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TOSSICOLOGIA DEI VACCINI CONTENENTI LA SPIKEGQBW¥2SARS

Approfondimento

COVIB19 il vaccino
VACCINO COMUD: LE PIATTAFORME VACCINALI TRADIZIONALI

In questa sezione si approfondiranradcuni dei principaly SOOI yA&AYA RQAYRdZ A2y S RSA
della spike S del SARSv2 (in forma di proteina o del gene codificante)

MALATTIE DA PRIONI

Le proteinenative e funzionali sono glisecutori pitl importanti in una serie di processi biologici che vanno dalla sintesi
di tutti i tipi di molecole biologichealle trasduzioni del segnale cellulare e alle reazioni biochimiche.

In una cellula vivente, I'ambiente cellulare contiene moltacnomolecole come proteine, polisaccaridi e lipidi che
rendono I'ambiente cellulare molto affollaté.

Dopo essere state sintetizzate nelle cellubsdurante il ripiegamento e I'elaborazione in compartimenti specifici, le
proteine non completamente piegate p@sono venire recuperate dagli chaperon molecolari 0 degrada&t nei
proteasomi®.

Se sfuggono a tali meccanismi di controllo della qualita cellulare, formeranno aggregati con conformazioni &normali

1Ma Q, Hu JY, Chen J, Liang Y.

The role of crowded physiological environments in prion and plil@nprotein aggregation.

Int J Mol Sc2013;14(11):213321352. Published 2013 Oct 25. doi:10.3390/ijms141121339
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3856008/

2Zhou HX, Rivas G, Minton AP.

Macromolecularcrowding and confinement: biochemical, biophysical, and potential physiological consequences.
Annu Rev Biophys. 2008;37:3397. doi:10.1146/annurev.biophys.37.032807.125817

https://www .ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2826134/

Pal PD, Dongre PM, Chitre AV.

"Is macromolecular crowding overlookedEffects of volume exclusion on DigAiino acids complexes and their reconstitutes.
J Fluoresc. 2014 Jul;24(4):1284 doi: 10.1007/s1089814-14121. Epub 2014 Jun 5.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24894381/

3 Bellotti V, Chiti F.

Amyloidogenesis in its biological environment: challenging a fundamental issue in protein misfolding diseases.
Curr Opin Struct Biol. 2008 Dec;18(6)-BrHa: 10.1016/j.sbi.2008.10.001. Epub 2008 Nov 13.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18952166/

Wickner S, Maurizi MR, Gottesman S.

Posttranslational quality control: folding, refolding, and degrading proteins.
Science. 1999 Dec 3;286(5446):1-8@3 doi: 10.1126/science.286.5446.1888.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10583944/

Ciechanover A, Kwon YT.

Protein Quality Control by Molecular Chaperones in Neurodegeneration.
Front Neurosci. 2017 Apr 6;11:185. doi: 10.3389/fnins.2017.00185.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28428740/

4Lee SDesplats P, Sigurdson C, Tsigelny I, Masliah Eo&ell transmission of neprion protein aggregates
[published correction appears in Nat Rev Neurol. 2011 Jan;7(llgpbRev Neurol. 2010;6(12):7FR6. doi:10.1038/nrneurol.2010.145
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4996353/
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Protein folding and misfolding.

Nature. 2003 Dec 18;426(6968):88@. doi: 10.1038/nature02261.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/1468%48/
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Il ruolo degli chaperoni molecolari nel P@otein Quality Contral)Gli chaperon molecolari, come Hsp70 in combinazione corchaperoneHsp40, facilitano

il ripiegamento delle proteine mal ripiegate. Se i clienti non riescono a ripiegare, gli chaperoni molecolari possono ediahe |l loro degradazione in
collaborazione con percorsi proteolitici cellulari. In linea di principio, léepre solubili misfolded sono prese di mira dall'lUPS, in cui i client sono ubiquitati dalle
ligasi E3 Ub seguite dalla degradazione attraverso il proteasoma 26S. Tuttavia, se i clienti sono inclini all'aggrefiaygone alla sorveglianza dell'UP Sgmmo
essere degradati dalle idrolasi lisosomiali, tramite macroautofagia o CMA. Come ultimo passaggio del PQC, gli chapelam poskmuo disaggregare gli
aggregati gia formati. Sono anche mostrate proteine mal ripiegate indotte dallo stress agsitkitmitocondri.

Molte malattie neurodegenerative sono associate all'aggregazione di proseimgifiche e sono stati trovatiepositi
amiloididi diverse proteinenel cervello dei paziention malattieda prioni, morbo di Alzheimer, morbo di Parkinson e
sclerosi laterale amiotrofica (SLA).

Le malattie neurodegenerative sono caratterizzate dal progresiterioramentodi specifici sottoinsiemi di neuroni
associati alla deposizione intra extracellulare di aggregati proteici insolubili.

| depositi extracellulari includono aggregati conmomoreattivita per amiloide 0!l 0 2 LINAZ2YA o0
depositi intracellulari includonta proteinatau efh @ A y dzO tsgpéy' | 6 h

Il termine "prione" & stato originariamente coniato per descrivere gli agenti infettivi proteici coinvolti rerhkdis
neurologici dei mammiferi. Piu recentementigyrione é stato definito come un elemento genetico non cromosomico,

5Sciald C, De Cecco E, Manganotti P, Legname G.

Prion and PriofiLike Protein Strains: Deciphering the Molecular Basis of Heterogeneity in Neurodegeneration.
Viruses. 2019;11(3):261. Published 2019 Mar 14. doi:10.3390/v11030261
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6466326/

Legname G, Scialo C.

