono essere distinti

sulla basedelle differenti proprieta biochimiche dellarP>, permettendo un approccio
molecolarealla caratterizzazione delle TSEnaneed animali (Collinge et al., 1996;

Parchi et al., 199eHill et al., 2006. In particolare i parametri biochimici su cui si basa

tale distinzione sonol) pattern di glicosilazione della Pf® 2) dimensioni epeso
molecolare dei frammenti &rP> proteinasi kresistenti (Nonnet al.,2003).Possedendo

due distintisiti di glicosilazione, ogni singola cater@olipeptidica della PrP® pud
presentarsi in forma djlicosilata,monoglicosilata a livello di uno dei due succitatii
oppurenonglicosilata(Di Guardo, 2015)La stess®rP* ha la caratteristica di essere
parzialmente resistente alla digestionet@obticacon proteinasi KRK), ragion per cui

una porzione verrebbiclivatad mentre quella residua risulterebbesistente(PrP*®).
Léanal i si el et ¥ a sefudor dé traitacmnanto ¢dPK ineite dRindPin
evidenza tre banderoteiche corrispondenti alle forme gimonc e non glicosilate della
proteina.ll rapporto tra le suddette forme diFfP i g | i ¢ ot isgranda)del eeppoi a a
in questione (Nonno et al., 2003; Di Guardo, 2015).

Al fine conci | iradimoltépliciceppid agente delle, TSH assemza t u

di acido nucleico (Safar etl., 2005b), gli aggregati di PiPsarebbero in graddi

codificare e trasmettefe informazioni insite in distinte proprieta biologiche | 6 i nt er no
della stessa sequenza aminoacidica, metdrePr® sarebbein grado di acquisire

fedelmente queste informazioni durante la soaversione in Pr® (Bessen &Marsh,

1994; Telling efl., 1996). Secondo il succitato modeloPrP°agirebbe da stampeella

replicazione delle nascenti molecole di ¥rn accordo corali presupposti,i diversi

ceppi devon@ssere pertanto capacirdantenerde diverse proprieta iscritte nelRrP°

e quete differenze a livdb molecolare dovrebbero quindi tradursi nelle distinte

peculiarita proprie di ciascureppo Parchi et al., 1996Telling et al., 1996Nonno et al.,
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2006 ; ) . I prioni sar ebber ¢ low propgaideceppon gr ado
specifiche nella struttura terziaria e/o quaternaria dell&PK®nno et al., 2003, 2006;
Di Guardo, 2015).

E stato altresi dimostratie la stabilita conformazionale della Prim presenza di agg
denaturanti caotropici, qudk guan i di na o éndrmemente,tra divarsi ceppi
(Peretz et al., 2001). Utilizzando questa metodieaominataConformational Stability
Assay(CSA), e stato possibile monitorare variazideila stabilitd proteica associata a
cambiamenti del fenotipoeti ceppo dopdrasmissione irmdeguatimodelli sperimentali
(Peretz et al., 2002).

In alcuni casile differenze nel profilo immunobiochimico sono ben evidenti e utili per la
caratterizzazione dei ceppi (Prusinér998; Aguzzi & Heppner, 2000Aguzzi &
Polymenidou, 2004), coe e avvenuto, ad esempio, a proposito ddkdnzione tra

| 6 a g ella $C® e duello della vCJID (@lingeet al.,1996). In altri casi la digtzione

tra i vari ceppi risulterebbgiu difficoltosa e deve prendere in considerazione una serie di

variabili.

In alternativa, le suddette proprieta potrebbero anche risiedere nelkrenliff
conformazioni spaziali chia PrP¢ pud assumere (Aguzzi et al., 2007). A tal proposito,

meritano grande attione i risultati degli studi prodottia ChristinaSigurdsonet al.

(2007), i quali hanno propostbi caratteri zzairnepiie gcoe pdpii fdaptotlri
l umi nescenti 0 i n Sgematiendo rhdazjoairlsninosead tiv@rsaPr P

|l unghezza déonda a seconda della conformazi

La possibilita di distinguere i diversi ceppi di agente delle TSE si & etimrata anche

grazie ai traguardi scientifici raggiunti negli ultimi anwi. tal proposito, i sensibili
progressi registrat.i nel campo dell e indag
della tecnicadel Western Blding (WB) hanno dato un notevole contributo nella
discriminazione tra i diversi ceppi. Il WB, infatti, #tato impiegato per calcolare i

differenti rapporti quantitativi frée 3bande che compongono la PYPYokoyamaet al.,
2008).Xanthopoulot al.(2009)hanno invece dimostrato che, oltre alle gia documentate

differenze nella mobilita elettroforetica al WB, sarebbe possibile differenziare i vari ceppi
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utilizzando la lecitina, una proteina legante lo zucchero, discriminando quindi i ceppi di
TSE in base & caratteristiche degli zuccheri legati alla molecola dell&Pd® ulteriore
studio condotto nel 2011 sottolinadtresila possibilita didiscriminarealcuni ceppi di
Scrapieclassica CH1641 eCH164%like), atipica (Nor98) e BSE (sperimentalmente
indotta) su base molecolare nei piccoli rumindntiquesto studio & stato sviluppato un
nuovo saggio di stabilita conformaziondlasato sulla solubilita differenziale di Pre
PrP, denominatoConformational Sthaility and Solubility Assay(CSSA). Piu in
particolareil lavoro anzidettariporta lamessa a punto di un WB piu discriminante, basato
suladenat ur azi one uilazo di @dicorpimdnoclenalisinmanieta tale
da differenziare i cepftH1641 e CH164like dal ceppo Nor98 e da quello responsabile
della BSE nella pecora e nella capra (Pirisinu eR@all1).

Negli ultimi annilo sviluppo ditestinnovativi in vitro ha permesso di ampliare gli

orizzonti riguardanti la caratterizzazioneidceppidi TSE, in quantopiu rapidi e

convenienti dal punto di vista economico rispetto alle prove biologiche su animali da
laboratorio. Questo approccio e basato sulla scelta di cloni cellulari in grado di sostenere

la replicazione specifica di alcuregpi (Mahalet al.,2008). A tal proposito, inoltre, studi

condotti siain vivo che in vitro hanno dimostrato che la reattivita dei fattori del
complemento differirebbe al variare del ceppo in questione (Hasdahk, 2012).La

possibilita di ottenere leeplicazione prionica su colture cellulari si € materializzata nel

2008 in uno studio in culi [ prioni del | 6ar
renali di coniglio (RK 13) modii cat e genet i cimsenmaentoal lomedi ant e

interno del gage PRNPdi una specie (Courageet al.,2008).

Infine, la tecnica PMCARrotein Misfolding Cycling Amplificatigre una metodica molto
promettente che permette di riprodumevitro diversi aspetti della biologia dei prioni,
offrendo un modell@datto per lo studio di nuove generazioni di prioni mediante cicli di
amplificazione della Pri® presente. Questa tecnica ha permesso rdbstrare come

| 6 i nf mriontcd podsassere replicata vitro mantenendo nella nuova generazione
di prioni leproprieta strutturali, biochimiche e biologiche di quelli di origine, insieme alla
capacita di infettare animali recettivi (Castifal.,2008). Il limite di questa metodica é

pero quello di generare falsi positivi legati alla comparsa di‘fiReguio ad eventi di
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crosscontamnazione in alcune fasi delicate qualid esempio, fasi sonicazione e
dibncubazione. Da <ci , deriva cheondgianesta t e

speri mental. strettamente cononedelrisdtdtie e | a
ottenuti (Cosseddu et al., 2011).

Fig. n. 1 Conformazione spaziale della Fe>della Prf-.

LaPrP (i mmagine a) ha una conf ocelicmalizersanreste pr e v a |
dalla PrP°® (immagine b)| a c ui struttura secédayglektai.ri a  p
(tratto dawww.retedida.it/dida/bio/prioni/soddu.htjn
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Sourca; Prion Blioloqy and Diseasas, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, 1900
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PrP°°e molecole endogene di BrA ale interazione indurrebbe la conversione dell& PrP

in Prc Bverduale conversione spontanea sarebbe impedita da una consistente
Abar rnieerrgaete cao. Ne (b), secohad mmbmided dioeanhbon
pol ymer i z atsiipptrzzache ®®d RyP° siano in equilibrio termodinamico

reversibile. Se nummese molecole di PfP si dispongono a formare una struttura

altamente ordinata, altre molecole di ®rPossono essere ulteriormente reclutate con

eventuale formazione di depositi di sostanza amiloide. La strutturacsistdllina di

questi aggregati rele la Prfcestr emament e st abilseed) Lai fr am
guesti aggregatietermina un aumento del numero dei nuclei di sedimentazione, i quali

possono reclutare a loro volta altre molecole diPPaRviando una sorta di processo di
polimerizzazioe con apparente Areplicazioneod del |l 06c¢
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Fig. n. 3 Modello di conversione conformazionale della PiPPrPC. L 6 i mma)g i n e

mostra la PrP legata ai fosfolipidi della membrana cellulaset t r aver so unodfial
glicosil-fosfatidil-inositolica (GPlancho)) . L 6 i nnmagstranche il momento

saliente della conversione della PiR PrP* si realizzerebbe a seguito del contatto tra le
dueisofomesul a superficiientcednal direerd@s armmil 6c he
aggregati proteici presenti a livello della membrana cellulare. Sembra inoltre che la

conversionediP®Ppr i va dell a suddetta fancorad possa
di sostanza amiloide L 6 i mu)angostma ecolture cellulari neuronali infettate

sperimentalmente con PiRegataad unamlecolef | uor escente. A segui t
le cellule hanno assunto la PfRcontenutaa | | 6i nt er no di apyposi te v

Baron, 2006).
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1.1.3 La proteina prionica cellulare (PrP)

Gli studi condotti nel corso degli anni hanno rivelato che la®Rgume un ruolo
fondamentale nel6 e z i o p at o g .eQéa Spintalneolti Ficercaforsdel acquisire
ancoramaggiori informazioni su questa molecoleofeica, cercando di comprenderne

| 6esatto ruolo fisiologico, al fine di el i
posttraslazionali, a cui fa seguito6 accum@d o di Pr P

La PrP & una sialoglicoproteandel peso molecolare di 3% KDg costituita da 256

aminoacidi (nella specie ovingyrovvista di un ancoraggio di glicogosfatidil-inositolo

( A Gadndhoo ) at tilguale si tegaai fosfolipidi de membrane cellulari e che

contiene due distinti sitli glicosilazione (Asn/Gluelle posizioni 181 e 197) ed é presente

nell e cellule in 3 ddiyer rrsmsnegtmaaédoon me ( Agl
glicosilate(Goldmann, 2008; Yokoyama et al., 2008

La PrP viene sintetizata a seguito della trascrizione e successiva traduzione
del Il 6i nformazi onPRNPpré¢ s dntsepi nel ( Beosi ner , 1
aminoacidica che definisce la struttura primaria di tale prateiadificata dal suddetto

gene varia, ovviamenta) relazione alla specie animatequestiore (Di Guardo, 2015).

La via biosintetica seguita Ha PrP & simile a quella di akr proteine di membrana

secrete, coinvolgendo il tieolo endoplasmatico (RE), a livello del quddesequenza
aminoacidica prmaria viene assemblataagie a strutture ribosomiali, con il successivo

transito at r aver so | 6apparato del Go lcegsso, di ov e | &
A mat ur atraverso enadifiche postaslazionali, e la suaespressione finale sulla

membrana plasatica cellularéWestergarekt al, 2007).Al pari di altreproteine ancorate

alla superficie cellulare tramite GR4PrPr i si ede su cemembimhabdbodo
( Membranous microdomains MM) ricchi in colesteroloe d e n o mi raftgot, i A
interagendo fortemente, a tale livello, con componenti quali il distroglicaendinda

Aossi do ni t mtricoxdde synthase &OShesl i récettorperil complemento

(CD21/35) e peta laminina (3%kDa/67k Da L RP/ LR) . Quest obul ti ma

particolare, pud essere sia di tipo diretto, sia mediata dal legame deflad?rRin
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proteoglicano (eparasolfatoproteoglicano), che si complesserebbgsuavolta con la
proteinaattraverso due distingiti di legame(Di Guardq 2015). Sebbene la PrRsulti
particolarmente abbondante a livello della membrana plasnhaticg a tafiso ali i @i di ci ,
unaquotad tal e protei na istanmodibanad rivestitisdcotatnitar abi | e
attraverso i quali subirebbén proesso di endocitosDa qui puod essere nuovamente

riportata sulla superficie cellulare tramite specifiche proteindgrapordb e quindi

riciclata, oppure pud essere ndi ri zzat a all 6interno dei
degradazionéWestergarcet al, 2007).

LOi mpi e gspettrodcepial imisonanza magnetica nuclearBlu¢lear Magnetic
ResonancdMR) ha permesso di studiare approfonditamente la struttura definitiva della

PrP* dal punto di vista molecolare. Nelle diverse specie alioonsiderate, quatdpo,

uomo, criceto, rumianti selvatici (cervo edl@) e domestic(bovini,ovini e caprini), &

stato osservato che questa proteina appare costituita da due domiesat@mente

correlati tra loro; il dominioN-terminale (residui 2328), e il dominio C-terminale

(residui 123231) che comprendea sua voltafre catenea d -elith,r i spetti vament e
(residui 144154),  (te8idui 179193)e  Uedidui 200217), nonchédue catene anti

par al Heolgel ia(refidoi 128281)e fresidui 161164), che si localizzano

accant o aelich(Barapet al.,rAGL5)Eig. n.4).

La s econda -eliea sbnaconhesse daaun ponte disolfuro$pdi circa H

aminoacidi compreso tra i rélsii Cys179 e Cys 214 (Riek et al., 199@psi come la
seconda {£agénat i bdaicalosoncspercnerza dindisa oop)

(Gossert et al.2005). Questdoop (residui aminoacidici 16475), particolarmente

flessibile nella maggior parte delle speanimali, risulta invece rigidaei cervidi, un dato

che spiegherebbe la loro elevata suscettibilita nei confrdetia CWD (Aguzzi &
Heikenwalder, 2006; Sigurdson et al., 20D8Guardqg 2015). Inoltre, la conformazione

e la composizione in aminoacidi del suddéttup potrebbero avere un ruofieteminante

nel | a costituzione el i mariff b &mrais gicans ido n eDp €

testimoniato da recergtudi effettuati soprattutto ha specie murina (Avbelj et al., 2011).

30


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Westergard%20L%5Bauth%5D

L 6 e s t r-erminaledella¥PrP sembranvecepo strutturata, connamorfologia a

Acoda fl essi bi |l due,regiciecbnsezvate ber definitee lbagpema é

formata da un octapeptide ripetuto perbvoke; questa regione sembra essere importante

nel legame con gli ioni rameéC(i™") e potrebbe essere coinvolta nella patogenesi delle

malattie da prioni. La secoada valle rispetto alla prima regionegntiene un profilo

altamente idrofobico e conservatoh e er a st at o originar-i amente
membrangal . Tuttavi a, p questo d@ninio davvero funzioobnoe s e

regione transnembranda in condizioni fisiologiche, attualmente € stato piu

propr i ame ncoreidrafobi€@ n(i Agu zizi & HeiLléstremitea@ der , 2
terminale presenta sua voltayna morfologia simé alle proteine globulari, risultando

stabilizzata, come gia anticipato da un ponte disolfure che | e
elica. Questo domia e stato oggettdi studio per diversi motivi, in particolare giarche

e risultato letad se espresso in topi transgeriRrusiner, 1998), sia perché contidae

maggior parte dei siti in cui si verificano mutazigrintiformi collegate alla comparsa,

nelle TSE umane, di forme familiari. La NMR ha dimostrate cjueste mutazioni si
verificherebberoa | | 6 i di uestarregione molecolareppurein siti diretamente
adiacentiinfine, ]l a pr es-eoghaidéeti ball 6i nramcontmastad i gues
con i modellistrutturdi previsti fino ad allora, che si basavano su un modello totalmente

a d-elitadellaPrPeciopot eva esser e bdepadrastormazioreedagllae r | 6 a

PrP* nella sua isoforma patologica, la PifRiek et al., 1996).

Lbespr essi 6haénizia mellalvita erfbrioRale, ma raggiunge il suo massimo
livello in eta adulta. Negli adultalti livelli si rinvengono nel SNEprevalentemente sulla
membrana dei neuroni e degli astroctipnché inorgani e tessuti linfoidi secondari. In
questi utimi la PrP risulta particolarmente esprasdalle cellule follicolari demitiche
(Follicular Denditic Cells, FDC9, con piu marcati livelli di espressione docuntai in
animali di giovane eta (Marruchella et al., 201Rlegli altri tessuti perifericun evidente
patterndi espressione della PrR stato evidenziato imfociti, cellule endotelialicellule
epiteliali e in cellule progenitrici della linea eritroide, mentre milza, linfonodi, polmone,
miocardio, rene, muscolatura scheletrica, utero, ghiandole surrenali e paratiroidi,

prestomaci e abomaso, inteste@hiandola mammaria costituirebbero ultardistretti
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siti in cui & stata osservatima piti 0 meno elevata espressione dell& P4Briuchiet al,
1995; Aguzzi & Polymenidou, 2004; Cazauleiral 2007).

Le funzioni biologiche della PfPrimangono tuttora in buona parte oscure. | numerosi
esperinenti effettuati su modelli murini transgenici, cioé privati del geR&P(Prnp?),

hanno dimostrato che la mancata espressione deffai®f t e del | 6 ospite no
nél a repl i cazi dacemparsa le laGuassinat eeoluziole della malattia

(Bueler et al., 1992; 1993; Brandner et al., 1996; Sakaguahj 8096). la presenza della

PrP* sarebbe pertantta considerarsi un prerequisito indispensabile nella patogenesi delle

TSE (Prusinerte al . , 1990; Buel er et al , ,ipérb99 2; P
espressione della PrR livello diSNCsarebbe in grado di ridurre notevolmente il periodo

di i ncubazione nell dinfezione sperimentale

Dal punto di vista biologicdunzionale la PrPé una metallgproteina in grado di legarsi

con affinita differenti a variipi di metalli pesanti. Si legmfatti, con un elevato grado di

affinita, a ioni qualrame Cu™) e zinco Zn**), e, seppur con minore affinilmanganese

(Mn**) e nichel Ni**). Il legame con il rame avverrebimeediante il coinvolgimento

del | 6ami nodomicdd iizgtaitdi md | 6i nt erQctarepgag | | a r e
region) del dominio Nterminale anchese studi recenti hanno rivelato la presenza di altri

siti leganti il ramg(Di Guardo, 2015)Poiché il dominio Nterminale € ache coinvolto

nel legame dell@rP~ con un certonumero d ligand proteici, & statogotizzato che il

rame possgiocare una ruolo strutturageinfluenzae il legame dell@®rP° a queste altre

proteine. A sostegno del possibile ruolo fisiologico dellfRre | r egol ar e | 6 o me
rame, & stato dimostrato che topi trangeritenp’) mostrano una concentraziotigame

del 50% i nf er iamaniesinaptbsbndali rispetora ndpvilddyped f r Que st o
suggerisce che la PrPotrebbe essere coinvolta nella regolazione delle concentrazioni di

rame nella regione sinaptica dei neuroni, ad esempio giocemdar o | o uptale®l | dée | A

rame nelle fibre presinaptiche. Il ndl tre
attraverso vescicole rivestite di clatrima,stimolata quando il rame viene aggiunto a

colture cellulari dineuroblastoma, suggerendo che questa internalizzazione potrebbe

essere coinvolta nel trasporto del rame dal compartimento extracellulavella q

intracellulare (Atkinson et al., 2015).
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E st altresi ipotizzato che la Pripossa sequestrare ghni rame in sede extracellulare
etrasportaril.i all 6interno della cellula med
poi Apresentarli o, a tintracadlulaeey &l oappositprot@ne o pr i o
citoplasmatiche, proteggendo cosi i neuroni dalla tossicita del rame (l8yeron 2001).

Qin et al. (2009) hanno riportathe in cellule murine new2a e in cellule umane HelLa

elevati livelli di rame indurrebberona sovraespressione della BriPsignificato di cio

sarebbe da ricercare nella protezione, da parte della ste§saétidcellula nei confronti

dello stress ossidativo, giocando un ruolo nella modulazione della concentrazione del

rame intracellularelnfine, & statorecentementadimostrato che le cellule capaci di

esprimere maggiori livelli dPrP* sarebbergpiu resistenti al sovraccariotronico da

metalli pesanti qualfame,zinco, manganese e nichel e quindi anche piu resistenti nei

confronti dellostress ossidativo indotto dagli stessi, rispetto alle controparti cellulari che

esprimono poco o affatto la PrEPrcina et al., 2015)Cio troverebbe il suo fondamento,

seppur in parte, nel | 06@3H)uaadaipracipalimeglaiwit asi de
del | o redovoaelldare fecontribuirebbealtresia s pi egare | 6alterat
| 6aumentata suscettibilit® alih corsos@tTEBEE Ss 0SS |

(Landini & Di Guardo, 2018

La localizzazione della PFRulla membrana citoplasmatica ha permesso di ipotizzare il
coinvolgimento di tale proteina in funzioni a@idesione intecellulare, nel mantenimento
della plasticita sinaptica (Maglio et al., 2004; Steele et al 20@ngh# in fenomentli
trasduzione diegnali cellulari (MouilletRichard et al., 2000) e di differaazione e
proliferazione cellulareAd eempio, alcuni Aitori hanno dimostrato il legame funzionale
della Pr® c on | 6 fesfatdil-imoaitolo 3chinasi (PI-3K), una proteirchinasi
coinvolta nella sopravvivenza cellula (Jeffrey & Gonzales, 2007), mentkri studi,
effettuati siain vitro (linee cellulari) che in vivo (topohanno dimostrato che le cellule
che esprimono la Pfposseggono livelli di PBK pili elevati rispetto alle stessellule

che esprimono bassi livelli di PrRVassallo et al., 2005)noltre, la Pri® ha mostrato la
capacita di tasdurre segnali cellulari neynmtettivi attae ver so | 6atti-vazione
chinasi AAMP ciclico-dipendenti AMP-PKA) quali, la tirosina proteirchinasi Fyn
(FYN) e molte altre (Chiarini et al., 2002).
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Recentemente & stato riportato che la“PpBssa giocaraun ruolo nello sviluppo,
nel |l 6atti vazi one afoctd& (Mateei eal, 2004, Sebberae siao n e

statoampi amente di mostrato | 0el ele det sistenhai v el

immunitario, quali lecellule dendtiche Denditic Cells, DCs), cosi come irmonociti,
piastrine,cellule natural killer Natural Killer Cells,NKCs), linfociti B e linfociti T, la
stessa subirebbe n aip-régulatord0 dut dat ei vazi one dei, | i
ancora di pigdurante la differenziaane delle cellule NKs(Martinez et al., 2006 Come
noto,le FDCsmostrano &evati livelli di espressione delRrP, tuttavia & stato dimostrato
che topi conFDCsdeprivatedi PrP (PrP®") non hanno presentato alcuna alterazione
nella maturazione o Hia funzionalita di tali celluléndicandopertanto che elevati livelli

di espressione della proteina nesrebbero essenziati questo contestdMcCulloch et

al ., 2alird caujto, & sid dimostrato che laPsiolgeebbeun ruolo importante

dei

(0]

nf oc

nella fagocitosi. In particolare, i macrgi®@rP*"hanno undéattivit”™ fagoc

sia in vivo chein vitro. Pertanto, la PfPregolerebbe negativamente la fagocitosi. A
sostegno di cio, diversi gruppi di ricerca hanno dimostrato che gli animatf Bangbbero

piu resistenti alle infezioni sperimentali sostenut@dacella abortus(Aguzzi & Hardt,
2003) daviycobacterium bovie da ceppi neurotropi tHerpes Simplex VirudHSV). Al
contrario, toptrangenici iperesprimentila PrP (Topi Tga 20) risulterebberaltamente
suscettibili nei confrontidel6 i nf ezi one da HSV (Thackray
potrebbe essere correlato al fatto che i macrofagi mastisiologicamente livelli dPrP°
estremamente bassi e solitamente inferiori ai limiti di rivgato (De Almeida et al.,
2005).

Molto interessanti appaiono i risultati di lavori svolti da diversi gruppi di ricerca sull

possibile attivita citoprotettivasplicatadalla PrP, in particolare nei confronti di quei

fattori interni e ambientali che inducono la cellula ad avviare il programma apoptotico.

Gli studi condottin vivohanno i nf att. di mo s t°mei heaonic h e
del | 6i pp oc a mapnorte cefiudirel prograntmata negli steg¢kiuwahara et al.,
1999, Roucou et al., 2004)no degli esempi piu illuminanti in un siffatto contesto
sarebbda documentataapacita della proteina groteggere i neuroni fetali umaim

coltura contro I'apoptosi indottald@n@i-oncogendBax Quando queste cellule sono state
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inoculatecon un plasmideodificante per iBax circa il 90% di esse sono andate incontro
adapoptosi; al contrariquanda neuronisono stati inoculasia on plasmidi codificanti

per Bax sia con plasmidi codificanper Prf, la percentuale di cellule apoptotiche era
ridotta a circa ill0% (Bounharet al., 2001; Roucou et al., 2008)uove informazioni in

tal senso ci sono pervenute da uno studio di Laréohee et al (2009), i quali hanno

di mostrato con s telca debasPd® sarebbe indispaenstbiler peralo U
svolgimento di una specifica funzione aBax quindi anttapoptotica.l meccanismi
biochimici attraverso i quali la PrRroteggeebbela cellula, inibendoeg, di fatto, il
processo apoptotico, sono molteplici e si badattosulla caretta conoscenza del gene
Bax In primo luogoj | {ar@hob d eRrFF gotrebbe interagire con wacettore trans
membrando, avviando cosiuna cascata di trasduzioml segnale. Questa cascata
potrebbequindi alterare l'attivitadi Bax direttamente, per esempiaibendo la sua
traSLOgsazione mitocondriale mducendoe un cambiamento coofmazionale (Fign.

