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Malattie prioniche

Modello di Prusiner
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Malattia di Creutzfeldt-Jakob

 Malattia di Creutzfeldt-Jakob * Forma ereditaria
 Malattia di Gerstmann-Straussler-Scheinker * Forma infettiva
* Insonnia familiare fatale * Forma sporadica



Malattie neurodegenerative

Malattia di Alzheimer Malattia di Parkinson Sclerosi laterale amiotrofica

Hasegawa et al, Pharmacology & Therapeutics (2016)



Meccanismi “prion-like” e patologie
neurodegenerative
* La proteina malripiegata deve mostrare una “seeding activity”
* La proteina malripiegata deve indurre tossicita neuronale

* La proteina malripiegata deve diffondere e propagarsi



Meccanismi “prion-like” e patologie
neurodegenerative
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Cosa cambia?

501, 45-51

* Le malattie
neurodegenerative sono
delle malattie graduali, sia
sul piano molecolare sia sul
piano clinico

* Le malattie
neurodegenerative
coinvolgono
progressivamente aree 5 ~ f
differenti del SNC -




Meccanismi “prion-like” e patologie
neurodegenerative
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Prusiner, Science 336, 1511-1513 (2012)



Meccanismi “prion-like” e patologie
neurodegenerative

Sono malattie infettive?

Al momento attuale non ci sono evidenze
che le malattie neurodegenerative
possano essere trasmesse secondo un
meccanismo simil-infettivo



Sclerosi laterale amiotrofica (SLA)

* Malattia neurodegenerativa caratterizzata dalla morte dei
motoneuroni (superiori ed inferiori) e dalla conseguente atrofia dei
muscoli scheletrici

 La morte e causata dalla distruzione dei motoneuroni che controllano
la muscolatura respiratoria

* Nel 10% dei casi e familiare, nel 90% dei casi e sporadica
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TDP-43: meccanismi “prion-like”
La proteina malripiegata deve mostrare una “seeding-activity”

* Analisi bioinformatiche: presenza di un dominio "prion-like” ricco in
glutammina e asparagina nell’estremita C-terminale della proteina

 Evidenze in vitro:

o I'inoculazione di estratti umani del SNC di soggetti deceduti per SLA in una
linea cellulare ha provocato la formazione di aggregati insolubili di TDP-43
simili a quelli presenti in vivo!

o I'inoculazione di fibrille sintetiche di TDP-43 alterata in una linea cellulare ha

provocato la formazione di aggregati insolubili di TDP-43 simili a quelli
presenti in vivo(2)

(1) Nonaka et al, Cell Reports 4, 124-134 (2013)
(2) Shimonaka et al, J Biol Chem 291, 8896-907 (2016)



TDP-43: meccanismi “prion-like”
La proteina malripiegata deve mostrare una “seeding activity”
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TDP-43: meccanismi “prion-like”
La proteina malripiegata deve diffondere g propagarsi
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TDP-43: meccanismi “prion-like”
La proteina malripiegata deve diffondere e propagarsi

 La propagazione intercellulare della
proteina malripiegata avviene
mediante trasporto assonale
anterogrado e trasmissione trans-
sinaptica
O nei neuroni sani, TDP-43 e presente ed
attivamente trasportata a livello assonale

o negli assoni dei motoneuroni bulbari e
spinali affetti dalla malattia sono
presenti aggregati insolubili di TDP-43
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TDP-43: meccanismi “prion-like”
La proteina malripiegata deve diffondere e propagarsi

* La malattia da accumulo di TDP-43 si propaga, mediante trasporto
assonale, in senso centrifugo dalla corteccia cerebrale

O tutte le regioni che presentano un accumulo di TDP-43 ricevono fibre
afferenti dalla corteccia cerebrale

O regioni che non ricevono connessioni dirette dalla corteccia (nuclei dei nervi
cranici oculomotori, neuroni pregangliari del SP/SS, locus coeruleus) risultano
raramente coinvolte



Malattia di Parkinson

 La proteina protagonista e I'a-
sinucleina (il cui gene e sul
cromosoma 4 e la cui funzione e
sconosciuta).

e Questa, in forma alterata o
mutata (conformazione ricca di
foglietti Beta e associata
all’'ubiquitina), sembra avere |la
capacita di indurre il mal
ripiegamento di altre molecole
di a-sinucleina ripiegate
correttamente.
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Ritrovamento corpi di Lewy: oligomeri di a-
sinucleina B-SHEET RICH a formare FIBRILLE
AMILOIDI. Strutture simili agli AGGREGATI
PRIONICI