On the role of the cellular prion protein in the uptake and signaling of pathological aggrega@msduegenerative diseases.
Prion. 2020;14(1):25270. doi:10.1080/19336896.2020.1854034
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7757855/

Scialo C, Legname G.

The role of the cellular prion protein in the uptake and toxic signaling of pathological neurodegenerative aggregates.
Prog Mol Biol Transl Sci. 2020;175::328. doi: 10.1016/bs.pmbts.2020.08.008. Epub 2020 Sep 8.
https://pubmed.nddi.nim.nih.gov/32958237/

6Kovacs GG.

Molecular Pathological Classification of Neurodegenerative Diseases: Turning towards Precision Medicine.
Int J Mol Sci. 2016 Feb 2;17(2):189. doi: 10.3390/ijms17020189.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4783923/

Dr.ssa Loretta Bolgan 18 marzo 2021


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnins.2017.00185/full
https://www.pianetachimica.it/mol_mese/mol_mese_2006/07_Amiloide/Amiloide_1_ita.htm
https://www.pianetachimica.it/mol_mese/mol_mese_2006/07_Amiloide/Amiloide_1_ita.htm
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6466326/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7757855/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4783923/

a base di proteine, in grado di convertire le copie della propria variante benigna nella forma prionica, con nuovi effet
fenotipici e possono essere trasmessi attraverso il citoplasma.

In particolare, mo degliipotetici meccanismi con cui una proteina verrebbe ereditata come elemento genetico non
cromosomiceproponevagia nel 196 €he un priondosseuna forma modificata di una pteina cellulare affine, che

puo legarsi alla forma normale della stessa proteina (nel caso piu semplice, formando un eterodimero di un prione
una copia normale della proteina) e quindi trasformare la forma normale in un‘altra copia del firione

Quest ipotesi e stat poiconfermat dalle provedi laboratorioed é ala basedell'attuale definizione di qualsiasi
prione?8

Pertanto, la definizione canonica di priopeevede chaun prionesiauna proteina che é codificata dalla cellula ma é
benignae probabilmenteutile per I'organismo, da qui la conservazione del suo gene nel gedfoma.

Raramente, puo essere trasfornaain una forma prionica tossica o patogena; l'insieme completo dei fattoei
causano tale trasformazione non & noto ma puo includestressossidativo®o il legame della proteina con sostanze

e metalli tossici'!

7 Griffith JS.

Selfreplication and scrapie.

Nature. 1967 Sep 2;215(5105):1643doi: 10.1038/2151043a0.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/4964084/

Scialo C, De Cecco E, Manganotti P, Legname G.

Prion and PriofLike Protein Strains: Deciphering the Molecular Basis of Heterogeneity in Neurodegeneration.
Viruses. 2019;11(3):261. Published 2019 Mar 14. doi:10.3390/v11030261
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6466326/

8Chiesa R.

The elusive role of the prion protein and the mechanism of toxicity in prion disease.

PLoS Pathog. 2015;1)1004745. Published 2015 May 7. doi:10.1371/journal.ppat.1004745
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4423772/

AllisonKrauset al

Structure of an infectious mammalian prion

bioRxiv2021.02.14.431014oi: https://doi.org/10.1101/2021.02.14.431014
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2021.02.14.431014v1.full.pdf

Ol FFYSNI .NF(G120A6 LO

Prions, prionoid complexes and amyloids: the bad, the good and something in between.
Swiss Med WKly. 2017 Apr 18;147:w14424. doi: 10.4414/smw.2017.14424.

10Singh N, Singh A, Das D, Mohan ML.

Redox control of prion and disease pathogenesis.

Antioxid Relox Signal. 2010;12(11):1271294. doi:10.1089/ars.2009.2628
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC2864664/

Prasad KN, Bondy SC.

Oxidative and Inflammatory Events in Prion Diseases: Can They Be Therapeutic Targets?
Curr Aging Sci. 2019;11(4):2285. doi: 10.2174/1874609812666190111100205.
https://www.ncbi.nlm.nh.gov/pmc/articles/PMC6635421/

Lévy E, El Banna N, Baille D, HeneMasurel A, Truchet S, Rezaei H, Huang ME, Béringue V, Martin D, Vernis L.
Causative Links between Protein Aggregation and Oxidative Stress: A Review.

Int J Mol Sci. 2019 Aug 9;20(B896. doi: 10.3390/ijms20163896.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6719959/

11Singh N, Das D, Singh A, Mohan ML.

Prion protein and metal interaction: physiological and pathological implications.
Curr Issues Mol Biol. 2010;12(2):997. Epub 2009 Sep 18.
https://www.caister.com/cimb/v/v12/99.pdf

Borza LR. A

review on the causeffect relationship between oxidative stress and toxic praddimthe pathogenesis of neurodegenerative diseases.
Rev Med Chir Soc Med Nat lasi. 2014Man;118(1):1927. PMID: 24741770.

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/24741770/

Pritzkow S, Morales R, Lyon A, Corktaaambio L, Urayama A, Soto C.

Efficient prion disease transmission through common environmental materials.
J Biol Chem. 2018;293(9):338373. doi:10.1074/jbc.M117.810747
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5836136/

Toni M, Massimino ML, De Mario A, Angiulli E, Spisni E.
Metal Dyshomeostasis and Their Pathological Role in Prion andIBkimDiseases: The Basis for a Nutritional Approach.
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Il prione causa la conversione di altre forme benigne della stessa proteina nella forma prionica, rimgaga
all'interno dell'organismo ed € anche trasmissibile ad altri organismi o talvolta a specie diverse.