5A). Questi stssi effetti potrebbero anche essere il risultatondi interazione fisica tra
Baxe fi d i v éorme eitoplasmatichdi PrP (Fig. n.5B). In alternativa, un segnale
PrP*-dipendente potrebbe agire a moditBax, causando sia l'inibizione di mediatori pro
apoptotici comdBH3 che attivandl geneBax (Fig. n.5C) siaunamaggiorassociazione

di Bax con i regolatori antiapoptotici, qualiBcl-2 o Bcl-XL (Fig. n. 5D). Un 6 al t r a
possibilita & chéa PrP* agisca a valle dBaxsopprimendo il rilascio di fattori in gdo di

i nnescar e | ibcaopronm IC,0APAF] (apgpiotcl peptidase activating factor

1) e caspadiFig. n.5E). Infine, la PrP potrebbe anche interferire méscio diioni calcio
(Ca"™), indottoda Bax dal reticolo endopkmatico, legandosi presumibilmerdd un
recettore di membrana (Fig. BF) (Westergard et gl2007).Ulteriori studi condotti su

topi transgenici hanno pmesso didentificare un nuovo gene, denomin®&ND e
codificante a sua voltaper per una proteina simprionica denominat®oppel (Dpl) e

gia prodotta nel corso della vita embrionale, ma i cui liveliggiressione a livello di SNC
sarebbero, al caorario dellaPrP, estremamente ridot(Moore et al., 1998 Livelli di
espressione dell 6 MmRNA dareblizmw invedepreserttialivello ben p
di testicolo, cuore e, in minor misura, a livello di milza, ovaio, muscolatura scheletrica e,
limitatamente alla prima settimana di vita nel topo, anche ddidegli endoteli vasali

del SNC dellamucosaintestinagel e | | a mi | za, i nfor mscendeone que
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p e r a Ipdtesiche la proteina Dpl sia coinvolta nella maturazione della barriera-emato
encefalica. Tale proteina, strutturalmente, funzionalmente e biologicamente correlata alla

PrP, risulta costuita nella specie murina da 179 aminoacidi ed & codificata da un gene

(Prnd) localizzato sullo stesso cromosoma in cui risiede il gene codificante perla PrP

ad una distanza compresa fra 12 e 21 kb a seconda della specie animale Retzausa.

stud hanno consentito di identificare, a livello del gétrad ovino e bovino, la presenza

di due esoni (a differenza dei corrispond
conterrebbero tre), nonch® di caratterizzal
posizione 50, 110 e 132) a livello della regione codificante del gene bovino, ma non di
guell o ovino (in culi sono state descritte ¢
26), senza che sia stata peraltro stabilttara significativa correlaziefra presenza dei

suddetti polimorfismi, da un lato, ed accresciuta o ridotta suscettibilita alle TSE nelle due
speci e i n o @omirciietal., 20@1] Ubddaet a005 Steele et al2007;

Di Guardo, 201pAl cunii studi osi hanno awplpassat o | 6i j
esplicare, al entrario dellaPrP, una funzione prapopt ot i c a, teoria
avvalorata dablato secondo cui essarebbe in gradayualora sintézzata in quantita

eccessive, di causare atassia locmtoria, inducendola comparsa di lesioni
neurodegenerative praticamente sovrapponibili a quelle prodotte dalla steS¢R&s8l

et al, 2001; Steele et al., 2007Uno studio condotto su topi transgenicidimostrato

inoltre, che & proteina Dpl sarebbe in grado di innescare non solo il processo apoptotico,

ma anche autofagico (Heitz et al.,, 2010). Per quanto concerne, infine, i rapporti
intercorrenti tra Dpl e PP Sekaguchi(2009 ha di mostrato che | a del
della PrP® dei residui aminderminali in posizione 288 rendeebbeinefficace la sua

azione inibitrice nei confronti della proteilypl, promuovendone, conseguentemente, il

suoeffetto preapoptotico. Inoltreapplicando la stessa delezione in posizione 121 0 134,
laPrPacqui sirebbe unéattivit”™ neurotossica Si
Tuttavia, negli ultimi anni alcuni ricercatoriutilizzando analisi geneticheed
immunologichehanno scopestche la regolazione della fagocitosi di cellule apoptotiche

da parte di macrofagi, precedentementebatita dla PrP, sarebbénvece controllata da
unlocuscollegato coril genePRNPcodificantep e r  -prateina kégolatrice di segnale

(Signal Regulatory P o t e BIRPA)J Cio testimonierebbehe b modulazione della
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fagocitosi sarebbestata, in passato, erroneamente attribuita & PrMustrando al
contempda necessita di approcci futweipiu rigorcsi per limitare o eliminare del tutto i
margini di errore indotti dalla contiguitdunzionaletra geni diversi (Nuvolone et al.,
2013 Zeng et al., 2015

E6 stato ampi ame n t¢evolgkiumracotneuspraiettivo inecorso di P r P
lesioni ischemiche cerebrali precoci attraverso meccanismi spekéicihinasi regolate

da segnali extracellularEktracellular SignalRegulated Knases ERK), un importante

gruppo di proteie note peesacerbare il danno su base ischepgoao state introdotte

per identificare gli effettdella Pr® sulla morte cellulare ischemica. In particol@etato

osservato che in topi trangenRinp”, | 6 aument od BRKIlle&ERKS2p r essi o
rappresenta unasposta precocal danno cerebrale ischemicop(flich et al.2005) e,
conseguentemente, & statddeviziato che in topi sovraesprimerati,contrariola Pr/, i

livelli di attivazione postischemicadi ERK 1 e ERK 2 rislterebbero diminuitie,
contemporaneamentele dimersioni delle lesioni infartuali significativamente si
ridurrebbero(Weise et al., 20085tudi elettrofisiologici effettuatin vivo su topiPrnp”

hanng inoltre,evidenziato che la PFnfluenzerebbeina serial | processi all 6ir
SNC. Questi studi hanno dimostrato, in particolare, una serie di anomalie funzionali, in
primo luogo con riduzione delltrasmissione sinaptica, GABAediata, a liviko di
recettor. dire decbnalo |poga@ coa wAttenyazione del potenziamento a

lungo termine, cioe la trasmissione di segnali di lunga durata tra neuroni coinvolti nei
processi di apprendimento e di memorizzazione (Steele, &08I7).Negli ultimi anni

risultano sempre pitl impt@nti le prove a supporto delolo della PrP nello sviluppoJa
differendazione da metastatizzazione di tumoH. statodimostratg infatti, chela PrF-

risulta altamente espressatumoria carico di numerosi organi tra cui pancreas, stomaco,
mammella, prostata e colemetto, nonché in neoplasahemicresistentidella ghiandola
mammariae dello stomacgHan et al.,2002; Liang et al 2006;Liang et al., 2007)La

PrP, infine, potrebbe svolgere un potenziale ruolo nella patogenesi di malattie
neurodegenerate qualiil morbo di Alzhiemer Le causa della malattia sono molto
complessemauna delldpotesi proponeheil deposito diplacche amilai extracellulari

(pr ot ei na,Adbsmi) poivebbe mnegcare fenomeni di disfunzione neuronale fino
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alla morte cellulareRurns& lliffe, 2009).Diversi Autori hanno dimostrato la presenza
diuninter azi one fiad el evat &efPfPi Quésth intérazione a
giocherebbeaun ruolo importante nella tossici@di Abso42 a livello shaptico, causando
dannialle membranecellulari unitamentel rilascio divescicolesinagiche contenenti
ioni Ca™ e conseguente aumento di questo ione a divieliracellulare (Peters et al.,
2015). nol tre, ad accomunare | e TSHnisoldimg |
proteic qu al i diAkheimarll mdrbo di Rarkinsora malattia di Huntington,
| abassia/atrofia spincerebellare e molte altrepn interverrebbersdtanto le evidenze a
supporto decomuni denominatomeurapatogenetici, ma anche lero caratteristiche
cliniche. Il morbo di Alzheimeper esempio, analogameratike malattie da prioni umane

decorrerebbe con una sintomatolog&chiaticae neurecomportamentali caratterizzata

ol i g

sin

da depressionedeansia (Thompsone t al ., 2 0 ltizzpto cheEilésisteantaat o i p

monoaminergice, in particolare quello della serotoninergicpossanavolgereun ruolo
cr uc i dnsoegenaaedkilprédettintomi ed & statdimostratoaltresiche topiPrnp”
mostrano comportamento aggressivo oltrdisturbi del sonnor i s pet t Wida i
Type (Gadotti et al., 2012) Recentmente, & stato anche documentehe la PrP
regolerebbe ilfunzionamento dei sistemi monoaminergiki. stato ipotizzato, a tal
proposito,che laprogressivaperdita di funzioe della Prf®, nel lungo decorso delle
succitatemalattie neurodegeneratiyepssanterferire con i circuiti monoaminergici, con
la conseguente comparsa delle manifestazioni resiohiatriche proprie di queste

malattie(Beckmaret al., 2015).
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Fig. n. 4:

Struttura terziaria della PYPII residuo di GPl permette 6 anc or aggaldoppde |l | a Pr
strato fosfolipidico delle membrane pl asme
terminaledella proteina con la relativa morfologida o d a f hamchdeitrdoreéglord o |,

ad-eUi ca e | e-fodliete. La feecrin indica lloap chb connette la seconda

regi on@glai &t t o -edida (Aguzzs&eHrikenvealaer, 2006).
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Prpe GPI-PrP

receptor

Bax
(inactive)

Cytoplasmic

[ca+z] PrP
UPR

Endoplasmic
Reticulum

Fig.n.5 Possibili meccani smi dindottaadiodeiedelia one del
PrP. (A) La fi G Rahchoo della PrP potrebbe interagire con un recettdrans

membrando specificq avviando cosi una cascata di trasduzione datadegche puo

alterare l'attivita diBax direttamentejnibendo la sua tsdoscazione mitocondriale o
inducendaaltresiun cambiamento conformaziona(8) Questi stessi edtti potrebbero

anche c o nrdeeagiané fisiea tr@akd P& in sede citoplasmatic{C) La PrF-
potrebbenibire ceri mediatoripro-apoptotici quali ad esempio il geB&13in gradodi

attivare Bax (D) La PrP pud miglorar e ssbofazione dBax con certi fattori anti

apoptotici, qualiBcl-2 o Bcl-XL. (E) PrP* potrebbeagirea valle diBax sopprimendo il

rilascio difattoriinga d o di i nnes c alcitecromé @ pRAPlteeaspasi. qu al i
(F) La PrP potrebbe anche interferire sul rilascRaxindotto, di ioni Ca'™*, dal reticolo
erdoplasmatico, legandopresumibilmented un recettore di membraf\&estergard et

al., 2007).
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1.1.4 Le basi genetiche della suscettibilitd/resistenza alle TSE,
con particolare riferimento alla Scrapieovina.

LOoesi stfeatzardi geneti ci del |l ospite in grac
resistenza nei confronti delle TSE@nosciuta oramai da molto tempo. Gia nel corso degli

anr oiefdti, Parry riteneva che |&crapieovi na r i entparicglsee i n un
categoria di mal at t i ente gausaketaicibduma prcewla | e qu a
particella, dotata di potere patoge ed in grado di replicare autonomamentes
risentirebbed el | 6azi one svolta fisiologicamente d
(Agrimi et al., 2003; Goldmann, 2008)

A tal propositg e importante ricordare che il fenotipo clinipatologico che si oss& in
presenza dbcrapiecome di altre TSE animali ed umane, sia spuggache sperimentali,
costituirebbe | p r o dntetaziooe trd i degp@di agemesponsabile ed il getipo
del | 6ospia2915( Di Guard

Le basi genetiche dell e malattie da prioni
vertebrati e di molti altri organismi viventi, compresi quetldogicamente meno evoluti,

del genePRNP (in passato denominatBip, da Scrapie incubationperiod e Sinc da
Scrapieincubation rispettiamente nella pecora e nel topbg codifica per la PR In

alcune specie quali uomo, topo, pecora, cadran @lcuni cervidi sensibili alla CWD,

sono stati idemtf i cat i numer os i inicpriisponderza di determinale genet
posizioni della sequenza nucleotidica del gBRNP, in particolare della sua regione
biologicamente attivadpen Reading frameé&)RF). Il gene PRNP e stato mappato sul

cromosom® 0 del | 6uomo ( Spar kesemad3l nela bpecie ovin,8 6) e
caprinaebovine | a sua por zdlonghezzdipgaruan2z kbpénfanhat olg

tre esoni. Gli esoni e 11 hanno di mensi oni ridotte e
codificante) del trasocont i £ o eORE 6 eodifcapero | 1 | (c
| 6estremit”™ L8®®R#e dRRNPdgi®avieiidei teovidi e degli ovini ha

una lunghezza pari a 256 cod¢@ioldmann, 2008).

Sono state descritte, in proposito, oltre 40 diverse configurazioni alleltlgeneP?RNP

nella specie ovinavis arie$ e 22 distinti alleli del medesimo gene nella specie caprina
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(Capra hircus. In totale, ben 39 dei 256 codoni (15%) si sono dimostrati polimorfici.
Alcuni di questi siti polimorfici, tuttavia, € possibile chisi¢dano nei peptidi di segnale
dei domini N-terminale e @erminale,che subiscono il clivaggio durante la maturazione
della Pris.

Nella specie ovina, gli alletiel gendPRNPvengono convenzionalmente indicati facendo

riferimento a tre codoni (136, 154 e 17iyuali sono fondamentali nella modulazione

dell a suscettibilit”™/resi s tSaapieche ddlla BSEOospi t €
sperimentalmente trasmess&l36V/T, R154H/L, Q171R/H/K. In ragione di cide
possibile pertanto affermare che | 6allele A
alanina (A), al codone 154 | damildwaacndacad
glutammina (Q), sarebbe da ritendrebedel ahcestraleLe combinazioni di questi

polimorfismi che si verificano a livelldei tre sopra citati codoni (A136V/T, R154HIL,
Q171R/H/L)danno origine & diverse configurazia alleliche ARR, ARH, ARQ, AHQ

e VRQ), che conferiscona loro voltavari gradi di suscettibilita/resistenza neinémnti

della malattia (Fig. n6). L allele VRQ e quello associato ad una maggiore suscettibilita
allaScrapig mentre | 6allele ARR ad uBdtetagndi zi or
1995; Hunter et al., 1996; Elsest al., 1999).Sono statiidentificati, inoltre, altri

polimorfismi in grado di generare tre sequenze alleliche, quali ad esempio, TRQ, ARK,

ALQ, i quali pero sono molto rari nella popolazione ovina e quindi risulterebbe
difficoltoso stabilire il ruolo che potrebbero avere nel determinismo della
suscettibilita/resistenza nei confronti della malattia (Acin et al., 2004; Billins et al., 2004;

Alvarez et al., 2006)Alcuni studi statistici condotti su larga scala nella popolesziovina

hanno permesso di quantificare il rischio di sviluppare la malattia in associazione a
ciascun genotipo mediante la sua misurazione indiretta @uads RatioOR). In Gran

Bretagnai | cosi ddet t attatkaasds)atjlizzhio qualé graaetrodostingah

della susettibilita/resistenza geneticarisultato massimo per il genotipo VRQ/VRQ (545

casi per milione), seguito dai genotipi ARH/VRQ (405 casi per milione), ARQ/VRQ (225

casi per milione), ARQ/ARQ (37 casi per milione) iefine, ARR/ARR (5 casi per

milione) (Detwiler & Baylis, 2003; Baylis et al., 2004ptiston et al., 2015 da notare,

tuttavia, come nella popolazione ovina inglese i genddRQ/VRQ, ARQ/VRQ e

42



ARHVRQ abbi ano mostr datnd e uda®G @ga sasohdelogenatipo
VRQ/VRQ) a B volte superiore rispetto a quello di riferimento, mentre nella popolazione
ovina italiana nessungert i po ha mo s tinfezidne supenoreraiquelloldel o d o6

genotpo ARQ/ ARQ. Di contr o, gl i studi osi son
genotipi ARR/ARR, ARR/ARHAHQ/ARQ e, in generaleadi quei genotipi contenenti

| 6all el e ARR. l nol tre, |l a suscettibilit”™ de
guelle razzeovinei n c u i non sia present e, O sSia scar

(Cosseddu et al., 2007), situazione che caratterizza alcune razze presenti nel bacino del

medi terraneo, come | a r aztargeb Sgedeatcrapper dl e
sono rappresentati dai genotipi ARQ/ARQ e ARQ/AHQ (Vaccari et al., 2001; Agrimi et
al., 2003) Ci , sembra dovuto non tanto all el ev

popolazione ovina, quanto piuttostd @na effettiva e piu consistente suscettiditiegli

stessi nei confronti dei ceppi di agenteSairapiecircolanti nel contesto geogread in

esame (Di Guardo, 2015). | numerosi studi effettiratinerito alla modulazione della
suscettibilita/resistenza allé&crapie hanno portato iI DEFRA(Departmen for
Environement Food & Rural Affgirnel 2001ad elaborare una classificazione del rischio

in base ai suddetti polimorfismi, suddividendo gli ovini in cinque categorie, indicate con
la lettera R seguita da un numero progressBecondo tale classificaziorla,caegoria

di rischio piu elevatd la R5 T vieneriservata agli animali con genotidMRQ/VRQ,
VRQ/ARQ, VRQ/ARH e VRQ/AHQ. E opportuno specificare che il riscpier il
genotipo VRQ/ AHQ @ soprendentemente pi%¥ ba
attribui bil e auinl idclusi hekdruppo RH GdssiedGro igenotipo
VRQ/ARR e sono a minor rischio di sviluppare la malattia rispetto agli animali del gruppo
R5. Gli ovini appartenenti al gruppo R3 posseggomo genotipo ARQ/ARQ o
ARH/ARH; sono animali mediamente resistenti &lerape, ma € necessario tenere in
considerazione che cio é strettamente legato alla razza in questione. Gli ovini del gruppo
R2, rappresentato dai genotipi ARR/ARQ, ARR/AHQ e ARR/ARH, sarebbero abbastanza
resistenti all&scrapie sebbene la lorprogenie posseollocarsiin una categoria di rischio
superiore. Infinegli ovini appartenenti al gruppo R1, dotatigéinotipo ARR/ARR sono
considerati resistenti all&crapieclassica naturaléGoldmann, 2008). Ciononostante

importante ricordare che la BSE e stpaodotta sperimentalmente in animali recanti tale
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genotipo (Hbuston et al.2003) e, come gia accennasmno stati descritti rari casi di

Scrapiein ovini dotati del genotipo resistente ARR/ARR, mentre & stato parimenti

di mostrat o | e cohfrert siaodellBcerapiesgetimentaintente indotta sia

della Scrapienaturale, di alcuni polimorfismi del ge®RNP diversi rispetto a quelli
present.i a livell o dei codoni 136, 1514, 171
e, in particolar modo, agli aplotipi AT137RQA4142RQ ARQK176 (Maestraleet al.,

2009 Vaccari et al. 2009).E inoltre interessante notacke la maggior parte dei casi di

Scrapiefi a t i ipsorgesebbero in animali di categoria-R3, e cioe proprio in quegli

ovini che mostrano una ridotta sensibilita nei confronti détleapiei c | assi cao. | n ¢
| soggett con genotipo AHQ/AHQ e AHQ/ARQ sono quelli in cui le forme atipiche di

Scrapig endono a prevalere, mentre | 6allele AF1
nei confronti d el kelea ALMLROs (Pia Guardo 20p59. Tdleo al |l 0a
classificazioneha subito nel tempo diverse modifiche e revisioni sulla base delle nuove
evidenze prodotte, in particolare per quei genotipi considerati meno frequenti nella
popolazione ovina e per i quali erano a disposizenase informazioni (Tabella 8).

L Obeettivo era quello di ampliare la comprensione del ruolo svolto dai diversi genotipi

nella suscettibilitd/resistenza alle TSE, al fine di attuare adeguate misure di controllo

nel | 6 a nlational&cragpiePlan (NSP).T a |l i mi sure si bansano su
piano di selezione geneticinalizzato al perseguimento dei seguentiedtivi: 1)

Eli mi nazione del | 6all el e VRQ dagl i all eval
del |l 6all el e ARR negl:i all evament.i aderenti

mont oni con genotipo ARR/ ARR; 4) Progressiyv
ARQ (DM 17/12/2004)Come gi = anti ci pat o, | 6effetto de
PRNPe variabile fra le diverse razze ovine. Nella ra€hevoit per esempio, i soggetti

omozigoti V136V e gli eterozigoti A136V sono suscettibilichlallengecon il ceppo

SSBR1 della Scrapie mentre gli omozigoti A136A risultano resistenti. Nella razza

Sufok | a presenza dell 6allele V136  molto r
presentao la maggio suscettibilita nei confronti detfealattia. Da questo punto di vista

la razzaSardasi comporterebbé& modo analogo alla razzuffolk(Goldmam et al.,

19H; Vaccari et al.,, 2001; Agrimi et al.,, 2003)lella razzaComisanasono stati

identificati polimorfismi del genPRNPIn corrispondenza dei codoni 112, 136, 154 e 171
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ed anche in questo caso é stata dimostrata una correlazione positiva tra il gendtipo Q17
e la suscettibilita all§crapie E stata inoltre osservata semjprguesta razza, la presenza
del | 0 &36,lamalogamevite a quanto osservato nella iMasaesen cui il suddetto
allele sarebbgresente in percentuale minore (Tabell&)n(Agrimi et al., 2003).

Il patrimonio zootecnico owtaprino conta in Italia attualmenteca 83 milioni di capi

ed in taleambi la Sardache costituisce, tanto numericamegt&nto econornsamente,

guella pu importante La Regione con maggiore attivita pastorizia € la Sardegna, che
detiene il 424 del patrimonio ovino nazionalseguita dalla Sicilia con circa il #2e dal
Laziocon il 106. AlbG uz z o, p ur paotichessirdadradiziane pagtorigia u n 0
attualmente si colloca solol aftavo postotra le Regoni italiane, con215.642animali

allevati

La frequenza delle razze facenti padel nostropatrimono ovino é rappresentata nella
Tabella n. 4, mentre i dati sulla consistenzapdgtimonio wino e caprino in Italia sono

illustrati nella Tabella n. 5 e nella Figa n. 7.

E stata inoltre dimostratg,i ©~ da mol t o t empo, | 6esi stenza
genePRNPa livello dei codoni 112, 127, 13138, 141, 143, 151, 176241, tuttaia, le

sostituzioni aminoacidiche a livello di tali codoni risultano meno frequenti e non sembrano
influenzare in maniera determinante la suscettibilita e la resistenza nei confronti della
Scrapie(Agrimi et al., 2003) Piu recentemente, i poliarfismi descritti a livello di altri

codoni, con particolare riferimento alla presedefia metionina al posto dell&reonina

o della leucinaal posto della fenilalaninaspettivamenteai codonill2 e 141 hanno

mostrato dconferireuna maggiore resistenza nei confronti d8taapie(Laegreidet al.,

2008; Gonzkez et al., 201R

Per quanto concerne la specie caprina, i dati sulla suscettibilitd/resistenza alle TSE sono
meno numerosi e consolidati rispetto a quelli disponibili @esplecie ovind.codoni 142

e 143 potrebbero modulare, in questa specie, la suscettibilita e la resiste Szazgia

come dimostrato daisultati ottenuti sia in seguito a prove sperimentali (Goldman et al.,
1996), sia in corso di infezione naturgillins et al., 2002) Piu in particolarej

polimorfismi N146S e N146D sarebbeassociati ad una maggior resistenza nei confronti
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dellaScrapienaturale (Papasavvtylianou et al.2011) Sono stati finora descritti vari

polimorfismi nella specie caprina: 1142M, H143R, QR2e P240S. Polimorfismi silenti

sono stati inoltre dimostrati a livello dei codoni 42, 138, 219 e 232 (Vaccari et al., 2006;

Acutis et al., 2008). In generale, 8 dei9imorfismi del gen®RNPdescriti nella capra

hanno una distribii one Acosmopolitao (P240, R143, S1
S146) el almeno 5 di essi sarebbero in grado dimodulaee suscetti bilit”™ d
confront delle TSE (Vaccari et gl2006; Di Guardp2015).

