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SUMMARY

THE ROLE OF THE PRP AMINO-TERMINAL REGION IN MISFOLDING PRONENESS,
MAINTENANCE OF STRAIN FEATURES AND NEUROTOXICITY

Prion diseases, also known as transmissible spongiform encephalopathies (TSEs), are
incurable neurodegenerative disorders that affect both humans and animals. The cellular prion
protein (PrP¢) undergoes a conformational change to a pathogenic isoform (PrPs¢) with self-
propagating capacity, and whose accumulation is associated with neurodegeneration. PrP¢ is a
glycosylphosphatidyl-inositol (GPI)-linked cell-surface protein that contains a globular articulated
domain and a flexible N-terminal region. Distinct prion diseases have been described affecting
different brain areas and resulting in clearly distinguishable clinical manifestations, caused by PrPsc
with different conformations. These misfolded PrPs with identical amino acid sequences but
responsible for clearly distinguishable pathologies are known as strains. It is thought that their
strain properties are encoded in their three-dimensional structures. Moreover, it has recently been
shown that different cofactors can play a key role in driving the conformational selection of prions,
which is important to understand the pathogenesis of prion diseases and their ability to spread in a

diversity of tissues or hosts.

The neurotoxic mechanism of the pathogenic isoform is still unknown. However, a large
variety of recent studies coincide on the importance of the amino terminal end and, in particular, on
the polybasic sequence of PrP (amino acids 27-31) as a modulator of the toxicity of certain PrPs
with deletions, as a critical region for PrP¢ to PrPsc conversion, and for the maintenance of prion

strain features.

Using the technique Protein Misfolding Cyclic Amplification (PMCA) that mimics the prion
propagation (PrPC¢ to PrPSc conversion) in vitro, with a similar efficiency to the in vivo process, but
with accelerated kinetics, it has been studied in detail the role that different deletions in the prion
protein may have in the misfolding proneness, propagation and strain-feature maintenance in vitro.
For this purpose, a variety of C- and N-terminal-deleted recombinant PrPs were generated. In this
work, the misfolding ability of N-terminal region-deleted proteins was demonstrated using a
preformed PrPSc acting as a seed for the initiation of the process, and spontaneously (without a
seed). In these two processes of misfolding it was observed the generation of different
conformational variants, or strains, independently of the use of a seed. The newly generated
misfolded proteins were biochemically and biologically characterized, demonstrating their
infectivity in mice. On the other hand, it was shown that the spontaneously generated misfolded
proteins were influenced by a double selection when propagated in different substrates: one
carried out by the polybasic region of the protein, and another one by an exogenous cofactor, which
would favor the propagation of infectious conformations. Hence, this work confirms the relevance
of the N-terminal region and specifically the polybasic sequence of PrP in three key events such as

the misfolding susceptibility, strain-feature maintenance and neurotoxicity.



RESUMEN

INFLUENCIA DE LA REGION N-TERMINAL DE LA PROTEINA DEL PRION EN LA
SUSCEPTIBILIDAD AL MAL PLEGAMIENTO, MANTENIMIENTO DE LAS
CARACTERISTICAS DE CEPA Y NEUROTOXICIDAD

Las enfermedades pridnicas, también conocidas como encefalopatias espongiformes
transmisibles (EETs), son enfermedades neurodegenerativas que afectan a humanos y animales, y
para las que no existe cura. En su patogénesis juega un papel fundamental la proteina del prion
celular (PrP€) que al mal plegarse se transforma en una isoforma patégena (PrPS¢) con capacidad
autopropagativa y cuya acumulacidn esta asociada a neurodegeneracion. La PrPC es una proteina de
superficie celular unida a glicosilfosfatidilinositol (GPI) que contiene un dominio globular
articulado y una regiéon N-terminal flexible. Se han descrito diversas enfermedades prionicas que
afectan a diferentes areas del cerebro dando lugar a manifestaciones clinicas claramente
distinguibles causadas por PrPSc con conformaciones diferentes. A estos priones con secuencias de
aminoacidos idénticas pero causantes de patologias diferentes se las conoce como cepas y sus
propiedades parecen estar codificadas en sus estructuras tridimensionales. Adema4s, recientemente
se ha demostrado que distintos cofactores pueden desempefiar un papel clave en la seleccién
conformacional de priones, lo cual es importante para comprender la patogénesis de las

enfermedades priénicas y su capacidad de propagacién en diferentes tejidos o huéspedes.

El mecanismo neurotéxico de la isoforma patégena es aun desconocido. No obstante,
numerosos estudios sefialan la importancia del extremo amino terminal y, en concreto, la secuencia
polibasica de la PrP (aminoacidos del 27-31) como moduladora de la toxicidad y como region
critica para la conversion de PrP¢ a PrPs¢, asi como en el mantenimiento de las caracteristicas de

cepa.

Utilizando la técnica de amplificacion ciclica de proteinas mal plegadas (del inglés, PMCA)
que mimetiza la propagacion de priones (conversion de PrPC¢ a PrPs<) in vitro con una eficiencia
similar al proceso que ocurre in vivo pero con una cinética acelerada, se ha estudiado en detalle el
papel de diferentes deleciones de la proteina priénica en el mal plegamiento, propagacién y
mantenimiento de las propiedades de cepa in vitro. Para ello, se gener6 una diversidad de PrPs
recombinantes de ratén delecionadas tanto en la regién C-terminal como en la N-terminal. En este
trabajo se ha evaluado la capacidad de mal plegamiento de las proteinas delecionadas en la regién
N-terminal tanto inducida por una PrPsc preformada actuando como semilla iniciadora del proceso
y también espontaneamente (sin semilla). En estos dos procesos de mal plegamiento se ha
observado la generacion de diferentes variantes conformacionales (posibles cepas),
independientemente del uso de semilla. Las nuevas proteinas mal plegadas se han caracterizado
bioquimica y biol6gicamente, demostrando su capacidad infectiva en ratones. Por otro lado, se ha
demostrado que las proteinas mal plegadas generadas espontaneamente estan sometidas a una
doble seleccién cuando se propagan a expensas de diferentes sustratos: una efectuada por la regiéon

polibasica de la proteina y la otra llevada a cabo por un cofactor exégeno que favoreceria la
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propagacién de conformaciones infecciosas. Asi, este trabajo confirma la relevancia de la regién N-
terminal y en concreto la secuencia polibasica de la PrP en tres eventos clave como son la capacidad

de mal plegamiento, la determinacion de caracteristicas propias de cepa y la neurotoxicidad.
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ABREVIATURAS/GLOSARIO

A f\ngstrém

ug Microgramo

ul Microlitro

um Micrémetro

°c Grado centigrado

139A Cepa de prion ovino adaptado a ratén

2G11 Anticuerpo monoclonal anti-prion 2G11

22L Cepa de prion de ratéon denominada 22L

263K Cepa de prion ovino adaptado a hamster
A

AB Péptido beta amiloide

ADN Acido desoxirribonucleico

AFM Microscopia electrénica de fuerza atémica, del inglés

atomic force microscopy
ARN Acido ribonucleico
ARNm ARN mensajero

BCA Del inglés bicinchoninic acid
BiP Del inglés binding immunoglobulin protein
BSE Del inglés Bovine Spongiform Encephalopathy

C-terminal  Extremo carboxilo terminal de una proteina

CB Del inglés Conversion Buffer

CC Del inglés charged cluster

CD Del inglés Circular Dichroism

CD Del inglés Central Domain

CHO Sitios de glicosilacién

CMV Citomegalovirus

cocs Del inglés cerebellar organotypic cultured slices
o

Da Dalton

DE3 Escherichia coli Rosetta

DNAsa Deoxiribonucleasa

dNTP Del inglés deoxynucleotide triphosphates

DOeoo Densidad 6ptica a 600nm

dpi Dias post inoculacién
E

E. coli Escherichia coli

EC] Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

ECJe Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporadica

EDC Enfermedad debilitante crénica en ciervos

EDTA Etilendiaminotetraacético

EEB Encefalopatia espongiforme bovina

EEF Encefalopatia espongiforme felina

EET Encefalopatia espongiforme transmisible

elF2a Del inglés eukaryotic translation initiation factor 2a

EPR Resonancia paramagnética electronica, del inglés electron

paramagnetic resonance

EtBr Bromuro de etidio

ETV Encefalopatia transmisible de vison

EUE Encefalopatia espongiforme de ungulados exdticos

F Del inglés forward

FTIR Del inglés fourier transform infrared spectroscopy
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ABREVIATURAS/GLOSARIO

g Fuerza centrifuga relativa
GADD34 Del inglés growth arrest and DNA damage-inducible
protein

GPI Del inglés glycosylphosphatidylinositol

GSS Gerstmann-Straussler-Scheinker
H

h Hora

HC Del inglés hydrophobic core

HE Hematoxilina-eosina

H-EEB Variante atipica de la encefalopatia espongiforme bovina

(H, del inglés high)

HPLC Del inglés high-performance liquid chromatography

HRP Del inglés horseradish peroxidase

HSPG Del inglés Heparan Sulfate ProteoGlycans
o

IFF Insomnio fatal familiar

IHQ Inmunohistoquimico

IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopiradsido
Ko

kb Kilobase

kDa Kilodalton

kg Kilogramo

KO Del inglés knockout
L

LB Luria Bertoni, medio de cultivo de bacterias

LD50 Dosis letal para el 50%, del inglés lethal dose 50%

L-EEB Variante atipica de la encefalopatia espongiforme bovina

L, del inglés low

M Molar

M20 anticuerpo policlonal anti-prion M20

ME Microscopia electronica

ME7 Cepa de prion ovino adaptado a ratén

mg Miligramo

min Minuto

ml Mililitro

mm Milimetro

mM Milimolar

MS Espectrometria de masas, del inglés mass-spectrometry

Mw Marcador de peso molecular, del inglés molecular weight
N

NA No amplificado

ng Nanogramo

nm Nandémetro

Nor98 cepa de prion ovino atipica
o

OPPF Del inglés Oxford Protein Production Facility UK

OPRI Del inglés octapeptide repeat insertions

OR Octarepeticiones, del inglés octapeptide repeats

ORF Marco abierto de lectura, del inglés open reading frame
P

p/v: Peso/volumen

PBS Del inglés phosphate buffered saline

PCR Del inglés polymerase chain reaction

PE Del inglés phosphatidylethanolamine
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PERK

PGE2
PG14

PI-PLC
PIRIBS
PK
PMCA
PMCAa
PMSF
POM1
POPG
Prnp
Prnp9/0

Prnp*/-

PrP
PrpP*

PrP27.30
PrPc¢
PrPres
Prpse
PrpPsen
PVDF
Q

QuliC

R

R

RE
recPrP
recPrpres
RML

RMN

ROS

rpm

S

s

S-S

Saf83
SDSL
SDS-PAGE

SEM
SNC
SOD1
T
TEM

TGF-B

Tg20
ThT

ABREVIATURAS/GLOSARIO

Del inglés Protein kinase RNA-like endoplasmis reticulum
kinase

Prostaglandina E2

Ratdn transgénico que expresa una PrP con una insercion
de 9 octarepeticiones

Del inglés phosphatidylinositol-specific phospholipase C
Del inglés Parallel in register (8 sheets

proteinasa K

Del inglés protein misfolding cyclic amplification

PMCA automatizada

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

Anticuerpo monoclonal anti-prion POM1
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo-(1’-sn-glicerol)
Gen que codifica la proteina PrP