Morte dei neuroni
dopaminergici della
substantia nigra
mesencefalica

Tremore, rigidita, lentezza nei

movimenti, difficolta a
camminare con marcia a
piccoli passi e riduzione
movimenti pendulari

Parkinson’s disease
non-motor disorders caused by Parkinson's disease

depression,
sleep disorders,
weight loss,

forced closure of the eyelids
(blepharospasm)

constipation,
micturition disorders,

orthostatic hypotension sexual problems,

difficulty speaking,
excessive salivation,

difficulty in swallowing,
respiratory problems,

bowing of the shoulders,
swelling of the feet,



Alfa-sinucleina: meccanismi “prion-like”
La proteina malripiegata deve mostrare una “seeding activity

)

La velocita e la gravita con cui questo avviene dipende anche dalla
natura dell’ a-syn endogena. Topi transgenici per SNCA sviluppano
una forma piu aggressiva di Parkinson rispetto a topi knock-out (sacino

et al-J of Neurosci-2014)

'inoculazione di a-syn mutata puo indurre la formazione di

aggregati endogeni di a-syn in una cavia wild-type.
(Luk KC, Kehm V, Carroll J, et al-Science-2012)




Alfa-sinucleina: meccanismi “prion-like”
La proteina malripiegata deve mostrare una “seeding activity”

" a-sinucleina
mutata si sposta tra
le cellule e al loro
interno provoca
misfolding e
aggregazione

Mol Neurobiol (2013) 47:561-574



Eziologia della malattia di Parkinson
L'inflammazione ha un ruolo?

Pesticidi, metalli LRRK2 (dardarina)
pesanti, eventi SNCA (a-sinucleina)-A30P
traumatici cronici, PARK2 (parkin)

Agente Arancio GBA1 (Glucocerebrosidasi)

GENETICA

ESPRESSIONE DI MARKERS ] Anatomia Patologica
SPECIFICI DELLINFIAMMAZIONE Abbondante tessuto cerebrale post-

(Iba-1, CD11b e MHC classe I, INFILTRATO mortem In pazienti con

GFAP) E ATTIVAZIONE MICROGLIA PD dimostra ALTI
E ASTROCITI LINFOCITARIO LIVELLI TNF, IL-1, IL-6

] o (analisi istologica)
(analisi immunoistochimica)



'inflammazione e il probabile punto di partenza spaziale e causale del
comportamento dell’” a-syn

Gagne JJ et al.

Permeabilizzazione <«——
Neurology (2010)
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Attivazione
microglia

aggregati di

’a-sinucleina nitrata
a-sinucleina CREA FIBRILLE pit

velocemente (spec.

/ ‘ \ DIMERIZZAZIONE)

FOSFORILAZIONE NITRAZIONE

Sia la proteina tau che I’ a-sinucleina vengono
sintetizzate senza essere ancora ripiegate




Cellule della microglia
dalla conformazione
“ameboide” nel
contesto della
neuroinfiammazione
parkinsoniana

Corpi di Lewy F ) M TP« : L g Doorn et al. Acta Neuropathologica
’ YERTETE W S e Bkt B icati -
(LB’s) e 3 Q- L Communications (2014), 2-90
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Alfa-sinucleina: meccanismi “prion-like”
La proteina malripiegata deve diffondere e propagarsi
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Mesocortex,
allocortex

Basal mid- and forebrain,
hypothalamus, thalamus

Pontine tegmentum
Medulla oblongata
Peripheral & enteric nervous systems
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IPOTESI DI BRAAK

La formazione di aggregati e soprattutto Ia
concomitante NEUROINFIAMMAZIONE
seguono un percorso preciso che ricalca la
sintomatologia

DUAL-HIT HYPOTHESIS DI
HAWKS et al.

L'inizio di questo percorso puo essere duplice:
bulbo olfattorio o sistema nervoso enterico;
entrambi distretti soggetti ad infezioni e
dunque condizioni INFIAMMATORIE




AUMENTO DELLA a-sinucleina

FOSFORILATA (pSer129) INTRACELLULARE

NEL BULBO OLFATTORIO, LOCUS
COREULEUS, IPPOCAMPO E TRONCO
ENCEFALICO

1

NEUROINFIAMMAZIONE E
RISPOSTA IMMUNE RISCONTRABILE

DOPO 2 MESI

DIFFUSIONE DALLA
PERIFERIA (bulbo
olfattorio) AL SNC
ATTRAVERSO | NERVI
CRANICI

Mitral Cell  Lewy neurite

Olfactory
Bulb

*“Activated
microglia

Inflammation in

olfactory bulb

Lamina \
Propria Olfactory
neuron
x °

Pathogen travels to
olfactory bulb

Olfactory ® ® ®
Epithelium

O O O Pathogen enters

into olfactory epithelium

VIRUS H5N1 INOCULATO IN
CAVIE PER VIA INTRANASALE
(Jang et al. Proc Natl Acad Sci-
2009)