Nella specie bovina, al contrario, i polimorfismi del gdP@NP non risulterebbero
correlatialla suscettibilita @ alla resistenza nei confronti della BSE (Goldmann, 2008).
E importante perd sottolineare, a questo proposito,; plaimorfismi che riguadano i
codoni M112T e L141F sarebbetin grado, rispettivamente, di conferire maggior
resistenza nei confronti della BSE in ovini britanni®aunders et al.2009)
aumentandone al contemfaosuscettibilita nei confronti dell&crapieatipica (Moum et

al., 2005)

Per quanto riguarda la suscettibilita genetica dei cemeidionfronti della CWD, gli studi
sono tuttora in corsom@trebbero fornire una serie di dati importanti per il contradétba
malattia, almeno neglstati Uniti. Gme dimostratan altre specie sensibili alle TSE,
infatti, la suscettibilita alla CWD dipende in larga misura galimorfismi presenti a
carico delgenePRNP A tal proposito, netervo mulo, i polimorfismi presenti a livello
del codone?225 codificante per la serina o la fenilalaninanfluenzerebberola
suscettibilita nei confronti dell@WD: una prevalenza dell@WD 30 volte maggiore &
stata infatti documentata in animakozigoti per la serina in posizione 225 rispetto agli
animali eteozigoti, nei quali il tempod i@cubazione erisultato ben piu Iogo.
Polimorfismiaddizionaliai codoni 95 ¢lutaminao istidina), 96 (ficina o serinae 116
(alanina o glicina)sono stati altresi segnalaiel cervo a coda biancgDdocoileus
virginianug (Heatonet al., 2003;Johnsoret al, 2006) Il genotipo QGA ¢ piu frequente
nei cervidi affettida malattia rispetto al QSAdghnsoret al., 20030'Rourkeet al., 2004)

Il cervo delle Montagne Rocciog€ervus canadensis nelspninvece, presentana
sequenza codificante che é polimorfica in corrispondeetaodone 132 (metionina o
leucina)(Schatzl et a).1997 O 6 R o etrak ¥999. A tal propodio, studi sperimentali
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(Hamir et al., 20060'Rourkeet al., 2007)ndicanoche i genotipi con gli allelil32LL e

132MIL sarebberqiu resistenti nei confronti della CWD, mentre igidividui 132VIM

omozigoti sarebbero maggiormergescettibili neiconfronti della malattigFox et al,

20069. Sebbene nessugenotipo sia irgrado di fornireunaresistenza completgualora

I p e meulmariame ed&patogenesie | | 6 i nf ezi one ne risultas:c
influenzati,come avviene nell&crapieovina, cio potrebbe avere importaimiplicazioni

ai fini dello sviluppo di strategie di gestione sanitaria e di contratiohe nei confronti

della CWD (Landini & Di Guardo, 2013)

Anche nel topo, la suscettibilitd/resistenza nei confronti @altapierisultano influenzate

in maniera determinante dal geRBRNP.Comegia accennato in precedenza, infatti,

guesta specie sono stati identificati due diversi alllRNRa e PRNRD, in base ai

polimorfismi presenti a livello dei codoni 108 e 189, associati rispettivamente ad una
maggiore 0 minore suscettibilita alkrrapiesperimentalmente indotta (Westaway et al.,

1987; Moore et al., 1998). Inoltre, grazie ad una serie di approfostditi condotti

s ul | 6 aMywedescgtaredus)d statoadimo st r at o ¢ h specigrisdterabldeu | t i ma
essere molto sensibile nei cooriti dellaScrapiefi c | as s i cRRBPRd ell Il 6cqaerve c ol &
infatti, presenta un sito polimorfico a livello del codone 109. | soggetti omoXIgoO9OM
mostrano tempi d Gispetto ai $oggetii etenorigotpM1081 (Agrirai eti

al.,, 2008)Unu t eri ore studio effettuato in paral/l
una serie di interessanti risultati. E stata riscontiafatti, una diversa suscettibilita nei
confronti del | e opoSdal mbmeato dhélaprima delle tuwecitade i |t
specierisulterelbe maggiormente sensibile alfcrapie mentre sarebbe resistente alla

BSE. Tale stuazionenon sarebbe dissimile, in linea di massima, rispattquanto

osservatonei corrispondenti modelli muri d ifezione sperimentale. Estato altresi

rilevato chei polimorfismi a livello dei codoni 154 e 169 del geARNPsarebbero in

grado di conferire unamaggiooe una mi nor e susc e tiffezidne,| i t - r
con successivo sviluppo di diversi fenotiplinico-patologici in relazione ai differenti

ceppidi agente prionico inoculati nelle arvicole oggetto di indagigrimi et al., 2008).

Infine, per quanto concernde TSE umane, sono state descritte oltre 20 mutazioni

puntiformi a livello del gend®RNP, alcune delle quali associate inevitabilmente alla
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comparsa di malattia e responsabili, pertaaédio sviluppo di quelle forme ereditarie che
col pi s c oqualifCI® GICEEI (Prusiner, 1998).

E interessante notare, a tal proposito, che la vCJEolmto pressoché esclusivanten

soggetti con genotipo M129M; pertaraache in questi caspolimorfismi del gen€®RNP
giocherebberain uolo determinante nel moduld® suscetti bilit”™/resis
nei confronti dellanalattia (Ghani et al.,ad0).

Per concludere, é utile sottolineare ,at@n ogni probabilitéa suscettibilitaresistenza nei

confronti delle malattie da prioni non pud tewe spiegazione esclusivamente

nd | 0 e s i wna semad polimbriismi del gend’RNP, mache goda piudsto di una
sufficiente base di plausibilit”™ biologica
di natura genetica possa contribuire a modu
confronti delle TSEDi Guardo, 2015).

CATEGORIA .
GENOTIPO SUSCETTIBILIT A/RESISTENZA
DI RISCHIO
ARR/ARQ
ARR/ARH 2 Genotipi resistenti
ARR/ARQ
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AHQ/VRQ
ARH/VRQ
ARQ/VRQ
VRQ/VRQ

Genotipi molto suscettibili

Tabella n. 2: Classificazione delle configurazioni alleliche del gé&NR a livello dei
codoni 136, 154, 171, in rapporatia suscettibilitd/resistenza nei confronti d8lerapie
ovina secondo iNational ScrapiePlan (NSP, UK, 2009).

Alleli % Riscontrabile nelle diverse razze
eli

Sarda Comisana Massese
V136R154Q17] 0] 99 4.4
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Al136R154Q17] 551 44 6 47 6
A136R154R171 39 414 459
Al136H154Q17] 45 41 1.7
A136R154H17] 14 0,0 0,3
Numero ovini
o 485 111 147
esaminati

Tabella n. 3: Frequenza dei polimorfismi del ge®RNP in ovini di razza Sara
Comisana e Masse in diversgreggi italiani (Agrimi et al., 2003).

RAZZA FREQUENZA %
Sarda 51.8
Comisana 131
Bergamasca 2.8
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Bagnolese 2.0

Biellese 1.4

Laticauda 1.0

Gentile di Puglia 0.9

Pinzirita 0.6

Altamurana 0.2

Barbaresca 0.2

Fabrianese 0.2

Jura 0.2

Carsolina 0.1

Sopravissana 0.1

Ovini meticci 17.6

Tabella n. 4 Consistenza numeriakelle razze ovine in ltalia.

REGIONI OVINI CAPRINI TOTALE

Sicilia 882.971 139.628 1.029.000
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Lazio
Toscana
Calabria

Puglia

Basilicata
Campania
Abruzzo
Lombardia
Piemonte
Marche
Umbria
Trentino A.A.
Veneto
Molise
Emilia Romagna
Friuli V.G .
Liguria
Valled 6 Ao s
TOTALE

717.311
409.528
272.950
266.677
257.448
213.068
196.411
117.683
120.201
146.861
113.774
76.981
73.139
76.524
60.072
21.604
13.401
2.443

6.965.753

47.409
24.738
151.189
69.072
63.062
50.095
18.255
89.502
80.853
9.656
7.045
36.741
22.340
10.005
16.621
7.287
11.644
5.300

1.158.367

770.494
435.795
426.995
335.816
323.997
264.869
215.642
210.961
203.950
157.462
121.152
115.549
96.170
86.407
76.793
28.885
25.097
7.784

8.337.193

Tabella n. 5: Consistenza numerica del patrimonio-og&prino su base regionale; valori
calcolati al 31 Gennaio 2016 sulla scorta dei censimenti effettuati o, in alternativa
mediante i registri di stalla B D N Asagtafe Bootecnica istituita dal Ministero della
i | zoapidiNatticb sperime@ritai@tGi. t Cta@ or al e 0

Salu e presso
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Fig. n. 6 Configurazioni spaziali della Pt relazione alle diverse configurazioni
alleliche del gen®RNPnella specie ovina (Eghiaian et al., 2004).
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Numerosita ovini
1-50000

50001 - 100000
I 100001 - 500000
I 500001 - 1000000
I 1000001 - 5000000

Fig. n. 7: Numerosita deglovini allevati in Italia per Rgione (Regioni e Banca Dati
Nazionale, BDN).
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1.2 LA SCRAPIE OVINA

1.2.1Epidemiologia e modalita di trasmissione

La Scrapieovina € una malattia neurodegenermtoronica, a decorsoesorabilmente
fatale che colpisce la pecora e la capra (segnalata anche nel mudtoasciuta fin dal

XVIII secolo e considerata unanementd | Aprototipoodo delle TSE (

Scoperta per la prima volta in Inghilterra nel 1732, si e diffusa molto probabilmente da
allevamenti di pecoréMerinosdel | a Spagna verso | 6Europa C
movimentazionedi animali durante la fe pre | i ni ca del |l 6i nfezione.
mal attia ha assunto una diffusione cosmopol
Zelanda che pur possedendca | | 6i nt er no d animaliaportatayipddo | azi on
polimorfismi del genePRNP in grado di conferire suscettitd nei confronti della

Scrapie risultano ad oggi indenni dalla patologia (Detwiler & Baylis, 20Q3).sua

diffusione, unitamente alla continua evoluziodella sua distribzione in ambito

territoriale, hanno consentito di affermare cheSerapie e una malattia infettiva

contagiosa. In Italia e stata diagnosticata per la prima volta da Cravero nel 1976 in un

gregge di pecore di razBiellesedella provincia di Cuneo (Crak@ et al., 1977) e per

molti anni la situazione epidemiologicarelatavd | a di f f us i nelleédiverdee | | 61 nf
Regi oni italiane  rimasta s c otiaisl@alia@ala . Loir
1995 al 2015p , | 6andament o | che Isltae sprae vea | lebnaznad admeeln t ¢

focolai di Scrapieovi-caprina nel nostro Paese solastrati nelle Figy. nn. 8-11.

Uno dei fattor.i che con ogni probabilit”™ he:
circol azi one de llal pboapgoel natzei omat oogveinmdaazone i | per
insolitamente lungo che caratterizza3arapie Eso € influenzato, come gia esposto
precedenza, dal ceppo prionico responsabil e
vari polimorfismi del genePRNP controllerebbe la dinamica della replicazione

del | 6agent e. UBRRNP a maIntt rei afl atgeomre genetici
modificare la duratal e | per i odo e staioi dmostrdioaiafattio in @n;caso di

Scrapiesperimentale murinache e t o n 0 u n multiplee quanttative trait fo@
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situati all 6i nt er no 12ddel itopoc(Di Guamc@L§).i Restam 6 , 7,
ancoradachiarre ut t avi a, ¢ u dfeizionesnoneghe te vi¢ & elihimaridneé d 6

d el | 6patggenotideme di comprenderna fondo le modalita di diffusioné questo

proposito e stata documentata da tempo, in condizioni naturali, la trasmissione orizzontale,

I n cui | 6i nfezione si reali zza principal me
Pattisoretal., 1972, 1974Foster et al., 2001a).

Lébapparato gastroenterico rappresrecacea uNnoO
del | agent e <c aus alessere esdieto atfravarso & lfebi €Detwilerr& ant o
Baylis, 2003; Aguzzi & Heikenwalder, 2006; Mabbott & MacPherson, 2006; Safar et al.,

2008). Gli studi effettuati negli ultimi anni, graaechea | | 6 ausi | iRotethel | a t e
Misfolding Cyclic Amplificatio (PMCA), mediante la quale é stata accertata la presenza
diPrP°nel |l e feci di ani mal i infetti, hanno co
2011).C interessante notare, $a@gr hioJogicibdsati me di ar
sul | 6i mpi B ganchd di appropdiati tesnmunologici,alcuni Autori hanno
dimostrato la presenzadiPfR 1 | 6i nt erno del l e feci, sia dul
sia quando la malattia giungeva agli stadi terminali. In particdlaaggi biologicihanno
documentataalti livelli di infettivitanelle feci di animali infettati per via orale, ma bassi

livelli di infettivita in seguito a infezione per via intracerebradergraperitonea. Questo

dato potrebbe suggerirghe in seguito ad ifezione per viaorale [6 agent e pri oni
potrebbe essere alberga&it essere escreattraverso il tratto gastemtericogia durante

lafasepre!l i ni ca del | 6i rchHe &awia di tnasmissiané domdizionarébbef at t o
inmanierad et er mi nant e | aziomestdssa gdt coressguenzdaevialdidé i n f

escrezione del prione (Safar et al., 2008).

Gli studi condotti negli anni passati avevagia consentitali ipotizzare che le ghiandole

salivari potesserosvl ger e un r u odeltaScnapi¢ ancheesmanrera gtatao n e
dimostrata la presenza della PrRelle stesse o nella saliy®ascellari et al., 2007)
Quest.i studi , infatti, avevano rivelato | a
PRNP con conseguente sintesi di Pr®livello delleghiandole salivari (Hermann et,a

2000). Attualmentesi ritiene che la saliva possa rappresentaremportante mezzo di

di f fusi one dSerapiesiagazia ¢ll@ documdntata presedzafettivita
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nella saliva di cervidi CWEBnfetti (Mathiason et al., 2006}§ia grazie alla dimostrata

presenza dPrP*nelle ghiandole salivari di ovini sperantalmentenfetti (Hermann et

al., 200Q Vascellari et al., 2007 In uno studio condotto successivamente, mediante

| 6ausilio della tecnica PMC%Hnsecretidellaeavita di mos
buccale di pecore affette &&rapig(Maddism et al., 2010).

E oramai opinione comune che la placenta di animali infetti rappresenti la pit importante

fonte di infezione, nonché di contaminazione ambientale. Nel lontano 1974 Pattison gia

aveva dimostrato, infatti, che somministrando placente premgrda pecore infette ad

altri soggetti sani, questi ultimi sviluppavano la malattia (Pattison et al., 1974).
Successivamente, Odera (1993)pur non avendo rilevato mediante WB la presenza di

PrP nella placenta di due pecore affette Staapie osservo che inoculando materiale
placentareproveniente da tali soggetti itopini dalaboratorio, questi manifestavano

sintomi neurologici riferibili appunto all&crapie confermando@s 3 | 61 ndleet t i vi t
distretta Si comprese, quindi, che il parto potesse rappresentare un momento cruciale ai
fini dell a trasmissione orizzontale dell 6in
dalla placenta, la quale pud veicolare notevoli quantita df°PaRche in animali

asintomatici, determinanda contempo la contai nazi one ahbientet t a de
circostantgRace et al., 1998; Tuo et al., 2001, 2088dreoletti et al., 2002).

Le cellule trofoblastiche multinucleateolto probabilmente svolgono un ruethiave nel
mantenimento della PfPa livello placentargLacroux et al., 2007). Etato altresi
dimostrdo che la placenta di tamimaleinfetto pud albergare o mef®sP°anche in corso

di successive gestazioni e cio sarebbe in diretta relazione con il genotipo del feto (Race et
al., 1998)In particolare, e stato osservato che pecore portatrici di feti con genotipo Q171R
sono risultate resi siPE®A(Tuoeta.)2008;,Santacimetdl.o pl ac
2010), mentre pecore affette S8arapiee gestanti feti con genotipo ARQ/ARQ sarebbero

in grado di accumulare PR livello placentare ceanimali con feti dotati di genotipo
ARQN(176)/ARQK(176) o ARQ/ARR noresebbero in grado di albergd?e™a livello
placentare. Inoltre, gli stessiutori hanno suggerito che anche i polimorfismi prasant

livello del codone 141 possa influenzare laleposizione placentare di PfPInfatti, &

stato ossevato che in fetovini portatori di polimorfismi del geneRNPdiversi da quelli
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presenti a livello detodone 171, si pud avere un mancato accumulo placentareSéi PrP
(Santucciu et al., 2010).

Anche nella capraQapra hircug in corso diScrapienaturale la placenta albergherebbe
notevoli quantita diPri®( O6 Rour ke et al ., 2011) .

EO smchepoti zzato che | dagnel |l o iipepaiaLacontr ar
trasmissione nella fase puerperale st at a sugger i tagnelimatidlabosser v
pecore gravidenfette sviluppavano la malattia molto precocemente rispettoadgli

(Dickinson et al., 1976).

Per quanta@oncerne la trasmissien v er t i ¢ al ei dali sond pluitostécarss i o n e
Foster (1992)mediante itrasfermento di embrionidig®é gi or ni doet”™ da pe
daScrapiea pecore sane, aveva osservato la malat6aagnelli su 20, affermando quindi

che la trasmissione dalla madre alla prole potesse avvenire precocemente. Al contrario

uno studio simile(Foote 1993) non vennero riscontratiasi diScrapiein discendenti

ottenuti trasferendo embrioni da pecore donatrici infette a riceveane.
Successivament@) ulteriori studi(Foster et a).1999, 2004 iafezione sperimentale su

capre epcore con | 6bagente dell a BSE, non si
del I 6i nf ez i onSHudisweagnellnatada madn affetteSkerapee da madri

sane hanno messo in evidenza che non esidiein realta alcuna differenza nei confront

delr i schi o di c olnfatt l@primesposltiita atlaf PEPndgloagnellisono

state osservate a partire da 20 agcheodeln i doet
Peyer, a supportdel fattoc he | 61 nf ez i o n epemnviawertiale, manelal i zzer
periodo perinataléAndreoletti et al., 2002)in un altro importante studioGarza et al

(2011 hanno dimostrato la presenza di ®riel liquido amniotico @ in alcuni tessuti

fetali di ovini affeti da Scrapienaturale a dimosizionedella possibilita di trasiesione

verticale.dell 6infezione

In un recente studio del 2013, imd, infettando sperimentalmenpecore gravide di razza
Cheviotcon genotipd/RQ/VRQ e VRQ/ARQ (in cui l&5crapienaturale era etemicg
con il ceppo SSBP/1 dBcrapie e statoosservato che la trasssione prenatale

del | 6i nf e passibie@ellspaaorénipdrtieolarelo scopo era quello di studiare
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la trasmissione verticale dellacrapiesperimentale utilizzando tecniche eémbrye

tranfer, in modo da trasferire gli embrioni in madri surr@gyegcanti sia genotipi sensibili

che resistenti, fornendo quindi preziosenformazion anche sulla suscettibilita nei

confronti dellamalattia.l seqi clinici della malattiasono comparsi nella prole, ma la

prova dell édinfezione da SSBP/1 =~ stata trov
genotipoPRNPcompletamente sensibi(Foster et al., 2013pela trasmissione verticale
dellaScrapieg passibile, resta da chiarire con qualicnanismi questa possa avvenire. La
morfologiaplacentae della pecora, infatti, rendificile la comprensionéei meccanismi
attraverso i quali | 06infeziGhstgiclpedtpsssadbbe tr a
hanno dimostrato la presenza di ®riei tessuti placentari ovini (Andreoletti et al., 2002;

Tuo et al., 2002; Alverson el.a2006) implicano che ci debbsssere una qualche

comunicazionetramadredf®@ che possa spiegare | & trasmi
tal proposito, molto interessarippai ono quell e zone all dinte
| 6epi tel i o ditessutvmateli iappaiomogiustafpasti. le queste zone,

definite ematomj le cellule del trofoblasto sono coinvolia processi di fagocitosi di
macromolecole e soprattutto di eritro¢Burton € al., 1976; Santos et al.,1998 sangue

materno che fuoriesce idzapillari edaaltri vasi sanguigni maggiorBlrton et al., 276)

si accumul er ebbe detle &ldelondt! el rof aarcccal t aastitniaat nedr annod o

| a z o enatofdge.|QUuidtre agli eritrociti, le cellule del trofoblasto fagocitano anche

leucociti materni, cellule epitelialidealtre cellulecircostanti (Myagkaya &Schellens

1981).In linea teorica, questa zona potrelaibehe consentire il passaggice | | 6i nf ez i on
dalla madre al feto, considerando che il sendi animali corScrapiein fase preclinica

di mal atti a pr e snetivitde(Moasobetal.22D08)i | i vel | i dé

Una fonte alternativa di infezione in utero potrebbe essere, come gia detto, il liquido
amniotico che pur non presentando altilivellidi¥®fot r ebbe vei dald are | 0i
madre al feto durante la fase di dégluzi one f et al etimctereo davvi ene
gravidanzaE statodimostrato infatti, chefeti ovini nell'ultimo terzo della gestazie,
possonadeglutire 26200 ml di liquidoamniotico in 27 occasioni congeitive algiorno

(Bradleyet al.,1973); questa ipotesembra andaré 6 a c cowmdd 6 osservazi one
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PrP°°sarebbe@r esent e mol to precocement,eosiadme 6i nt er

In altri distretti del tratto gastrentericodi agnelli neoati (Andreoletti et al., 2002).

La via inalatorigou0 altresi costituirenu | t er i or e modal i t”™ .di acqu
Numer osi studi, i nfattiSa lidethocdellaneuoosaanasale | 6 a ¢ ¢ L
(Coronaet al., 2009, consentendd | i potizzare che | 6infezion

via aerogena (Haybeack et al., 2007; Hamir et al., 2008javia, anche se ad oggQi
meccanismi di diffusione dei prioper via respiratoria non risulterebbero totalmente
compresi, un reentestudio sperimete del 201&ffettuato nella specie murina ha potuto

dare conferme a quelle che negli anni precedenti erano solo ipotesi. In questo studio sono
stati utilizzati topiwild typee transgenicprivi di linfociti B e T, cellule NK, fattoi del
complemento &DCs nonchéopi Tga 20 sovraesprimenta PrF. L6i ndfqaesti o n e
animali attraversoaerosol si € dimostrata efficace, coinvolgendo le vie nervose
direttamete, senza cioe una preceddase di replicazione negli organi linfoidRertanto,

un sistema immunitario funzionalmente intatto non sarelfsttamente necessario per

| 6i nfezione aerogen&01§.a pri oni (Haybeack et

Ancora piu ineresanti sono, in tale ambitagyna serie di ulteriori studi che hanno
dimostrato la presenza di PfRn distretti che normalmente non costituiscono sedi di
accumulo della proteina prionica patologica, quali il rene, la mamneilgpelmone di

ovini con Scrapieo affetti contemporaremente d&crapiee VisnaMaedi (Ligios et al.,
2005;Siso et al., 20062007; Siso et al., 2008; Salazar et 2010; Ligios etl., 2011).

L attenzionalegli studiosi sopra citati si € concentrata in particolar modo sul ruolo svolto

d a wriha@ daisec e t i mammar i (colostro e | atte) nell

La concomitanza diel cosiddette patologie pelfiammatorie con la presenza%frapie

e |l a persistenzal r es iestdrmo rap@esahtaro in patesion i nel |
due pumi fondamentali che vale la pena approfondire. malattie inflammatorieg in

particolar modo &une di quelle a decorso cromjcallorquando concomitanton la

presenza dbcrapie possono agi r e edamplifecatdidntmshissione; at or i 0
espandendo la distribuzione tissutale dei prioni. Uno studio condotto nel 2005 mediante

|l 6utilizzo di m o, diveValgia anticipatqueasto dato e dimostid@e n i c i
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in particolareche le inflammazioni linfocitarie croniche possosvolgere ummportante
ruolo nella diffusione dei prionimodificandone le vie naturali di eliminazione
(Heikenwalderet al., 2005; Seeger et al., 2005).

Questo dato e stakuccessivamenteonfermaton e | | 6i nf ezi one natur al e
condottida Ligios ¢ al. (20093.

Loindividua¥dlolnti rdtedrimo PdePl | e urine ~ stata
medi ante | 6ut i | i ettmab sudopirarsgeioiNiel 2005, infattg @stami e f f
dimostratda presenza del prione @fiterno delle uringli topi durante gli stadi preclinici

e clinici di Scrapiee, soprattutto quando gli stessi animali erano contemporaneamente

affetti da nefrite linfocitaria, oltre ad av@ocumentatda presenza di infettivitaelle urine

(Apr i onur iswdogsi,hangolanchesconeluss ahe la malattia infammatoria del

rene in soggettbcrapiei nf et t i pu, aume n tSatraverdo eariné mi nazi
(Seeger et al., 2005Questi dati sono stati successivente supportati da un altro studio

speri mentale che, medi ante | 6utilizzo del |l e
biochimica di Prf° nelle urine dihamsteraffetti daScrapiein fase termina. In questo

casq la PrP°¢ stata rilevata in una frazione di urinecalte mediante filtrazione, cosa
chepotrebbe indicare che la stessa¥®g®ssa essere associata a cellule come leucociti o

cellule epiteliali dei tubuli renaliE importante sottolineare che questod# ha anche

dimostrato la presenza di Pfmelle urinedi animali senza malattie infiammatorie del
reneindicandq che cio sarebben prerequisitoindisp ensabi | e peagenescr ezi o
prionico (Murayama et al., 2007). Successive indagini hannwsliato la presenza di

infettivita nelle urine di cricetiScrapieinfetti che non presentavano alcun tiplo

i nfi ammazi onoeganaesaeworei o nddl® &l | 6i nterno del |

del parenchima renale (Gregori et al., 20@8nzalesRomero et al., 2008).

La potenziale infettivita dei seeti mammarié stata oggetto di dibattito penolti anni
all 6i nt er no ciergificdedi rishl@atirottenuti in“passato, basati sia su saggi
biologici che su dati epidemiologici, ditavanochiaramente che colostro e latte non
potessero rappresentare mezzi importanti di diffusione delle (P8t&Eson & Millson,

1961, Wilesmith& Ryan, 1997).Tuttavia diversi studi hanno dimostrato in modo esplicito
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la presenza di prioni nel latte dvini Scrapieinfetti. | primi dati sul ruolo potenziale di

| atte e colostro nel |l 6ep,cdnemia préecedgnitementge | | 6 1
esposto, sul riscontro @rP°al | 6i nt erno dell a ghiandol a ma
con | 6 a g Sadpie e affette lcentemporaneamente da mastiti a carattere

linfoproliferativo (Ligios et al., 2005)Studi successivianno evidenziato la presendia

infettivita nel latte u t i | | aimeatazione plieagnelliinén affetti Gcrapienati da

madri Saapieinfette, dimostrando chiaramertieei secreti mammari costituirebbeun

importante fontedi eliminazione dél 6 agent e pri oniaccomumdella conseg
stessa PfPal | 6i nterno del s i ddegk agaelli (Konoldl etrale t i c ol a
2008).In seguito,la presenza di infettivité stata dimostratael latte di oviniaffetti da

mastiti a carattere linfoproliferativo coronseguentdormazione di follicoli linfaici
ectopici C 0 me infezionesda girusedella Maedisnd. Ingarticolare é

stata documentata presenza di infettivitael latte di ovini fino a 20 mesi prima delle
manifestazioni cliniche di malatti@on specifico riferimento aahimaliappartenenti sia

al genotipo VRQ/VRQ sia agenotipo ARQ/VRQ. Mediantd 6 ut i | i zzzo di [
biologiche condotte stopi transgenicie stataaltresi dimostratéa presenza dnfettivita

nel colostro e nel latte provenienti da animali non affetti da mastiti croniche
linfoproliferative,indicando che tali lesiomnfiammatoradella ghiandola mammaria non
rappresenterebberm prerequisiion ecessari o ai f i nijinfirkcdal | 6 esc
comprovata presenza@iP¢in tutte le componentiel latte analizzato (frazioni cellulari,

crema, caseina del siero) pone unaesdriimportantinterrogativi in merito al rischio di
trasmissione all uomo di agent.i p-casearn i ci a
ovini nonché di altre specie animali, oltre che in merito al rischio per gli stessi animali,

sia direttamentesia attraverso la presenza di detivati del latte nei man@iatroux et

al., 2008 Ligios etal.,, 201t Unat r o st udi o del 20009, basat o ¢
PMCA, ha altresi dimostrato la presenza di¥nl latte di ovini infettsia duranted fasi

pre-clinica e clinica(Maddison et al., 2009).

| meccanismi eiraverso i quali i prioni possono essere escreti attravielatbe risultano
essere, tuttavia, ancora poco chiama delle ipotesi atiguardosostiene che la PYP

possa essere trasportata mediante processi di esocitosi da parte delle cellule, epiteliali
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oppure attraverso la secrezione da parte di ghiandole apocrine deputate alla peatiuzion

globuli di grasso (Didieet al., 2008). Etatoaltresiipotizzato chéd a g e nt epogsa i oni c o
raggiungere la ghiandolmammaria attraverso la via ematogena. E noto infatti che la

PrP, durante la diffusione nlal circolazioneematica(Hunter et al., 2002; Terry et al.,

2009) risulta associata ad alcunemponenti del sanguehe verrebberpoi escrete nel

colostro enel latte, tra cuii macrofagi CD68+ Queste cellule si localizzerebbero

all 6i nt er maa ndirenhatiaain cgritamitamza ctm presenza di PfPe di

contestuali lesioni mastitiche. Cio darebb v a | dpotesi clel & ¢atologie
inflammatorie della mammellpossano i n qualche modo ampl.
del 6 a g e nt attraperso iseclietcntammariuffavia & stato anche osservahela
mancata presenza di c el | umnearioQéngctudeblbel 6i nt er
| e&rezione dei prioni attraversoldtte, indicandoche oltre alla via ematogepassano
esisteranolteplid e differenti vie di eliminazione dei prioni mediante i secreti mammari

(Lacroux et al., 2008).