Animal transgénico knockout para el gen que codifica la
PrpP

Animal transgénico hemicigoto para el gen que codifica la
Prp

Proteina del prion

Estado conformacional transitorio de la PrP, intemedio
entre la PrPCy la PrPsc

PrP resistente a PK de 27-30 KDa

Isoforma celular de PrP

PrP resistente a la digestion con PK

Isoforma patégena de PrP

PrPsSc sensible a la digestion por PK

Polifluoruro de vinilideno

Del inglés quaking induced conversion

Del inglés reverse

Reticulo endoplasmatico

PrP recombinante

PrP recombinante resistente a la digestién con PK
Cepa de prion ovino adaptado a ratén en el Rocky
Mountain Laboratory

Resonancia magnética nuclear

Del inglés reactive oxygen species

Revoluciones por minuto

Segundo

Puente disulfuro

Anticuerpo monoclonal anti-prion Saf83

Del inglés site-directed spin labeling

Gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico, del inglés
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Del inglés standard error of the mean

Sistema nervioso central

Del inglés superoxide dismutase 1

Microscopia electrdnica de transmision, del inglés
transmission electronic microscopy

Factor de crecimiento transformante (3, del inglés
transforming growth factor 3

Ratdn trangénico que sobre expresa 10x la PrP
Del inglés thioflavine T
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Tris-HCl Tris(hidroximetil)aminometano hidrocloruro

UPR Del inglés unfolded protein response

v/v Volumen/volumen
VEC] Variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
VPSPr Del inglés variably protease-sensitive prionopathy

WB Del inglés Western blot
wt Del inglés wild-type

Tabla de los 20 aminoacidos junto con su abreviatura y codigo
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INTRODUCCION

1. Encefalopatias espongiformes transmisibles: desde su descripcion hasta la

determinacion del agente causal

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (EETs) o prionopatias son un grupo de
enfermedades neurodegenerativas raras, mortales y transmisibles capaces de afectar tanto a
humanos como a otros mamiferos (Collins, Lawson, & Masters, 2004; Imran & Mahmood, 2011a,
2011Db). Entre las enfermedades que afectan a seres humanos se encuentran el kuru, el sindrome de
Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ]) y el insomnio
familiar fatal (IFF); por otra parte, aquellas que afectan a animales: scrapie (tembladera o prurigo
lumbar) en ovejas y cabras; la enfermedad debilitante crénica (EDC) que afecta a cérvidos (E. S.
Williams & Young, 1980), encefalopatia espongiforme felina (EEF) observada en gatos domésticos
(Pearson et al,, 1992; ]. Wyatt et al.,, 1991), encefalopatia transmisible del visén (ETV) (Marsh &
Hadlow, 1992) y la encefalopatia espongiforme bovina (EEB), mas conocida como el mal de las

vacas locas, causante de una importante crisis en el sector ganadero (Wells et al., 1987).

Las EETs se caracterizan por largos periodos de incubacién (desde meses hasta décadas) y
por el desarrollo de alteraciones neuropatolégicas diversas como disfuncién motora, anomalias en
el comportamiento, ataxia cerebral y deficiencia cognitiva. Las enfermedades pridnicas no
producen ningun tipo de respuesta inmune y hasta el momento no existe terapia efectiva para

tratarlas.

La causa de estas enfermedades es el mal plegamiento de la proteina pridnica celular
(PrP€) a una isoforma patogénica (denominada PrP5¢) que es capaz de propagarse induciendo el
mal plegamiento de mas PrPC. Este cambio conformacional causa importantes alteraciones en las
propiedades bioquimicas y biolégicas de la proteina, confiriéndole una mayor tendencia a la
agregacion, una alta insolubilidad en detergentes no iénicos, mayor resistencia a la
desnaturalizacién térmica y quimica, resistencia parcial a la digestion por proteasas y propiedades

neurotdxicas (Pruden, McAllister, Schultheiss, O'Toole, & Christensen, 2004).

1.1. Revision histérica y aspectos generales

Los primeros indicios de las EETs se remontan a mediados del S.XVIII cuando ganaderos
ingleses del area de Licolnshire observaron que una enfermedad fatal, rapidamente acufiada como
scrapie (en castellano, tembladera) debido a la sintomatologia que presentaban, se diseminaba
entre las ovejas (McGowan, 1922). No obstante, fue alrededor de los afios 30 cuando empez6 a
estudiarse la enfermedad de forma sistematica, demostrandose por primera vez su transmisibilidad
de forma experimental entre el ganado ovino. Esta se basd en la inoculacién intraocular en ovejas
sanas con médula espinal procedente de una oveja infectada, lo cual sirvi6 ademas para confirmar
el largo periodo de tiempo de incubacién (Cuille & Chelle, 1936). Mas tarde, en 1961 se demostré
también su transmisibilidad de oveja a ratén, lo que permitié el desarrollo de un nuevo modelo de

enfermedad mas adecuado para estudios experimentales (Chandler, 1961).
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A diferencia de otras enfermedades neurodegenerativas, solo las EETs son claramente
transmisibles, aunque recientes investigaciones apoyan mecanismos de diseminacién semejantes a
los priones en enfermedades como alzhéimer y parkinson (Frost & Diamond, 2010). No obstante, la
transmision entre individuos es sélo una de las posibles vias de propagacion de las EETs, es por ello

que pueden clasificarse de la siguiente manera segiin su forma de adquisicién o aparicion:

e Las ETTs genéticas se corresponden con mutaciones en el gen de la proteina priénica (Prnp).
Estas mutaciones serian las causantes de facilitar el cambio conformacional de PrP¢ a PrPsc.
Hasta el momento todos los casos reportados presentan un patrén de herencia autosémica
dominante. La presencia del polimorfismo Metionina o Valina en el codén 129 en el gen Prnp

puede llegar a influir en la susceptibilidad del individuo (Collinge, 2001).

e Las EETs esporadicas poseen un origen desconocido, aunque se relacionan con mutaciones

somaticas o fendmenos aleatorios y estocasticos de conversién espontanea.

e En el caso de las EETs adquiridas o iatrogénicas la aparicién se deriva de la adquisicién de
priones exdégenos por ingestion de tejidos de individuos afectados o exposicion accidental
durante la praxis médica u otros procedimientos quirargicos al utilizar material contaminado
con priones. Este tipo de adquisicién se observ en implantes de tejidos como cérnea (Duffy P
1974), duramadre (Martinez-Lage et al., 1994) o en el uso terapéutico de derivados hipofisarios
de origen humano, como sucedi6 en el caso de la hormona del crecimiento (Cochius, Hyman, &

Esiri, 1992).

Fue en 1954 cuando Bjorn Sigurdsson, debido a los largos periodos de incubacién que
presentaba la transmisibilidad entre ovejas, se refirié por primera vez la enfermedad priénica como
“infeccidn causada por un virus lento” y propuso que un agente virico no convencional podia ser la

causa comun de estas enfermedades infecciosas (Sigurdsson, 1954).

A la vez y de forma paralela a la “tembladera” del ganado ovino, en 1922 se acuiiaba el
término de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ) por Spielmeyer para la primera enfermedad
priénica humana, basandose en descripciones de una nueva enfermedad neurolégica compleja, de
evolucién rapida y que no se atribuia a ninguna entidad conocida; publicadas por los neurélogos
alemanes Creutzfeldt (Creutzfeldt, 1920) y Jakob (Jakob, 1921). En los afios siguientes, el término
ECJ fue utilizado para encuadrar de forma amplia muchas enfermedades neurodegenerativas, de las

cuales, algunas no cumplian con el actual criterio para diagnosticar una enfermedad pridnica.

Tuvieron que pasar casi 40 afios para descubrir una enfermedad en una comunidad
indigena localizada en Paptia, Nueva Guinea, a la que se le denominé kuru (“escalofrio” en el idioma
de los Fore) (D. Carleton Gajdusek, 1963) que afectaba especialmente a mujeres y nifios. Los
trabajos de D. Carleton Gajdusek (Premio Nobel de Medicina en 1976) y Vicent Zigas acerca de esta

enfermedad entre 1954 y 1956 fueron claves para el desarrollo de las enfermedades priénicas. En
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1959, Igor Klatzo (fue el primero en observar placas en cerebros afectados por kuru) relacioné
rapidamente el kuru con la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (Klatzo, Gajdusek, & Zigas, 1959) y con
la enfermedad de scrapie debido a la gran similitud neuropatolégica y epidemiolégica que
presentaban. Estas evidencias y similitudes llevaron a pensar que quizas el kuru fuera también una
enfermedad de naturaleza transmisible (Hadlow, 1959), hipétesis corroborada posteriormente
mediante la inoculacién por via intracerebral de homogeneizados de cerebro infectados de kuru en
chimpancés (D. C. Gajdusek, Gibbs, & Alpers, 1966). En 1968 se demostré la transmisibilidad de EC]
en la misma especie animal (Gibbs et al., 1968), relacionando definitivamente el scrapie, el kuru y la
EC]J. Posteriores investigaciones en el campo sugirieron que el kuru era transmitido a través de

practicas canibales en celebraciones de determinados ritos funerarios (Collinge, 2001).

En las décadas de los 80-90 se describieron nuevas patologias priénicas en humanos, como
el sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) (Boellaard & Schlote, 1980; K. Hsiao et al,,
1989) y el insomnio familiar fatal (IFF) (Lugaresi et al., 1986; Medori et al.,, 1992). De la misma
forma en que se habia hecho anteriormente con el kuru y la EC], se confirmé la transmisibilidad del
sindrome GSS en chimpancés (Masters, Gajdusek, & Gibbs, 1981). El hecho de que todas estas
enfermedades pudieran transmitirse entre individuos, condujo a denominarlas “demencias

transmisibles” aunque la naturaleza del agente infeccioso quedaba adn por resolver.

La gran variedad de signos neurolégicos que presentan los afectados por EETs (ataxia
cerebelar, hiperexcitabilidad, hiperestesia) y su similitud con las causadas por otros desdérdenes
neurolégicos, hace que se requiera de un analisis histopatolégico post-mortem del encéfalo para un
diagnoéstico definitivo. Las caracteristicas principales que presentan son una degeneracion
espongiforme o espongiosis (aparicién de pequefias vacuolas en el citoplasma de las células
neuronales), gliosis astrocitica o astrogliosis reactiva (hipertrofia y proliferacion de la astroglia) y
por tltimo la presencia de acimulos de la proteina priénica mal plegada (placas amiloides de PrPsc)

(figura 1) (Beck E, 1987; Budka et al., 1995).
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Figura 1. Caracteristicas histopatoldgicas de las EETs. Andlisis histolégico e inmunohistoquimico
de muestras de cortex frontal de pacientes sanos (Control) o pacientes con EETs (Enfermedad
pridnica). Vacuolaciéon o degeneracion espongiforme observada tras la tinciéon con hematoxilina-
eosina, y aguda muerte neuronal. Gliosis astrocitica observada por tincién inmunohistoquimica con
anticuerpos anti-GFAP (del inglés Glial Fibrillary Acidic Protein) mostrando una proliferaciéon de
astrocitos reactivos. Deposicién de PrPSc¢ a nivel perivacuolar visualizada por inmunohistoquimica

con anticuerpos anti-PrP. Adaptado de (Adriano Aguzzi, Fabio Montrasio, & Pascal S. Kaeser, 2001).