K_/Inflammation leads to
a-synuclein aggregation

e Secreted inflammatory
mediators

& Adgregated
a-synuclein

O Inhaled pathogen

Lema TCM, Mol Neurobiol 47,
561-574 (2013)



Human brain

Progression
UN SINTOMO of synucleopathy
, from gut to brain
D’ESORDIO DI PD may take 20 years
POTREBBE
RIGUARDARE IL
TRATTO G.I. ®
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the spinal cord
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24 (2003)

Braak et al, Neurobiol Aging.

Nucleo motore dorsale del vago

(DmX) con corpi di Lewy




Alfa-sinucleina: meccanismi “prion-like”
La proteina malripiegata deve diffondere e propagarsi
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Alfa-sinucleina: meccanismi “prion-like”
La proteina malripiegata deve indurre tossicita neuronale

terminal

g neuromelanin
o o-synuclein

. TH immunoreactivity
) rAAV-a-syn-shRNA

Parkinson’s disease

Gain of function
)
Loss of function?

) . Collier et al- Front
7 ~ Neurosci (2016)
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Malattia di Alzheimer

Basi molecolari della patogenesi

m a Healthy neuron
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Danni da accumulo e infiammazione

Vascular abnormality

Microglia e inflammazione
Microtubuli

Interferenza con la
trasmissione sinaptica

Compromissione scambi

Neurofibrillary
tangles

Microglial
cell
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AR e Tau: meccanismi “prion-like”
La proteina malripiegata deve mostrare una “seeding activity”

v CJD and AP
=/ deposits
A-Beta P-Tau
* Inoculazione di tessuto cerebrale AD * Inoculazione in topi transgenici ALZ17 di estratti da topi P301S
in topi transgenici per il gene bAPP o Sviluppo di accumuli in aree inoculate, e sinapticamente
O 4 sett: nessun riscontro connesse
o 5 mesi: Placche Senili o Pattern tipico di Taupatie

Kanet et al., 2000



AP e Tau: meccanismi “prion-like”
La proteina malripiegata deve diffondere e propagarsi

A-Beta P-Tau
La diffusione avviene: Cell-to-Cell Transmission:
* Per via assonale (aree e Esocitosi -> Endocitosi
sinapticamente connesse) * Trasporto assonale retrogrado o
e Per via vascolare (accumuli anterogrado
perivascolari) e Secreto sotto forma di fibrille

Attuazione meccanismi “Prion-like”
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AP e Tau: meccanismi “pr
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Diffusione;gii A-Beta

* Neocortecia orbitofrontale

. Ippocamp@ e diencefalo

* Nuclei delfa base

* Tronco en@efalico

. Cervellett’g (occasionalmente)

Diffusione di P-Tau
* Locus coeruleus

* Corteccia entorinale
* |ppocampo

* Neocorteccia.

NB! Il paziente diventa sintomatico guando si formano abbondanti accumuli di Ab e Tau nella neocorteccia




Immunoterapia

Pro
Riduzione formazione di placche
Riduzione formazione di Ammassi Neurofibrillari
Neutralizzaz. altamente discriminante di Oligomeri
A-Beta
Miglioramento del quadro neuropatologico
Rallentamento del decadimento cognitivo

Intenti:

* Bloccare cell-to-Cell Transmission
* QOstacolare deposizione
Requisiti:

* DSEs

* Attraversare BEE

 Non alterare TH2/TH1

Contro
Meningoencefalite (AN1792)
Spesso passando da modelli murini a
pazienti non'si riscontra alcun
miglioramento clinico
Diminuzione effetto terapeutico col
progredire della patologia



A-Beta-PMCA

<170 kDa

l«4 kDa

C
200+

<

:gg B Time (hr)

g5 0 5

£y F-'

o

Mgy

T 3

=

Bl

EF .-
[—

0 50 100 150
Time, hr

=== Control without seeds 80 fmol AB oligomers = 8400 fmol A oligomers

3 fmol AB oligomers === 300 fmol AB oligomers

Salvadores et al, Cell Reports (2014)

Protein Misfolding Cyclic
Amplification (PMCA) € una tecnica
di laboratorio che sfrutta il potere di
“seeding”

Pool di proteine omologhe a
contatto con un campione biologico

Rilevazione tramite SDS-PAGE
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