La presenza di infettita e stata dimostrata anche nel sangue di un carenouli specie
animali infettatesperimentalmente o naturalmente tra cui roditori (Brown et al., 1998;
Brown et al., 1999), cervidi (Mathiason et al., 2006), pecorrigtbn et al., 2000), capre
(Dassangake et al., 2012)e primati non umani (Bons et al., 2008. importante

sottolineare, a questo proposithie nel caso della vCID umastano stati riportati 4 cas

di t r asmi s s i onnseggetteHe lavivamofrieezuio erasfesioni di sardpie
donatori asintomati ci . ipddasi, chesilugapoer possa gr and
rappresentare un eltr i or e mezzo di d pribriica(slawelymetald e | | 61 n f

2004; Pedenet al., 2004,Wroe et al., 2008 Piu di recente, saggi biologici effettuati

medi ant e | 6 ut gehici,hanoo rivtiato la prgsenzatdirirdettigta in alcuni

campioni di plasmai persone affette da sCJD e vCIDo(etet al., 2014). Anche se i

titoli infettarti nel sangue sarebbero molto bassi rispetto a quelli presenti in altri tessuti

la documentatérasmissional e | | 6o mé ea sieogulazioneodi agppeerialguéalche

centinaio di microlitri di sangue intef®crapieinfetto per via intracerebrale (IC)tapi

sersibili, indicherebbechela tras mi ssi one del |l 6i nf e passane medi

esseramolto piu efficiente rispetto a quanto ritenutgoimssato (Andreoletti et al., 2012).

63



La distribuzione dell 6i nf et tanaalmente variare i con
da specie a specie e da prione a prione. In effetti, mginsridi precedenteffettuati su

roditori (Brown et al., 1998), primati (Bons et al., 2002), ceniidathiasonet al., 2010)

e pecore Kloustonet al., 2008)avevano chiaramente dimostrato che almeno parte

del Il 6infettivit?’ f osse assoctieatstatardevatag!| ob ul
infettivita anche nelle piastrine di topi vCdifetti (Cervenakoveet al., 2003), cervi

CWD-infetti (Mathiasoret al., 2010)pecoreScrapieinfette (Lacrouxet al., 2012) e BSE

infette (McCutcheonet al.,, 2011).1l rilevamento d 6 i tivifa etionica, sensibile e

specifico alivello del sangue rappresenta un fondamentalerggeisito al fine di

progettare nuovi test ddiagnosi precoce e non invasiviagpnchéper migliorare la
sicurezzanelle procedurali trasfusione disangue e eljli emoderivati,oltre cheper

studiareldi pr i one mi a -dpgneeoténee/ | al gdbeunot neo  e(Hafliez gtlali, ani mal
2014).

Un'altra importante via di trasmissione degli agenti delle TSE e stata identificata in quella
latrogena, in passato ritenuta responsabile di gravi epidemie. Un primo episodio di questa
natura si verific,, infatt.i alasoangrsirazeneni 040
di un vaccino inattivato nei confronti dellasouping Ill contaminato dal prione della
Scrapie(Gordon, 1946)Pi 2 recent ement e, | 61 mpi ego di L
Mycoplasma agalactiae st at o messo i n rdedumezosidooowi c on | €

di Scrapieovina e caprina in italia (Agrimi et al., 1999).

Non  not a, al mo me n t carriersd) @asnwiinatidi,evverd ai  d | por
soggetti che siano in grado di diffondere efficacemente il prione Setkpie senza che

| 6i nfezione si trasfor mi in malattia <c¢lini
carriers avrebbe delle ripercussioni epidemiologiche molto rilevantimetterebbe in

di scussione | 6efficacia dei pi ani di sel ezi
dellaScrapig(Detwiler & Baylis, 2003).

Un altro fondamentale aspetto r ilggatcealadant e |
persistenza/resst enza del | 6agent e i Unfpréamoesperimenta el | 6 a m

in talecontesto fu effettuato da Grieg (194D)juale osservaéhe, pecore sane stabulate
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in un ovile chiuso che aveva precedentemente ospitato aniBwhpieinfetti,

svilupparom la malattiain assenza di alcuipo di contatto tra animale e animale (Grieg,

1940).G i studi di Pattison e Javevam®onsentiwdil ent i @
ijpotizzarec he | 6i nfettivit”™ potesse p)Solameate si nel
nel 1991, pero, furono effettuati iipn studi sperimentali il cui loiettivo era quello di

vad ut ar e | 01 n fcampibni di Suslo’in cui era statbungerratomper oltre 3 anni

| 6encef al o di SeapigBrown et al, 1301).Mati abnopiu daedi in una
piccola fattoria dell ol sl anda, precedentem
pressoch® assoluta cer tgerzamenollGanm (&eosmssent en z a
et al., 2006)! primi lavori sistematici in t& contesto mettevano in evidenza come |&PrP

possa interagireon terreni agricoli differenti per caratteristiche fisiche, chimiche e
biologiche,una volta che gli stessi sia stati messi a contatto con campioni di tessuto
cerebrale ottenuti davini Scrapieinfetti (Leita, 2006).Altri studi effettud i all 6incir
nello stesso periodbanno voluto approfondire le conoscenze sulle proprieta fisico
chimiche dei terreni che potrebbero essere
suolo. E coks analizzando approfonditamente minerali quali monthaenite, caolinite e

guar zo, S i T~ compr es o S digerme dnéha daeqrofrietandt nt o  d
superficie dei materiali. Oltre ai suddetti materiali, risulta estremamente importante il
conportamento delle argille nel veicol are |
proposito, ad oggi, la presenza di infettivita nei vari materiali puo essetata sia

utilizzando appositi saggiin vitro, quale ad esempita StandardScrapie Cell Assay

(SSCA) (Genovesi et al., 2007), sia saggi biolodsgirian hamstgr anche se i primi si

sono rivelati i metodi piu semplici e affidabili. In seguito, grazie all ausilio di lisimetri, &

stato dimostrato che la Pipuo persistere nel terremer oltre 21 mesicomprovando

con questo che la diffusione dei prioni pud avvenire anche attraverso le acque reflue
(Seidel et al., 2007)Studi piurecenti hanno inoltre documentatoh e | 6 esposi zi O]
pecore ad un ambiente contaminato durante il padofficiente a causare la malattia e

che i pascol.i possono mantrenerdo plodil mfae tl toint ia
deglianimali infetti (Dexter et al., 2009puccessivamente € stata presa inidenazione,

da parte di alcuni Rercatori,lapossi bi Il it™ che | 6infettivit?@

solo dal suolo, bensi dai cosiddditif o mi vale a direquegli oggetti e materiali,
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utilizzat:i routinariamente alldinterno degl
del | 61 th gposito stuelio ha dimostrato, in propostoe | 6i nfetti vit?’
possa essere veicolatargainzioni metalliche o in legn@osi come daggetti in plastica

(Maddison et al., 2010A conferma di cio, uno studio del 201i8, vivo, hadimostrato

come, diverse superfipr esent i all 6i nterno degadni all ev:
mangiatoie etc), utilizzateda pecoreéscrapieinfette 8 settimane primaleén cui era stata

dimostrata la presenza di PfRnediante la tecnic®MCA, sono statein grado di

t rasmet t e racagneld sam ¢ recanii genotépo VRQ/VRQ (Konold et al., 2015).

Un recentissimo studio hdimostrato infine, sempre medianta tecnicaPMCA, la

presenza di PfPa | | 0 idnpoleeri di comune risattro in un allevamentaaffetto da
Scrapie(Gough et al., 2015). La presenza di infettivita, oltre che nel suolo e nelle varie
superfici degli devamenti, nonché nel particolato aerodispgeiltastra le difficolta che

possono essere associate con la decontaminagificeéce delle suddette aree colpite e,

in definitiva con il controll o dell &édinfezio

Lébepidemiol ogia e | e Stopdlaitti pidiaot sasmiesnsi @
Nor98e Nor98& like risultano nettamentdiverse rispetto a quanto si € detto pe3daapie

classica. A partire dal 1998, casi Sicrapiefat i pi cao sono stati i de
( c ompr e s, prindipé@inenta dttiawerda sorveglianza attiva su oviasintonatici

(Buschmann et gl2004; De Bosschere et al., 2008entwig et al., 2007; Orge et al.,

2004; Polak et al., 20105i tratta di una forma nettamente distintatasak profilo

biochimico, neurpatologico ed epidemiologico rispetto éBarapiei c | as si c ao. I n e
la PrP¢dellaScrapieii a t i p ulta essiere mens resistente allateinasi K rispetto alla

omologa Prf* della Scrapieic | assi cao, pun pateenmpitl warabile inal t r e s 3
Western blottingcompresa una caratteristica banda a basso peso mold@el2ida),

non presete nella forma classica (Le Der al., 2005). Inoltre I&crapiefi at i pi cao t en

a verificarsi in amali piu anziani e negli ovinton genotipo AHQ e ARR, considerati

resistenti allaScrapieicl assi cao (Benestad et al ., 200
sovrapposizione tra le due forme rispetto alla suscettibiligal | ¢ io @goni gemotipi,

guali ad esempiyYRQ/AL141RQ e AL141RQ@AL141RQ, possono coesistere sia casi di

Scrapieii ¢ | a scshiec afoa(Fedigevsky seal., 2008Un altro studio condottol a
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riguardqg ha corfiermato, infatti, che entrambe le forme possono coesistere in uno stesso
animale dotato di genotipo AL141R&F141RQ(Mazza et al., 2010). Ad oggi si pensa

che laScrapiefiat i pi cad n o masmessa ia aondziens maturad; quindi

opinione comune che essa possprape sent are una for mAnepontan
c ont a giiSorape@®@enestad et al., 20Q8uttavia €& stataanche dimosata con

successo lateami ssi one sper i meoviniaad ie topd teahshedici.nIf ez i o n e
primi, in particolare, presentavanm quadro sintomatologico simile a quello osa&

nelle infezioni originarie degli ovinfLe Dur et al, 2005 Simmons et al., 2007, 2010

Andreoletti et al, 2017J). Infing, in uno stulio del 2015 alcuni Rercatori,facendo ricorso

ai campioni presentn un archiviodi materide biologico proveniente da ovini sia sani

cheaffetti daScrapie hanno identificato tre casi Sicrapiefi a t i, fracci ana pecora,

morta nel 1972due ulteriori casi mostravanaaltresi evidenzedi infezione mistacon

Scrapien c | ak St c api eldieastccitaticasiamwicherebbero che le infezioni

associate possano esser presenti da molto teroptrjbuendo altresi ad aumentare la

variabilita dei ceppdi Scrapig(Chong et al., 2015).
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Fig. n. 8: Incidenza regionale (numero di focdld.000 allevamentijella Scrapie
classica e dell&crapieatipica in Italia dal 199 al 2015(http://www.izsto.it)

68



Ovini

o |
=
=3
(G
< |
™
o | —e
o -

T T T T T

2011 2012 2013 2014 2015
anni
—#—— prevalenza aggiustata per eta e categoria —=#—— prevalenza grezza
Caprini

o |
=
2
=3
(o]
=
= ——

i____,__———'—_‘_'_ bt » —__5 *
o -

T T T T T

2011 2012 2013 2014 2015
anni
—#—— prevalenza aggjustata per eta e categoria —#—— prevalenza grezza

Fig. n. 9 Scrapieclassica: andamento defieevalenza (casi accertdfy.000 test
rapi di effettuati) per specie osservata nel
anni 2010" 2015 (a seguito diggiustamento per eta e categoria) (http:// www.izsto.it).
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Fig. n. 11: Trend temporale dei focolai, nel periodo 19885, suddivisi per tipo di
Scrapig(A= atipica;C= classica)http://www.izsto.it).
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1.2.2Caratteristiche cliniche e neuropatologiche

a) Caratteristiche cliniche

La Scrapie ovina non compare, di regola, in animali di eta inferiore a 2 anni,
manifestandosi in genere a&3anni di vita a causa del lungo stadio prodroptbe varia

da parecchi mesi fino a3 anni.ll periodo di incubazione dellaatattia € influenzatal

pari delil suo fenotipo clinicepatologico, dal ceppo prionico responsabile e dal genotipo

del | 0D &ynidg2815)(Acausdel | 6i nfl uenza esercitata d:
malattia ha assunto manifestazioni cliniche differenti da teiitoterritorio. La prova di

cio risiede nel fatto che in alcuni Paesi la madatihe puo avere una durata anche di piu

mesi, € stata indicata con nomi diversi, a seconda della manifestazione clinica piu
frequentemente osservataéScrapie (grattamento, prurito), come la malattia e
comunemente notarida (atassia) in Islandatremblente (tremore) in Francia;

traberkrankheit(malattia del trotto) in Germania.

Al pari di tutte le altre TSE, la sintomatologia dellerapieha carattere progressivo con
durata variabile da poche settimane ad alcuni mesi, culminando inevitabilmente con il
deces® d e | | &lesiimargdsta in genere a partire da circa un paio di settimane a
6 mesi dalla comparsa dei segni clinici. &erapiedecorre camntemente in assenza di
febbre(D 6 An g e |, 2007t Guardqg 2015).

Le prime manifestazioni clinicheonsistono generalmente in disturbi comportamentali,

guali ipereccitabilita ¢ a seconda dei casist at o st up orsotsaor (gcaozsii ndgdoe
degli autori anglosassorifrig. n. 13) e depressione del senso@nno seguito, in lenta
progressione, tremori muscolari, atassia locomotodegita (come conseguenza

del | 6 ac c uvianchea livdllo deletifa) (Hortells et al., 2006), paralisi flaccida

0 spastica del treno posteriomigrignamento dei dentidimagrimento (non sempre

presente)crisi ipotonicheaggressivitascialorrea, disfagia, e rigurgito alimentare, segnio
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clinico, quest oul t temmmte nellaisgecieccaptina.aiégon. i %2 f r e q
riportiamo la frequenzdei piu comuni gitomi clinici osservati in corso @crapieovina
(D6Angel o et al ., 2007).

Per quanto attiene al sintomo ritenypoedomirante, ossia il prurito, seppuron
patognomonica, tale manifestazione si verifica spesso a carico dei fianchi con conseguente
perdita del vello e comparsa di abioni cutanee pit 0 meno gravi ed estese, conseguenti

al continuo strofinamento del corpo contro oggetti f{§3gg. nn. 12 e 15). In alcuni

individui, inoltre,il grattamento puo stimolare un rifless njbiiie refle ) che consi st
un caratteristico sbattimento e retrazione delle labbra, associato a protrusione della lingua
guando viene gr at t auvamlo Sidpplichono stimoladpestssorido @la i mal e
base della codd{ Guardq 2015).

Da quanto finora esposto appaf@aro che laScrapieovina puo presentane rampia

gamma di caratteristiche cliniche e patologiche e soprattutto che le variazioni del fenotipo
patologico di volta in volta riscontrato sono attribuilpliincipalmente a differenze
genotipiche esitenti tra gli animali colpithonché al ceppo di agte responsabile

deil hdezi one. L6infl uenza chicliniche delfatalattiafeat t or i
stata ampiamente studiatal corso degli annper talemotivo e utile comparare i risultati

di alcuni studi finalizzati alla valutaziona termini di frequenzadei principali segni

clinici rilevati in corso diScrapie Alcuni Autori (Cockcroft et al., 2006; Kuncheva et al.,

2007) hanno confermato che in corsaSdrapiele manifestazioni cliniche considerate

Acl assiched non s o, mangaefge d animali inccoi srana prasenti | nf a
sia soggetti sani cheatati, alcuni segni clinici quajperdita di peso e lesioni cutanaen

non erano costantemente presénatigli ovini affetti daScrapie(Kuncheva et al., 2007).

Per quanto riguarda i segni clinici meno frequenti, ralstudi descrivonolaiguardq una

condizione di ipefreattivita al suono (battito di mani) negli animali affetti Serapie

variabile tra il 29,4% e il 50% (Healy et al., 2003; Vargas et al., 2005). Anche per quanto

c onc er mbble reflex, ifdati presenti in letteratura risultano essedguanto
discordanti. In alcuni casi infatti, il succitatilesso & stato riscontrato nel 49% degli

animali affetti daScrapie(Vargas et al., 2005), mentte stessaisultavamaggiormente

rappresentato in altri stu(fHealy et al., 2003).
73



Uno studiocondotto in senso retrospettivo nelle isole Shetland su un nunesetcedi
casi sospetti, confermaginoni 772 animali sospetti esaminati dii&¥4 positivi e 198
negativii ha fornito preziose informazioni consentendo di porre in relaziosegiho
clinico con | 6effettiva presenzdinidella mal at't
diagnosi clinica si sono rivelaili prurito, la perdita di a n a , | 6i perédstesi a,

dimagrimento (Cockcroft et al., 2006).

Nel 2012 alcuni Autori,infettando sperimentalment®5 animali appdenenti a due
diverse razze (8folk e Cheviot) e a 4 differenti genotigttraverso due differenti vie di
trasmssione (orale e sottocutand@@nno ottenuto importanti risultati soprattutto nella
correlazioneesistente tra la suscettibilita afBrapiee il fenotipo clinicepatologico. |
dettaglirelativi dla frequenza e gravita dei segni clinici rilevati in questo studio sono stati

i seguenti: | 6atassia era i InedWgelopemmlei ni c o |
interessate, la perdita di peso é stato il meno comune dei segni clinici essendo presente
solo nel 24% dei casi. La disfagia era presente nel 37% degli animali colpiti e il prurito
mediamente nel 47% delle pecore, mentre i cambiamenti atenpentali nel 58%l.a

gravita degli ultimi tre segni clinici (disfagia, prurito e cambiamenti comportamentali) era
moderataquando presentementre l'atassia costituiva il segno clinico piu evidehte
risultati di questo studio suggeriscomdoro voltache il fenotipcclinico di Scrapieovina
rappresentiil risultato dellacomplessa inter&ane tra diversi fattori,quali sorgente

d iéfezione, nonché animali donatori e destinatari della mede&Buoazalezt al., 2012).

Una valutazione clinica dettagliata etataltresieseguita su 162 caSicrapieclassca
confermati in Gran Bretagna(Konold et al., 2009. Le manifestazioni cliniche
maggiormente evidenti in questo studio di campo sono state il prurito (97%) e la perdita
di peso (76%)Una significatva associazione e stata riscontratgptesenza diremori,
alterazioni comportamentali, perdita di condizione corporea, andatura anomala,
digrignamento dei ehti, prurito ed altre manifestaziomliniche. Questo studida
confermao la variabilita dei segni clinidh corsodi Scrapieanche se qustutte le pecore
hanno metrato il prurito come sintompressoché&ostanteLa presentazione clinica puo
esseralunqueinfluenzata dal genotiptd e | | &en, eyEntialeentadallarazza, gregge

o dal ceppodi agentgoredominantejKonold et al., 2009).
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Gli stessi Autorjavevano giadimostrato che i segni clinici piu frequentemenmseantrati

I n cor s o aovino sBrébkero rpmuritd, élterazioni comportamentali, alopecia,
lesioni cutanee, digrignamiendei denti, tremore, atassiaperdita di pesocon la
frequenza da gravita di ciascuno dei sintomi che si accrescerebbero al progredire della
malattia (Konold et al., 2008).

In uno studio piu recent8immons et a{2016) hano riportatoche anche la BSE nelle

sue f or me i al) ipydi esdere otrasnieBs8 Esperitabnente per via
intracerebrale gecore appartenenti diversi genotipi ad eccezione degiimali con

genotipo ARR/ARR. Il monitoraggio clinico, effettuatodiversiperiodi postinfezione

ha evidenziato che il fenotipo sintomatologram assomigli]a qu el | altrad$E al cuno
precedentemente conada in questa specie. In particolatgrurito, con coseguente
perditadelvellononch® | 6atassi a sar eiededtirnanesiguni f est a
numep di animalj risultando atontempo igosanti e indistinguibili da quelle riscontrate

in corso diScrapieclassicae B SE <cl assica sperimental mente
frequentementévece, gli animali affetti mostravanmaparticolare forma dmalattia

caratteizzata da epi di collasso eiduziore del tono muscolare, spesso associati a
concomitant@abbassamento daltesta e inizialmente attivati mediasemplici manualita

guali ad esempio il sollevamento del collgppure da eventi piu stressanti come |l

mo d e rcauretagaii d e | ai fipiidedlalvesita clinica(Simmons et al., 2016).

Al precipuo scopo di identificare e inquadrare correttamesuspetti clinicinegli ultimi
anni e stato messo a puntoprotocollo finalizzato a valutare la presemiaegni clinici
caratteristiciassociati a fane pruriginose e non pruriginosk TSE negli ovini, che
potrebbe essere applicato anche alla specie caprinaparticolare il protocollo
comprende la valutéane del comportamento, la funzionalita visivesspostaal riflesso
della minaccia),la presenza dprurito e la valutazione dél 6 a n ddagli animeli.ll
protocolloin oggettopermette loscreeningdi animali per i segnelinici di Scrapieentro
un breve lasso di tempo. Eg300 esserepplicatq inoltre,a studi sperimentain pecore
e capre per monitoratesgordio clinco, la progressione la fase terminale della malattia
Anche se un esame clinigeneralmentgossiede un minor indice di sensibilitgl

rilevare gli animali affettida TSE rispetto atest post mortem questo rappresenta,
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attual ment e, [ 6 uni cnmli viwie Sopradtuito iR que Paestcchebnol e s u
dispongao di sistemi di sorveglianza eguati atti dl 61 dent i fi ca=zi one de
piccoli ruminanti (Komld & Phelan, 2014).

Nella specie caprina, in casiadi Scrapieche di BSE.le manifestazioni cliniche appaiono
ben piu variabilie poco costanti. | principali segni clinici sono costituiti in questa specie
da iperreattivita agli stimoli estern{con assenza di reazione alla minaccia), &ass
tremori e deficit posturali (Konold et al., 2010).

Per quanto attiene alBcrapieh at i pi cao, i segni clinici pi?¥
rappresentati nella specie ovina da atassia, alteraziorpartamentali (movimenti di

maneggio), perdita di pesoomparsa di uno stato ansioso/confusiordlaltri sintomi

meno costanti comeé 6 a s s e n z a al dflessordéasnpnacsid wnilateralmente

bilateralenate. Il dato costante, tuttavia, risultaess e | 6 assenza di pruri-t
perdita del vello e comparsa di zone alopecighanifestazioni osservate pressoché
costantementeempre in corso dscrapieclassica (Konold et al., 2007; Benestad et al.,

2008; Simmons et al., 2010; Cook et al.1@0D
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b) Caratteristiche neuropatologiche

Al |l 6esame necr os c o p vadabili ggpitio mano evidenti segnimdd st r a n «
deperimento organico, eventuali abrasioni cutanee causate dal grattamento, ma nessuna
alterazione macroscopica a carico slstema nervoso central8NC), ad eccezione (dato

non sempre presente) di un mstb aumento del liquido cefatachidiano associato ad

una lieve ectasia dei ventricoli cerebi@i Guardq 2015).

Le lesionimicroscopicherilevabili esclusivamente a lello di SNC, e, in particolaren
corrispondenza dei nuclei telencefalisucleus accumbens sgptiei nuclei diencefalici
(ipotalamici etalamici, del corpo strito, del peduncolo cerebellardel cervelletto
(corteccia e nuclei sottocorticalgel midollo allungatgnucleo motore dsorsale del vago),
della corteccia cerebrale (incostantememetelel midollo spinalesisultano variabili per
intensita e distribuzione. Tali lesioniipartite generalmente in mamna bilaterale e
simmetrica,sono rappresentate da degenerazione spongifdetteesostanza grigia e, in
minor misura, della sostanza bianca, nonché da degenerapiorenseguente perdita
neuronale spongiosi del neuropilo ednfine, daastrogliosi/asbcitosi e presenza di
depositi immunoistochimicamente evidenti RiF°® (Landini & Di Guardo, 2013Di
Guardgq 2015).

Alcuni studi condottine|l a speci e murina al |l Olatochele o degl
suddette lesioni microscopiche interessereblpgincipalmentda corteccia cerebrale e

| 6i ppocampo ( Sc oSono stédte descrits, esuccessiviadedagigni. a

carattere spongiforme a livello prosencefalico, cerebellare e della sostanza bianca (Carp

et al., 1998).