In origine, il termine prione (prion) € stato coniato per riferirsi a particelle infettive proteiche
(proteinaceousnfectious)che hanno dimostrato dissere in grado diausare encefalopatie spongiformi trasmissibili
nei mammiferi 12

Il termine prione-simile (prion-like) invecee usato per indicar@ina proteina che presentaia le somiglianze con |l
processo di replicazione e propagaziaeatteristicidei prionichela mancanza di infettivitd?

Sulla base della sequenza, i prioni e i spridni possono essere distinti in tre categorie:

proteine prioniche,

prionoidi transcellulari (proteine che dimostrano la propagazione smmdnica tra cellule all'interno di un
contesto di malattia)

9 quasiprioni (proteine che possono manifestare un comportamento simdnico, ma che non rientrano nelle
definizioni di (1) ¢2)).%*

1
1

[ S LINPGSAYS LINAR2YAOKS ARSYGATAOFGS FAyYy2 R 233X LkRa
Tali regioni, a seconda del metodo utilizzato per la loro previsione, sono chiamate "regioni con distorsioni sull
composizione" (BR) o "regioni a bassa complessita" (LER) .

In sostanza, il termine CBR implica che tale regione € ricca o povera in pant&sitar rispetto alla frequenza media

di occorrenza di questi residui nel proteom&

Finora sono stati descritti due tipi di CBR eguroteine prioniche:

1 sequenze ricche di glutammin&lf) e / o asparaginadsn; !’
1 sequenze ricche di residuirafobici e non polari comed, Thr, Phe Tyr, lLeue \al. 8

Front Neurosci. 20171t3. Published 2017 Jan 19. doi:10.3389/fnins.2017.00003
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5243831/

12 Prusiner SB.

Novel proteinaceous infectious particles cause scrapie.

Science. 1982 Apr 9;216(4542):44886 doi: 10.1126/science.6801762.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/6801762/

3Harbi D, Harrison PM.

Classifying prion and pridike phenomena.

Prion. 2014;8(2):81-165. doi:10.4161/pri.27960
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4189883/

“Harbi D,

PrionHome: a database of prions and other sequences relevant to prion phenomena.
PLoS One. 2012;7(2):e31785. doi: 10.1371/journal.pone.0031785. Epub 2012 Feb 20.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3282748/

15Coletta A, Pinney JW, Solis DY, dal, Pettifer SR, Attwood TK.
Lowcomplexity regions within protein sequences have positi@pendent roles.
BMC Syst Biol. 2010;4:43. Published 2010 Apr 13. doi:10.11860b054-43
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2873317/

18Harrison PM, Gerstein M.

A method to assess compositional bias in biological sequences and its application tikerigutamine/asparagingich domains in eukaryotic proteomes.
Genome Biol. 2003;4(6):R40. doi:10.11862§1934-6-r40

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC193619/

17Michelitsch MD, Weissman JS.

A census of glutamine/asparaginieh regions: implications for their conserved function and the prediction of novel prions.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2000;97(22):1-19805. doi:10.1073/pnas.97.22.11910
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC17268/

18Garbuzynskiy SO, Lobanov MY, Galzitskaya OV.

FoldAmyloid: a method of prediction of amyloidogenic regions from protein sequence.
Bioinformatics. 2010 Feb 1;26(3):328. doi: 10.1093/bioinformatics/btp69Epub 2009 Dec 17.
https://academic.oup.com/bioinformatics/article/26/3/326/215657

ConchilleSolé O, de Groot NS, Avilés FX, Vendrell J, Daura X, Ventura S.

Dr.ssa Loretta Bolgan 18 marzo 2021


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5243831/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2873317/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC193619/
https://academic.oup.com/bioinformatics/article/26/3/326/215657

Il termine LCR implica che una regione contiene poca diversita nella sua composizione amminoacidica.
Entro certi limitj la bassa complessita € una conseguenza attesa di un arricchimento significativo con uno o pi
amminoacidi che riduce la rappresentazione di altri amminoacidi.

Le CBR / LCR influenzano la formazione dell'amiloide in due modi diversi:

1 alripiegamentoniziale della proteina mantengono la regione intrinsecamente disordinata e quindi disponibile
per un cambio conformazionale,
1 promuovono la formazione dell'amiloide attraversacl@azionadi legami intermolecolari trafilamenti Beta

Il primo modo sipresentaquando ci son&BR / LCR ricchi di residui polari e carichi, che aumentano la solubilita della
proteina. La composizione amminoacidica di tali regioni serabsare piu critica dell'esatta sequenza amminoacidica.

19

La secondanodalita invecee facilitata da sequenze ripetitive, comprese quelle ricche di residui idrofépiiin
guesto caso la posizione di ogni residuo € molto importante: lo stesso regiddigpromuovere o bloccare la
formazione & farhilGide, a seconda del contestb.

L'analisi delle proteing@rioniche rivela che alcune di esse portano entrambi i tipi di CBR#LCR.

AGGRESCAN: a s=rfor the prediction and evaluation of "hot spots" of aggregation in polypeptides.
BMC Bioinformatics. 2007;8:65. Published 2007 Feb 27. doi:10.1186214F8-65
https://www.ncbi.nlm nih.gov/pmc/articles/PMC1828741/

1Ross ED, Edskes HK, Terry MJ, Wickner RB.

Primary sequence independence for prion formation.

Proc Natl Acad Sci U S A. 2005;102(36):1-22830. doi:10.1073/pnas.0506136102
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1200301/

2Das S, Pal U, Das S, et al.