Estas caracteristicas mencionadas constituyen la base del diagnéstico histolégico, aunque
el tiempo de incubacion, los signos clinicos e incluso la deposicién y acumulacién de PrPsc pueden
ser distintos entre diferentes regiones del Sistema Nervioso Central (SNC) y entre las diversas
enfermedades pridnicas. Por otra parte, los individuos afectados de una enfermedad priénica no
manifiestan una respuesta inflamatoria o fiebre, es decir, no generan una activaciéon del sistema
inmunolégico; ni tampoco la transmiten a través de la leche materna. Este hecho, entre otros,
sembré dudas acerca del posible agente causal virico y contribuy6 a la propuesta de nuevas teorias
como la posibilidad de un inusual agente causante de naturaleza proteica (N. ]. Cobb & Surewicz,

2009).

1.2. La hipdtesis de “solo proteina”

El revolucionario concepto de proteinas infecciosas fue desarrollado mediante la “hipétesis
de sélo proteina” propuesta por Prusiner, neurdlogo y bioquimico estadounidense (S. B. Prusiner,
1982). Sin embargo, la teoria no supuso el fin de la acalorada controversia alrededor de la
naturaleza del agente infeccioso; la primera clasificacién como virus lento fue ampliamente
cuestionada ya que no habia podido ser aislada ninguna particula virica y ademas, se daba una
ausencia total de respuesta inmune frente a este agente. Los experimentos llevados a cabo por
Alper y colaboradores merecen una mencidn especial, puesto que demostraron la gran resistencia a
radiacién ultravioleta, a formaldehido o a tratamientos por calor o nucleasas que presentaba el
agente causal de las EETs, mayor de lo esperado para la inactivacién de un patégeno basado en
acidos nucleicos (Alper, Cramp, Haig, & Clarke, 1967). Esta experimentacion llevo a sugerir que el
agente causal de las enfermedades priénicas no era ni un virus ni otro agente infeccioso portador
de acidos nucleicos, por lo que el matematico John S. Griffith propuso que podria tratarse de una
glicoproteina que se auto replicaba a través de cambios conformacionales autocataliticos en

ausencia de acidos nucleicos (Griffith, 1967).

Para verificar estas ideas, Stanley Prusiner (galardonado con el premio Nobel de Medicina
en 1997), casi 15 afios mas tarde, someti6 tejidos de animales afectados a compuestos utilizados
habitualmente para desnaturalizar proteinas como son el fenol, la urea, el hidrocloruro de
guanidinio y detergente y observd que la infectividad desaparecia (S. B. Prusiner et al,, 1981).
Ademas, desarrollé protocolos efectivos de purificacién que permitieron el andlisis de fracciones
ricas en particulas infecciosas, a partir de muestras de cerebros enfermos (Bolton, McKinley, &

Prusiner, 1982; Meyer et al., 1986). Fue entonces, cuando en 1982 basandose en los estudios
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tedricos de Griffith y sus propios estudios, propuso el término prion (del inglés proteinaceous
infectious particle) para denotar una particula infecciosa de naturaleza proteica (S. B. Prusiner,
1982); diferencidndolo de otros agentes patdgenos como virus, viroides, bacterias, hongos o
parasitos. Esta proteina aislada de homogeneizados de cerebros infectados por Bolton y
colaboradores, se denominé PrP;;7.30ya que presentaba un peso molecular aparente de entre 27 y
30 kDa tras digestion parcial con proteasas. Ausente en encéfalos de animales sanos, esta proteina
resistente a proteasas resultd ser el principal material de las fracciones infecciosas observandose
que se acumulaba en los cerebros de pacientes afectados y se organizaba, en algunos casos,

formando depdsitos de amiloides (Bolton et al., 1982).

A principios de la década de los 80, se obtuvo también la primera evidencia morfolégica del
posible agente causal; concretamente, Patricia Merz y colaboradores observaron por primera vez
estructuras fibrilares anormales en encéfalos de animales y humanos afectados por scrapie, EC] y
kuru utilizando tincién negativa en microscopia electrénica (ME) aunque los denominaron
erroneamente como “virus filamentosos” (Merz, Somerville, Wisniewski, & Igbal, 1981). De forma
paralela, Prusiner y colaboradores vieron estructuras muy parecidas a las que denominaron

“varillas de prion” y propusieron que podria tratarse de un amiloide.

El aislamiento y purificacién de la PrP;7.30 permitié a Oesch y colaboradores demostrar que
esta proteina estaba codificada en un gen de copia Unica y que provenia de una molécula mas
grande de 33-35 kDa (Oesch et al, 1985). De la misma forma, en el afio 1986, Basler y
colaboradores demostraron que el ARN mensajero (ARNm) que codifica la PrP era el producto de
un gen de copia unica (Prnp) que se expresa de forma constitutiva en el cerebro de animales sanos,
asi como en distintos tipos celulares. Asi, se determind que la PrP;7.39, conocida también como PrPse
(isoforma PrP scrapie, por su asociacién con la enfermedad) y la PrP descubierta en animales sanos,
denominada PrP¢ (isoforma PrP celular, no asociada a la enfermedad) estaban codificadas en el

mismo gen cromosémico (Basler et al., 1986).

Actualmente una gran variedad de datos respalda la hipétesis de “sélo proteina”, en la cual
se propone que la PrPS¢, una forma anormalmente conformada de la proteina del prion celular, es
el Unico componente del agente infeccioso y que su propagacion no implica la intervencion de
acidos nucleicos. Inicialmente, al no haberse identificado diferencias en la secuencia de
aminoacidos entre PrP¢ y PrPSc¢, se plante6é que la PrPSc se generaba a través de un proceso
postraduccional de la PrPC¢ (Borchelt, Scott, Taraboulos, Stahl, & Prusiner, 1990; Caughey &
Raymond, 1991). Sin embargo, dado que ni el anélisis de la secuencia de aminoacidos, ni el estudio
de modificaciones covalentes postraduccionales revelaron diferencias entre ambas proteinas (N.
Stahl et al,, 1993), se propuso que la PrPSc actiia como molde que promueve la conversion de PrP¢ a
PrPsc y que esta conversion implica solamente un cambio conformacional. Mediante
espectroscopia infrarroja con transformacion de Fourier (FTIR, del inglés fourier transform
infrared spectroscopy) y dicroismo circular (CD, del inglés circular dichroism) se demostré que la

conversion a PrPsc esta asociada con una disminucién en el contenido de hélices-a y un aumento
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en la proporcioén de ldminas- (Groveman et al., 2014; K. M. Pan et al., 1993; Pergami, Jaffe, & Safar,

1996).

El cambio conformacional mencionado le confiere nuevas propiedades bioquimicas a la
proteina, como la insolubilidad en detergentes no i6nicos (Meyer et al, 1986) y la resistencia
parcial a la digestiéon con proteinasa K (PK) (Cohen & Prusiner, 1998). El tratamiento con PK
elimina aproximadamente los primeros 90 aminoacidos del extremo amino terminal de la PrPsc
dando lugar a la formacién de un nucleo resistente de 27-30 kDa (PrPres) distinguible de la
proteina celular completa (33-35 kDa). El aumento en la proporcién de laminas-f§ conduce a una
agregacion de la proteina anémala en fibras amiloides que se acumulan en el cerebro formando
diversos tipos de depositos (Fraser & Bruce, 1973). Estas fibras tienen la caracteristica de ser
resistentes a PK y ser reconocidas por anticuerpos generados frente a PrP, lo que las ha convertido
a su vez, en marcador patognomoénico de la enfermedad pridnica, a pesar de que recientemente se
han descubierto enfermedades priénicas causadas por formas de PrPsc sensibles a PK como la
VPSPr (del inglés Variably Protease-Sensitive Prionopathy) (W. Q. Zou et al.). No obstante, en las
EETs, el agente infeccioso se replica lentamente en el organismo, de modo que los niveles de PrPsc
solo son detectables en los érganos donde esta se acumula y muy cerca de la fase sintomatica de la
enfermedad. No cabe duda de que el desarrollo de métodos de diagndstico precoz in vivo para la
deteccion de la PrPsc, o de marcadores secundarios, en otros tejidos o fluidos, como sangre, orina o

liquido cefalorraquideo, supondria un gran avance en la prevencién de las EETs.

La constatacién de que las formas familiares de las EETs estan ligadas a mutaciones en el
gen que codifica la PrP (Collinge, 2001; S. B. Prusiner, 1998) supuso otro apoyo a la hipdtesis de
“sélo proteina” dado que se observo que una vez que aparece la enfermedad genética, esta se puede
propagar de manera infecciosa. Desde entonces y hasta la fecha se han identificado mas de 40
mutaciones en el gen de la PrP humana que causan enfermedades priénicas de origen genético y
que suponen alrededor del 10-15% de las enfermedades priénicas humanas, siendo el resto de
origen infeccioso o las denominadas esporadicas, cuya causa se desconoce (Jeong & Kim, 2014).
También el hecho de que los ratones knock out para el gen de la PrP¢ no desarrollen una
enfermedad tras ser inoculados intracerebralmente con priones, constituye una importante prueba
a favor de la hipdtesis de Prusiner, demostrando la necesidad de PrP¢ como sustrato para la
produccion o formaciéon de PrPSc (Bueler et al, 1993); maxime habiéndose demostrado que esta
situacién es reversible, es decir, que la susceptibilidad de estos ratones a priones murinos puede
restablecerse reinsertando en su genoma el gen de la proteina del prion. Esto también confirmé que
la PrPsc se acumula en el cerebro a través de la conversién de la PrP¢ y de ahi que el nivel de
expresion de PrPC esta directamente relacionado con la tasa de formacién de PrPSc e inversamente
relacionado con el tiempo de incubacién, como se vio en ratones hemicigotos para Prnp (Prnp*/-) y
que mostraban un tiempo de incubacién muy prolongado frente a los homocigotos (Bueler et al,,
1994). Finalmente, otro de los hitos importantes para la aceptaciéon de esta hipoétesis fue la

demostracion de la generacion in vitro de priones infecciosos utilizando solamente PrP proveniente
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de cerebro o recombinante (Castilla, Saa, Hetz, & Soto, 2005; Colby et al., 2009; Legname et al,,
2004; Claudio Soto, 2011) o en combinacién con ciertos cofactores como lipidos y ARN (Fei Wang,

Wang, Yuan, & Ma, 2010).

1.3. Aparicién de nuevas enfermedades pridnicas en animales

Desde la descripcién de la tembladera en ovejas hace mas de 200 afios, se han identificado
diversas enfermedades pridnicas en distintas especies de mamifero. Tras la enfermedad asociada al
ganado ovino y caprino, se describieron enfermedades como la Encefalopatia Transmisible del
Visén (ETV) (Marsh & Hadlow, 1992) y la enfermedad debilitante créonica (EDC) en el ciervo mula y
el alce (E. S. Williams & Young, 1980). La primera, fue descrita por primera vez en una granja de
cria de visones en EEUU en el afio 1947 aunque no se observaron mas brotes hasta 1960 en el
mismo pais. El origen de estos y otros brotes ocurridos en la época en Canada, Europa occidental y
en Republicas de la antigua Unién Soviética nunca ha podido confirmarse aunque las evidencias
parecen sefialar que la fuente podria ser el alimento contaminado con proteinas animales, como en
el ultimo brote descrito en Wisconsin, donde se identificé el posible origen en alimentos que
contenian proteinas de vaca y caballo (Marsh, Bessen, Lehmann, & Hartsough, 1991; Marsh &
Hadlow, 1992). En el caso de la enfermedad debilitante crénica, la primera observaciéon de un
episodio data de 1967 en un ejemplar de ciervo mula en cautividad en Colorado. La enfermedad
que desde entonces se ha vuelto endémica en buena parte de Norteamérica se caracteriza por una
pérdida de peso crénica que inevitablemente lleva a la muerte y que afecta a diversas especies de
ungulados tanto salvajes como domésticos. A pesar de que no se ha observado por el momento
transmision a otros animales o seres humanos, la dimensiéon epidémica que ha alcanzado la
enfermedad en cérvidos en Norteamérica, su reciente aparicion en el norte de Europa (Benestad,
Mitchell, Simmons, Ytrehus, & Vikgren, 2016) y la exitosa transmisién experimental realizada a
monos ardilla (B. Race et al, 2014) exigen una intensiva vigilancia sobre las poblaciones de
cérvidos salvajes y cautivos de las regiones afectadas. Ademas, parece ser que su propagacion se da
de forma horizontal entre animales por contacto directo o contaminaciéon del ambiente, lo que

dificulta el control y prevencidén de la enfermedad.