La spongiosi od e g e n e r apprigifoomedegénération) costituisce | a
caratteristica osservabile in corso di T@Hg. n. 16) Essa si caratterizza come un
processo di vacuolizzazione neuronal e, che
neuropilo della sstanza grigiafenomeno che puo variare dalla presenza di piccoli focolai

disseminati a spongiosi diffusa. Il suo riscontro e particolarmente utile ai fini diagnostici,
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mentrela valutazione della sua intensiid una serie predeterminata di aree 8BIC,

attraverso | 6assegnaziosce®d di pe@moogmpiecafean

considerazioneg 0 st i tui sce unodi mportante |[omofdomessa

neuroistolesiva , i ndi apua wokaal bne digoterclassificare i varceppi di
agente delle TSBENella Scrapieovina, la vacuolizzazione neuronale e la spongiosi si

possono rinvenire talvolta associate ad altre alterazioni regressive quali la coartazione,

p

| 6i perbasofilia citopl asmat imeargnalelEsse tr omat o

riscontrano pressoctedbstantementa livello di nucleo motore dorsale delervovago
(DMNV), noncheédella formazione reticolare e dei nuclei vestibolare mediale, cuneato
laterale e palloniformele indagini ultrastrutturalhanno confermatahe talilesioni
coinvolgono gli eémentineuronalinel loro complesso (pirenoforo, assoni, dendediin

minor misug le cellule diali. La spongiosi si manifestereblesen maggioe frequenza a
carico della sostanza grigia cerebrale sotto forma di vacuoli di piccole dimens@ni (1
pum), di forma tondeggiante od ovalaehe tendono a confluire tra di loro dando origine

a strutture di g r a npresedtandosi oveng qariatenistci aggfegad 0
fimorulalikeo al | 61 nt e r.hvacud mtracitopasmatici passomo prastare
margini netti,essere singoli o multipli, a volte eccentrici gesso otticamente vuoti,
eccezion fatta per la presenza al proprio internoalduni granuli acidofili che
rappresentano accumuli di frammenti di memierplasmatiche in degenerazioBeutile
ricordare che la distuzione della spongio® la sua intensita sarebbero direttamente
correlateal ceppo di agente r esponchadldduratadel al

p e r i ondubazi@héTali fattori sarebbero in grado difluenzare, in maniera piu o

Om)

gel

mero importante, anchéle nt i t = d el | /astracitee rroschela oogograio g | i o s i

le modalita di trasporto la successiva deposiziodePrP>° a livello deltessuto cerebrale
(Liberski & Ironside, 2004; Landini & di Guardo, 2013; Guardqg 2015).La spongiosi

della sostanzabianca, evidenziabile solamente tramitedagini ultrastruurali,
prenderebbeorigine dalla dilatazione pallofirme dei dendti neuramali e, dalla
contemporanea vacuolizzazione del pericario. Al microscopio elettronico si osservano,
inoltre, processi di vacuolizzaziomegli assoni centrali dotati di guaina mielinica, con
vacuoli ¢ h e S pr e s ass@laamaochesniella guaimal elinita (edema

intramielinico). Ulteriori dannultrastrutturali sono costituitidla presenza dinembrane
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proliferanti acarico del pericario neuronald,escr i tte come formazio
ci p o lInbnehé ,da strutture tubulesicolari accapanti mibcondri e corpi
multivesacolari, negli assoni e nei deriil Un altro reperto molto frequente in corso di
Scrapiesperimendle rel criceto (ceppo 263K), cosi come in alcune TSE umane, seppur

di piu raro riscontrdn corso diScrapiesperimentale murina, € inoltre costituito dalla

presenza di depositi extracellulari di P¥Botto forma di placchegplaccheamiloides),

nonché dallapresenza di depositi perivasali di BrRangiopatiaamiloide cerebrale)

(Roberts & Clinton, 1992; Liberski & Ironside, 2003i Guardg 2015).

NellaScrapieiat i pi c a0 tidtolesivo & presenta m enaniea diversa ripetto
alle lesioni osservat@ corso diScrapieclassica. In particolaréa gpongiosi risulta ben
evidentenel cervelletto e nella corteccia cerebrale, medtmssente nel tronco encefalico
in paricolarea livello diobexe diNMDV (Benestad et al., 2003; 2008).

L nmunoistochimica ha rivelato, successivamente cléea ¢ ¢ u m§lsimanidesta P r P
attraverso un estesa deposizione a livello degli strakécolare e granulare cerebellari,

mentrela sostanza bianca mostua eleato numero di immunodeposgparsi asociati

alle fibre assonalied al citoplasmaoligodendroglite. Queste caratteristiche forme di
accumulo della PrP risultano in n#éo contrasto con quelle osservatelaeébcrapie

classca in cui i depositi risultano essgreevalentement2 s u b pniorahlé a moyfologia

A st ekdladlizdazionépe r i v a c(deffreyatrale 2016)In uno studio del 2010

in cui si dimostrava la probabit®esistenza, nella specie ovina, dSltaapiei c | assi cao
e fAat N@d99c,a pialf t Beuwraisiolesivo era caratterizzato dalla presenza di

lesioni tipiche delléBcrapiei c | a s s i Saapiefiea t d dMatzasebal., 2010).

Per quanto riguarda la morfopatogenesi delle suddette lesioni a livello di SRIE*a

nel corso del processo neureasivq penetrerebbe all éinterno
misura, negli grociti e nelle cellule microgliali. In particolare, le cellule microgliali
sarebbero colonizzate dall é6agente prionico
( Receptofor Advanced Glycation Engiroduct® , RAGE) , con conseguen
di speci e r e a tReactveOxydenISpedes s KRiOGene GRil uppo d

neurodegenerativohe inevitabilmente caratterizza tutte le malattie prioniche animali ed
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umane. Il ruolo delle cellule microgliali nella patogenesi ded#gohi, tuttavia, appare
controverso. Alle stesse cellule e infatti contestualmente attribuita una funzione difensiva

nei confronti di numerose malattie neurodegenerative. Ciononostanteltanpenetrata

all ointerno del | ¥siandrebbeeatotakizzare dedinerbraee,dellé a Pr P
c i st e rapparatoddel IGbIdg, situate tra la sede di sintesi e le vie di escrezione delle
proteine In taledistrettola PrP originante dallanembrana cellulare interagirebbe con la

PrP*¢e, quindi, a discapito della riserva di ByRi formerebbe PfPche si accumulerebbe

in maniera esponenziale a livello intracellulaf@uesta particolare fora di - Aaut o
repl i cazi onsarebbeda dsh direttp elallda \@acuolizzazione neuronale. La

PrP¢si accumulerebhénoltre, nei lisosomi, causando una dispersione del loro contenuto

nel citoplasmacon conseguente sviluppo dedliéerazioni vacuolariLa base biochimica

di questa alterazione risiederebbe in unodoat
per il calcio (C&") q uNanheti-D-h $partato (NMDA). Ci, provo
della concentrazione di ioni €anel citoplasma neuronaleonseguente inamgento

del | 6os mol ae rigbnfiamente lidropideacuokre bhe e alla base della
degenerazionspongiforme.l nol t r e, | 6i igl é s o ndier honide Ch

potrebbe det eanendenprocesso bpdpotictenomena attraverso cui
avverrebbero, sian vivo che in vitro, il danno regressivo e la conseguente perdita
neuronale in corso di TSEcosicome di altre patologie neurodegenerative quali ad

esempio il morbo dilzheimerDi Guardo & Agrimi, 1993forloni et al.,1996Chiesa et

al., 2005%). In tale contest si colloca uno studio del 2007 cui viene valutata la
correlazione positiva ¥ aiivsllb @dindeterminate areel 6 ac c u
encefaliche e | 6attivazione dell 6apoptosi a
Bax e Bcl2 in pecore affette dScrapienaturale. Viene dimostrata, nel suddetto layoro

la sovraespressione del geBaxconseguete al deposito di Pf®, manonostante questo

non Vi ene contestual ment e rilevata@, | 6atti
probabilmente per contemporanea presenza di fateurgrotettivi (Lyahyai et al.,
2007). Tra i fattori potenzialmenteeurgrotdtivivi s ar ebbe | dadgigaprt o, m
di alcuni metalli qualiame Cu'™) e manganeseMn*™"). La somministrazione bilanciata

di tali el ement. i avrebbe infatt.i un effett

Scrapieinfetti, senza tuttavia essere in grado di arrestare in maniera definitiva la morte
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neuronale (Bolea et al., 201®ltri esperimenti condotti su animafax-deleti (Bax")

non sono stati in grado di confermdlreuolo primario del suddetto gene proapoptotico

nei contronti della morte cellulare programmatauronalein corso di TSE Infatti,

| 6i nocul aBaxbenamaklfi w il gdpde apntrollocon il pione della BSE

adattato al topaon ha mostrato alcuna differenza significativéermini di accumulo di

PrP¢ neurodegenerazion&sorgenza della malattia ed evoluzione gegni clinici,
fornendoproveconvic e nt i a s 0 s tcleedpmarte cdllelardBa-mariaténens |
fossecoinvoltanella neurpatogenesi del danno cellulanecorso diBSE (Coupier et al.,
2006).Tuttavia, enzimi qualicaspasB e caspas® sono stati rinvenuti, contestualmente,

nel cervello degli stessi animaBax’, suggerendo c hverificerd apopt os
attraverso meccanismi alternatielle TSE animaliLa diminuzione depooldi PrP con

conseguente perditdelle sue funzioni biologichgotrebbe essere, secondo alcuni studi,

un altro possibile meccanismo alla base del processo neurodegenerativo che si verifica in

corso di TSE (Hetz et al., 2003juttavia, ulteriori indagini stopi transgenici Prnp”)
indicherebberache la malattigpossanon derivae dalla perdita dfunzione dellaPrP.

Infatti, la delezbne permanente o condizionale del gEmnep nei topi non produrrebbe

alcun fenotipo patologico (Bueler et al., 199%allucci et al., 2002) Altri studi hanno

ipotizzato che alla base del processo neurodegenepaissa esserndi 6 a u t, mtesa g i a
comeunmec@ani smo protettivo perlamaatia aladwt are | 6
cellul are. I n effetti | a pr espdsmadinedroni vacuol
di pazienti affetti da TSBa suggerit@he I'autofagigpossasvolgeae un ruolo importante

nella neurodegeneraziorn@opria delle malattigorioniche e che possaal contempo

contribuire alla genesi di quelle alterazi@pongiform presentinelle TSE (Liberski et

al., 2008; Moreauet al., 2010).Ldpopt osi e | 6autofagia neur
escluderebbero a vicendaa potrebbero essere dwcde dellastessa medaglia (Lee

2009).

E utile sottolineag tuttavia, che mche se la morte cellulare e la degenerazione
spongiformesono elementi cardinali delle malattie prionicheprimi cambianenti
rilevabili sarebbero associati a disfunzioni sinaptiche eventogente indotte

dal | 6 ac c usmsid aliveibicentPate Bhe a livelldi giunzioni neuromuscolari,
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disfunzioni che comparirebbemolto precocemente risfte ai segni di morte neuronale
(Jeffreyet al., 2000Siskovaet al., 2009).Nelle fas iniziali della malattiala PrP° si
accumulerebba | | 6i nt er n o lipdecd dinteimpanaeoneusoniintaragendo
con alcuneproteine implicate nei pcessi di neurotrasmissione quakveolinae
sinaptofisna, ed influenzando in tahodol'attivita sinapticdRusselakisCarneiroet al.,
2004). Anche in altre mal att i éntracesecbralodd egener
protei ne, |é t@asi mimai ldelld malattia sarebbelegate alla disfunzione
sinaptica piutbsto che alla pédita neuronale(Selkoe 2002; Mallucci, 2009). La
disfunzione sinajca sarebbe seguita da una perdita dendritica, con entrambe le
alterazioniprecedenti la morte neuronaleufirmannet al., 200Y. Le succitate perdite
dendritiche sarebberpertantocorrelate con la degenerazione sptorgie nelle fasi

iniziali delle malattiaprioniche

Léastr ogl i digattoun prqrgsso g@aer@asticcache coinvolge gli astrociti e che
caratterizza tutte le malattie da pripocosi come altre malattie neurodegenerative umane

come il morbo diAlzheimer.Gli astrociti iperplastici sono costantemente presenti in tutte

le aree cerebrali in preda a spongiosi e possariot r e s 3 mostrare unbo
citoplasmatica come conseguenza dell édaccumt
essere messi in evidenza mediante tecniche di impregnazione argentica (esempio
colorazione dCajal), oppure mediantedagini immunoistolsimiche, mediantt 6 ut i | i zz o
di anticorpi nei confronti della proteina fidete acida gliale (Liberski &bnside, 2004;

Di Guardq 2015).

Léastrocitosi ~ invece un processo ipertroc
all dastrogl i o sortate aJtal prqpostes riguarsdda ipossibilita che

| 6attivazione gl i alsiea innesaatat dabbacdurnubos di /PEPs t r o g | i
direttamente o piuttosto dalla degenerazione neuronale dowlia replicazione dei

prioni. In primo luogo € utile saitl i neare che | 6attivazione a
mediata da alcune citochine gron f i ammat or i e ¢ o mb,atfradersait er | euc
legame con uno specifico recettore chiamato C>83JBurwinkel et al., 20@); in secondo

luogo alcuni studi in passato hannore | at o c he i ipgteofeiiperglasisa oci at i

delle cellule glialisarebbero ipeespressdopo che o quantitativo apprezzabitti PrP°
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sarebberilevabile nel cervello, ma ben prima che qualssegno di malattiaa danno
neuronale risultevidente Hwanget al., 2009) Questi risulati suggerirebbero pertanto
che I'atrogliosi/astrocitospossa rappresentanearispos a di rett a a¥l 6accunm

Nei casi di malattia in cui il decorso risuktssere particolarmente lungo, la perdita

neuronale corannessa gliosi astrocitaria sarebbero talmente int@asmascherare la

spingiosi. Rr questo motivo, alcuniwori in passato hanno proposto la distinzione tra
fispongiform change ( degenengeikf on eswtys pspongidsos (st at o
spongiosp ( Masters & Ri char ds o mrebbengladoBparsadQuest 6u
ampie cavit”®™ irregolari allodéinterno del neu
attiva pr olstatfisgpongiasiSo me@.n Lo dfa consi derarsi sp
da prioni, ma si puo osservare anche in corso di altre malattie neurodegenerative

caratterizzate da intensa perdita neuronale (k& Ironside, 2004).

A tal proposito € utile sottolinearechee | | 6 ambi t o dell a medici na
una dozzina di proteine, fisiologicamente
caratteristiche morfologie, strutturali e biochimicheon i prioni.Numeiosi studi hanno

evidenziato chel 6 a ¢ ¢ u mu meo mald ripiegdteonfisfolced di tali proteine,
provocherebbediverse malattie neurodegenerative, come ad esernhpioorbo di

Alzheimer (AD), il morbo diParkinson (PD), la Sclerosi Laterale Amiotrof(&LA), il

morbo di Huntington, le Atassie Spinocerdel(AS) ele Taupatie $oto & Satani2011;

Prusiner, 2013)Sebbenequeste neuropatie si differenni dalle TSE pemuna serie
dicaratteristiche cliniche e patologich&grebbero tuttaviaaccomunatealle TSE dal

meccanismo patogenetico di bagale adird 6 a g g r edjl auzcessivieecuraulo di

proteinefi a n o ocanheecausa di malatt{8Valker & Jucker 2015).

Le principali proteineindividuate fino ad ora sonda proteinaAPP, la proteinalTau,l 6

d -sinucleina, lasuperossidalismutasi 1 (SOD1) ediuntingtina. Ognuna di queste
proteine ha l@apacitadi aggregarsi in fibrille in determinate condizioni e formare placche
amiloidi, presentandforti analoge conguanto avviene in corso SE Le patobgieche

ne derivanosono definite Malattie Neodegenerative Sporadiche (ND$)piche la

maggior parte sono appunto di natura sporadica e sole20%soncereditarie Questo
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vale per CJD, AD, PD, dupatie e SLA, ma non per il Morbolduntington che nvece é
esclusivamente ereditario (Prusiner, 2018ualmente, queste proteine non possono
essere defite veri e propri prionipoichépresentano molte caratteristiche comuma
ande una serie di differenze risgo alla PrP come ad esempio la lorméapacitadi
essere trasmissibili imondizioninaturdi. Non essendpossibile catalogarle comgrioni,
sono st at eprich@do®@emaR@lé)e N

Il deposito e | 6accumulo di sostanza amil oi
animaliconsiste nella progressiva deposizione di*PaRivello di SNC ma anche imina

serie di altri distretti extraerebral In corso di Kuru, vCID, BASE, nonché meodelli

di Scrapiemurina si osserva frequentemente il deposito di placche amiloidi in sede
extracellulareLa presenza di sostanza amiloide puo essere danbse me di ant e | 6u
di idoneetecniche istochimiche (rosso Congo), immunoistochimiche e ultrastrutturali. Le

placche amiloidi presentano una conformazione tipica, essendo costitliitespeeifico,

da uncorecongofilo e immunoretivo nei confronti degli anticorpi arBrP, circondato

a sua voltala neuriti distrofici. La morfologia esatta delle suddette placche varia pero fra

i diversi tipi di TSE. Ad esempio, nel Kuru esse sono formate dmrastellato e da un

numero ridotto di neuriti distrofici, mentre nella GSS le placche appaiono mtrioten
enelavCJD appaiono circondate dml acmc faé),oinleo dii d e
risultando altrespresenti nella cortecciaerebrale e cerebellare iflerski & Ironside,

2004). Nella Scrapieovina, il deposito di sostanza amiloide variangistentemente a

seconda della razza considerata,g#glotipo, nonché del ceppoagente in questione. In

uno studio del 2004 e stata dimostrata la presenza di sostanza amiloide in sede

perivascolare, in particolareel talamo e nel mesencefaladios € al., 2004).

Fino a poco tempo fa le uniche lesioni dimostrabili in corso di TSE interessa&MG; il
sappiamotuttavia che i goni possono accumularsi in grandi quantita in altri distretti
anatomici , come per esempi o ned MdGevers ut i | i
(2007 ha dimostrataltresiche, in corso dScrapie le FDCs residenti in sede sphica

subirebbero unsaerie alterazioni nsroscopiche (McGovern et al., 2007).
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Piu recentementalcune indaginultrastrutturali effettuats u  t o p i I nfettat:i C
della Scrapiehanno dimostrato la presenza ditaogza amiloide in tessuti extreeurali,
tra cui cuore, gasso bruno, grasso bianco e colbdepositi di PrE€ identificati erano
osservabili, anchetorno ai vasi sanguigra livello di tessuto cardiaco, grasso bruno,
grasso bianco, colon e tessuti linfoidMicroscopicamente, la deposizione di Préxa
presenteall'esterno e all'interno delle membrgplasmatiche degli adipociti dgrasso
bruno enei cardiomiocitj ove la stessa sembrapsovocare invaginamenti e distruzione
dele membrane plasatiche di questi tipi cellulariAl contrario, nessudanno celllare
appariveevidentemente associato ai macrofagi dei tessuti linfoidl ealon,nonchéalle
cellule gangliarineuronali enteriche del colonagli adipociti cel grasso biancRace et
al., 2017).
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Fig. n. 12 Ovino affetto deScrapie Si possono osservare intense aree alopeciche
nelle regioni del collo, torace e fianco destro come conseguenza del grattamento
(http://colaadodisasterhelp.colostate.edu/prefair/diseasgdédapiehtm)

Fig. n. 15 Ovino affetto d&Scrapie Si nota la presenza di estese aree alopeciche diffuse

a livello di spalla, torace e trondoe | | 6 aunitameaté aglna zonali erosione cutanea
con perdia di sostanza n pr ossi mit " dell a regione dell
grattamento

(http://academics.wellesley.edu/Chemistry/Chem101/aspirin/Imoutddésfiejpg).
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Fig. n. 13 Ovini di razza Sarda affetti ddcrapie In alcuni soggetti & possibile
osservare |l a presenza di di sturbi staromportarm
gazingg) ( Di,2@h).ar do
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Fig. n. 168 Scrapie Pecora. Evidente vacuolizzazione neuronalspengiosidel
neuropilo in sede cerebralgolorazione con ematobsa-eosina (Di Guardo2015).
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1.2.3 Patogenesi e ruolo del sistema nervoso autonomo

Tra gli abiettivi principali che la ricercacientificaha perseguito nel tempo relativamente

allo studio delle TSE, vié sicuramente quello relativo alla caratterizzazione della
compl essa sequenza patogenetica dell dinfezi
real i zza c¢on elfirbalagosiddetsinmoe uo Lp intvasi oneo, val
lungo viaggioche lo portera a colonizzareSNCdello stessgAguzzi & Polymenidou,

2004; Aguzzi & Heikenwalder, 2006; Mabbott &adherson, 2006).

Come piu volte precisatoipr ecedenza, l e vie di i ngresso
organismo ospite possono essere molteplpar quanto la via orale rappresenti
sicuramente, in coosdi infezione naturale, la principale porta di accesso per questo tipo

di agenti patogeni, conperaltroconfermato da numerosi studi sperimentali effettuati su

roditori e su animali domestici (Mabbott, 2017).

A tal proposito, numerosi studi sperimentali condotti in passato, hanno dimostrato che il
sistema nervoso enteric&rfteric Nervous SysterBNS) svolgeebbe, unitamentalle

placche delPeyer (P e y e r thes, P)aun ruolo fondamentale nelle fasi precoci

d e infézione in corsodi molte TSE, come peresempiiel a v CJD del | 6uomo
et al., 1998)nela Scrapieovina (vanKeulen et al., 1999; 2002; 2008; Andreoletti et al.,

2000; Heggebget al.,, 2003a; 2003b; Aguzzi & Polymenidou, 2004; Aguzzi &
Heikenwalder, 2006; Mabbott & MacPherson, 2006; Ryder, 200&nddeeau et al.,

2019, nella Scrapies p e r i me mamsténBeelee M&IMaBride PA 200Q 2007 e

nela CWD dei cervidi (Sigurdson et al., 2001).

I n effetti), dopo | 6i nf eziSNGa prionrtandano a8 pr i me
localizzarsialivellod t essut i linfatici dell ospite; q
e stato ampiamente documentato in cors®odapieovina (vanKeulen et al., 19962000;
2008;Heggebeet al., 2000; 2002; Ersdal et al., 202805; Chiocchetti et al., 200Byder

et al., 2009; Demonceau et al., 20I#)nché diencefalopatia spongiforme trasmissibile

del visone fransmissible mink encephalopathME) (Hadlow et al., 1987) e vCJD

d e lom® (Hilton et al., 1998).
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| prioni possono persistr e nei t esagspitepertittald i et ai ddkel 6dnfe
sebbene cio siampiamente influenzato dalla specie in questione, nonché dal deppo

agente responsabildd esempioj n cor so di BSFal bacdele eduho di
PPs di bovini infetti sareblaolto limitatg mentre sarebb@olto significativo nei tessulti

linfatici di pazienti umani affetti da vCJD e di ovispperimentalmente infet{Fosteret

al., 2001b; Wadsworth et al., 2001; Terry et al., 2088posson osservare differenze
significative anche al |l 6i n ppartementi athistessana pop
specie. Ligios et a2006 hanno dimostrato, mediante indagini immunoistochimiahe e
immunobiochimiche effettuate su un elevatoneuo di capi, be la presenza di P¥ nei

tessuti linfatici si attestereblse percentualigtier se a seconda del |l o st
risultando piuelevata nellafase preclinica (26%) ed ancor piimodesa nella fase

sintomatica (6%) L(igios et al., 2006)Inoltre, in alcuni casi, i polimorfismi del gene
PRNPinfluenzerebbero la distribuzione dellaPiPei t essuti | infatici
di Scrapieovina (Jeffrey et al., 2002; Benestad et al., 2003) e di sCJD (Glatzel et al.,

2003).

A s e g u infezionedee dsll6Gaig e n t Serapetteridé aal accumularsi nssuto
l i nf at i c o intasimn @ut-assotiabed lgnhphod tissyeSALT) (Prinz et al,
2003;Horiuchiet al., 2006)Il GALT comprendeuna raccolta di strutture multifollicolari
tra cui le tonsillepalatine le placche dePeyer I'appendicevermiforme del cieco, le
placchedel colon e del ciece un numero di piccoletrsitture follicolari denominate
follicoli linfatici isolati (Isolated LymphoidFollicles, ILFs). Questi tessuti sono localizzati
n el | Otiatto tgastromtestinaléGastrointestinal TractGIT) e, insiene ai linfonodi
mesenterigiaiuano a proteggere l'ospite dalle infezia@li ILFs nell'intestino possono
essere classificaiome ILFs immaturi(singoli follicoli con cellule B primarie) o ILE
maturi, contenentiun singolo centro germinativospitante a sua volta linfociti B
organizzatied unarete di cellule specializzate denomina#dlule follicolari demritiche
(Follicular Denditic Cells, FDC9 (Glaysher& Mabbott, 2007;Donaldsoret al., 2015
Alcuni studi hannalimostrato che gliLFs matui contanentiFDCscostituirebbero nuoyi
precedentemente non riconosgiditi intestinali direplicazioneprionica precedente la

neuroinvasionelnfatti, topi che manco di struttire organizzate come le ®ha che
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alberghino al contempmumerosi ILS contenentiFDCs in tutto il loro intestino
mostrrerebbero patogenesi e suscettibilita nefronti delle malattie prioniche inalterate
a seguito desposizione orale risfie ai controlli(Glaysher& Mabbott, 2007.

| prioni si accumulano sia nel @A del piccolo intestino cha livello tessuto linfoide
associato al grosso intestino, comdivello dd tessuto linfoide associato alla mucosa
retto-anale Recteanal MucosaAssociated Lymphoidigsue RAMALT). L'accumulo
della PrP¢all'interno del RAMALT relle specie affette d@crapiee OND (Gonzalezet
al., 2006Wolfeetal.,200fnonch® i n sede tonsillare ed in
cecale dpazientiumani affetti da vCJD, ha ricato un'attenzione significatiaoiché é
stato usato per identificare gli animali infettello stadio preclinico della malattesper
ottenere informazioni sulla possibile prevalerdella vCID nel Regno Unitdi{ton et
al., 2004;Gill et al., 201} E importante sottolineare, a qtegroposito, che in corso di
infezione naturale(orale) | 6 accuionuad lvelloddi RAMALT risulterebbe
secondario rispetto atoinvolgimento deGALT del piccolo intestingvan Keuleret al.,
2000; Thomseret al., 2012PDonaldsoret al., 2015).