Sequence complexity of amyloidogenic regions in intrinsically disordered human proteins.
PLoSDne. 2014;9(3):e89781. Published 2014 Mar 3. doi:10.1371/journal.pone.0089781
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3940659/

2!Maurer-Stroh Set al

Exploring the sequence determinants of amyloid structure using possfi@cific scoring matrices.

Nat Methods. 2010 Mar;7(3):2342. doi: 10.1038/nmeth.1432. Epub 2010 Feb 14. PMID: 20154676.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/20154676/

2Stephan JS, Fioriti L, Lamba N, Colnaghi L, Karl K, Derkatch IL, Kandel ER.

The CPEBS3 Protein Is a Functional Prion that Interacts with the Actin Cytoskeleton.

Cell Rep. 2015 Jun 23;11(11):1-B8 doi: 101016/j.celrep.2015.04.060. Epub 2015 Jun 11.
https://www.cell.com/cellreports/pdfExtended/S221-1247(15)00492L

Paudyal, Anuja & Gillock, Eric

FHSU Scholars Repository Polymorphism In The PrPC Prion Protein Gene In Pigs.

(2017). 10.13140/RG.2.2.12822.86089.
https://www.researchgate.net/publiction/326330981_FHSU_Scholars_Repository_Polymorphism_In_The_PrPC_Prion_Protein_Gene_In_Pigs
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Normal Diseased prion

Forma normale e anormale delle
proteina prionica.

La normale proteina prionica he
amminoacidi in alfa elica con menc
del 5% di fogli beta.

La proteina prionica anormale &
Amino acids una proteina mal ripiegata, in cui le
in beta helix maggior parte delle eliche alfa
viene conveita in fogli beta,
risultando in oltre il 50% dei fogli
beta.

Amino acids
in alpha helix

Amino acids
in sheet form

https://www.researchgate.net/publication/326330981_FHSU_Scholars_Repository_Polymorphism_In_The_PrPC_PriorGEnetein_Pigs
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Un riepilogo di prioni, prionoidi e amiloidi funzionali esaminati. Si noti che la revisione si concentra solo sulle defieiémime @gregate e alcune proteine

hanno funzioni correlate alla loro forma monomerica

Dr.ssa Loretta Bolgan 18 marzo 2021


https://smw.ch/article/doi/smw.2017.14424

Prion disease Affected species Route of transmission

latrogenic CJDr Human Accidental medical exposure to CJD-contaminated tissues or tissue products

Sporadic CJD Human Unknown. Theeries include somatic mutation or spontaneous conversion of PrPc to
Prpsc

Variant C|D Human Ingestion of BSE-contaminated food or transfusion of blood or blood products from

C|D-infected blood donor

Familial C)D Human Germ-line mutations of the PRNP gene
Gerstmann-5Straussler-Scheinker Human Germ-line mutations of the PRNP gene
syndrome

Kuru Human Ritualistic cannibalism

Fatal familial insomnia Human Germ-line mutations of the PRNP gene
Bovine spongiform Cattle Ingestion of contaminated food

encephalopathy

Scrapie Sheep, goats, Acquired. Ingestion, horizontal transmission, vertical transmission unclear
mouflon

Chronic wasting disease Elk, deer, moose Acquired. Ingestion, horizontal transmission, vertical transmission unclear

Transmissible mink Mink Acquired (ingestion) source unknown

encephalopathy

Feline spongiform Domestic and Ingestion of BSE-contaminated food
encephalopathy zoological cats
Exotic ungulate Nyala, kudu Ingestion of BSE-contaminated food

encephalopathy

HifnIBSE hovine spongiform encephalopathy; CJD, Creutzfeldt-Jakob disease; PRNP, the gene that encodes PrpC,
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/jgv.0.000507

Nelle malattieda prioni,come gia vistda conversione della proteir@aionica cellulare normale fisiologica (PrPClenel
conformaziongratologi@arricchitaa foglietti-i dellaPrRscrapie (PrPSc) € fondamentale per la malattia.

Secondo l'ipotessimilprionica gli assemblaggi proteici mal ripiegeticontrabili nellemalattie neurodegenerative
diverse d#e patologieda prioni, agiscono conmsemi di aggregazioneghe possono reclutare le loro isoforme native e
convertirle in molecole patologiche.

Il seme indica la piu piccola quantita di una proteina mal ripiegatawt#yolta rilasciata nello spazio extracellulare,

€ in grado di modellare e imporre la conversione patologica su molecole native e successivamente diffondersi in art
cerebrali collegaté?

2Maniecka Z, Polymenidou M.

From nucleation to widespread propagation: A pride concept for ALS.

Virus Res. 2015 Sep 2;207B35. doi: 10.1016/j.virusres.2014.12.032. Epub 2015 Feb 2.
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170215000453?via%3Dihub

Ghaemmaghami S, Russo M, Renslo AR.

Successes and challenges in phenotppeed lead discovery for prion diseases.
J Med Chem. 2014;57(16):696929. doi:10.1021/jm5001425
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4148153/
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VACCINO COVID LE PIATTAFORME VACCINALI INNOYARREE SECONDA

TOSSICOLOGIA DEI VAGONTENENTI LA SPIKE DEEGSARS
rinascimentoitalia.it
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https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4148153/

Meccanismo di propagazione dei prioni e potenziali punti di intervento terapeutico.

(A) Viene mostrata la struttura NMR del dominio piegato della PrPC umana.