Poco después de la descripcion de prionopatias en visones y cérvidos, se detectaron nuevas
enfermedades prionicas en otros animales domésticos y en cautividad. Este es el caso de la
prionopatia animal mdas devastadora y de mayor impacto social, la encefalopatia espongiforme
bovina (EEB), mas conocida como “enfermedad de las vacas locas” (Wells et al., 1987). En esta
misma época, se describié también la encefalopatia espongiforme felina (EEF), detectada por
primera vez en un gato doméstico en 1990 y con unos 80 casos diagnosticados en Reino Unido
hasta el afio 2000, o la encefalopatia espongiforme de ungulados exéticos (EUE) descrita en
rumiantes exoticos de la familia Bovidae de zooldgicos britanicos (Jeffrey & Wells, 1988; Kirkwood,
Wells, Wilesmith, Cunningham, & Jackson, 1990; ]J. M. Wyatt et al, 1991). Las encefalopatias
espongiformes felina y la de ungulados exdticos presentan similitudes bioquimicas e

histopatolégicas a la EEB, lo que podria haber sido una transmisién (Imran & Mahmood, 2011a), a
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lo que también apuntan los casos detectados en guepardos, pumas, ocelotes y tigres que
consumieron carne de bovino cruda con SNC en zooldgicos de Reino Unido (M. Bruce et al., 1994;

Collinge, Sidle, Meads, Ironside, & Hill, 1996).

1.4. La crisis de las vacas locas

La descripcién en 1985 de la EEB, popularmente conocida como la enfermedad o mal de las
vacas locas, marco un hito importante en el campo de las enfermedades pridnicas debido al caracter
epizodtico. Esta enfermedad fue detectada por primera vez en una granja del sur de Inglaterra en
una vaca frisona adulta, manifestdndose clinicamente como una afeccidén nerviosa acompafiada de
comportamiento agresivo y ansioso. Siete meses después, en febrero de 1986, ya eran nueve vacas
del mismo rebafio las que presentaban los mismos signos clinicos que la primera. Los analisis
anatomopatoldgicos de los cerebros afectados mostraron un patrén de lesiones muy semejante al
descrito en ovejas y cabras afectadas por scrapie (J. Pattison, 1998). Al principio el origen de esta
epidemia de EEB era incierto, pero poco tiempo después se atribuyé su rapida diseminacién a la
presencia de restos de animales afectados por enfermedades prionicas en harinas carnicas
destinadas a la alimentacion del ganado bovino; lo que supuso la prohibicién de estas harinas
carnicas en Julio de 1988. A pesar de la prohibicion casi inmediata de estas practicas, los efectos no
fueron evidentes hasta 1993 cuando los casos diagnosticados por afio comenzaron a disminuir. La
importancia econdmica de esta devastadora enfermedad se refleja en su incidencia en ganado
bovino, ya que desde 1985 hasta 2006 se contabilizaron unos 180.000 casos en Reino Unido
[siendo estimados un total de un millén de afectados en el mundo (Anderson et al., 1996)], 44.000
de ellos surgidos tras la prohibicién de 1988 y cuyo origen se atribuye a contaminaciones del
alimento de rumiantes con el del ganado porcino o aviar, en los que no se prohibieron las harinas

carnicas hasta el 29 de Marzo de 1996 (Ray Bradley, Collee, & Liberski, 2006).

La gran repercusion social se debi6 a su potencial zoondtico y la crisis alimentaria que se
desencadend. En 1995 se diagnosticé el primer caso de EC] en un adolescente britanico y al poco
tiempo, cuatro jovenes mas enfermaron mostrando una ECJ con una manifestacion atipica. Las
discrepancias respecto a las EC] esporddica y genéticas se observaban en que las personas
afectadas presentaban una juventud inusual, periodos mas largos de la fase clinica y diferencias en
el perfil de lesiones histopatoldgicas (]. Pattison, 1998). Debido a estas diferencias la nueva version
de EC] se denominé como la variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (VEC]). La incidencia
de esta nueva patologia siguié creciendo en Reino Unido hasta alcanzar su maximo en el 2000 con
mas de 25 casos diagnosticados ese afio (Ray Bradley et al., 2006). El analisis bioquimico realizado
por Collinge y colaboradores de la PrPsc presente en los individuos afectados por vEC] demostré
que el patrén de migracion electroforética era claramente distinguible de las EC] esporadicas y en
cambio muy similar al patrén de la PrPSc de animales afectados por EEB. A partir de estas
similitudes halladas se pudo establecer una relacion entre la EEB y la VEC], a pesar de que la via de
transmision nunca fue definitivamente demostrada, la ruta mas probable y con mayor aceptacion

en el campo, establece que pudo darse a través de productos carnicos contaminados (Wilesmith,
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Wells, Cranwell, & Ryan, 1988). Para el afo 2006 ya se habian diagnosticado mas de 300 casos de
VvEC] en Reino Unido e Irlanda del Norte, 16 en Francia, 3 en la Republica de Irlanda, 2 en Estados
Unidos y 1 caso en Portugal, Espaia, [talia, Paises Bajos, Japon y Canada, todos ellos paises con
casos previos de EEB (Donnelly et al,, 1997). La ausencia de un método de diagndstico eficaz que
permitiera la identificacién de animales en fases preclinicas obligdé al sacrificio masivo de los
animales como medida preventiva, evidenciando la necesidad urgente de profundizar en la
etiologia, patogenia y obtencién de métodos de diagndstico para esta enfermedad. La alarma social
se vio incrementada ademas por la deteccién de transmisiones secundarias, de humano a humano,

por via iatrogénica en transfusiones de sangre (Collee, Bradley, & Liberski, 2006).

Desde entonces, el grupo de encefalopatias espongiformes bovinas transmisibles ha
continuado creciendo. De hecho, dos variantes atipicas de EEB han sido descritas en vacas [L-EEB

(Casalone et al.,, 2004) y H-EEB (Biacabe, Laplanche, Ryder, & Baron, 2004)].

2. Labiologia de los priones.

2.1. Elgendela PrP: Prnp

La secuenciacién de una fraccién proteica de 27-30kDa (PrP 27-30) presente en muestras
de cerebro infectado por scrapie permitié la identificacién de un gen, Prnp, cuyo producto coincidia
exactamente con la secuencia aminoacidica de la PrP. Sorprendentemente, el mismo gen asociado a
la PrPsc, pudo detectarse también en encéfalos de animales no afectados por la enfermedad,
sugiriendo que esta proteina podria ser un componente propio del genoma del hospedador (Bruce
Chesebro et al., 1985; Oesch et al,, 1985). Basler y colaboradores en el afo 1986 determinaron que
la PrPscy la PrP¢ compartian la misma secuencia de aminoacidos y por tanto, el mismo gen (Basler

etal.,, 1986).

El gen Prnp codifica la proteina pridnica celular (PrP¢) y se expresa de forma constitutiva
en practicamente todos los tejidos del organismo, alcanzando su expresién maxima en tejidos
neuronales, fundamentalmente en el cerebro, cerebelo e hipotadlamo. Es un gen de copia Unica y con
una secuencia altamente conservada en todos los mamiferos con un grado de identidad del 80-90%.
Asi mismo, se han descrito genes paralogos en aves (Gabriel, Oesch, Kretzschmar, Scott, & Prusiner,
1992), anfibios (Strumbo, Ronchi, Bolis, & Simonic, 2001), reptiles (Simonic et al,, 2000) y peces
(Cotto, André, Forgue, Fleury, & Babin, 2005) con un 30% aproximadamente de similitud respecto
al de mamifero. El gen se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 20 en humanos, en
el cromosoma 2 en ratones y en el 13 en vacas (Sparkes et al., 1986); cuyo marco abierto de lectura
(OREF, del inglés Open Reading Frame) esta contenido en un solo exén en todas aquellas especies de
mamiferos y aves en las que se ha estudiado (Adriano Aguzzi & Calella, 2009); este hecho descarta
un ayuste alternativo del ARNm (Splicing) como posible causa de la generacién de la PrPsc. Las
investigaciones establecieron que el gen de la PrP consta de 2 exones (en hamster, humanos y

marsupiales), el primero no codificante y separado por un intrén de 10 kb del segundo (2 kb); o 3
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(en rata, raton, ovinos y bovinos) en funcién de la especie. En el caso de los primeros, el ORF se
encuentra codificado en el segundo exén, mientras en los segundos, el ORF se encuentra en el
tercero (Stanley B. Prusiner, Scott, DeArmond, & Cohen, 1998). El promotor del gen ha sido
identificado en ratén, hamster, rata, vaca y humano, y se caracteriza por la ausencia de una caja
TATA (Basler et al., 1986), la cual es sustituida por una regién rica en GC que permite la unién de
diversos factores de transcripciéon como: Sp1, AP-1 y AP-2 (S. Inoue, Tanaka, Horiuchi, Ishiguro, &
Shinagawa, 1997; Sukhvir P. Mahal, Asante, Antoniou, & Collinge, 2001; Westaway et al., 1994). Se
han descrito un amplio nimero de polimorfismos en las PrP de diversas especies, entre las que
cabe resaltar el caso del codén 129 en humanos ya que es critico en la susceptibilidad a ciertas

prionopatias (Gambetti, Kong, Zou, Parchi, & Chen, 2003; Owen et al., 1990).

2.1.1. PrP¢

La traduccién del gen Prnp tiene lugar en el reticulo endoplasmatico (RE) dando lugar a
una proteina de entre 235 y 264 aminoacidos dependiendo de la especie, pero todas provistas de
una sefial peptidica de secrecién en el extremo amino terminal que la dirige hacia la membrana
plasmatica. No obstante, la PrP¢ se modifica postraduccionalmente en el RE donde esta sefial
peptidica se procesa eliminando los 22 aminoacidos que pertenecen a ella, ademéas de darse la
formacion de un puente disulfuro, glicosilaciéon en uno o dos Asparaginas y finalmente la adicién del
GPI (N. Stahl et al.,, 1993; Neil Stahl, Borchelt, Hsiao, & Prusiner, 1987). Una vez que es dirigida a la
membrana, practicamente toda la PrPC¢ se agrupa en balsas lipidicas (Taylor & Hooper, 2006) que
son compartimentos dindmicos de la membrana celular, heterogéneos, resistentes a detergentes y
ricos en lipidos como el colesterol, que sirven como focos de transduccion de sefiales intracelulares
(Simons & Toomre, 2000). Otra parte de la PrP¢ producida es transferida a algunas zonas de la
membrana recubiertas de clatrina donde queda sujeta a endocitosis y reciclaje constitutivo (Lloyd,
Mead, & Collinge, 2011). Después de estas modificaciones postraduccionales, la proteina pridnica
madura posee alrededor de unos 210 aminoacidos y un peso molecular alrededor de 26-37 kDa
dependiendo de su estado de glicosilaciéon (no glicosilado, mono o diglicosilado). Su expresion
comienza de forma temprana durante la embriogénesis y se expresa de forma practicamente ubicua
en todo el organismo, con los mayores niveles de expresion en las células del SNC en individuos
adultos, principalmente en neuronas (J. Manson et al, 1992; Westergard, Christensen, & Harris,

2007).