A dimostrazione dicio, nunerosi studihamo evidenziatp in passatoun aumento
deil hdet ti vi t leo distalé garvkelldn et ald £9B@Ghanché un accumulo
precoce di Pr®® a cario dei noduli linfatici isolati pesenti sia nel GIT che nelle tonsille
(Mabbott et al., 2006; Ryder et al., 200Questi accumuli sarebbero accompagnati da
contemporanei feameni di replicazione locale del prione e dalla successiva diffusione a
follicoli linfatici adiacenti (Ryder et al., 2009). La successiva diffusione ai distretti
linfatici piu distanti dal GIT farebbe presupporre che la diffusioneJam@togena Esa

giocare un ruol o i mport a(RyderetraleOD% pat ogenes

Dopo esposizione orale i prioni colonizzano i linfonodi mesentdtica@iget al., 2000;

Houstonet al ., 2016) . Neghsesshoainfluenzewhbe ilmpkeSsas senz a
neuroinvasivao la suscettibilita alla malattiglaysher& Mabbott, 2007;Donaldsonet

al., 2015; 2016). Cio implicehe la carica infettante che inizialmente colonizza i linfonodi
mesenterici subito dopo | 6 eesdasolmpersiabilice or al e

un efficace processo di neuroinvasione. La condizione necessaria e sufficiente affinche
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ci, S i veri fichi salrabmel i inwpleicea z il cdnaec c di enlull
al | 01 nt e rsded GAdLEdellpiecold-imdeStindCoerentemente con la conclusione

che il GALT del trattogastrointestinale superiore siasito essenziale dell'accumulo dei

prioni e della neuroinvasie dopo l'esposizione oralenchel'assenza della milza non
influenzerebbda patogenesi o la suscettitdliblla malattia nel topd{mberlin et al.,

1989;Bradfordet al., 2017).

| molteplici studi condotti del corso degli anni ci consento attualmente di affermare che

a S e g udasposziomk®ralé, laccumuloprecedar e pl i cazi one dei pric
delle FDCsresidenti ®l GALT, in particolare a livello di P sarebbey essenziali per
un'efficaceneuranvasione (Andreoletti et al., 2000; Aguzzi, 200&bbottet al., 2003;

Prinzet al., 2003Aguzzi & Polymenidou, 2004; Aguzzi & Heikenwalder, 2006; Mabbott

& McPherson, 2006; vaieulenet al., 2008; Ryder et al., 200@pnaldsoret al., 2015).

Af finch | Gaapie possa invddere lleasuddette strutture linfatiche, e
condi zi one rnewerssaameamt d 6adltl 6epitelio dell a
epiteliali intestinali, infatti, sono dotate di specifiche giunzioni serraght(junctions

che costituiscono fisiologicamente una solida barriera nei confronti di qualsinogka

patogea.

Riteniamo utile in questo momento, prima di procedere con la descrizione dedgoroce
evolutivo-patogenetico cheulminera con la neuroinvasione, descrivere brevemente le
caratteristiche istologiche che riguardano le placche del P&yBs). Le PR sono
costituite da noduli linfatici situati nella sottomucpattorno ai quali si distribuisce uno
strato di linfociti B. La regione internodulare e ricca di linfociti T e di venule-paillari.

Al di sopr a d edsdodam RollidcleeAlssocated EpithéliumEAE), che
riveste i suddetti noduli linfatici, € presentddame Areal noduli linfatici sono costituiti

da un centro germinativo che ospita al suo interno linfoblastBZs macrofagi e
linfociti T (Dellmann & Eurell, 2005).

Il FAE che riveste le PRntiene una popolazione unica di cellafgteliali fagocitarie
(Microfold Cells cellule M) Queste cellule sono specializzate per la transcitosi di antigeni

particellari e microrganismi dal lume intestinale nel GA(Wabbottet al, 2013).
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Numerosistuds upportano | 6i pot esi che anche i pri
possano sfruttare la capacita di trasporto transepiteliale delle cellule M per attraversare la
barriera mucosale intestinale e raggiungere le $titostanti leppneret al., 2001,

Miyazawaet al., 2010;Takakuraet al., 2011;Donaldsonet al., 2012 2016). Alcuni

Autori, mediantestudiinvittoohanno di mo st r ad pionindél BALT &laa c c u mu |
suscettibilita alla malattiaagpo esposizionerale risulterebberentrambi ridotti nei topi

privi di cellule M onei topi in cui le cellule M si@o state transitoriamenfé nat t i vat eo
prima dell'infezione@onaldsoret al., 2012; 2016 Altri studi chehanno utilizzato ceppi

di Scrapieadattati alopo Heppneret al., 2001)n o n ¢ h ® delidBSE adattatealla

specie muringMiyazawa et al., 2010) oltre adinfezioni sperimentalind hanster

(Beeke=t al., 2000)indicano chde cellule M svolgerebberan ruolo importante nel

passaggio dellRrP¢ attraverso I'epitelio intestinale

Vi e da notargtuttavia,che questi studi ad oggi non hanno ancora trovato conferma

vivo e che esisterebbermeccanismi alternativi dcaptazione dei prioni dal lume
intestinale che prevedono la possibilita, da parte degli stessi, di essere complessati con la
ferritina e di subire un processo di transcitosi mediato dagli enteiistifaet al., 2004).

Altre ipotesi chiamerebbero ingsa le cellule dentritichdenditic Cells, DCs)le quali
potrebbero fagocitare i prioniirdttamente nel lume entericmserendo i propri
prolungamenti citoplasmatici tra teght junctionsd el | 6 epi t el i o i ntestin
(Rescigno et al., 2001; abbott et al., 2017Pertanto, come alcuni altrganti patogeni,

I prioni potrebberanche sfruttare la D&per stabilire I'infezionemagari utilizzandole
comeficaval i d i.Taleipotesisarebtsipporata dall'osservazie che alcune DEC

mi g r a nittastinahella linfa mesentericafferente acquisirebberia PrP>¢ dopo la

sua inoculazioneel lume intestinaleHuanget al., 2002

Altre teorie chiamano in gioco le cellule entemdocrine quali possibili elementi in grado

di trasportae i prioni attraveso la parete intestinale poictadi cellule esprimono livelli
diPrPPparagomabi | i a quel |l i dei remleebbe qundi plalsbilel 6 ENS,
un loro ruolo nella replicazione primaria del prione (Davies et al., 2006; Ryder et al.,
2009).
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Tra tutte le diverse popolazioni cellulari potenzialmente coinvolte nella patogenesi delle
TSE,quelle che arebberaun ruolo cruciale samrappresentate dalleDCs, che risultano

essere numerose nei follicoli linfatici primari e nei centri germinativi dei tessuti linfatici

(Jeffrey et al., 2000). E obbligatorio a questo punto fare le dovute distinzionRxCke

e le DCs. Tra le due linee cellulari esistpidatti, profonde differenze sia per quanto
riguar da | 0 e@untogii vista morfeldgieo dwuhaidnale. Le DCs hanno
derivazione mieloide,sono mobili, svolgono attivitd fagocitaria e rientrano nella
sottocl asse del | e i c(antigeruPresentipg Gel\PQ) (Palirett i | 6an
al., 2005).Le FDCs invece derivano da un precursore stromale (Ksaspasi et al., 1993),

sono immobili e non svolgono attigifagocitaria $hortmaret al., 2002 Mabbottet al.,

2011, Krautleret al., 2012 Le FDCsespimono alti livelli di Pr® (Klein et al., 1998;

Brownet al., 1999, 2012yicCullochet al., 2011) e questo permette loro di accumulare

PrPC. Nei topi trangenici, resi incapaci di esprimere la®afivello delle soleeDCs la

progr essi one del | 6i nf etotalmente inibitd, sunittnepte alla b e i n
replicazionedel patogeno e di fatto, risulterebfetevolmente ritardata la neimvasione

(Mabbott et al., 2008, 2003; Mohan et al., 200&cCulloch et al., 2011).

Dal punto di vista morfologicde FDCssono dotate di procesdendritici sottili che si
estemono in tutto il follicolo tra lecellule B. Questi dendriti consentono alDCsdi
intrappolare e trattenere grandi quantita digarti nativi sulle loro superfici sotto forma
di immunocomjessi, costituiti da complessi antigeamticapi e/o composti opsonizzati

dd complemento La membrana plasmatica deleDCs e inoltre dotata di recettori
specifici per la frazione costante detlemunoglobuline (Fc) e per alcunemponenti del
complemento Complement Receptor TypeCR1; Complement Receptor type@R?2).
Questa complessa organizzazione mogima e funzionale consente lodd captare e
trattenere complessi maenmsolemlari (van der Berg et al., 199Klein et al., 2001)lI
confronto dei contributi relativi dei recettori CR1 e CR2 ha rivelato un ruolo piu

importante peil CR2 nella patogeniedelle malattieda prioni Kaneet al., 2017)

Altre componenti del complemento quéliattore C1ge il fattore proteico regolatorio H
possono legarsi alla PfRMitchell et al., 2007 Simet al., 2007)L'assenza specifica di

componati opsonizzanti del complemen{€lq, C2, C3, C4 e fattore H) o espressione
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del CR2sule FDCsimpedirebbe altredlaccurulo di prioni rei tessuti Infatici della
milza e ne ritarderebbe la neureasione Mabbottet al., 20Q; Klein et al., 2001 Zabel
et al., 2007Michel et al., 2012, 2013)

Gli immunocomplessiche vengono trattenuti e FDCs sarebberoinizialmente
internalizzad prima di subire ripetuti cicldi fivisualizzazione sulla superficie cellulare
(Heestert al., 2013)Questanodalita ciclica di espressione del complesso immunitari
aiuterebbea prdeggere gli antigeni dial degradazioneconsentendo loro di essere
trattenuti pe periodi molto piu lunghi Kleesterset al., 2014) Nonostante cio, analisi
immunoistochimiche ad @t risoluzione indicano che la fle@zione del prione si
verificherebbesulla superficie dé& FDCs poiché la Prf® non éstata rilevata al loro
interno Qeffreyet al., 2000Sigurdsoret al., 2002McGovernet al., 2004, 200Kujala

et al., 2011).

Anche altre popolazioni cellulari facenti parte del GALT prendono parte in maniera
significativa al processo neurmv asi v 0. C il caso specifico
t i ngi(bingible Body MacrophagesTBM), cellule residenti specifamente

al | 6i det eentn germinativi dei follicoli linfaticic Questi macrofagi sw
caratteristicamente sovraccarichrelsti di linfociti apoptotici fagocitati (corpi tingibili)

e durante la malattia prionica conteng@mzhe consistenaccumuli di PrP° all'interno

dei loro comparimenti endosomiali NicGovern et al., 2009;Kujalaet al., 2011;
McCulloch et al., 2011)Il ruolo patogenetico dei macrofagi icorso di TSE € ancora
incerto; alcuni dati suggeriscono che essi possano degradare ed elinnipdoai nel
tentativo di preeggere l'ospite dall'infezione&Carpet al., 1982 Beringueet al., 2000;
Maignienet al., 2005Mabbott & McPherson, 200§Fig. n. 18).

Sebbene molto spesso, come precedentemente descritto, la replicazione degli agenti
prioni ci al | G&DGCssiaeima tappa fdreldmergale nella patogenesi della malattia,
sono stati riportatcas in cui I'accumulo di prioni nel GALT e/la neuroinvasione si
verificherebberoindipendentemente dallEDCs | fattori che attribuiscono unruolo
centrale alleFDCs nella patogenesi delle TS&no incerti, sebbene cid posssere

influenzato dal cepp@rionico, dalle specie ospiti, dal genotipdRNP e dalla via di
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trasmissione/infezian La dose infettante, per esempio, pafluenzare la suscettibilita
alla malattia, poiché alte dosi potrebbdibypassarel 6 e s idigasplificazione negli
organi linfoidi secondari (Secondary Lymphoid r@ans SLOg prima della
neuronvasione Prinz et al., 2002). Il ceppo prioniced il genotipo PRNP dell'ospite
possono influenzareome gia dettda patogenesi dellmalattia negli ovini (And@etti
et al., 2000Heggeld et al., 2002)In altri casi, come per esempio laeCJD sporadica
d el | ¢lmaccumalo precoce di prioni nei tessuti periferici, traglu SLOs potrebbe
non risultare determinan{&latzelet al., 2003) cosi comda suscettibilita del topo al
prione dellaCJD na sarebbenfluenzata dall'assenza di linfocl maturie di FDCs
(Shlomchik et al., 2001).Si ritiene che nellaBSE del bovino vi sia un limitato
coinvolgimento dellaSLOsdurante la fase precliniche | | 6 i (Bbneewilleetrale
1997), sebbenda PrP° sia stata rilevatanell'intestino tenue dellanaggior parte degli
animali a seguito dnfeziore sperimentaleper via orale) cogitomein alcunibovini dopo
egosizione naturaleWells et al., 1994;Terry et al., 2003; Hoffmam et al., 201}
Tuttavia, quand si realizza la trasmissione della B&@&altre specie come I'uomo (sotto
forma di vCJD),nonchéa pecor e accurhubdiiPrP° neidtessuti ihfoidi
costituirebbe un reperto pressoché costéik et al., 1997Fosteret al., 2001Brown

et al, 2014).

Il n ogni caso & dwlbuwelie FDEs noni comPartérebbe alcuna

alterazione morfologicamente apprezzalfMecCulloch et al., 2011)in quanto- come

ben noto- in corso di TSE umane e animali le lesioni sarebbero wat&ialSNC (Di

Guardq 2015).Tuttavia, lo studiaultrastrutturale delld&SLOs in corso di malattiaha
rivelato | 6esistenza di c aFB@siQaaswteincludonomo r f o | «
cicli di maturazione idfienzati negativamente, anomalpiegamenti dendritici ed

eccessivo accumuldi complessi immani tra i dendritidelle FDCs (McGovernet al,

2004; 2009).

Ulteriori studi hannodimostrato che altri tipi cellulari potrebbero rivestire un ruolo
importante nella patogenesi delle TSE. Assunarticolare importanzan tale contesto
i linfociti B. Tra le tante funzioni svolte da queste cellule del sistema immunitpréda

pit importante nel nostroaso e sicuramente la produzodi importanti citochine, quali
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l e Ilinfotossine (lT) e maumbrriecrosis fddit o & (FRY ,
fondamentali siaella maturaione che nel mantenimentello stato differenziatdelle
FDCsn e i centri g e r nkinatkoud ideprivati ddi gehi addificanti pet o p i
LT-U, -BL,T n o n c h ~Bhdnno nostraténa ridott efficienza nella replicazione
prionica, in quant@rivi di FDCs(Davieset al., 2006)

Dopo aver risieduto nelle BRe cellule B migrano verso i linfonodi mesentericiuengli
ritornano in circolo $chmidtet al., 2013) Le cellule B possono ricircolare tra i tessuti
linfoidi per diverse settimandrneret al., 1997) sgsso acquisiscono antigeni dalle
FDCsmentre migrano attraverso i cdargerminativi(Suzukiet al, 2009).Studi su topi
hanno sugerito che anche le cellule B circolanti sarebbero coinvolte nella diffusione
iniziale dei prioni dai tessulinfoidi ad altriSLOs Quando la migrazione delle cellule B
tra SLOsvienespecificamente bloccata, anche la diffusione dei prioihi dal dreDante
ad altri SLOs verrebbestata bloccataMok et al., 2012) Se lo stesso si viéichi nelle
infezioni naturdi e incerto, ma i prioni sono stati rilevati in associazione con linf&iti
(Andreoletti et al., 2012Douetet al., 2016nel sangue di pecore coScrapie(Edwards
et al., 2010k di cervi con CWD Mathiasoret al., 2010)

In netto contrasto con quanto avviene nelle infezilanaltri microrganismi patogeni, topi
deprivati delle cellule B e delle cellule T mature del sistemaunitario, quali i topi
affetti da SCID(Severe Combinednmunodeficiery) e i topiRagl’’/ ' Rag2'/ 'e Agr'/ '
risulterebbero refrattari nei confronti delle infezioni prionichgKitamoto et al.,
1991; Fraseret al., 1994, 1996Kleinet al., 1997). Tuttavia, le cellule T non
svolgerebbera@ffatto un ruolo importante nelfmtogenesi della malattia da pridBistato
osservato, infatti c he | 6 ac c u miLOsela succespiva nenroinvasiore gdn i
sarebbero compromessi nei topi timectomizzati carenti dellecetiide T o nei topi
transgenicicon carenze specifiche delle cellule(@D4"/ ' cD8’ 'p2-u'/ ! TCRU
Perforird’ ") (McFarlinet al, 1971;Fraseret al., 1978)Le cellule T, inoltre, sembrano
mancare dei fattori cellulari necessari per sostenere linfeziongridai come
l'espressione di alti livelli di PFRRaeberet al., 1999)Nel caso specifico delle cellule B
invece, alcuni studi hanno dimostrateel'accumulo di prioni nella milza elsuccessiva

neuranvasione sarebberentrambi significativamente ridotiin animali deprivati delle
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suddette celluleKlein et al., 1997) Purtuttavia le cellule B non permetterebbero la
replicazione prionicacome dimostrato da studi effettuati su topi transgenici che
esprimono alti livelli di PrP solo sui linfociti B Montrasioet al., 2001)Cio indicache

le cellde B potrebbero probabilmente svetgun ruob indiretto nella patogenesi delle
malattie dgprioni, forse attraverso la fornituraglpporti omeostatici ad altpopolazioni

di cellule.

Poiché la fitta rete costituita dalle FB€I trova ad una certa distanza dal FAE, cosi come

dai sottos an't i pl essi del | 6ENS, la diffusione d
passando proprio attraverso i suddetti plessi, costituirebbe secondo alcuni Autori una fase
cruciale nell a paBeekegsenak,sl996; dam IKénlei ah,f2@00;1 one (
McBride et al., 2001Sigurdson et al., 2001; Heggebt al., 2003a; Davies et al., 2006;

Ryder et al., 2009).

Le cellule dell 8ENS s ar ebb e rowolodice, acpesserme c el |
colonizzate dai prioni in seguito ad infeziom@le dal momento che sia i neuroni che le

cellule enteroglialiEnteroglial Cells EGC) residenti in tali distretéspimonoalti livelli

di mRNA codificantiper laPrP- (Fordet al., 2002) @ossonailtresialbergare Pri(Figg.

nn. 19 e 2D L 6 a ¢ ¢ u mu éostatd ampiAmeRte dimostrato in corrispondenza dei

neur oni del | G&& Neb confromth deflaocalleidna (CALB), del |l 6ossi d
nitrico sintetasitfeuronal Nitric Oxide SynthaseNOS) e della somatostati(@OM), in

corso di stapie ovina naturale e sperimentale (Marruchella et al., 2007; Schneider et al.,

2008).

Nonostante ci,, a livello dei p Ineusorale del | 6 E
come invee avviene a carico del SNC (8akov et al., 2000; Marruchella et al., 2007,
Albanese et al., 2008; Ryder et al., 2009).

Il trasferiment dei prioni dai centri germinativi dei follicoli linfatici verso i plessi
del | 6 EN Sonanodalitdéenonedel tutto note. Tuttavia, &€ alquanto @dgiile che
tale diffusione possa realizzarsi direttamente poiché le FDCs occupano sedi anatomiche

diverse rispetto alle fibre nervose, sono immobili e solo raramente stabiliscono intime

99



relazioni sinaptiche (Felten et al., 1992; Defaweux et al., 2005ukfalla et al., 2009;
2011).

L 6 i n nome ded organi linfati, compreso il GALT, e principalmente sostenuta dalla
componente adrenergica del sistema nervoso auton{®iA). In particolare,

| 6arborizzazione ner vos @andliarid¢éllddatena smpaticac o st i t
paravertebrale e dei nervi splancnici. LesR&vono fibre nervose provenienti dai gangli
mesenterici chaattraversando il peritoneormano un plesso i cui rami raggiungono gli

spazi interfollicolari e la lama propra (Felten et al., 1991

Al cuni studi condotti sull deffettiva innerv
fibre nervose si localizza per lo piu a livello dello stroma inerfollicolare e perifollicolare,

mentre le fibre intrafollicolari sono pigisto rare. Non sono state riscontrateltre,
differenzesignificative nella densita delle fibre nervose presenti a livello didPBvini

sani rispetto a quelle presenti in ovini di razza Sarda affetti da Scrapie, né tantomeno tra

ovini con genotipi (genotipo PrP) differenti (ARQ/ARQ, ARR/ARQ, ARR/ARR). Negli

ovini adulti, sia Scrapireesia Scrapianfetti, sono state altresiscontrate fibre nervose

nelladome areain prossimita del FAE. Gli stessi studi hanno infine documentato la
presenza di una f i tt -&drossiadi (@H)ichinundreatbve @R) ner v 0o s €
i n corrispondenza dei p, ROO Mlarruckhedlaletab, BO413. ( Chi o

1 trasferimento dei prioni verso | 6ENS po
FDCs, pur essendo cellule immobili, potrebber
alle fibre nervose circostanti mediante vesle scretorie (Prinz et al., 2003;uala et

al., 2011). Una notevole quantita di dagie r , , supporta pogsanpot esi
svolgere un ruolo di grande importanela diffusiongorionica In particolare, sono state

descritte alcune connessi@matomiche esistenti tra le DCs e le cellule presenti nei plessi
del | 6ENS (Hosoi et al ., 1993; Def aweux et a
aumento numerico delle stesse DCs in corso di TSE (Aucouturier et al., 2001; Cordier

Dirikoc et al.,2008). Inoltre, studi realizzati su modelli murini trangenici in cui erano state

eliminate le DCs hanno dato dimostrazione che la deposizione YneirRessuti linfoidi

verrebbe di fatto impedita (Aucouturier et al., 2001; CorBieikoc et al.,2008).

100



Un quesito altrettanto importante riguarda il trasferimento intercellulare degli agenti delle

TSE, ossia la trasmissione dei prioni dalle DCs alle FDCs, cosi come dalle DCs ai plessi

del | 6ENS. Questo trasferimenteprgvwsterde bbe e s
membrana sulla quale & presente la®dhe sono coinvolte nel trasporto di altri agenti

patogeni a localizzazione intracellulare (Denzer et al., 2000a; b; Gould et al., 2003; Fevrier

et al., 2004 CastreSeoaneet al.,, 2012 Alcuni stud hanno pr opost o | 0esi
u rulderiore potenziale forma di comunmane intracellulare a distanza, mediaa

piccole strutture citoplasmatiche cilindriche capaci di collegare cellule vicine tra loro e
chiamatetunneling nanotube€I'NTs) (Gousse®& Zurzolo, 2009). All'interno deTNTs

la PrP*¢ sembrerebbeviaggiare in vescicole enosomali Resta da stabilire se il
trasferimento significativo di prioni tra le cellulmediatoda TNTs avvengaanche
nelllambiente dinamico dei tessuti linfoidivivo (Zhu et al., 2015).

Altri studiin vitro hanno dimostrato che le DCs, dopo aver ospitato e accumulato al loro
interno la PrB, sarebbero in grado di trattenerla per alcune ore indipendentemente dai
loro livelli di espressione della PrPSuccessivamente le stesse cellule trasferirebbero la
PrP¢ a cellule nervose coltivate nello stesso ambiente e questo trasferimento sarebbe
mediato proprio dai TNI Questi ultimi sarebberpertantoin grado di favorireil

passaggio dei priortiia i neuroni stesglL.angevin et al., 201Q)Fig. n. 21).

La maggior parte degli studi sopra citati descrivealagenesi delle malattie da prioni in

animali e pazienti in ottimée stato di salute. Tuttavia, € interessante approfondire

| 6argomentazi one sul | e condi zi oni di al t et
contemporaneaeint e al | 06 iicafQGerdi procassi inflammadpmper esempio,
potrebberoavereun impatto sigificativo sulla patogenesi delle malatti@ prioni, &

aumentando la captazione dei prioni dai siti iniziali di infezj@i@ espandendo la loro
distribuzione tissutald_e patologie inflammatoridella mucosa intestingleome quelle

osservate in coesdicolite batterta Sigurdsoret al., 2009)unitamente dl 6 au ment o del |
densita delleellule M a livellod e | | 6 entestinalgDonatdsoret al, 2016) ed alcune

lesioni alle superfici mucose delle cavita of@lenkerset al., 2011) o nasalCfowell et

al.,, 2015) possono modificare significativamente la suscettibilita alla malattia,

probailmenteaumentando la captaziopeionica Anchelimmunizzazioneripetuta nei
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confronti di qualsivoglia antigenelurante il periodo diesposizione prionica puo
aumentare lguscettibilita alla malattisBfemeret al., 2009). b infammazionicroniche

a carattere linfoproliferativanducendo la formazione di tessuti linfoiérziari ectopici
contenenti FDG (Fig. n. 23, potrebberaspandere la distribuzione dei prioni all'interno
dell'ospite infetto soprattutto a livello di pancreas, fegato e rddeiKenwalderet al.,
2005; Ligios et al., 2005Seegeret al, 2005; Glaysheret al., 2007Donaldsonet al.,
2015) Gli effetti dell'infiammazioe cronica sulla patogenesi d@elinalattieda prioni
potrebbero avere importanti conseguenze sulla salute umana éeaiavoaecndda loro
trasmissione verticale e orizzorgatosi comaumentando la concentraziodei prioni
egreti nel latte goprattuttan animali con mastite) eliminaticon leurine (soprattuttan

animali con nefritg(Ligios et al., 2011Maestrale et al.2013).

Il processo neuroinvasivantinuerebbger diffusione retrograda deiipni lungo le fibre
efferenti etlla componente sipatica e parasimpatica del SNAg. n. 23 (Beekest al.,

1996 Baldaufet al., 1997; McBride & Beekes, 1999; 20(yjalaet al., 2011). II
coinvolgimento del sistema nervoso simpatico e stato piu volte dimostrato soprattutto in
corso di Scrapie sperimentale hhantster{McBride & Beekes, 1999). Ulteriori indagini
sperimendli hanno rafforzato ulteriormente queste ipqgtedimostrando che la
simpatectomia ritarderebbk neuranvasione (Glatzel et al, 2001); vicevers, la
progr essi on sarethbe hcceferateiftopi m icudla @nsita dei arvi simpatici

al | @o dedli®lOse aumentataGlatzelet al., 2001) o in quelli in cui la distanza tra
FDCs e nervi simpatici e ridottaRrinzet al., 2003)La neuroinvasione a partire dal GIT

puo avvenire anche senza il coinvolgimento del midollo spinale. In questcdcasg e n't e
prionico diffonde lungo le fibre del nervo vago fino a raggiungere il NMDV, situato a
livello di midollo allungato Beekeset al., 1998McBride et al., 2001).