(B) PrPSc forma aggregati fibrillari come mostrato nella micrografia elettronica (la barta indicn nn ) 0 ® [ | & G NMzi §dzNI RS &2t
fornisce un possibile modello della piega patogena.

(C) Un modello semplificato per la propagazione di PrPSc suggerisce diversi potenziali siti per l'intervento terapeutico.

Recentementee stato proposto un ampliamento deli@efinizione di prione, per includere le entita trasmissibili
inducibili che subiscono conversione auatalitica e consistono di RNA piuttosto che di proteine.
S visti in questambito, alcuni RNA presenti in natpossiedono molte delle proprieta caratteristiche dei pritni.

Prioni proteici e RNA che possono comportarsi come prioni

In tutti i pannelli, le linee e le forme blu scuro indicano le forme benigne di proteREA, le linee e le forme rosselicano le forme di prioni, le linee a freccia
continue indicano la direzione della reazione e le linee a freccia spezzate indicano le scissicaigaditithe (in grigio per le reazioni relativamente inefficienti e
in nero per quelle piu efficienti).

(A) Uno schema generale di induzione e propagazione dei prioni proteici. La forma benigna di una proteina viene conveftitmagil@donica solo raramente

e spontaneamente (a sinistra), ma una volta formata, € in grado di trasformare piu copie deléatfenigna nella forma prionica (centro), e in molti casi per
formare aggregati nella cellula (a destra).

(B)1l "prione viennese"(C)Un presunto derivato prionico del ribozima / riboswitch gImS. Viene mostrata la versione dipendente da GIcN6P nelsesta La
lettera verde G indica il ligando GIcN6P. Il ribozima ingegnerizzato richiede la presenza di un ligando per l'attividernarseificienza ridotta quando agisce
in cis e con efficienza relativamente alta quando agisce in trans.

(D)Unpresunto sistema derivato da viroide progettato per possedere proprieta prioniche. L'RNA viroide concatemerico a filasigwntovene trascritto dalle
copie di DNA integrate (linee ondulate nere). La regione HHR ingegnerizzata all'interno dell'ii¢Aelabmra il concatemero nei viroidi di lunghezza unitaria
con efficienza ridotta quando agisce in cis e con efficienza relativamente alta quando agisce in trans.

(E)Proprieta prioniche del meccanismo pipgng della produzione di piRNA. Le copie geicbm dei cluster di piRNA e le copie di trasposoni attivi correlati
all'evoluzione sono mostrate da linee ondulate nere e gli enzimi di diverse famiglie di prokenelaborano i precursori del piRNA nei piRNA maturi sono
rappresentati come pietre préz2 & S RA  @F NA O2f 2NA® t SNJ 1 &aLASAITA2yS GSRA (Sadz2 RSttt Qll

2*Mushegian AR, Elena SF.

RNAs That Behave Like Prions.

mSphere. 2020;5(4):e0052D. Published 2020 Juldoi:10.1128/mSphere.005220
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7333576/
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9 &tato infatti dimostrato che gli acidi nucleici catalizzano la conversione della proteina prioniegiediaale in
oligomeri e amiloidi proteici betatrutturati simili all'isoforma infettiva della proteina.

Allo stesso tempo, la proteina prionicie, manierasimile alle proteine che regolano i geni, si piega, si srotola e
condensa l'acido nucleic8.

25| ouka A, Zacco E, Temussi PA, Tartaglia GG, Pastore A.

RNA as the stone guest of protein aggregation.

Nucleic Acids Res. 2020;48(21):11-88889.doi:10.1093/nar/gkaa822
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7708036/

Gomes MP, Vieira TC, Cordeiro Y, Silva JL.

The role of RNA in mammalian prion protemnversion.

Wiley Interdiscip Rev RNA. 2012 Man;3(3):4158. doi: 10.1002/wrna.118. Epub 2011 Nov 17.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22095764/

Kovachev PS, et al

RNA modulates aggregationtbe recombinant mammalian prion protein by direct interaction.
Sci Rep. 2019 Aug 27;9(1):12406. doi: 10.1038/s4039818883x.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6712051/

Gomes MP, Vieira TC, Cordeiro Y, Silva JL.
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Questi risultati sono coerenti con l'ipotesi che i polianioni endogeni (cacitd nucleice glicosaminoglicafisianoin
grado diaccelerarda progressione della malattia da prioni agendo coocofattori che mediano l'interazione tra le
molecole PrP @lulare) e PrP (Sapie). %

Diversi studhannoinfatti rilevato la presenza di piccoli oligonucleotidi di DNIR&IA poliadenilato in preparazioni di
prioni di scrapiee proteine simiprionichealtamente purificate?’

Diversi tipi di granukontenenticomplessRNAproteine, come icorpi di processament@orpi P), granuli di stres®

i granuli di trasportadelle ribonucleoproteineffrono un possibile modello per la nucleazione degli aggregati e quindi
I'inizio della malattia.

In condizioni fisiolgiche, tali complessi proteif@NA si formano transitoriamente in modo strettamente regoFto.

The role of RNA in mammalian prion protein conversion.
Wiley Interdiscip Rev RNA. 2012 Man;3(3):41528. doi: 10.1002/wrna.118. Epub 2011 Nov 17.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/22095764/

Nandi PK.

Conformational changes of prion protein and nucleic acid arising from their interaction and relation of the altered sériczaesing prion disease.
Mini Rev Med Chem. 2008 Jul;8(8):784loi: 10.2174138955708784912201.

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18673134/

Grossman A, Zeiler B, Sapirstein V.

