Encefalopatie Spongiformi Trasmissibili

Animali

Scrapie                   (trasmissione alimentare)

Encefalopatia Spongiforme Bovina (  ,,  ,,)

Altre                       (visoni, felini…)

Umane

Kuru                      (trasmissione alimentare)

Creutzfeldt-Jakob             (non alimentare)

             Sporadica           (trapianti, ormoni…)

             Familiare            (mutazione genica)

Gerstmann Straussler       (     ,,               ,,    )

Insonnia Familiare Fatale (     ,,              ,,   )

Nuova variante della Creutzfeldt-Jakob 

                                (trasmissione alimentare)  

Caratteristiche comuni delle encefalopatie spongiformi 

Lunga incubazione

Nessuna risposta immunitaria efficace

Comune agente eziologico

L’agente trasmissibile è la proteina prionica o prione (PrP) che deriva da una sialoglicoproteina di membrana ubiquitaria, (25-38.000 Da) ma molto espressa nel sistema nervoso centrale, il cui ruolo fisiologico è oscuro (topi privi della PrP sono normali) Sono note varie isoforme della PrP 

La proteina prionica è essenziale allo sviluppo delle encefalopatie spongiformi (topi privi della PrP non sviluppano tali malattie)

La PrP passa da una conformazione tipo -elica (PrPc) a conformazione a foglietto  (PrPsc) insolubile, resistente alle proteasi e capace di causare la morte dei neuroni e conseguente vacuolizzazione cerebrale 

Il cambio conformazionale della proteina  deriva da due processi:

-mutazioni della proteina
-ingresso di proteina già mutata per via 

 alimentare

La proteina può replicarsi cioè tramandare l’alterato avvolgimento ad altre molecole sane

con meccanismo non ancora completamente chiarito. Probabilmente può fare da stampo e convertire la proteina prionica normale (a struttura elicoidale) a proteina prionica patologica (a configurazione pieghettata)

Ciò porta ad un continuo aumento dei depositi di proteina nel sistema nervoso centrale

La replicazione della PrP avviene probabilmente all’interno e/o sulla superficie di alcune cellule 

I diversi quadri clinici dipendono dalla diversa localizzazione della proteina nel sistema nervoso 

     CARATTERISTICHE DELLA PrPc
La PrPc può essere in forma:

monoglicosilata, diglicosilata, non glicosilata con diverso pattern elettroforetico (la deglicosilazione facilita la trasformazione a PrPsc) 

Ha prevalente conformazione tipo -elica  

E’ solubile e sensibile all’azione di proteasi

Possiede siti leganti il rame all’N-terminale

Può trasferirsi da cellula a cellula ancorandosi al GPI (es. dopo attivazione della PKC)

La sua sintesi è modulata da vari fattori (NGF, radicali liberi dell’ossigeno, shock termico…)

        POSSIBILI FUNZIONI della PrPc
· Antiossidante (aumentata espressione PrPc  = aumentata resistenza a stress ossidativo, legame al rame)

· Molecola di adesione intercellulare (aumentata espressione PrPc  = aumentata aggregazione cellulare)

· Molecola addetta al trasporto e metabolismo del rame (trasferimento rapido del rame ad altre cellule)

· Molecola implicata nelle difese anti-stress cellulare (aumentata espressione PrPc nello shock termico)

· Molecola implicata nella trasmissione sinaptica (topi KO per PrPc hanno problemi di trasmissione nervosa)

     CARATTERISTICHE DELLA PrPsc
Ha prevalente conformazione a foglietto 
E’ insolubile e resistente a proteasi 

Si trova in genere in forma aggregata (dimeri o polimeri)

Può indurre danno ai tessuti (peptidi sintetici riproducenti alcuni frammenti della PrPsc  inducono in vitro apoptosi e proliferazione gliale nonché attivazione della microglia)

Può riprodursi (in cellule trasfettate con PrPsc  si ha produzione di molecole PrPsc-like)

                 QUADRI CLINICI     

Malattia di Creutzfeldt-Jakob

1) Forma sporadica

E’ la forma più comune (90% di tutti i casi)

Compare a 50-60 anni (morte in pochi mesi)

Causa: ignota       (no mutazioni su gene PrP) 

             iatrogena: trapianto corneale

                               elettrodi infetti

                               strumenti chirurgici infetti

                               liofilizzati da cadaveri 

Sintomi: compaiono nel seguente ordine:

Astenia, anoressia, turbe del sonno, perdita della memoria, confusione mentale, atassia, afasia, turbe della vista, emiparesi, demenza