Gracias al uso de la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) la estructura de la PrP¢ ha
podido ser dilucidada. El extremo amino terminal que abarca desde el aminoacido 23 hasta el 124
(en humanos) conforma un dominio flexible y poco estructurado (Riek, Hornemann, Wider,
Glockshuber, & Wiithrich, 1997; Riek et al.,, 1998). Los residuos que van del 23 al 27 componen la
denominada regién polibasica (CC, del inglés charged cluster), importante para el correcto trafico
intracelular entre otras funciones (Sunyach et al., 2003). Otra pequefia regién cargada se encuentra
después de las octarepeticiones, la region polibasica se denomina CC1 y esta segunda regién CC2.

Flanqueada por estas regiones CC, se localiza la zona de octa repeticiones (OR, del inglés
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Octapeptide Repeats) que se caracteriza por la presencia de 4 o 5 repeticiones (puede llegara 6 o 7
en el caso de algunas especies como la vaca) de una secuencia variable de 8 aminoacidos (siendo de
las mas habituales PHGGGWGQ) y que se halla altamente conservada en todos los mamiferos (Zahn,
2003). La region de las octarepeticiones ha cobrado una gran importancia debido a la aparicion de
EETs genéticas caracterizadas por una expansion de OR (B. Li, Qing, Yan, & Kong, 2011; Stevens et
al,, 2009), aunque no sdlo eso la hace importante ya que esta zona es capaz de unirse a cobre (D. R.
Brown et al., 1997; Stockel, Safar, Wallace, Cohen, & Prusiner, 1998) y otros iones bivalentes tales
como el zinc y el niquel, lo que podria sugerir cierta relevancia en su actividad fisiolégica (D. R.
Brown, Clive, & Haswell, 2001; Pushie et al., 2011). Después de todo este dominio desestructurado
y antes del dominio globular, se sitlia una region hidrofébica conocida como HC (del inglés

Hydrofobic Core).

El dominio globular, localizado en la regién carboxi-terminal (C-terminal) de la proteina, es
un dominio que se encuentra constituido por 2 pequefias regiones de hoja-3 separadas por la
primera region o-helicoidal y seguidas de otras dos hélices-a (Riek et al., 1998). Ademas, en esta
region también se encuentran tanto los dos sitios de N-glicosilacién como las dos cisteinas que dan
lugar a la formacién del puente disulfuro intracatenario. Las glicosilaciones se dan de forma
variable en dos Asparaginas (Asn-181 y Asn-197 en humanos y Asn-180 y Asn196 en ratoén)
incorporadas en el aparato de Golgi produciendo PrP¢ no glicosilada, monoglicosilada y
diglicosilada. La proporcién de cada una de estas tres formas varia entre diferentes cepas sirviendo
para la distincién y caracterizaciéon de las mismas. Sin embargo, no se conoce qué papel pueden
jugar los N-glicanos que pueden encontrarse en la PrP¢ en su funcién biolégica ni en el proceso de
conversion de PrP¢a PrPS¢ (Adriano Aguzzi & Calella, 2009). Se cree que las glicosilaciones podrian
tener un papel clave en la modulacién de la estabilidad de la PrP¢ y también su trafico y distribucién
celular. Aunque la glicosilacién no es un requisito para la propagacién de PrPs¢, sus alteraciones
pueden ser determinantes en la susceptibilidad a la infeccidn por priones, siendo caracteristicas de
cada cepa y presentandose como posibles marcadores de la enfermedad (Lawson, Collins, Masters,

& Hill, 2005).

Finalmente, la region mas C-terminal de la proteina priénica madura corresponde a la zona
de anclaje por GPI que es anclado a la serina existente en la posiciéon 231 en su proceso de
maduracién. Esta forma de anclaje a la membrana estd altamente conservada en eucariotas, dado
que alrededor del 10-20% de las proteinas de membrana se encuentran unidas a esta mediante GPI.
La unién de GPI-proteina se da a través de una compleja via en la que estan implicadas mas de 20
enzimas en unas 10 reacciones que tienen lugar en el RE y que no se conocen completamente.
Todas las proteinas ancladas a través de GPI contienen una secuencia sefial en el extremo amino
terminal que las dirige al RE y una vez en este organulo, una segunda secuencia sefial hidrofébica
del extremo carboxilo terminal es eliminada mediante una transaminidasa que afiade a la proteina
un GPI preformado. La estructura de todos los GPIs es compartida, se basa en una etanolamina

fosfato unida mediante enlace amida al grupo carboxilo terminal de la proteina, con un ntcleo
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glicano altamente conservado compuesto de tres manosas, una glucosamina, un grupo
fosfatidilinositol y colas fosolipidicas que anclan el GPI a la membrana. La diversidad de GPIs es
amplia debido a las modificaciones que sufre a su paso por la via secretora siendo la PrP€ una de las
tres Unicas proteinas conocidas que contienen acido sidlico en su GPI (Puig, Altmeppen, & Glatzel,
2014). La implicacién del GPI en el desarrollo de la patologia priénica ha sido demostrada en
repetidas ocasiones. Por un lado, a través de la importancia que tiene para su localizacién en las
balsas lipidicas, cuya alteracién mediante compuestos que desestabilizan estas regiones de la
membrana o mediante la expresion de una PrP mutada con capacidad para anclarse a otras zonas
de la membrana, provoca una reduccion o inhibicién de la formacién de PrPsc(Puig et al., 2014). Y
por otro lado, mediante la generacién de modelos transgénicos de ratén que expresan una PrPCsin
GPI (presentan mal plegamiento y placas de PrPsc al ser infectado por priones de ratén), los cuales
muestran una ausencia de la marcada espongiosis que caracteriza a la gran mayoria de EETs, lo que

sugiere una reduccion de la neurotoxicidad (Bruce Chesebro et al.,, 2010).

Anclaje a GPI
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Figura 2. Representacion esquematica de la PrP¢ y estructura de la PrP¢ resuelta por RMN. A)
representacion esquematica de la estructura primaria de la PrP¢ y modificaciones postraduccionales.
Los nimeros hacen referencia a la posicién de los aminoacidos. En el extremo N-terminal contiene
una seflal peptidica de secrecidn, seguido por la regiéon de octa repeticiones (indicado en amarillo),
tras la cual viene el motivo hidrofébico que separa el dominio desestructurado y el globular,
estructurado. Ya en el dominio globular se indican las estructuras secundarias que presenta, las 3
hélices-a (en verde) y las 2 hojas- (en naranja). Se sefialan ademas el puente disulfuro (S-S) y los dos
sitios de glicosilacién (CHO). Finalmente en el extremo C-terminal, se muestra en azul la zona de
anclaje a membrana, donde se unen la proteina y el GPI. B) Estructura terciaria de la PrP¢ deducida
de RMN anclado a una membrana lipidica mediante el GPI (Petit, Besnier, Morel, Rousset, & Thenet,

2013).

En cuanto a la funcioén fisiologica de la PrP¢, su alto grado de conservaciéon en mamiferos a

través de la evolucidén sugiere una funcién importante. Su expresion es mayoritaria en el SNC (H. R.
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Brown et al,, 1990; Kretzschmar et al., 1986), pero también se expresa en el sistema linforeticular,
musculo esquelético, cardiaco, rifiones, tracto digestivo, piel, plasma sanguineo, glandulas
mamarias y endotelio (Nuvolone, Aguzzi, & Heikenwalder, 2009). Debido a su ubicua expresion y

distribucidn se relaciona con una amplia variedad de funciones fisiolégicas.

Con la intencién de determinar su funcién, se generaron varias lineas de ratones
transgénicos desprovistos de la proteina priénica (KO del inglés knockout). De forma general estos
ratones KO son viables, fértiles y no parecen tener ninguna anomalia anatémica ni en el desarrollo.
Solamente se da una excepcién en una de las lineas de ratones transgénicos que mostraron ataxia
de inicio tardio asociada a la pérdida de células de Purkinje en el cerebelo, lo cual fue finalmente
atribuido a la sobre regulacion del gen adyacente que da lugar a Doppel (Moore et al., 1999). Mas
recientemente, cabras que de forma natural carecen de PrP¢ han sido registradas en Noruega
(Benestad, Austbg, Tranulis, Espenes, & Olsaker, 2012). Estas cabras parecen presentar un
comportamiento totalmente normal y no poseen ninguna caracteristica de significancia notoria que

las hagan ser diferenciadas de su rebafo vecino.

Sin embargo, cuando la ausencia de PrP¢ se estudia en detalle, los ratones KO para PrP¢
muestran un funcionamiento anormal en sus ritmos circadianos, memoria, cognicién, transmisién
sinaptica, olfato, asi como alteraciones en su sistema inmunolégico. Ademas, presentan niveles
alterados del factor nuclear NF-kappaf3, de la super6xido dismutasa dependiente de manganeso, de
p53 y de melatonina entre otras (Linden et al, 2008; Nicolas, Gavin, & del Rio, 2009; Steele,
Lindquist, & Aguzzi, 2007). Una de las posibles funciones de la PrP¢ mejor caracterizadas es su rol
en la conservaciéon de la integridad de la mielina periférica demostrada por Bremer y
colaboradores. Tras la ablacién de la Prnp en neuronas de cuatro cepas de ratén diferentes
observaron que desarrollaban una polineuropatia demielinizante croénica, indicando que la
expresion de PrPC funcional en neuronas es indispensable para la conservacién de la mielina

(Bremer et al., 2010).

Algunos autores han asociado la PrP¢ con funciones relacionadas con la adhesion celular,
actividad enzimatica, metabolismo del cobre, proliferacién celular, supervivencia y diferenciacidn.
En el sistema nervioso, la proteina celular del prion parece participar de forma activa en la
traduccién de sefiales (Collinge et al, 1994), plasticidad sinaptica (Prestori et al, 2008),
neurogénesis y formacién de neuritas (S. Chen, Mangé, Dong, Lehmann, & Schachner, 2003), en la
neuroproteccion frente a estimulos pro-apoptéticos y especies reactivas de oxigeno (Chiarini et al.,
2002; McLennan et al., 2004). Por otro lado, varios estudios indican la necesidad de una PrP¢
funcional para que se genere la neurotoxicidad y la consiguiente neurodegeneracién, como
demuestra el estudio en el que un injerto que expresa PrP¢ es implantado en el encéfalo de
animales Prnp%° siendo el dnico tejido afectado por neurotoxicidad a pesar de que la PrPsc se

diseminé por todo el encéfalo (S. Brandner et al., 1996).
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Fuera del sistema nervioso, la PrP¢ podria modular la respuesta de precursores de células
del sistema inmunolégico a moléculas de sefializacién extracelular (Ballerini et al., 2006; Mattei et
al,, 2004), controlar la diferenciacion de células hematopoyéticas (C. C. Zhang, Steele, Lindquist, &
Lodish, 2006), estar implicada en la diferenciacion de las células del timo (Jouvin-Marche et al,,
2006) y en la respuesta inflamatoria (de Almeida et al., 2005). Debido a su habilidad para modular
la proliferacion celular y la apoptosis, la proteina pridnica ha sido relacionada con el desarrollo del
cancer y la progresion tumoral, al igual que con el proceso metastasico (Mehrpour & Codogno,
2010). Ademas, en los ultimos afios se sugiere que la PrP¢ podria también estar implicada en la
progresiéon de la enfermedad del Alzheimer promoviendo la produccién del péptido AB (beta
amiloide) (Parkin et al.,, 2007) y, probablemente con otros péptidos ricos en hoja-f3 implicados en
otras enfermedades neurodegenerativas (Biasini, Turnbaugh, Unterberger, & Harris, 2012). Asi
que, aunque se sabe que la PrPC participa en una gran cantidad de procesos bioldgicos

fundamentales en la célula, su papel fisiolégico necesita ser alin esclarecido.