Prion protein interactions with nucleic acid: possible models for prion disease and prion function.
Neurochem Res. 2003 Jun;28(6):9&5 doi: 10.1023/a:1023215207981.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/12718450/

26 Silva JL, Vieira TC, Gomes MP, Rang8thPpin SM, Cordeiro Y.

Experimental approaches to the interaction of the prion protein with nucleic acids and glycosaminoglycans: Modulatopgbfdfenic conversion.
Methods. 2011 Mar;53(3):36567. doi: 10.1016/j.ymeth.2010.12.002. Epub 2010 Dec 8.

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21145399/

Silva JL, Cordeiro Y.

The "Jekyll and Hyde" Actions of Nucleic Acids on the Hkie\ggregation of Proteins.
J Biol Chem. 2016;291(30):15482490. doi:10.1074/jbc.R116.7328
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4957035/

2’Meli M, Gasset M, Colombo G.

Are Amyloid Fibrils RNAraps? A Molecular Dynamics Perspective.

Front Mol Biosci. 2018;5:53. Published 2018 Jurii110.3389/fmolb.2018.00053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6004406/

Simoneau S, et al.

Synthetic scrapie infectivity: interaction between recombinant PrP and scrapiedeaired RNA.
Virulence. 2015;6(2):1324. doi: 10.4161/21505594.2014.989795. Epub 2015 Jan 13.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4601501/

Maniecka Z, Polymenidou M.

From nucleation to widespread propagation: A prlike concept for ALS.

Virus Res. 2015 Sep 2;207B35. doi: 10.1016/j.virusres.2014.12.032. Epub 2015 Feb 2.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/25656065/

28 Balagopal V, Parker R.

Polysomes, P bodies and stress granules: states and fates of eukaryotic mRNAs.

Curr Opin Cell Biol. 2009 Jun;21(3)-8080i: 10.1016/j.ceb.2009.03.005. Epub 2009 Apr 23.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC2740377/

Decker CJ, Parker R.

P-bodies and stress granules: possible roles in the control of translation and mRNA degradation.
Cold Spring Harb Perspect Biol. 2012 Sep 1;4(9):a012286. doi: 10.1101/cshperspect.a012286.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3428773/

Wolozin B)vanov P.

Stress granules and neurodegeneration.

Nat Rev Neurosci. 2019;20(11):6886. doi:10.1038/s41580819-02225
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6986315/

Buchan JRRarker R.

Eukaryotic stress granules: the ins and outs of translation.
Mol Cell. 2009;36(6):93241. doi:10.1016/j.molcel.2009.11.020
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2813218/
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Tuttavia, in condizioni patologicheaccausa dino stato distress cronico, questi granuli possono agire come precursori
delle inclusioni o prénclusioni pablogiche, che possono trasformarsi in aggregati densi irreverisilgjiado diagire
come semi di aggregazione (Figeguents.

Taleattivita di supportodell'RNA e statadentificata attraversol'aggregazione in vitro della proteina prionica dei
mamnmiferi 2%, in quantola generazione di prioni infettivi con proteina prionica cellulare purificata € stata ottenuta solo
mediante I'aggiunta di RNA e fosfolipiti

E anche concepibile che, a seconda del tipo di RNA associato all'interno dei granahtiystssano sorgere varie
strutture proteiche mal ripiegate, che potrebbero portare a diversi sottotipi di aggregati.

Inoltre, i granuli preformati potrebbero svolgere uiteriore ruolo tossico sequestrando alcune proteieg@ RNA che
sono importantiper la vitalita cellularé!

i . pathological
i I— conversion
e —_—

elongation

stress granule

native \ / "
,_ 000 - 008
B. RNA / seed fragmentation
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170215000453?via%3Dihub

Meccanismi di propagazione prionici.

(A) Nella visione classica dell'amplificazione spribnica della conformazione patologica della proteina, la proteina mal ripiegataagisee con la sua
controparte nativa e la converte in una molecola patologica. Questo aggregato aberrante si allunga per reclutamento eeriereriori proteinenative,

che producono un seme di aggregazione altamente ordinato. Quest'ultimdiradiasi frammenta, dando luogo a piu semi, che inducono cicli successivi di
nucleazione seminata e amplificano I'aggregazione proteica patologica e il fenotipo della malattia.

(B) Per le proteindeganti I'RNA con domini sirplionici, come TDR3 e BJS, la nucleazione degli aggregati pud essere iniziata all'interno dei granuli di stress,
che sono complessi proteirfRNA altamente dinamici e strettamente regolati che si formano in condizioni di stress cellulare. La formazione di gtegssi di
coinvdge il legame dell'lRNA e il cambiamento conformazionale e si traduce in un aumento della concentrazione dilpecaieihkella malattia, potenzialmente
come conseguenza di condizioni di stress cellulare cronico ancora non caratterizzate, le pegtaitid' RNA altamente concentrate nei granuli di stress possono
trasformarsi in prenclusioni e infine convertirsi in aggregati proteici irreversibili.

9 Mmteressante ricordare che numerosi studi recenti dimostrano lehgroteine amiloidi* sono anche coinvadtdal
punto di vistafunzionak in una varieta di processi biologici, dalla formazione di biofilm da parte dei batteri alla
memoria a lungo termine negli animali.

29Deleault NR, Lucassen RW, Supattapone S.

RNA molecules stimulate prion protein conversion.

Nature. 2003 Oct 16;425(6959):720. doi: 10.1038/nature01979. PMID: 14562104.
https://pubmed.ncbi.nim.rh.gov/14562104/

30Wang F, Wang X, Yuan CG, Ma J.

Generating a prion with bacterially expressed recombinant prion protein.