La modalita di trasporto piu probabile attraverso la quale i pramgiungerebbero il SNC
sarebbe quella assonale, la quale prevede una progressiva pinocitosi degli stessi da parte
della rete dendritica neuronale ed il dotrasporto retrogrado verso il pirenoforo
(Hainfellner & Budka, 1999; Glatzel & Aguzzi, 2000a; ba cinetica di trasporto della
PlPhel | 6ENS e nel nSINEggvin.@%e25ri assunt a
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Léagente dell a Scrapie prosegui raéxlper i | suc
poi diffondersial cervelletto, al diencefaloadla corteccia frontalattraverso la porzione
rostrale del midollo allungatoQuesta ordinata progressivita non risulterebbe essere
casualetanto che e statassificata da Wemheuer et @011) nei seguenti 4 stadi:

1) Stadio di ingresso nel SN€on colonizzazione e accumuella PrP¢a livello di
NMDV, nucleo del tratto solitario e nucleo del tratto spinale del trigemino.

2) Stadio di colonizzazione del midollo allungaton accumulo di PrPa livello dei
n u c | eobexealnelle poézioni piu rostrali del midollo allungato.

3) Stadio di colonizzazione dslicus cruciatuscon accumulo di PP a livello di
mesencefalo, nuclei amigdaloideuclei settal, tratto ottico, peduncolo cerebrale,
ippocampo, cortaccia frontale estanza bianca subcorticale.

4) Stadiodi colonizzazionealei gangli della basecon accumulo dell®rP> a livello
di nuclei talamici mediali, corpo genicolato e garigila base. Alcuni depositi
sarebberaalvolta rilevabili anche nella sostanza bianca.

La Hg. n. 26riassume schematicamente il compleissoche caatterizza la cinetica di

neuronvasione.

Un altro importante quesito che riguarda la patogenesi delle TSE e che ha costituito altresi
un ulterioremotivo di preoccupazione per molto temparebbequello relativoalla
presenza di infettivita prionica nel sangleizialmente la presema di infettivita nel

sangue élimostrata in corso sia di Scrapie ovina che di vCJD (Hunter & Houston,.2002)

Numerosi studi hanno gia dimostrato ched via ematogena potrebbe costituire un
importante veicolo di diffusine degli agenti patogeni, cosa daeebbe particolarmente
importante per il prioneesponsabileella Scapie. E stato proposto, nella fattispecie che

la prioremia possavvenire in due fasi: unarima fasemmediatanente successiva alla
captazione cellulanediata dei poni dal lume intestiale nel sistema linfatico, seguita da

una seconda fase conseguente alla replicazione priarlich 6 i nt e rSmsdet all,e | LRS
2010. A tale proposito, era gistato documentato in precedertree in corso di Scrapie

murina la PrP° risulterebbe associata ai leucociti della componente plasmatica
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(Murayama et al., 2007), mentre la stessa si troverebbe associata alla frazione leucocitaria

del sangue in corso di Scrapie ovina (Thorne & Terry, 2008).

Durante la Scrapie, i leucociti possp rivestire un ruolo importante nella diffusione
prionica in quanto essi possono circolare n
Inoltre, le cellule mononucleate del sangue periferReripheral Blood Mononuclear

Cells PBMC) esprimereblie costantemente la PrRulla loro superfici€Herrmann et

al., 2001; Barclayet al., 2002;Halliday et al., 2005), elemento quigtimo che

costituirebbe umrerequisito fondamentale al fine dello sviluppo deifezioni da prioni

(Bueler et al., 19938rown et al., 1999; Kaeser et al., 2001).

| linfociti CD4+ dell dovino esPpsullafboono | i ve
superficie (Rocchi et al., 2007), mentre i linfociti CD21+ presenterebbero livelli di
espressione piu alta (Halliday et al., 2005).

Alcuni Autori hanno inoltre valutato la capacith diverse popolazioni leucocitarie del

sangue di ovini Scrapi@fetti nel captare e accumulare la PrPEssa risulterebbe

associta anche a cellule che esprimoantigeni dé complesso MHC di classe td

sanguesia di ovini affetti da Scrapie naturale e sperimentale, di ovini BSE-infetti,

durante lefasipre | i ni che e cliniche dell 6infezione.
hanno dimostrato che le cellule B o Uoro sottopopolazioneoncentrereblye la Pri°

nel sangue di ovini con genotipo ARQ/VRQ Scrapietti (Edwards et al., 2010).

Alcuni interesanti lavori, infine, hanno potuto dimostrare come ar@ta dell'ospite

possa esercitare una significativa influerszdla patogenesi sulla suscettibilita &

malattia da prionil suddetti studi hanno messo in evidenza, infatti, come alcuni topi in

et” avanzata (O 600 giorni) infettat:i sper |
della Scrapie non erano in grado di sviluppare i segmicclidella malattia, ma
contemporaneamente presentavano lesioni evidenti a livello di SNGntestuale

accumulo di PrP® a livello di SNG rispetto ad animali giovani facenti parte dello stesso
esperimento (Brown et al., 201 Questo studio suggerirebpertantoche a causali un

alterato funzionamento della zona marginale spléolticolare conseguentealla
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senescenza, le FB@onsarebbero in grado di capta#icacemente imnmmocomplessi,

tantomeno agenti prionisulla loro superfi@.
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Fig.n. 17 Modal it~ di penetrazione dell 6agente
intestinale e celluleoinvoltenel trasferimentdei prioni al SNC1) Captazione dei prioni
dal l ume i ntestinale da parte delle cell ul

intestinale.2) Captazione della PPPda parte dei dendriti delle BCattraverso gli

enterodi o direttamente dal lume intestinale. 3) Presentazione degli antigeni da parte delle
cellule M alle FDG. 4) Replicazioneprionica sulla sugrficie delle FDG. 5)
Trasferimentad e |l | 61 nf ez i o n e swmdessipaiffasorseial SNE@ IUNKAIE NS e
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componente simpatica parasimpatica del sistema nervoso autongMabbott et al.,
2017).
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Fig. n. 18 Ruolo del tessuto linfatico nella patogenesi delle TSE: meccanismi

molecolari e cellulari(a) Le citochine prodotte dalle cellule B inducono la maturazione

delle FDCs e ne determinano il mantenimento nel loro stato differenziato. In assenza di

' infocitdi B, oppure dibsp&bFtUjcha deiat aclhizn
FDCs non pud avetu o g o aceumuloddella Pr® nei tessuti linfatici errebbe
compromessdb, c) Le FDCs acquisiscono la PfBttraverso modalita non del tutto note.
Léassenza di specifiche frazioni ddella compl e
PrP¢in sede splenicaMabbottet al., 2001; 2004Klein et al., 2001 Zabelet al., 2007;

Michel et al., 2012, 2013); inoky la frazione C1q del complemento sarebbe in grado di

l egarsi ad undi s of BlanquetGrossaddet &l.i 200b)t Rertadte, kil a Pr P
ritiene che gli agenti delle TSE sarebbero opsonizzati da alcune frazioni del complemento

e che successivamentd) tali immunocomplessi possano legarsi ai recettori per il
complemento (CR1/CR2) espressi sulla superficie ddl}€s. (e) E plausibile che la
stessaPfresente sulla superficie dell & FDCs p
(f) Anche i TBMs che risiedono nei follicoli linfatici possono acquisire i prioni, ma il loro

ruolo patogenetico rimane incerto (Maltth& MacPherson, 2006).
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Fig. n. 19 Rappresentazionelsematica dei possibili meccanismi di captazione degli
agenti prionicidal lume intestinale c o n

BENS.dlsposto
processo di neunavasione coinvolgebbeattivamente sia il GALT, siaal componente

successivo
ortosimpatica e parasimpatica d&NA presente nei plessi smtericoe sottomucoso
(Mabbott &Bruce, 200).
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Fig. n. 2Q Ovino. lleo. ScrapieIntensa deposizione di Pifa livello del plesso
del | 6ENS. I mmu n o iS§ doloraziorie miicantastp c@n emata@ssiliRardiP
Mayer, forte ingr.
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Fig. n. 21:Trasporto della PfPmediante i TNE. Alcuni studi suggeriscono ch&@NTs
consentirebbero il trasporto intetlulare di PrB°tra DGs e neuron Restao da chiarire
i precisi meccanismi coinvoltiAd esempio, non & ancora chiaro se laSPienga
trasportatarigorosamente all'interno di appositescicole endociticheppure se possa
scorrere lungo la superficaei TNTs 0 esgrealtresitrasportata sotto forma di aggregati
all'interno dei TNTsA causa dell'elevata propensione dellesCeCformare TNE in
condivisionecon divesi tipi di cellule, é stato proposto ch&NTs possano svolgeren
ruolo importante nel diffondere IRrP* ai tipi cellulari appropriati lungo la via di
neuroinvasione. Adsempio, le DG potrebbero trasferire IRrP°¢ dai siti periferici di
captazionealle FDG residenti nei SLOs(2), oppure potrebbep occasionalmente
trasferire Prf* direttamenteal SNA(1). Le DCs ptrebbero anche collegale FDCs con
il SNA (3), in quanto e statdimostrato che le D€possono formare TNScon cellule
nervose. Infine, una volta che la PfRa raggiunto la sua destinazefinale all'interno
del SNC, iTNTs potrebkero svolgere un ulteriore ruoleella diffusione della PP a
livello cerebraletra i neuroni epossibimente, anchéa cellde neuronali e astrociti (4)
(Gousset Zurzolo, 2009.
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possono indurre |l a repliceaZibonelLbdditi paizoohn
linfociti B e T indotta da stimoli infiammatoi pr omu oasmessionedd i per
linfotossire . Queste ulti me, ssella menbenaeéllulareddi) | 0 e
linfocitiB( LTU1b2) , S i |l egherebbero a specifici
FDCs, stimolando la sintesi di molecati adesione, citochine e/o chedhine. L'effetto

di questi processarebbe la formazione fbllicoli linfoidi terziari i quali, a loro volta

potrebbero promuovere la replicazione prionicd i mmagi ne i n basso a de
sezione di parenchima renale in preda a flogosi cronica; le freccenadicearattere
linfo-follicolared el | 6i nf i ammazi one r (200§ Maegtraleetéal., Hei k e nv

2013.
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Fig. n. 23 Rappresentazi@schematica del processo néavasivo dal GIT al SNC in

corso di Scrapie e di altre TSEtudi sperimentaliconddti in adeguatimodelli animali

indicano che la PrP diffonderebbe dal GIT al SNC attraverdae diverse vie neuro

anatomiche. Unarimavia sarebbe rappresentata dalle fibre del nervo splancnico e dalla
successiva migrazione lungo il fascio intermedio laterale del midollo spinale, nella sua
porzione torad a . Successi vament e | 6agent e infett
muovendosi in direzione caudoaniale lungo il midllo spinale. Il processo
neuroinvasivoa partire dal GIT potrebbe avvenire anche senza il convolgimento del

midollo spinale. In questo aasl prione diffonderebbe lungo Hbre del nervo vago
localizzandosi successivamente a livellordéalollo allungato KcBride et al., 2001; Siso

et al., 2010).
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Fig. n. 24 Rappresentazione
nel |l 6ENS e nel SNC in

sc hemat (comra rosb@ | | 6 acc
ovini recanti agenotip

5(a), 10 (b), 14 (c) mesi di e@MNV = nucleo motore dorsale del vago; IMLC = colonna

intermediolaterale del midollo spinale; C, T ed

L = segmentovicate, toracico e

lombare del midollo spinale; GN = ganglio nodoso; GMCC = ganglio celiaco mesenterico
craniale; GS = gangli spinali; O = esofago; R = rumine; Re = reticolo; Om = omaso; Ab
= abomaso; Du = duodeno; Je = digiuno; Il = ileo; Ca = cieco; €olen; Rec = retto

(van Keulen et al., 2008).
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Fig. n. 23 Rappresentazione schem&tolor@rosdog| | dacc
nell 6ENS e nel SNC in ovini recant.i genotip

17 (d), 21 (e), e 26 (f) mesi di e2MNV = nucleo motore dorsale del vago; IMLC =
colonna intermedidaterale del midollo spinale; C, T ed L = segmetdovicale, toracico

e lombare del midollo spinale; GN = ganglio nodoso; GMCC = ganglio celiaco
mesenterico craniale; GS = gangli spinali; O = esofago; R = rumine; Re = reticolo; Om =
omaso; Ab = abomaso; Du = duodeno; Je = digiuno; Il = ileo; Ca = ciece; c@lon;

Rec = retto (van Keulen et al., 2008).
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Fig. n. 26 Rappresentazione schematica del processeedianvasione compiuto
dal | 6 ag e nl) Rrimgfase: iovadioneadel GALT; 2) Seconda fase: disseminazione
linfo-ematogena; 3) TerZase: Neuroinvasione (Siso et al., D1
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1.2.3Diagnosi d laboratorio

La diagnosi di laboratorio della Scrapie e di altre TSE umane ed animali si basa
sull 6utilizzo di adeguate tecniche i mmunob
obiettivo finale & qued di dimostrare la presenzaomenodellPaR | 6i nt er no dei
(Di Guardo, 205)

La metodica di riferimento 1 a¢hpadeggent at a
rappr e gedensa ainld afiQadi@ st 6 ul t i mametodica di tatatieree s ser e
gualitativo attraverso la quale possibile dimostrare , con ragionevole certezza, la
presenza/assenza della Priv sezioni ottenute da tessuti precedentemente fissati in

formalina ed inclusi in paraffina, oppure su sezioni tissalidstiteal criostato (Fig. n.

27).

1 principio su cui S basa questa tecni c:
monoclonali o policlonali nei confronti dal PrB valutando la conseguente reazione

antigeneanticorpo mediante opportune meatod h e  d i Arivel azioneo.

Le tecniche immunobiochimiche, quliestern blottindWB) ed ELISA, sono alldase

dei cosestddpi tli 0O ie t r ov antestd sEreegiogeiipiarpdi e go c oI
sorveglianza nazionale della Scrapie e della BsiHavia, inbase alla vigente normativa,

ogni eventuale positivita &estrapidi eventualmente riscontrata deve essere confermata
mediante opportune indagini immunoistochimicheTali test diagnostici vengono

realizzati su omogenati di tessuto cerebrélento encefalico), a partire da materiale

bi ologico fresco o congelato. Attual mente s

seguentiestrapidi:

V Prionicsi prevede | 6esecuzione di un WB su o
precedentemente digeriti cqmroteinasi K. La positivita al test € data dalla
comparsa delle caratteristiche 3 bande proteiche nelle quali si stratifica>fa PrP
(Fig. n. B).

116



V Plateliai € un ELISAsandwichil quale viene eseguito su piastre a 96 pozzetti.
Anche in questo casb6 omogenat o Vi enetratmdntboogpo st o a
proteinasi K. La positivita e svelata dallo sviluppo di una reazione colorimetrica.

V Enferi é untest ELISA. La metodica & molto simile a quella descrittRlpézlia.
In quesb casq pero, il campior viene &tto reagire con anticorpi afRirP
coniugati con un enzima che da luogo ad una reazidbchemuminescenza.
Il testPionics prodotto in Svizzera e ufficialmente utilizzato in Italia, rappresenta
a decorrere del 2001 principaletest ufficae s u c u i S i basa, nel |
dell UE, |l a sorveglianza fAattivag nei cc
vieneparimenti utilizzato neconfronti della Scrapie oxdagina.

Il prelievo dei campioni di tessuto cerebraleddatinare alle indagini diagnostiche

deve essere effettuato previaaticolazione dellatestaalvel | o del | darti c
atloidoocci pi t al e. Qui ndi S i dovr ™ proceder ¢
all a successiva cirstttacafiaoneadel Isdoanoenfadl @

prelievo del tronco encefalico mediante un apposito cucchiaio da inserire nel
foramen magnunfanimali sottoposti a sorveglianzatiaa). 1l tessuto cerebrale
cosiprelevato deve essere inviato nel piu breve tepgssibie al laboratorialove

verra suddiviso longitudinalmente in due parti. Una parte sara quindi congelata a
-20°C oppure a8C°C,mentrel 6 al tra verr”™ fissata in for
10% per le successive indagimstomorfologiche ed immunoistochimice
eventualmente necessarie. Un problema di notevole importanza inerente al
prelievo dei tessuti e legato alla corretta conservazione di questi, al fine di poter
ottenere risultati affidabili in sede di indagini laboratoristiche. ktndio condotto

da Huag et al.(2011) ha valutato gli effettied diverso grado di autolisi dei
canpioni di tessuto cerebrafilla rilevazione della PPP riportando che dopd5

giorni di autolisi postmortale a 37 diminuirebbero visibilmente i livelli di PFP

nel tessutolinfoide e nel SNC di animali infetti. La PtPresidua verrebbe
comunque svelata attraverso WB ed ELISA. problema eventualmente
sorgerebbe qualora i depositi di PtRon dovessero essere uniforseprattutto
gualora questi fossero di modesta entita. In questo caso la probabilita di ottenere

risultati falsamente negativi sarebbe aumentata.
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Un problema tecnico di fondoonnesso all é6utilizzo dell
diagnostiche, siano essedi tipo immunoistoébémche immunoiochimico, é

quel | o | etitpaitsequenzh andnbadidica (struttura primara)Pr e

PrP¢ cosache rende assai complessa la produzione di anticorpi (monoclonali e
policlonali) in grado di discriminare le due isoforme. Per awia tale
inconveniente, sono stati studiati diversi-pnatamenti di tipo chimicdisico

(proteinasi K, acido formico al 988%, isotiotanato di guanidina, autolavaggio

a 12PC, ecc) che, adeguatamente lagati 1 da soli o in associaziorieriducono

o eliminano la positivita immunoistochimica nei confronti della®eRaltando al

contempo quella della PFR(Di Guardo, 2015).

La PrP°p u |, altres?: essere dimostrata medi a
elettronica a trasmissione a contrasto negativonsogenati di tessuto cerebrale
pretrattat. con appositi detergenti, dov
fibrille note come SAF @rion rods

| testdiagnostici finora citati possono trovare applicaziona solo se eseguiti su

campioni di tesdio cerebralegostmorten), ma anche nella diagnasnte mortem

su tessuti prelevabili intra vitam quali tonsille palatine, terza palpebra e

RAMALT. Tuttavia, la diagnosintra vtiamde |l | e TSE medi ante |

tecniche immunoistochimiche ed immunobiochimiche non gode di un livello di

Aistandardi zzazioneo e di Avalidazioneo
paragonabile a quello el ati vo al |l 6applicazisune dell
tessuto erebrale (Schreuder et al.,, 1996 O6 Ro u r k e Ganzalezat lal., , 2000 ;

2008a, [y Di Guardo, 2015).

Relativamente alla possibilita di una diagniogra-vitam delle TSE, sono state

segnalati vari elementijuali:

a) dimostiazione di un legamselettivo dellaPrP* (ma non dellaPrP) con il
plasminogenp

b) dimostrazione di una notevole riduzione dei livelli di espressiene=dDRF
(Erythroid Differentiationrelated Factoy;

c) dimostrazione élla presenzajelle urine di uno specificanarkerdi infezione

(UPrP*), simile alla Prf°, sebbene privo di potere infettante, la cui comparsa
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d)

precederebbe di gran lunga, nel C
malattia. Successive indagini spettrofotometriche hanno tuttavia permesso di
definire la natura immunoglobulinicdi tale composto, ascrivibile alla cagen
leggera delle immunoglobuline;

dimostrazione di un legame selettivo della ¥rRon le lipoproteine
plasmatiche (VLDL e LDI.ma non HDL) nel tessuto cerebrale di pazienti
umani affettida vCJD.

La presenza della P¥fhon & sempre facilmenténaostrabile in corso di TSE,
cosa cheha motivato la realizzazione di un protocollo di amplificaziame
vitro della stessa del tutto simile alla PCR. LA metodica in questione prende
il nome di PMQ@\ e, sebbene notevolmente perfezionata nel corso degli anni
(anche ai fini della diagnosi preclinicg)ud generare risultati falsamente
positivi in condizioni sperimentali non adeguatamente controll@eséeddu

et al., 2011Di Guardo, 2015).

In campo mano, ai fini della diagnosintra vitamdelle TSE e stata proposta

la ricerca nel liquido cefatoachidiano (LRC) delle proteine della famiglia-14

3-3 e anche laricerca della PfRel LCR di pazienti affetti da vCID mediante
una tecnica molto sensibile, denominata SIFScanhning for Intensely
Fluorescent Targejs

In campo veterinario la proteina -B43 non mostra particolare utilita
diagnostica nella Scrapie ovina in quanto sarebbenarker diagnostico
sensibile (95%)ma poco specifico (60%) (Di Guardo, 2015)

Infine, in uno studio molto reente é stata valutata la possibilitaiivare la
PrP nel sangue interali ovini Scrapieinfetti utilizzando un semplice saggio
immunologico indipendente da proteinasi e denaturazione, basato sull'affinita
competitiva di un anticorpo monoclonale sffieci (15B3) e streptavidina nei
confronti della Prf. Questi studi iniziali forniscono informazioni sullo
sviluppo di un test dscreeningsu larga scala pda diagnosi droutine della

Scrapieovina Soutyrineet al., 2017).

119

r

ce



Fig. n. 28 Ovino. Cervello. Scrapidntensa e diffusa deposizione di PR livello
del NMDV. Colorazione di contrasto con ematossilina di Mayer, medio ingr.
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Risultati

Campione Campione
negativo  positivo

Fig. n. 28 Bovino. BSE.Western Blotting (WB) swmogenato di tessut@ebrale di
un animale BSkegativo fane 1) e di unanimale BSEnfetto (ane 2, in cui si possono
notare le tre bande proteiche in cui si stratifica |&PrP
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1.3 GHIANDOLE SURRENALI

1.3.1 Embriogenesi

Le ghiandole surrenali sono organi pari, simmetrici e bilaterali, di forma
relativamente stretta e allungata situati in cavita addominale; accompagnano il
marginemedialed i o gni rene, dall il o all 6estren
da una spessa cas adiposala ghiandola di sinistra gione a stretto contatto

con | daort a, i n prossimit?” del | ori gi ne
incrociata dai vasi addomiffor e ni c i . La destra si pone
applicata contro la vena cavaudlale, al di sotto dipilastro detro del diaframma

(Barone, 1981

Prendono origine nel corso teh vi ta embri onalheguintal | 6i nc
settimana gestazione, quando le cellule mesoteliali poste tra la radice del
mesenter@ le gonadi in via dsviluppocominciano a proliferare e ad insinuarsi

nel parenchima sottostante. Qui esse si differenziano in grandi orghofilache

formano la corticaldetale o corteccia primitiva della ghiandola surrenale. Poco

dopo una seconda ondata di cellule verdenti dal mesotelio penetra nel
mesenchima e circonda i primitivi ammassi cellulari acidofili. Queste cellule, piu

piccole delle precedenti, andranno poi a formare la corticale definitiva della
ghiandola. Dopo la nascita la corticale fetale regredspElamente , tranne che

nei suoi strati piu esterni che si differenziano cosi nella zona reticolare della
corticale. La corticale raggiungera la propria struttura definitiva solamente alla

puberta.

Mentre la corticale fetale si sta formando, cellule oag¢gsi nel sistema
ortosimpatico derivanti dalla cresta neurale della regione toracica invadono la sua
porzione mediale e qui si organizzano in cordoni e gruppi cellulari. Queste cellule

che dannoorigine alla midollare della ghiandola surrenglegsentano nel loro

citoplasma minuti granuldi colore scuro osservabili nei preparati fissati con

soluzioni contenenti bicromato di potasgjoanulicromaffini), prendenda nome

di cellule cromaffinie altro non sono che neuroni pegangliari prividi assoni
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Mentre nella vita intrauterinale cellule cromaffini risultandiffuse in vari organi
fetali, nell 6adulto ne persiste solo un pic
surrene (Sadler, 2016).
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1.3.2Struttura e funzione

La struttura macroscopickelle ghiandole surrenali risulta essere costituita nei mammiferi

da due distinte zone che differiscono tra |
punto di vista funzionale. | due distinti settori sono disposti in porzioni diverse della
ghiandda: lazona corticale(tessuto perirenaledlisposta alla periferia della ghiand@a

secernente vari ormoni stedei e lazona midollargitessuto cromaffinghe occupa la

porzione centrale.

La corticale, altresi detta cortecotacomposta da tre aree concentriche ben riconoscibili

nei preparati microscopici: laona glomerularg15%), disposta immediatamente al di

sotto della capsul a c odafermataida agfregaticdilidari av v ol ¢
rotondeggianti; lazona facicolatao fascicolare (78%), costituita da cellule di forma

poliedrica piu grandi di quelle della zona glomerulare e disposte in lunghi cordoni paralleli

che sono distribuiti radialmente rispetto alla midollareplaa reticolarg7%), confinante

con lamidollare della ghiandola e costituita da cordoni cellulari intrecciati a formare una

sorta di rete.