2.1.2. Prpse

Determinar las caracteristicas bioquimicas y estructurales de la PrPsc es una ardua labor
debido a las dificultades en su purificacién a gran escala, su insolubilidad y su heterogeneidad, ya
que estd compuesta por diferentes polimeros de varios tamafos en equilibrio dinamico lo cual
dificulta el estudio de la unidad basica de la PrPsc (Silveira et al., 2005). La hidrofobicidad de los
agregados de la PrPSc es uno de los factores que dificulta su estudio, puesto que en las condiciones
requeridas para la mayoria de estudios estructurales, la PrPSc forma agregados no cristalinos que
no pueden solubilizarse con detergentes sin comprometer su infectividad (Gabizon, McKinley, &
Prusiner, 1987). Otro de los problemas encontrados a la hora de determinar su estructura es la
dificultad a la hora de purificar PrPSc de encéfalo debido a su caracter viscoso y a la presencia de
contaminantes que co-purifican, como otras proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Ademas el alto
peso molecular de los agregados de la PrPSc y las mezclas variables de formas sin glicosilar,
monoglicosiladas y diglicosiladas, representan un obstaculo para la utilizacién de técnicas biofisicas
clasicas como la RMN o la Cristalografia de rayos X (Diaz-Espinoza & Soto, 2012); esto conlleva a
que el conocimiento acerca de la estructura de la isoforma causante de la enfermedad sea reducida,
en contraste a la amplia informacion de la que se dispone sobre la estructura y ruta de biosintesis
de la PrPC Como ejemplo de ello, la estructura fisiolégica de la PrP¢ se dedujo en 1996 (Riek et al,,
1996), pero la estructura tridimensional de alta resolucién de la PrPsc sigue siendo desconocida,

junto con los detalles mecanisticos de su propagacion.

Al igual que ocurre con otros aspectos de las enfermedades prionicas, los eventos
moleculares que conducen a la conversién de la PrP¢ en PrPSc son desconocidos, aunque segtn la
hipétesis de “sélo proteina” tiene lugar un mal plegamiento proteico que se propaga de forma auto-
catalitica. Este mal plegamiento proteico da lugar a una reorganizacién estructural la cual confiere a
la PrPs¢ nuevas propiedades quimicas y fisicas. La PrP¢, es rica en a-hélices (~40% hélice-ay ~3%

hoja-f3) mientras que para la PrPs¢, se propuso una estructura rica en ldminas 8 (~40% hoja-f y
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~30% hélice-a) (] Safar, Roller, Gajdusek, & Gibbs, 1993). Sin embargo, evidencias en contra de la
presencia de hélices o en la PrPSc han aparecido de la mano de técnicas biofisicas cada vez mas
sofisticadas como la RMN en estado sélido (Groveman et al.,, 2014), por lo que a diferencia de un
indudable aumento en la proporcién de hoja 3, 1a existencia de estructuras « helicoidales en la PrPse
sigue siendo controvertida. Por lo tanto, s6lo se dispone de informacién estructural parcial, la cual
proviene de técnicas de baja resolucidon y que de forma general no llegan a ningin consenso a la
hora de establecer qué tipo de estructura explicaria las propiedades del prion infeccioso (Requena

& Wille, 2014).

Se han utilizado diversas técnicas para intentar elucidar la estructura de la PrPsc como el
mapeo de epitopos accesibles con diferentes anticuerpos monoclonales. A través de estos estudios
se ha revelado que del residuo 90 al 120 aproximadamente hay una zona inaccesible a menos que
se desnaturalice completamente la PrP mientras regiones del carboxilo terminal como las que se
encuentran desde los aminoacidos 152-163 y de 225-231 son accesibles (Peretz et al., 1997).
Técnicas como la microscopia electrénica de transmision (del inglés Transmission Electron
Microscopy, TEM) (McKinley, Braunfeld, Bellinger, & Prusiner, 1986) y algo mas reciente la
microscopia de fuerza atémica (del inglés Atomic Force Microscopy, AFM) (Sim & Caughey, 2009)
han aportado también detalles sobre la ultraestructura de los agregados pridnicos. La PrPsc
purificada de encéfalo se visualiza en microscopia electrénica como agregados fibrilares de
tamafios heterogéneos, aunque mediante protocolos exhaustivos de purificacién que incluyen
tratamientos prolongados con proteasas, se descubren estructuras reconocibles y bien definidas
que se han denominado varillas priénicas (prion rods, en inglés). Estas varillas de entre 10 y 100
nm de largo y 5 nm de ancho son habitualmente mas cortas que otras fibras amiloideas y no
muestran diferencias apreciables para distintas cepas aunque ensayos de velocidad de
sedimentacién han demostrado ciertas diferencias en los patrones de distribucién por tamafos
para las distintas cepas (Tixador et al., 2010). A pesar de que no se han podido obtener cristales
adecuados de PrPsc a partir de encéfalo para estudiar su estructura mediante cristalografia y
difraccién de rayos X, si han podido obtenerse patrones de difraccién de baja resolucién de las
fibras (Eanes & Glenner, 1968). Los datos obtenidos resultan utiles para estudiar el
empaquetamiento de los nucleos resistentes a proteasas, asi como la organizacién general de los
agregados. Esta técnica se ha utilizado ampliamente para el estudio de la organizacién fibrilar de
diversos amiloides (Nelson et al.,, 2005) revelando un motivo estructural denominado cross-f-sheet
o spine, en el que la hojas-f se apilan perpendicularmente al eje longitudinal de la fibra. Los datos
obtenidos para la PrP;;.30 muestran un motivo tipico de agregados amiloideos similar al
empaquetamiento cross-f habitual de los amiloideos pero con importantes diferencias (Wille et al,,
2009). Otra técnica cristalografica conocida como cristalografia de electrones y que se utiliza para
observar elementos que forman cristales muy pequefios y con organizacion bidimensional, también
ha aportado datos interesantes que derivaron en uno de los primeros modelos estructurales de la
PrPsc, la estructura en hélice-f (Govaerts, Wille, Prusiner, & Cohen, 2004). Finalmente, cabe

mencionar otras técnicas por proporcionar informacién sobre las limitaciones estructurales a nivel
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de residuo aminoacidico. La Resonancia paramagnética electrénica (del inglés Electron
Paramagnetic Resonance, EPR) utiliza elementos paramagnéticos unidos a determinados residuos
de la proteina que ofrecen informacion sobre estructuras locales especificas asi como de distancias
intra e intermoleculares (Serag, Altenbach, Gingery, Hubbell, & Yeates, 2002). Aplicada a PrP
recombinante mal plegada in vitro, la EPR mostré una disposicién en hoja-§ en registro paralela
similar a las fibras amiloideas clasicas, pero la ausencia de infectividad de la PrP mal plegada in
vitro pone en duda la utilidad de dichos datos para la resoluciéon de la estructura de los priones
infecciosos (Nathan J. Cobb, S6nnichsen, McHaourab, & Surewicz, 2007). La técnica de intercambio
de hidrégeno-deuterio acoplada a la espectrometria de masas (del inglés Mass-Spectrometry, MS) o
a RMN también informa de las limitaciones estructurales especificas de residuo mediante la medida
del grado de accesibilidad de las regiones de la proteina a hidrégenos provenientes del agua, los
cuales se intercambian por los deuterios que provienen del agua deuterada. Recientemente,
aplicando esta tecnologia a priones aislados de cerebro, se ha observado que tienen un ntcleo
altamente inaccesible al agua compuesto principalmente por hoja-f y pequefios lazos que van
desde el residuo 90 aproximadamente hasta el carboxilo terminal. Ademas, se ha visto que las
diferentes cepas de priones muestran diferencias sutiles en la regién comprendida entre los
residuos 90 y 140 aproximadamente, apuntando a que diferencias conformacionales especificas
podrian ser responsables de las diferentes caracteristicas de las cepas pridénicas (Smirnovas et al.,

2011).

A partir de todos los esfuerzos realizados para elucidar la estructura de la PrPsc se
establecieron diferentes modelos teéricos explicativos de la misma, en concreto el de hélice-$3, el de

espiral-f3 o el de hoja-3 en registro (representados en la figura 3).

El modelo de hélice-f (Figura 3A) se basa principalmente en datos obtenidos por
microscopia electrénica en cristales bidimensionales que acoplaban perfectamente con una
estructura en forma de hélice-f3 levogira (giro a la izquierda). En este modelo la unidad simétrica
basica de la PrPsc se constituiria por trimeros en los que los residuos amino terminales de la PrP27.30
(correspondiente a los aminoacidos en ratén del 90 al 175 aproximadamente) forman hélices-3
levégiras apiladas horizontalmente con lazos sin estructura definida, compuesto por los residuos de
145 a 163 y en los que los agregados mayores se forman apilando trimeros de la proteina
verticalmente a lo largo del eje de la hélice. El extremo amino terminal presentaria un nuevo
plegamiento casi completo, de lo contrario, los cambios asociados al extremo carboxilo terminal son
menores y practicamente conservaria la estructura secundaria nativa, salvando el cambio de la

primera hélice-a a lazo (Govaerts et al., 2004).

En el caso del modelo espiral-§ (Figura 3B), se basa en simulaciones de dindmica molecular
de las fluctuaciones conformacionales de la PrP en condiciones amiloidogénicas (pH acido),
utilizando la estructura de la PrP celular como molde de partida. Esta estructura estd compuesta de
un nucleo espiral de hojas-f compuesto por tres cortas laminas-f3 (residuos 116-119, 129-132 y

160-164) y una cuarta lamina aislada, residuos aminoacidicos del 135 al 140. En esta simulacién
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para la estructura protofibrilar del prion, las hojas-$ se extienden alternativamente de manera
paralela formando laminas en espiral sobre el eje de la fibra. Al igual que en el modelo hélice-f, el
mayor cambio conformacional tiene lugar en el extremo amino terminal, mientras que el carboxilo
terminal inclusive mantiene las tres hélices-a propias de la PrPC. Casi todas las observaciones que
provienen del uso de técnicas de baja resolucidon concuerdan bastante bien con este modelo, pero
no existe relacién posible con lo obtenido a través de protedlisis limitada e intercambio de

hidrégeno-deuterio (DeMarco & Daggett, 2004).