Science. 2010 Feb 26;327(5969):1:53doi: 10.1126/science.1183748. Epub 2010 Jan 28.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC2893558/

3!Maniecka Z, Polymenidou M.

From nucleation to widespread propagation: A pride concept for ALS.

Virus Res. 2015 Sep 2;207835. doi: 10.1016/yirusres.2014.12.032. Epub 2015 Feb 2.
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170215000453?via%3Dihub
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* Gli amiloidi sono aggregati proteici fibrosi altamente ordinatiinsolubili, noti principalmente a causa
dell'associabne con una varieta di malattie umane e animali incurabili (chiamate amiloidosi), tra cui la malattia di
Alzheimer (AD), la malattia di Parkinson (PD), il diabete di tipo 2 (T2D) e malattie da prioni.

Oltre agli amiloidi patogeni, sono stati identificathiloidi definiti funzionaliche partecipano in un‘ampia gamma di
funzioni fisiologiche in vari organismi, dai batteri agli eucarioti superiori come vertebrati, pthesseri umani?
Recentementeé stato dimostrato che le proteingimilprioniche si comportano come fattori epigenetici e samo
sistema in grado di rilevare e adattare la risposta cellutap®ndizioni di stress.

Tali risposte vengono mantenute attraverso le conformazioni aatmellanti dei prioni e trasmesse algogenie

della cellula che ha stabiliibtratto prionico.

In alternativa,i mnemons® sono proteinesimitprionicheil cuicambio conformazionale codifica per ricordi di eventi
passatj manon si propaga alle cellule figliguindi sono un sistemadiYSY 2 NR | §&. OSf t dzf | NB 0O
La reversibilita dei fenotigiodificaticonsente alle cellule di rimuovere tratti che non sono piu aatatt sotto stress

e gli chaperon svolgono un ruolo fondamentale in tutte le fasi delle funzioni delle proteine prioniche.

Le proteine che formanali aggregati amiloidsono altamente sovrarappresentate tra i fattori cellulari coinvolti in
tutte le fasi del ciclo di vita del'mRNA: dalla trascrizione e traduzione, alla conservazione e degradazione.

Approfondimento LadS3a NI RIFIT A2yS RSffQYwb!

Il controllo della traduzione e della degradazione dellmRNA & importante nella regolazione dell'espressione genic
deglieucarioti.

In generale, la traduzione e le fasi del percorso principale del decadimento del'mRNA sono in competizione tra lor
Gli mRNA che non sono coinvolti nella traduzione possono aggregarsi in granuli citoplasmatici di mRN
(ribonucleoproteinedenominati corp di elaborazione (corpi P) e granuli di stréspjali sonocorrelati a granuli di

RNA neuronali e della linea germinale che svolgono un ruolo importante nella localizzazione e nel controllo degli mRI
nei neuroni e negli embriorif

32Fowler DMKoulov AV, Balch WE, Kelly JW.

Functional amyloigfrom bacteria to humans.

Trends Biochem Sci. 2007 May;32(5):247 doi: 10.1016/j.tibs.2007.03.003. Epub 2007 Apr 6.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gv/17412596/

Greenwald J, Riek R.

Biology of amyloid: structure, function, and regulation.

Structure. 2010 Oct 13;18(10):1280. doi: 10.1016/j.str.2010.08.009.
https://www.cell.com/action/showPdf?pii=S0962126%2810%2900368

Otzen D, Riek R.

Functional Amyloids.

Cold Spring Harb Perspect Biol. 2019 Dec 2;11(12):a033860. doD/@stberspect.a033860.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31088827/

Li L, McGinnis JP, Si K. Translational Control by-likeoRroteins.
Trends Cell Biol. 2018;28(6):45@5. doi:10.1016/j.tch.208.02.002
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5962375/

March ZM, King OD, Shorter J.

Prionlike domains as epigenetic regulators, scaffolds for subcellular organizationrigers @f neurodegenerative disease.
Brain Res. 2016;164718. doi:10.1016/j.brainres.2016.02.037
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5003744/

33Caudron F, Barral Y.

Mnemons: encoding memory by protein supgssembly.

Microb Cell. 2014 Feb 25;1(3):2002. doi: 10.15698/mic2014.01.134.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5349228/

34Nizhnikov AA, Antonets KS, Bondarev SA-\feghtomov SG, Derkatch IL.
Prions, amyloids, and RNA: Pieces of a puzzle.

Prion. 2016;10(3):18206. doi:10.1080/19336896.2016.1181253
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Esistono tre clasgirincipali di enzimi di degradazione del’lRNA intracellulare (ribonucleasi o Rblasitonucleasi
che tagliano 'RNA internamentée Sa 2 y dzOf S aA p OKS ARNREATTIY2 fUwk
RSAINI RIy2 fdwb! RIFIfftUSAaGNBYAGE o o

La maggior parte dei genomi codifica per diverse RNasi, spesso con attivita sovrapposte, rendendo la ridondanza
caratteristica generale dei sistemi di degradazione del'RNA.

Con alcune importanti eccezioni, la mutazione di un singolo enzima di degradadel'lRNA non si traduce
generalmente in un blocco completo alla degradazione del'lRNA né negli eucarioti né nei batteri. Cio indica che p
enzimi sono in grado di riconoscere gli stessi RNA target. Questa ridondanza presumibilmente migliceazéeffici
complessiva e la robustezza dei percorsi di degradaZfone.