Le cellule che compongono la corticale del surrene presentano caratteristiche strutturali
comuni a tutte le cellule endocrine a secrezistgzoidea. Gli ormoni adrenocortical
appartengono a tre distinte categogk ormoni glucocorticali(corticosterone, cortisone

e cortisolo) che svolgono importanti funzioni metaboliche riguardanti i carboidrati, le
proteine e i lipidi; gliormoni minealcorticoidi (aldosterone, desossicorticosterqroke
regol ano | 6-aedtroliticb;i gb ormami séssualiG@ndrogeni, estrogeni e
progesterone). Si puo ritenere sufficientemente accertate dherse funzioni endocrine
riguardinoseparatamente le tre distinte zone della corticale surrenale e precisamente: i
mineralcorticoidi sono secreti dalla zona glomerulare, i glucocorticoidi e gli ormoni
sessuali sono secreti dalle zone piu interne, fascicolata e reticolare rispettivamemste. Com
ben noto la secrezione degli ormoni glucocorticoidi (ma non quella degli ormoni
mi neral corticoidi) =~ contr ol | asecetodahldbb 6 or mo n

anteriore dell dadenoipofi si
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La midollare del surren@& composta, come gia esposigorecedenza, da grosse cellule

epitelioidi raccolte in gruppi rotondeggianti o corti cordoni in stretta connessione con i

capillari sanguigni, le cellule cromatffini. Tali cellule sono innervate da fibrgangliari

del sistema nervoso autonomo (ortosatiqo) e, in rispsta ad uno stimolo colinergico,
sintetizzano e liberano nel sangueclaecolamine(epinefrina e norepinefrinaxche

svolgono le proprie funzioni oltre che bub a p p a rvastotare anehe suidigersi

sistemi metabolici. Una serie didagini immuncaitochimichéimmunoistochimicheci

permette di distinguere nel contesto della midollare surrenale due tipi cellulari: uno
contenente epinefrina e | 6altro norepinefri
guando osservati al nrimscopio elettronico | 6 abbondanza all 6intern
granuli elettrondensi (granuli amaffini), delimitati da membrana, che si ritiene possano

essere la sede di accumulo delle catecolamine. | granuli contenenti norepinefrina si
distinguono d quelli contenenti epinefrina per la presenza di una zona centrale molto piu
elettrondensa della zona periferica. E oramai accertato che gli ormoni della midollare
surrenalesiano secreti per microesocitosi e noer mliffusione passiva attraverso la

membana plasmatica come si riteneva in passato.

La secrezione degli ormoni della midollare e sottoposta al controllo del sistema nervoso
simpaticq le cui fibre pregangliari colinergiche terminano ramificandosi attorno a
ciascuna cellula dellanidollare. Queste cellule sono quindi considerate comunemente

neuroni simpatici postgangliari modificati (Monesi, 2R12
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1.3.3Rapporti con il sistema nervoso autonomg@SNA)

Léoinnervazione dell e ghiandole suraneanal i r a
in riferimento agli obiettivi del presente lavorsu cui vale la penaentrare la nostra

attenzione.

Anche se in passato si pensava che la componente nervosa fosse esclusivamente distribuita
nella midollare, essendo questa un ganglio modificatdstehsa simpatic i par agangl i o
simpdi ¢ p & Qpinione comune attualmente che le cellule delle ghiandole surrenali

rice\ano unodéinnervazione intrinseca e undéinner\

La maygior parte delle fibre estrinseche che innervanghiandola derivano dal nervo
splancnico edopo aver penetta la capsulasi diramano ampiamente nello spazio-sub
capsularg da qui le fibre passano sia a livello corticale che midollare, si diramano
ulteriormente e circondano le cellulit entrambe le i@ i 0 nimnervazio@e intrinseca
derivainvece dalle cellule gangliari, € sparsamente distribuita in tutta la ghiandola, dalla
regione sottocapsulare fino allegioni @rticali e midollari (Coupland965; Lewis &
Shute, 1969)

L6i nner vazi ohemrguaelasla midolare alel gurrene costituita da fibre
afferenti pregangliari colinergiche provenienti dal segmente T del midollo spinale
(Hoshi, 1926; Hollinshead, 193Mlel corso degli annalcuni Autori hannadimostrato
che la midollare del stene ricevesiafibre pregangliarproventienti, come detto, dai nervi
simpatici del segmento toracico del midollo spinale, sia aggstgangliarprovenienti

da gangli paravertebrali lombaf¢upland et al. 1989; Parker et al. 1990b).

Per quant@oncerne la corticale surrenalevece, diversi studianno dimostrato che essa

contiene fibre nervos€Alpert, 1931, Willard, 1936) L 6 opi ni,qer@ erac o mu n e
orientata a sostenere che tali fibre potessero semplitemraversare la corticale prima

di innervare le dile cromaffini della midollare. Ache se sembra probabile che il

sistema nervoso possa essavolto nel controllo della secrezione corticale, mancano

ancora prove sull'esatta natwtai circuiti in particolares u | | 6 deleiflyd nereose

che innervanda corteccia surrenale
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LO6i nner vazi on e dicefiulegangliariesituate sotto la sapssidp@ sdra
corticalee midollae (Watenabe et gl1990. Alcuni Autori hanno dimostratchealmeno
alcunedelle cellule gangliariintrinseche situate nel contesto detiédollare proiettano
fibre alla corticale esono congleratederivantida neuroni del simpaticohe $ sono
differenziatidurante la vita embrionale dalla cresta neurale (Oomori éi981)

Lamidollare del surrene contragpporti soprattutto con il sistema nervoso ortosimpatico.
Fibre sinpatiche che innervano la midollasurrenale nascono principalmente dai
segmentiT3 - L2 del midollo spinaleLa maggior parte delle fibre perd prende origine
livello dei segmentT9 - T10, i cui pirenofori si trovano a livello di nucleo intermedio
laterale. Le fibre simpatiche pregangliari che originano da T7 attraversano senza
interruzione anche i gangli prevertebrali e, insieme ai nervi splancaggiurgono la
midollare del surrene dove stimolano la produzione di catecolamine da parte delle cellule

cromaffini.

La Fig. n. 30 illustra schematicamente |
con il SNA.
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Nervo frenico di sinistra

Nervo frenico di destra

Tronco vagale anteriore Tronco vagale posteriore
Arteria e plesso frenici Arteria e plesso frenici
inferiori di destra inferiori di sinistra
Ghiandola surrenale di sinistra

Ghiandola surrenale di destra
Nervo grande splancnico
toracico di sinistra

Nervo grande splancnico

toracico di destra

: ) Plesso e
Nervo piccolo splancnico gangli celiaci

toracico di destra 2
. : Nervo piccolo splancnico
Nenvo splancnico toracico (3 toracico di sinistra

minimo di destra
Gangli
Ganglio e plesso reno-aortici
renali di destra
Nervo
splancnico
toracico minimo
di sinistra

Ganglio
e plesso
renali

di

sinistra

Tronco del simpatico Tronco del simpatico di sinistra

di destra
1° nervo splancnico lombare di destra

Ganglio mesenterico superiore

Ghiandola surrenale
Sostanza corticale

Sostanza midollare

Gangli

celiaco, g X .
Nervi : flbre postg_angllan
reno-aortico bl ol / 4

splancnici e renale G e

»

Midollo spinale Tronco
del simpatico

Fibre pregangliari
si ramificano
intorno alle cellule
della sostanza midollare

Fig. n. 30:Innervazione dellghiandole surrenali e rapporti con il SNA.
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PARTE SPECIALE

2.1 SCOPI DELLA TESI

La Scrapie rappresenta il prototipo delle TSE, malattie neurodegenerative, infettive e
trasmissibili ad esito costantemente fatale. Come illustrato ampiamente nella Parte

Gene al e, S i ritiene che in condizioni nat ur e
via orale e la successiva neuroinvasione possa avymrigiffusione dei prioni lungo le

fibre efferenti della componente simpatica e parasimpatica del sistemamam@somo

oltre che attraverso la via lirlematogena, coinvolgendon questo prcor® un elevato

numero di elementi cellulari e di distretti anatomiicieffetti, dopo il passaggio attraverso

| 6epiteli o intestinal e daatlltlespeciaizzate(celule i ent e
M),lbagente prionico replichepreséenbealvdlmndeial t r i 1
centri germinatici delle PP&DCs) eda q u i colonizzerebbe i pl e

(plesso mienterico o diAuerbach e plesso sottomucoso o diMeissne), da dove
prenderebbe successivamente origine il vero e proprio processo nheuroinvasivo
(McCulloch et al., 2011).

E in questo contesto cheaillocano le ghiandole surrenali nelle malattie da prioni. La
midollare surrenale, come npto appr esenta un figanglj o modi
ricevendo fibre pregangliari direttamente dai nervi splancnici o dai gangli addominali

celiaco, aortico e rette (Fig. n. 30).

Scopo del presente lavoro € stgpertanto,quello di valutare il coinvolgimento delle
ghiandol e surrenal. i n ovini di razza Sarde

scrapie
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2.2 MATERIALI

2.2.1 Animali

Sono statobggetto di studio un numero totale di 35 animali di razza Sarda con genotipo
suscettibile ARQ/ARQ@ ARQ/AHQ provenienti da un allevamento indenne da Scrapie.

Gli ovini inclusi sonostatisottopostiad un rigoroso protocollo di infezione sperimentale
ufficialmente approvato dalle Autorita Competeoth e ha pr evpesdsdi | 6i nf e
alcunidiessi28)e | 6i nocul azione per 7). &lianimdlir acer eb
sonostatiquindi sottoposti ad eutanasia seguendo un preciso programma dirabhtd

selettivo ad intervalli predeterminatinel pieno rispetto delle norme riguardanti il

benessere e laperimentazionanimale

Da tutti gli ovini in oggetto e stata prelevata una vasta gamma di fedseitsono stati
immediatamente fissati in fordina neutra al 10% per lesuccessive indagini
istomorfologiche ed immunoistochimiche nei confronti della PrP@&tedesimi tessuti
sono stati altresi congelatt@0°C per le relative indagini immunobiochimiche (WB) nei

confronti della PrPSc.

Tutti gli ovini oggetto dndagine sono stati preventivamente genotipizzati presso il
Laboratorio di Medi cina Veterinaria dell 61 ¢
attivita relative al Progetto di Ricerca dal quale trae origine la presente Tesi di Laurea,
Progetto di Ricerca coordinato dal Dr Umberto Agrimi, con la collaborazione attiva

del | 6l stituto Zooprofilattico Sperimentale
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2.3 METODI

2.3.1 Indagini istopatologiche

Da ogni singolo animal® g g et t o sbloi statprelevatircampioni da numerosi
organi, tessuti nervosi, linfatici ed extralinfatici. Su tutti i succitati disttisgutalisono
state eseguiteapprofondite indagini istopatologiche, immunoistocicime ed
immunobiochimichdinalizzate alla ricerca dellPrP<,

Gli organi e i tessuti campionati da ciascun ovino siati seguenti:

1) SNC: Cervello, midollo allungato e midollo spinale cervicale.

2) SNP (Sistema Nervoso Periferico): Gangli (CCG, CTG, TG, PGG, DGG, PVG,
DVG, CMG); tronco vageimpatico destro e sinistro; catena simpatica
paravertebrale destra e sinistra.

3) LRS: Tonsille palatine (PT), PPs (ileali em), linfonodi(Retrofaringeo destro e
sinistro, Mandibolare destro e sinistro, Parotideo destro e sinistro, Cervicale
profondo destro e sinistro, Tracheobronchiale, Mediastinico, Popliteo destro e
sinistro, Prescapolare destro e sinistro, Meseraici, Gastroentericijnfmodi,
milza, terza palpebra (destra e sinistra).

4) Altri tessuti: Lingua, polmonefegato, reneguore,ghiandole surrenali.

| campioni prelevati sono stati fissati in formalina neutra al 10%, inclusi in paraffina

e sezionati al microtomo ad uno spessdirSpum.

Le sezioni ottenute da ciascun campione tissutale sono state colorate con

EmatossilinegEosina ed osservate al microscopio ottico.
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2.3.2 Indagini immunoistochimiche

Le indagini immunoistochimiche utilizzate al fine di svelare la presenza d&ffa P

sSono state eseguite su sezioni tissutali di 5um di spessoreadosbevoltasu vetrini

pretrattaticon APES 8-aminopropyitriethoxysylane, SigmaAldrich, Germany.
Léinibizione delle perossidasi endleogene
sezioni in una soluzione di perossido di idrogaiglb) al 3% in metanolo assoluto

per 2006 a temperatura ambiente. Lo smasch
attraverso un adeguatorotocollo di pretrattamento avente lo scopo di rendere
maggiormente esposti gli antigeni e, contemporaneamgintiegradared PrF. Le

sezioni sono state, a tal fine, immerse in acido formico-2186% per 206 a t e mp¢
ambiente e successivamente sottoposte a trattamento termico in autocla@@et21

156in tampone citrato 0,01M, pH 6succitati pretrattamentiomportaio la completa

degradazione della PYRe la riesposizione degli antigeii blocco delle proteine

endogene e stato ottenuto trattando i vetrini con una soluzione di siero normale al 5%

in PBS formal goat serum, VectddK).

Léoevent uatbellaPpPf essetnataa rilevata mediante |
finale di 1:800n PBS di un anticorpo monoclonale murino (clone F99/97 8RMD,

USA) in grado di riconoscere un epitoglbtamenteonservato (sequenza aminoacidica

220-225) della PrP deuminanti, con il quale le sezioni sono state incubate pea 1

37°C.

Successivamente i campioni sono stati trattati con un anticorpo secondario biotinilato
diluito 1:200 in PBS pBiotinil&c goateantihoeisea,p er at ur
Vector Labor#ories USA).

La reazione immunoistochimica  stata sv
commerciale ABC Vectastain elite ABC kit Vector Laboratories USA) e
visualizzata usando come cromogeno la DAB3(@aminobenzidine Vector
Laboratories,USA). Come colorante di contrasto € atatilizzaal 6 e mat ossi | i na

Mayer. Al | & i n tognircitlo di prave immunoistochimibe sono stati inclusi
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campioni di controllo positive negativj i primi rappresentati da tessuti ottendi
casi confermati di Scrapie, i secondi da analoghi tessuti trattati omettendo il suddetto
anticorpo primario antiPrpP.
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2.3.3 Indagini immunobiochimiche Western Blotting

Le indagini immunobiochimche Western Blotting WB) sono statecondotte su
campioni tissutali prelevated immessi previa omogenizzazione, in adeguata
soluzione tampone PfionicsChek WESTERN $R | campioni sono stati
successivamente trasferiti su apposite piastre a 96 pozzetti per essere trattati con una
miscela diagenti ottimizzanti, composta a sua volta da proteasi e da una soluzione
tampone. La funzione di tale miscela & quella di degradare fapPeBervandpal
contempo,la PrP¢ eventualmente presenteei campioni in esamen seguito,
mediante elettroforessu ge) le proteine sono state separate in base al loro peso
molecolare e trasferite successivamente su airp p mambrarea di nitrocellulosa.
LaPrPevent ual ment e pr es e ntiseteraeértandoilegatasda no de |
una miscela di anticorpmonoclonali. Successivamente la stessa verra associata

t r ami tizeo dil ub @nticolpo secondayiad un enzimal quale emettera un

apposito segnale dopo | 6aggiunta di alcuni
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2.4 RISULTATI

2.4.1 Indagini istopatologiche

Le indaginiistopatologiche condotte sulle ghiandole surrenali degli ovini oggetto
déoindagine non hanno consentito di ril evar
rilievo all 0i n mentrengbovidieodn manifestazidneciinichnee

tipicamente riconducibili alla Scrapie mostravano in sede cerebrale le classiche

lesioni istologiche proprie della malattia (vacuolizzazione neuronale, spongiosi del

neuropilo, astrogliosi/astrocitosi).
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2.4.2 Indagini Immunoistochimiche

Le indagini immunoistochimiche eseguitulle ghiandole surrenali prelevate da ogni
singolo animale previamente sottoposto ad eutamasino dimostrato cha seguito
doi nf perosaon ieceppo di Scrapie utilizzato nel protocollo sperimentale in
oggetto, la primagsitivita si riscontrerebba partire da20 mesi posinfezione(p.i.).

A tal proposito, la positivita immunoistochimica nei confronti della Prip&c
coinvolto esclusivamente la midollare del surrene gdultata molto piu intensegegli
ovini abbattutinelle fasi della sperimentazione in cui neanifestazioni cliniche
tipicamente riconducibili alla malattia (Scrapie) erano gia in atto (Fig@Inre2; 33;

34; 35 e 3B | suddetti animali mostravano, altresi, evidenza immunoistochiedca
immunobiochimica (WB) di aggregati di PrPSc in ambito sia cerebrale, sia di
ghiandole surrenalDi particolareinteressee risultag, in tale contestda contestuale
deposizioneali PrPPanche in corrispondenza di alcuni fasci di fibre nerdes®rrenti

nello spessore della corticale del surréfigg. nn 37 e 38.

Negli animali inoculati per viantracerebrale, invece: stata riscontrata positivita
immunoistochimica nei confronti della PrPSc 2ndei 7 campioni dighiandola
surrenaleoggetto dindagire (Figg. nn.39 e 40. | due succitaticampioni positivi
provenivanoda animali abbattutia475e 479 giadna | | 6i ni zi o del | a
vale a dire nelle fasi terminali della stessa, contraddistinte appunto dalla simultanea

presenza di manifestazioclinico-neurologiche conclamate.
Quattro campioni sono risultati non leggibitentreuno solo e risultato negativo.

| risultati relativi alla presenza/assenza diaRivello dei tessuti prelevati dagli ovini

inclusi nella sperimentazione vengono riportati n€idelle n. 6 e n.7.
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Tabella n. 6: risultati delle indagini immunoistochimiche effettuate sulle ghiandole
surrenali di ovini di razza Sarda infettagr cs. Si pud notare come la prima positivita
risulti evidente a 20 mesi p.i.

OVINO TEMPO P.I. GENOTIP(Q VIA DI TESSUTO ESITO IHC
INOCULAZION

211/149 1,5 MESI ARQ/ARQ per os SURRENE NEGATIVO
211/84 3,5 MESI ARQ/ARQ per os SURRENE NEGATIVO
211/85 3,5MESI ARQ/ARQ per os SURRENE NEGATIVO
211/78 3,5 MESI ARQ/ARQ per os SURRENE NEGATIVO
211/92 6,5 MESI ARQ/ARQ per os SURRENE NEGATIVO
211/95 6,5 MESI ARQ/ARQ per os SURRENE NEGATIVO
211/106 6,5 MESI ARQ/ARQ per os SURRENE NEGATIVO
211/121 9 MESI ARQ/ARQ per os SURRENE NEGATIVO
211/79 12 MESI ARQ/ARQ per os SURRENE NEGATIVO
211/89 12 MESI ARQ/ARQ per os SURRENE NEGATIVO
211/100 12 MESI ARQ/ARQ per os SURRENE NEGATIVO
211/91 12 MESI ARQ/AHQ per os SURRENE NEGATIVO
211/86 14,5 MESI | ARQ/ARQ per os SURRENE NEGATIVO
211/128 16 MESI ARQ/ARQ per 0s SURRENE NEGATIVO
211/122 16 MESI ARQ/ARQ per os SURRENE NEGATIVO

211/151 20 MESI ARQ/ARQ Per os SURRENE MOLTO
POSITIVO
211/134 20 MESI ARQ/ARQ per 0s SURRENE POSITIVO
211/140 20 MESI ARQ/ARQ per os SURRENE NEGATIVO
211/113 20 MESI ARQ/ARQ per os SURRENE POSITIVO
211/143 24 MESI ARQ/ARQ per os SURRENE POSITIVO
211/165 24 MESI ARQ/ARQ per os SURRENE POSITIVO

211/114 74099 a ARQ/ARQ per os SURRENE MOLTO
termine POSITIVO
211/131 843¢gg a ARQ/ARQ per os SURRENE POSITIVO

termine

211/141 1050gg a ARQ/AHQ per os SURRENE MOLTO
termine POSITIVO

211/154 1090gg a ARQ/AHQ per os SURRENE MOLTO
termine POSITIVO

211/172 1338gg a ARQ/AHQ per os SURRENE MOLTO
termine POSITIVO
211/111 2013gg ARQ/ARQ per os SURRENE NEGATIVO

211/130 Sintomatico | ARQ/ARQ per 0s SURRENE MOLTO
POSITIVO
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Tabella n. 7:risultati delle indagini immunoistochimiche effettuate sulle ghiandole
surrenali di ovini di razza sarda inoculati per witacerebrale.

OVINO TEMPO P.I. | GENOTIPQ VIA DI TESSUTO| ESITO IHC
INOCULAZIONE

211/8 475gg a ARQ/ARQ| INTRACEREBRA] SURRENE + (‘unico
termine campo)

211/2 479gg a ARQ/ARQ| INTRACEREBRA] SURRENE POSITIVO
termine

211/22 671gg a ARQ/ARQ| INTRACEREBRA| SURRENE NON
termine LEGGIBILE

211/30 712gg a ARQ/ARQ| INTRACEREBRA| SURRENE NON
termine LEGGIBILE

211/29 713gg a ARQ/ARQ| INTRACEREBRA] SURRENE NON
termine LEGGIBILE

211/38 790gg a ARQ/ARQ| INTRACEREBRA] SURRENE NON
termine LEGGIBILE

211/40 1292gg a ARQ/ARQ| INTREEREBRAL SURRENHK NEGATIVO
termine
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Fig. n. 31: Ovino. Ghiandola surrenale. Scrapeposizione di PP a livello della
midollare. Immunoistochimica per laricercadella®nfe di ant e | 6i mpi ego de
primario F99/97.6.1. Colorazione di contrasto con ematossilina di Mayer. Piccolo ingr

(Foto: G Marruchella).
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Fig. n. 32 Ovino. Ghiandola surrerte. ScrapieDeposizione di Pri® a livello della

midollare. Immunoistochimica per la ricerca della®rfe di ant e | 6i mpi ego
del |l 6anticorpo primario F99/97.6.1. Col oraz
Piccolo ingr (Foto: GViarruchella).

140



.
‘g

at

©

g

PP M

¥ e

.

> ‘I.

Tu.

Fig. n. 33 Ovino. Ghiandola surrenale. Scragigtensa deposizione di PFiR livello

della midollare. Immunoistochimica per laricercadella®rRe di ant e

ego
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Fig. n. 34 Ovino. Ghiandola surrenale. Scrageposizione di Pri® a livello della

midollare. Immunoistochimica per la ricerca della®rfe di ant e | 6i mpi ego
del | 6anti cor po.Qoloraziore diicomtragt®cor/ematassinadi Mayer.
Piccolo ingr (Foto: G Marruchella).
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Fig. n. 35 Ovino. Ghiandola surrenale. Scragigtensadeposizione di PrPa livello

della midollare. Immunoistochimica per laricercadella®rie di ant e | 6i mpi ego
del |l 6anticorpo primario F99/97.6.1. Col oraz
Piccolo ingr (Foto: G Marruchella).
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Fig. n. 36 Ovino. Ghiandola surrenale. Scrapizeposizione di Pri® a livello della

midollare. Immunoistochimica per la ricerca della®rfe di ant e | 6i mpi ego
del |l 6anticorpo primario F99/97.6.1. Col oraz
Medio ingr (Foto: G Marruaella).
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Fig. n. 37 Ovino. Ghiandola surrenale. Scrageposizione di Pri® a livello di fibre

nervose subcapsulari. Immunoistochimica per la ricerca delfsRe*d i ant e | 6i mpi e
del |l anticorpo pr i marcontraste 8of énmatéssilhadiMayeCo |l or a z

Piccolo ingr (Foto: G Marruchella).
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Fig. n. 38 Ovino. Ghiandola surrenale. Scrafgd®posizione di Pr® a livello di fibre

nervose subcapsulari. Immunoistochimica per la ricerca delfsiRePd i ant e | 6i mpi e
del 6anticorpo primario F99/97.6.1. Colorazio
Medio ingr (Foto: G Marruchella).
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Fig. n. 39 Ovino. Ghiandola surrenale. Scrafgeposizione di Pr® a livello della

midollare. Immunoistochimica per la ricerca della®rfe di ant e | 6i mpi ego
del |l 6anticorpo primario F99/97.6.1. Col oraz
Medio ingr (Foto: G Marruchella).
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Fig. n. 41 Ovino. Ghiandola surrenal€crapie Leggeradeposizione di PrPa livello

della midollare. Immunoistochimica per laricercadella®rie di ant e | 6i mpi ego
del |l 6anticorpo primario F99/97.6.1. Col oraz
Medio ingr (Foto: G Marruchella).
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2.4.2 Indagini immunobiochimiche YWestern Blotting)

Le indaginiimmunoistochimiche effettuate ai fini della ricerca dellaSPriei tessuti
campionati provenienti dagli ovini inclusi nella sperimentazione sono stati confermati

con le indagini in WB.

Il Wb ha evidenziato la presenza di PR tutti gli ovini oggetto di studio, a conferma

della maggiore sensibilita del test.
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2.5DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Sulla base dei risultati sopra esposti, appare lecito affermare che ldagaianrrenale

e, piu nello specificda sua regione midollarsja ampiamente coinvolta nella

patogenesi del |l 6infezione prionica in corso
Sarda, in analogia con quargiariportato in letteratura (Wight, 196Ejeld, 1969)

Appare parimenti lecito affermare, nonché oltremodo plausibile sul piano biologico, che

il succitato coinvolgimento si realizzi per via ortosimpatica, viste e considerate le

connessioni neuranatomiche del surrene con il SNA, di cui sérderito in

precedenza (Hoshi, 1926pllinshead, 193 Coupland] 965; Lewis & Shute, 1969

Coupland et al. 1989; Parker et al. 1990atenabe et g1199Q Oomori et al.1991).

Tuttavia, dal momento che trattasi di una ghiandola endocrina, si ritiene altrettanto

plausibile un contestuale coinvolgimento della medesima anche per via ematogena,
considerata | a rilevanza che | 6utiidne zzo di
prionica, di cui si € gia detto in preceden®imangono da chiarire, tuttavia, sia la

precisa cinetica evolutiva dptocesso di coinvolgimento della midollare del surrene, sia

i ruol o che | a successi va diajpdrtivedal BNCe fcent
gi " colonizzato ad opera dell o stesso, potr

della ghiandola stessa.

Studi precedenti effettuati su altri modelli sperimentali avevano gia documentato |l
coinvolgimento del sistema endocrinoldél o s pi t e nel l a patogenesi

riferisce, in particolar modo, al coinvolgimento del pancreas endogiaup et al.,

1989. A t al proposito, sarebbe interessante ¢
endocrina dei succitati distrettitissuta del | 6ospite possa risulta
déinfezione, al di | © del fatto che non sia

documentato anche nel nostro studio.

Ul teriori i ndagini finalizzate saredalégppr of on
segnatamente, della sua regione midolarre, nella patogenesi della Scrapie e, piu in
generale, delle malattie prioniche animali ed umane appaiono assolutamente

indispensabili.
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