Diagnosi:

Tomografia: atrofia cerebrale 

Western Blotting: pattern tipico nel liquor

Istologia: scarse placche di amiloide, gliosi e spongiosi, immunocitochimica positiva per PrP

2) Forma familiare

Autosomica dominante (più di 20 diverse mutazioni, delezioni, inserzioni a carico del cromosoma 20)

Sintomi: 

come la forma sporadica, ma comparsa più precoce (30-40 anni)

Diagnosi:

Come per la forma sporadica, ma spesso non si trova la proteina nel liquor

Storia familiare

Identificazione della mutazione

Malattia di Gerstmann-Straussler

Inizio precoce: compare dopo l’adolescenza

Autosomica dominante: mutazioni del gene PrP al codone 102 o altre (diverse da quelle della forma familiare)

Sintomi: 

Atassia cerebellare

Paraparesi spastica

Demenza (tardiva)

Diagnosi:

Istologia: molte placche di amiloide in tutto il cervello positive a immunicitochimica per la PrP

Indagini genetiche

Insonnia Familiare Fatale

Inizia dopo l’adoloscenza

Autosomica dominante (mutazione gene PrP al codone 178, importante per determinare la struttura terziaria della PrP)

Sintomi:

Insonnia progressiva

Turbe del sistema autonomo

Demenza

Morte in 7-15 mesi

Diagnosi:

Istologia: atrofia selettiva dei nuclei talamici ventrale e mediodorsale, con spongiosi

PrP positiva all’immunocitochimica

Encefalopatia Spongiforme Bovina (BSE)

Colpisce i bovini che si ammalano a 2,5-3 anni d’età (dopo 2 anni non dovrebbero essere macellati). E’ molto simile alla Scrapie

Cause: alimentazione dei bovini con prodotti di animali infetti (pecore o mucche)

Trasmissibile a uomo, topo, ecc….

Sintomi: aggressività, atassia

Diagnosi: 

Lesioni spongiformi e gliosi cerebrale

Placche positive alla PrP

Pattern elettroforetico

Nel Regno Unito 16 casi nel 1986

7000 nel  1989

                            36000  nel 1992

Poi sono andati calando per le leggi sull’alimentazione ed i controlli 

Nuova variante della Creutzfeldt-Jakob

Colpisce l’uomo (età media 25-30 anni), insorgendo circa 10-15 anni dopo l’ingestione di carni infette (si sospettano salsiccie ed hamburgers più che le bistecche) 

Evoluzione rapida (durata media 14 mesi) 

Sintomi:

Precoci turbe psichiche e comportamentali 

Parestesie

Atassia cerebellare 

Diagnosi:

Placche diffuse positive alla PrP

Nessuna mutazione del gene PrP

Pattern elettroforetico distinto da quello delle forme sporadiche (liquor)

Registrati 130 casi, quasi tutti nel Regno Unito. 

Meccanismo di neuroinvasione in Scrapie BSE e variante di Creutzfeldt-Jakob

La PrPsc introdotta per bocca resiste alle proteasi intestinali, viene assorbita e si localizza negli organi linfatici locali

Qui cellule dendritiche follicolari (maturate sotto lo stimolo di linfociti B) catturano i prioni opsonizzati da complemento: sulla superficie di queste cellule avverrebbe la prima replicazione della proteina prionica

La PrPsc viene poi rilasciata (non clivata) ed entra nei nervi simpatici periferici e/o nel sangue e tramite queste vie risale fino al cervello: qui la proteina lega determinati recettori sui neuroni causandone l’apoptosi e si replica ulteriormente

     RECETTORI NEURONALI DELLA PrPsc 
Sono state individuate molte proteine leganti la PrP che potrebbero essere coinvolte nella sua interazione con i neuroni, nella sua replicazione e nel danno neuronale. Le più importanti sono:

Recettori della laminina

L’accumulo di PrPsc nei neuroni è prevenuto da:

· blocco dei recettori della laminina con anticorpi

· mRNA antisense per il recettore della laminina 

Fisiologicamente i recettori della laminina potrebbero servire per internalizzare la PrPc
Stress-inducible protein 1 (STI1)

E’ una HSP di 66 kDa che lega la PrPc sia nel citoplasma che sulla plasmamembrana attivando segnali antiapoptotici via AMPc/PKA (quindi la perdita di funzionalità della PrPc potrebbe produrre malattia). 

Il legame coinvolge un sito della PrPc distinto da quello che lega il recettore della laminina.