Una possibile spiegazione per I'estrema rapidita della degradazione dellRNA e che,glh&Nifaccumulano in
assenza di degradazione attjyaotrebbero interrompere la replicazione del DNA e altre attivita piu direttamente
formando ibridi RNADNA3

Inoltre, si prevede che I'accumulo di specie di RNA causi il sequestro delle ptegzing 'RNA.

In alcuni casi, I'abbondanza di proteisyecifiche puo diventare limitante. Ad esempio, una cellula di lievito in rapida
crescita sintetizza circa 2000 ribosomi al minuto, un numero vicino all'abbondanza stimata di diversi fattori di sintes
dei ribosomi 38 Pertanto, un ritardo di appena 1 mito nel riciclaggio di questi fattori patal loro effettivo
esaurimento.

Inoltre, I'abbondanza relativa di diversi fattori di legame delllRNA pud avere un impatto sostanziale, ad esempio nel
selezione di siti alternativi di splicing del greRNA, e aterazioni nei livelli relativi delle proteinkeganti 'RNA
costitutive possono portare a modelli di splicing tessspecifici.>°
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Modello del "ciclo mRNA". Mostra il movimento dinamico del'mRNA tra polisomi, corpi P e granuli di stress e le possiidnirdi mRNP tra i diversi stati
del'mRNA.

Un'altra importante funzionedlella degradazione dellRNA é la soppressione vialeccanismo di sorveglianza
dell’lRNA sarebbe in grado di compromettere, anche se non degradare completamente, i genomi dei virus a RNA
filamento singolo.

Non sorprende quindi che i virus a RNA a filamento singolo mostrino un'ampia gamma di adaitfamaéi grado

di ostacolare la sorveglianz&ra cui il capping, la poliadenilazione, il mimetismo del tRAgrcine terminali e

&0 NHzd G dzNBE ®#8@NI LILI2adsS pQ

L'evoluzione di virus immuni a questa difesa innata ha ovviamente guidato I'emergere di sistemi molto piu avanza
per la degradazione dell'RNA virale come il sistema SeRNRNA* (vediin seguitor LILINE T 2 Y épigeni&igedl 2 d
O 2 N2 vy | i@l Nitiate aegli invertebratie neglianimali*!
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Origins and Mechanisms of miRNAs and siRNAs.
Cell. 2009;136(4):64855.d0i:10.1016/j.cell.2009.01.035

Dr.ssa Loretta Bolgan 18 marzo 2021 16


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3428773/
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0042682297989996?via%3Dihub

* Gli RNAcorti interferenti (SIRNA) @ microRNA(miRNA) sono RNA non codificanti con ruoli importanti nella

regolazione genica

Le prove attuali indicano chemiRNA ajli SiRNA agiscono in combinazione con un insieme di proteine effettri
modulare 'espressione genigaerturbando la traduzione e accelerando il decadimento del'mRN\Ae ciascuno
questi processi regolatori puo avvenire tramite pitt meccaniémi.

Gli siRNA e miRNA accelerano il decadimento del'mRNA mediante due meccanismi distinti.

Quelli che sono completamente complementari (o0 quasi) ai loro mRNA target imoluc@ scissione endonucleolit
diretta all'interno della regione accoppiata di basi (Figur& A)

Questo evento porta al rapido decadimento dell'intero mRNA generando una coppia di frammenti di RNA,
recante un'estremita non protetta suscettibiall'attacco di 5'o 3-esonucleasi**

Sebbene i mMIRNA condividano il potenziale per mediare la scissione interna del'mRNA, raramente lo fanno ne
animali a causa della complementarita inadeguata di quasi tutti gli mRNA.
Invece, i miRNAccelerano il turnover del'mRNA guidando la rimozione della cegal3(A) dagli mMRNA a cui sa
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parzialmente complementari (Figura. 18
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Meccanismi mediante i quali SIRNA
AAAAAA miRNA attivano il decadimento
del'mRNA

(A) mRNA sottoposto ascissione
endonucleolitica da parte di Ago2
come guidato da un siRNA o miRN

/\ completamente complementare.
(B) mRNA sottoposto a rimozione ¢
poli (A) da parte della Ccr4 / No
AAAAAAQ deaderilasi (PacMan), in quanto
diretto da un miRNA parzialmente
complementare

https://www.cell.com/action/showPdf?pii=S1092765%2807%2900881

Riconoscimento del target dzarte disiRNA e miRNA.

(a) tsS®NA &di solito completamente complementare alla
regione codificante del suo mMRNA bersaglio;

(b) il mMIRNA & parzialmente complementare al suo mR
bersaglio.

Il legame complementarenormalmente si verifica nella
regione & & S $nRdleotidi (nt) 27 dell'estremita 5') del
miRNA e nellUTR 3' del'mRNA bersaglio

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4877448/

La deadenilazione e la conseguente perdita della proteina legante la poli(A) innescano il dedappingsponend
Oz2zaW fQYwb! FfflF RAISAGAZYS SazydzOft S2ft AGA0F RIFf U
La capacita dei miRNA di accelerare il decadimento del'mRNA ha due importanti conseguenze.
In primo luogo, diminuendo la concentrazione di trascritti mirdiiminuiscef efficienza con cui viene tradotto ogni
messaggio, con conseguente maggiore riduzione complessiva della sintesi proteica.
In secondo luogo, inducendo la degradazione del megsagi mMiRNA rendono irreversibile la loro influenza inibitoria
sull'espressione genica, un risultato non ottenibile con la sola sottoregolazione traduzionale.
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Una frazione significativa di mRNA sileddl punto di vista traduzionaleeompresi quellinibiti dai miRNA, si trova
concentratanei corpi P.*
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