Finalmente, otro de los modelos propuestos es el de hoja-f3 en registro (Figura 3C), el cual
es radicalmente distinto a los descritos anteriormente, en el que la PrP se presenta como una pila
de hojas-3 paralelas que se disponen en registro lo que permite un crecimiento infinito de las
fibrillas, es decir, el nicleo amiloide se extiende hasta la regién C-terminal de la molécula de modo
que esos residuos (160 al 220 aproximadamente) van formando diferentes capas apilables una
encima de otra con una disposiciéon en paralelo, quedando las hojas-f3 alineadas en registro. Se
utilizaron las técnicas de intercambio de hidrégeno-deuterio acoplado a MS, ademas de site-directed
spin labeling (SDSL) y espectroscopia EPR para estudiar la arquitectura molecular de fibras
amiloides formadas por PrPgg.231 recombinante humana (Nathan J. Cobb et al., 2007), asi como en
PrPsc derivada de encéfalo, particularmente PrP;7.30 aislada de ratones transgénicos que expresan
proteina pridnica pero sin GPI, evitando posibles interferencias provenientes de los cambios
postraduccionales (Smirnovas et al.,, 2011). Al contrario que en los modelos anteriores, las PrPs que
conforman esta estructura consisten en laminas-f3 y giros y/o lazos relativamente cortos entre ellas,
sin hélices-a presentes, lo que indica que la conversién a PrPSc implica un nuevo plegamiento

completo de la PrP¢ sin conservacién de ninguno de sus motivos estructurales.

a
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Figura 3. Representacion grafica de distintos modelos de estructura molecular de los
agregados de PrPsc. A) Modelo (-helicoidal en que la regién N-terminal de la PrP¢ sufre un gran
cambio conformacional durante la conversién hacia un motivo conocido como hélice-f entre los
residuos 90 y 177. La region C-terminal conserva en cambio la organizacién y estructura a-helicoidal
propia de la PrP¢. B) Modelo conocido como espiral- que consiste en un nucleo en espiral de hojas
extendidas formadas por hebras-f cortas que abarcan los residuos 116-119, 129-132, 135-140 y 160-
164 y en el que las 3 a-hélices caracteristicas de la PrP¢ estan altamente conservadas. C) Modelo de
hoja-f paralela en registro que propone un desplegamiento y re-plegamiento completo de la PrP¢ a

una estructura compuesta mayoritariamente por hoja-f. (Diaz-Espinoza & Soto, 2012).

La diversidad de los modelos estructurales propuestos refleja claramente el
desconocimiento acerca de la estructura tridimensional de la PrPSc, siendo imposible por ahora
determinar cudl se acerca mas a la estructura de los priones infecciosos. Sin embargo, estos ultimos
afios, los esfuerzos por esclarecer la estructura de la isoforma infecciosa ha llevado a que el debate
se haya reducido a dos modelos principales. El primero de estos modelos mas recientes es el
denominado PIRIBS (del inglés Parallel in register f sheets) (Groveman et al, 2014). Segun los
autores, las fibras de PrPsc estan constituidas de un tnico filamento en que las hojas-8 en registro
ubicadas de forma paralela, se pliegan perpendicularmente a los ejes de las fibras, de manera que
cada mon6émero de PrPSc consta de una tnica capa plana. Cada uno de los monémeros queda

apilado en paralelo a lo largo del eje de la fibra.

El segundo, hecho publico hace escasamente un afio por Vazquez-Fernandez y
colaboradores se baso en la utilizacién combinada de la microscopia electrénica de alta resolucién y
aproximaciones computacionales haciendo uso de la PrPsc carente de GPI como molécula de estudio
(Vazquez-Fernandez et al., 2016). Los autores usaron la organizacién repetitiva intrinseca de las
fibras amiloides para analizar la estructura de la PrP;7.30sin GPI a través de la criomicroscopia
electrénica. La media de los segmentos de las fibras analizadas a través de la transformada de
Fourier indica una unidad de unos 19.2 A que se repite (Figura 4). De acuerdo con esta observacion,
reconstrucciones en 3D demuestran que cada fibra contienen dos protofilamentos diferentes y que
el grosor de cada molécula de PrP7.30en esas fibras que forman es de aproximadamente 17.7 A. En
conjunto, estos datos indican la existencia de una estructura tipo 3-solenoide dispuesta en 4 pisos o
peldafios compuestos por unos 36-37 aminoacidos y en el que cada peldafio estaria unido al otro a

través de lazos y giros.
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Figura 4. Representacion de una fibra de PrPsc sin GPI y su boceto estructural. A)
Reconstruccion en 3D de una fibra de PrP27-30 carente de GPI con dos protofilamentos (izquierda).
Dibujo que representa la posible configuracién de las cadenas polipeptidicas formadas por los
mondémeros de PrP:7.30 (derecha). B) Ampliacién del posible apilamiento de hojas-B en una
estructura f-solenoide apilada en 4 pisos. Los diferentes colores hacen referencia a los diferentes
pisos que conforman la estructura. Las distancias caracteristicas de la estructura se encuentran
marcadas. Una fuerte critica para amoldar la PrP a este tipo de estructura es acomodar el puente

disulfuro entre las cisteinas 179 y 214, que se sabe que se conserva en la PrPsc. (Vazquez-Ferndndez
etal, 2016).

Las diferencias estructurales existentes entre la isoforma patogénica y la isoforma celular
les confieren caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas que las hacen distinguibles mediante
diversas técnicas y que han permitido estudiar determinadas propiedades de la PrPsc. La PrPC es
monomérica, sensible a proteasas y soluble en detergentes no idnicos; mientras que el mal
plegamiento conformacional confiere a la PrPSc tendencia a la agregacion, resistencia parcial a la
digestion por proteasas (Cohen & Prusiner, 1998), insolubilidad en detergentes no iénicos (Meyer
et al,, 1986) y alta resistencia al calor y desnaturalizaciones quimicas (Caughey & Chesebro, 2001;
Collinge, 2001; Stanley B. Prusiner et al,, 1998). La region resistente a PK de la isoforma patogénica
es ampliamente utilizada como marcador bioquimico para la deteccidon y caracterizacion de
enfermedades pridnicas (Gielbert et al., 2009). El fragmento de unos 12 kDa que es digerido y que
corresponde al extremo N-terminal (aproximadamente los aminoacidos del 23 al 90) parece ser
prescindible para la conversidn, propagacion y capacidad infectiva de la PrP5, ya que su digestion
no afecta a dichas capacidades. Ni siquiera se conoce la naturaleza de los agregados de PrPsc que
interaccionan con la PrP¢ ya que las interacciones podrian darse con oligémeros de PrPSc o con
agregados fibrilares mayores. La solubilizaciéon de esta PrPS¢ en liposomas ha mostrado que su
capacidad infectiva queda retenida, lo cual sugiere que los grandes agregados de la isoforma
infecciosa no son necesarios para ello y que por consiguiente oligdmeros de PrPsc podrian
constituir los verdaderos centros de nucleacidn para la propagacién de los priones (Gabizon et al.,
1987). Para evaluar esta relacion entre infectividad, capacidad de propagacion y tamafio de la PrPSe,

Silveira y colaboradores desagregaron parcialmente PrPS¢ fraccionando las especies resultantes de
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acuerdo a su tamafio e inoculando las diferentes fracciones en hamsteres, que demostraron un pico
de infectividad de las fracciones que contenian particulas de 300-600 kDa (17-27 nm), equivalente
ala masa de 14-28 moléculas de PrP (Silveira et al., 2005). Por tanto, parece que los iniciadores mas
efectivos de EETs no son los grandes agregados amiloideos, que podrian ser en cambio formados
como mecanismo protector ante los pequefios oligémeros subfibrilares mas peligrosos y
secuestrados en las relativamente inocuas placas amiloideas (Adriano Aguzzi & Calella, 2009). La
variabilidad del peso de los fragmentos susceptibles a la digestion por PK que presentan distintos
aislados de priones se utilizan ademas para su distincién y clasificacién en diversas cepas, lo cual
también indica que el plegamiento y la conformacién de cada cepa son ligeramente diferentes

(Cronier et al., 2008).

Por otro lado, varios estudios han evidenciado la existencia de PrPsc totalmente sensible a
PK (PrPsSen) en determinadas enfermedades pridnicas (Gambetti et al., 2003; Pastrana et al., 2006; ].
G. Safar et al, 2005). La primera PrPSe fue descrita por Lasmézas, quien observd enfermedad
clinica en ausencia de PrPresistente a PK (PrPres) durante la transmision de EEB a ratones, los
animales inoculados con homogeneizado de cerebro de vaca afectada exhibian signos neurolégicos
y muerte neuronal; sin embargo, en mas del 55% de los ratones no se detect6 la presencia de PrPres,
aunque apareci6 al realizar pases seriados una vez que el agente se hubo adaptado al hospedador
(Lasmézas et al., 1997). La PrPsen también se ha descrito en otras enfermedades pridnicas, como por
ejemplo en ovejas infectadas por Scrapie (Thackray, Hopkins, & Bujdoso, 2007). Se cree ademas,
que la PrPse» puede representar hasta el 90% del total de la isoforma infecciosa en algunos casos de
ECJe (EC] esporadica), a pesar de observarse también PrPres (J. G. Safar et al., 2005). Esta PrPSe» es
detectada por inmunoensayos dependientes de conformacion, los cuales proporcionan los sitios de

unién diferenciales de la proteina pridnica después de la desnaturalizacidn (Jiri Safar et al., 1998).

Otras estructuras ademas de las PrP5¢ estudiadas pueden dar lugar a priones infecciosos,
complicando la resoluciéon de su estructura 3D, que lejos de ser Unica, podrian reflejar una
diversidad de conformaciones. Ejemplo de ello es la existencia de priones atipicos como aquellos
que causan el GSS (P. Parchi et al., 1998; Piccardo et al., 1998; Piccardo et al., 2001; Tagliavini et al,,
2001) o la cepa asociada a la prionopatia humana con sensibilidad variable a proteasas (del inglés
Variably protease-sensitive prionopathy, VPSPr) (Gambetti et al.,, 2008; W. Q. Zou et al., 2010). Otros
ejemplos en animales son la cepa de scrapie atipico denominada Nor98 que afecta a pequefios
rumiantes (Pirisinu et al.,, 2013) y las cepas L-EEB (Casalone et al., 2004) y H-EEB (Biacabe et al,,
2004) en el ganado bovino. Las PrPsc de las EETs atipicas comparten entre ellas notables
caracteristicas bioquimicas que las distinguen de las PrP5c de las EETs clasicas. Mas concretamente,
las cepas de GSS, VPSPr y Nor98 se caracterizan principalmente por: 1) altos niveles de PrPse
sensible a PK pero insoluble, 2) cantidades variables de PrPsc con alta resistencia a PK, y 3)
fragmentos internos de la PrP resistentes a PK carentes parcialmente de los extremos amino y

carboxilo de entre 6 y 8 kDa (Pirisinu et al., 2013).

2.2. Mecanismos de conversion a PrPsc
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La conversion de la forma celular de la PrP a la isoforma patdgena constituye el evento
principal de las enfermedades causadas por priones (K. M. Pan et al,, 1993; Shen & Ji, 2011) y, de
hecho poder dilucidar completamente el mecanismo de conversion conformacional es uno de los
grandes retos de la investigacion sobre priones. Segun la hipdtesis de sélo proteina, la forma
endégena normal de PrP, ya sea inducido por PrPSc exdgena o consecuencia de mutaciones
asociadas a enfermedades genéticas o mutaciones que podrian incrementar su capacidad de mal
plegamiento, sufre un cambio conformacional que la transforma en PrPSc. La proteina patégena
generada es, a su vez, capaz de transformar mas moléculas de PrP¢, resultando en una reaccién en
cadena que lleva a la reduccién de los niveles enddgenos de PrPCy al acimulo de PrPsc en los tejidos

del huésped (Adriano Aguzzi & Calella, 2009).