Anticorpi anti STI1 prevengono la tossicità da PrP(106-126). 

Recettori delle neurotrofine

Il peptide PrP(106-126) lega il recettore p75 a bassa affinità delle neurotrofine e tale legame attiva la caspasi 8 e uccide i neuroni 

Il p75 appartiene alla famiglia dei “death receptors” ed è legato anche dalla beta-amiloide 

   Meccanismi di danno neuronale da PrPsc

· Il legame della PrPsc a PrPc porta a inibizione delle funzioni antiossidanti e neuroprotettive della PrPc con conseguente stress ossidativo cellulare e apoptosi 

·  Il legame della PrPsc a recettori della famiglia “death receptors” causa attivazione di ossidasi e stress ossidativo intracellulare con conseguente attivazione di caspasi

· La PrPsc blocca il rilascio di calcio dai depositi intracellulari e l’ingresso del calcio extracellulare da stimoli recettoriali (es. bradichinina) con conseguente apoptosi neuronale

·  La PrPsc è in grado di formare pori nella membrana plasmatica alterando l’omeostasi ionica ed il potenziale di membrana

· La PrPsc attiva la microglia (con produzione citochine quali IL-1beta, TNF-alfa, IL-6 e sintesi di NO) e l’astroglia (proliferazione) con conseguente danno neuronale di tipo infiammatorio

Meccanismi di danno neuronale nelle malattie da prioni eredo/familiari

In questi casi spesso non si trova la proteina nei liquidi extracellulari

Qui sarebbe in causa una perturbazione del metabolismo delle PrP endogene

Mutazione = alterazione conformazionale = mancata espressione sulla superficie cellulare della PrP e sua distruzione nei proteasomi. Se questi ultimi non sono in grado di eliminare rapidamente la proteina anomala, si ha danno cellulare con apoptosi

(ciò è stato dimostrato trattando cellule di neuroblastoma trasfettate con PrP mutata con  inibitori dei proteasomi = cambia la localizzazione della PrP e si accumula una forma deglicosilata PrPsc–like nel citoplasma che danneggia le cellule anche in bassissima concentrazione)

    MECCANISMO DI DANNO DA cyPrP

  Proteina anormale                           Localizzazione nel 

                                                          citoplasma e
-Mutazioni                                     distruzione nei          

   -Interazione con PrPsc                     proteasomi del RE 

 esogena ?

Blocco proteasomi      Accumulo di cyPrP        Apoptosi

-Inibitori (MG132)      nel citoplasma

-Senescenza, traumi

  tossine, malattie        Formazione di 

                                   aggregati insolubili    
                                   Replicazione                                    
                                   nel citoplasma ?
Questo meccanismo potrebbe spiegare:

· perché la PrP è indetettabile in molti casi clinici

· l’origine della PrPsc classica

  Problemi aperti

Perché, se la causa è unica, si hanno così tante forme della malattia ? 

Probabilmente ciò dipende dalla diversa composizione aminoacidica dei prioni e dalla diversa percentuale di -elica e foglietto- nelle diverse isoforme, che comportano diverse localizzazioni della proteina nel sistema nervoso centrale

Quanta PrPsc deve essere assunta per far partire la malattia?

Non è noto, ma probabilmente non poca, considerando la casistica. Potrebbe però anche esserci una predisposizione individuale le cui basi sono ignote, per cui certi individui sarebbero più sensibili

Come è iniziata la malattia negli ovini e nei bovini? E in certe forme sporadiche?

Probabilmente da un caso ereditario, ma non si esclude una possibile conversione spontanea di PrPc a PrPsc. 

E’ possibile una vaccinazione contro i prioni?

E’ molto difficile perché c’è tolleranza verso il prione, che è comunque poco immunogeno. E’ però possibile immunizzare il topo privo di proteina prionica, i cui anticorpi prevengono la malattia in altri topi e stranamente non causano reazione autoimmune contro la proteina nativa

E’ possibile una trasmissione con le trasfusioni di sangue?

Il prione non si trova nel sangue dei bovini,  delle pecore (solo negli hamsters è stato trovato nel sangue). Però è anche vero che non esistono test per riconoscere piccole quantità di prioni

Quali sono gli alimenti più a rischio?

Il prione non si trova nel muscolo dei bovini e delle pecore (forse solo nel topo è evidenziabile nel muscolo). Pertanto più che le bistecche sono a rischio i derivati conteneti cervella, midollo spinale, ecc…. 