Con el paso del tiempo fueron surgiendo toda una serie de hipétesis que trataban de
explicar los mecanismos que rigen la conversion, atribuyendo de forma generalizada esta
transformaciéon a modificaciones quimicas postraduccionales. Entre algunas de las propuestas
sugeridas se incluyen: la intervencién de chaperonas; la propia naturaleza del holoprion propuesto
por Weissmann (Weissmann, 1991), donde el agente infeccioso constaria de una parte proteica
(apoprion) y acido nucleico (coprion) o la presencia de algun factor adicional, como la denominada
proteina X, como requisito necesario para catalizar el proceso (Cohen & Prusiner, 1998), los autores
postulan que la presencia del producto maduro del gen Prnp es necesaria, aunque no suficiente,
para el proceso de replicacion de priones. No obstante, en los ultimos afios, la necesidad de otros
factores ademas de la PrP para su transformacion, se ha puesto en entredicho sobre todo debido al

desarrollo de sistemas cell-free de propagacion de priones in vitro.

El sitio exacto en el que ocurre la interaccién de la PrPCcon la PrPSc es incierto aunque
analisis de los patrones de distribucién en cultivos celulares tanto de la PrP¢como de la PrPsc han
contribuido en la busqueda de este lugar de conversion. Sin embargo, la deficiente
inmunoreactividad de los agregados de la PrPSc y las dificultades para distinguir
inmunolégicamente la PrP¢ de la PrPSc han dificultado este objetivo. La mayoria de las evidencias
indican que la interaccion entre la proteina celular y la exégena patogénica tiene lugar en las balsas
lipidicas resistentes a detergentes, donde la PrPC se encuentra anclada a través de GPI (Caughey &
Raymond, 1991), y/o intracelularmente en vesiculas endosomales (Caughey, Baron, Chesebro, &
Jeffrey, 2009; Caughey & Raymond, 1991; Taraboulos, Raeber, Borchelt, Serban, & Prusiner, 1992).
Estos desacuerdos a la hora de establecer o proponer modelos celulares sugieren que la conversion

podria ocurrir en diversas localizaciones y a lo largo de diferentes rutas.

Estudios con ratones transgénicos que expresan PrP de hamster junto con la PrP end6gena
de ratdn (S. B. Prusiner et al., 1990) y otros en que se expresaba una PrP soluble y dimérica gracias
a su unién a un dominio de inmunoglobulina (Meier et al., 2003), revelaron que la conversién de
PrPC a PrPsc tiene lugar mediante la formacién de un complejo PrP¢/PrPsc. A pesar de todo, nunca se
ha podido aislar o purificar este complejo por lo que se desconoce si en el mismo podria participar
algln otro componente (Adriano Aguzzi & Calella, 2009). El primero de los estudios mencionados,

45



INTRODUCCION

mostré6 ademas que la formacién del complejo parecia estar favorecida por secuencias
aminoacidicas idénticas de la PrP¢ y la PrPS¢, respaldando la relaciéon entre la barrera de
transmision interespecies con una mayor dificultad para la formacién del complejo PrP¢/PrPsc. La
asociacion fisica entre las dos isoformas de la proteina y, por tanto, la formacién de complejo se
hizo patente gracias a la generacidn in vitro de moléculas de PrP resistentes a la digestiéon con PK a
partir de PrPscy PrP¢ purificadas (Kocisko et al., 1994) y a la necesidad de una idéntica secuencia de
aminoacidos para la transmision de la enfermedad dado que las diferencias en la secuencia
retrasaban la aparicion de la enfermedad priénica prolongando el tiempo de incubacién

(DeArmond & Prusiner, 1995; M. Scott et al., 1989).

Como puede observarse, el conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en la
propagacion de la PrPSc mediante mal plegamiento de la PrP¢ es bastante limitado, aunque se

barajan principalmente dos modelos de conversién (figura 5):

Modelo de conversién inducido por molde

Este modelo propone la existencia de una interaccion entre la proteina PrPsc y la PrP¢ que
induce a la transformacion de PrP¢ en PrPSc dado que la isoforma patogénica actia de molde para
ello (figura 5A). En este modelo la conversidn espontinea se encuentra desfavorecida debido a la
existencia de una alta barrera energética (Cohen & Prusiner, 1998). Para explicar la existencia de
las enfermedades pridnicas espontianeas o adquiridas, esta teoria propone la existencia de un
equilibrio entre la PrPC y un estado conformacional alternativo denominado PrP*, un intermediario
transitorio que participa en la formacion de PrPs¢, bien a través de su unidén a PrPSc exégena en el
caso de las adquiridas o a través de su interacciéon con otra molécula de PrP* en el caso de las
esporadicas. Respecto a las enfermedades pridnicas genéticas, las mutaciones asociadas podrian
incrementar la inestabilidad de la PrPC reduciendo la barrera energética que previene la conversiéon
de PrPC en PrPsc o haciendo energéticamente mas favorable la interaccién PrP¢/PrPse, favoreciendo
asi su agregacion (R. Bradley & Wilesmith, 1993). Para que la formacién de la PrP* se produzca
podria requerirse una uniéon de la PrP¢ a la “proteina X”, un factor adicional y necesario para
catalizar el proceso de conversién (K. Abid & Soto, 2006), por lo que la deteccién de dicho factor
supondria un respaldo importante a este modelo. No obstante, la generaciéon de priones
recombinantes in vitro con componentes altamente definidos y purificados: PrP recombinante,
ARNm y lipidos, apuntan a que dicho factor X no es ningiin componente proteico especifico sino
mas bien, un componente celular abundante que, sin llegar a formar parte del agente infeccioso,

podria actuar como asistente de la conversion (Fei Wang et al., 2010).

Modelo de nucleacién-polimerizacién

En este modelo (figura 5B), la PrPCy la PrPsc se encuentran en un equilibrio termodinamico
reversible en solucién. Ya que la PrPSc es inestable en su forma monomérica y se estabiliza

mediante la agregacion con otras moléculas de PrPS¢, el equilibrio termodinamico se desplaza hacia
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la formacién de la isoforma patégena induciendo por tanto el crecimiento de los agregados
(Caughey, Kocisko, Raymond, & Lansbury, 1995). Este desequilibrio termodindmico podria ser
causado por mutaciones ligadas a enfermedad que incrementan la tendencia de la PrP¢ al mal
plegamiento (Apetri, Surewicz, & Surewicz, 2004; Liemann & Glockshuber, 1999; Swietnicki,
Petersen, Gambetti, & Surewicz, 1998; Y. Zhang, Swietnicki, Zagorski, Surewicz, & Sonnichsen,

2000).

Este proceso esta caracterizado por tener una fase inicial de latencia, en la que tiene lugar
la agregacion de una manera altamente organizada de varias moléculas de PrPSc monoméricas para
formar un nucleo o una semilla infecciosa. Esta viene seguida de una fase de crecimiento
exponencial del polimero atribuible al rapido reclutamiento de nuevas subunidades de PrPsc en
cada extremo de la fibra en expansion, lo que llevaria a la formacién de agregados de tipo amiloide
y a la estabilizacién de la semilla. La posterior fragmentacién de los agregados incrementaria el
nimero de semillas que a su vez pueden reclutar mas PrPS¢, favoreciendo la propagacién del agente
(Glatzel & Aguzzi, 2001). Esta fase de latencia es critica en la etapa de nucleacién observada en las
reacciones de conversion espontanea (N. ]J. Cobb & Surewicz, 2009), la cual puede ser acortada o
incluso desaparecer por la introduccién de semillas preformadas (Collinge & Clarke, 2007). Este
mecanismo se apoya en modelos matematicos (Masel & Jansen, 2001; Masel, Jansen, & Nowak,
1999) y en datos cualitativos obtenidos en sistemas de conversion in vitro libre de células (Caughey
et al,, 1995; Masel & Jansen, 2001). Estos ultimos demuestran la necesidad de oligdmeros mayores
que el dimero postulado por el modelo de conversién inducida por molde para propagar la
enfermedad (Silveira et al,, 2005), asi como las caracterizaciones morfolégicas de los agregados
como polimeros no ramificados y de diametro relativo constante (Jeffrey, Goodbrand, & Goodsir,

1995; S. B. Prusiner et al,, 1983).
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Figura 5. Representacion esquematica de los distintos modelos de conversion de priones. A)
Modelo de conversién inducida por molde. B) Modelo de nucleacién-polimerizacién [Figura adaptada

de (Adriano Aguzzi & Calella, 2009)].
2.3. Diseminacidn de la PrP5c

El SNC resulta ser el inico compartimento del organismo que presenta una degeneracion
clinica e histopatolégicamente detectable en el curso de las enfermedades prionicas (A. Aguzzi, F.
Montrasio, & P. S. Kaeser, 2001). Con el fin de reproducir la infeccién y la replicacién del prion, se
han realizado varias aproximaciones in vitro. Diversas lineas celulares, tanto neuronales como no
neuronales (Grassmann, Wolf, Hofmann, Graham, & Vorberg, 2013), asi como cultivos organotipicos
(Falsig et al., 2012) y neuroesferas (Iwamaru et al., 2013) han sido infectadas de forma eficiente

pudiendo mantener el proceso de propagacién de priones.

Se han descrito multiples vias de entrada de priones en el organismo. En casos de
adquisicion del patégeno por consumo de tejidos o alimentos contaminados como ocurrié con la
EEB (Anderson et al, 1996), el kuru (Collinge et al., 2006) o la vEC] (Hilton, 2006), el agente
infeccioso es capaz de atravesar el epitelio intestinal (concretamente a través de las placas de
Peyer) (Andréoletti et al, 2000; Hadlow, Kennedy, & Race, 1982; Van Keulen, Vromans, & Van
Zijderveld, 2002) y ser transportado y acumulado en los tejidos linfoides tales como el bazo, los
ganglios linfaticos o las amigdalas, entre otros. Ademdas del epitelio intestinal, los priones

infecciosos también podrian penetrar la barrera mucosa del estémago a través de otras tres rutas
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posibles: absorcién a través de células M (Neutra, Frey, & Kraehenbuhl, 1996), via células
dendriticas [la acumulacidn inicial de priones sobre las células denditricas foliculares en las placas
de Peyer se impide cuando las células denditricas convencionales se disminuyen transitoriamente
durante la exposicion oral (C. R. Raymond, Aucouturier, & Mabbott, 2007)], o mediante endocitosis
en vesiculas cuyo mecanismo es dependiente de ferritina (Mishra et al.,, 2004). Desde aqui, los
priones pueden replicarse y establecerse en el sistema inmune a través de la infecciéon de linfocitos,
macrofagos y células dendriticas de los centros germinales, que expresan cantidades
considerablemente altas de PrP¢ (Adriano Aguzzi & Calella, 2009; Cashman et al., 1990; Kitamoto,
Yamaguchi, Doh-ura, & Tateishi, 1991). Mas tarde, la PrPsc asciende retrégradamente a través de las
fibras eferentes del sistema nervioso simpatico y parasimpatico (Beekes, McBride, & Baldauf, 1998;

McBride et al., 2001), alcanzando la médula espinal y finalmente el encéfalo (Hoffmann et al., 2007).

Aunque es evidente que los priones son capaces de alcanzar el SNC, alin no se conoce en
detalle como son transportados a través de los nervios periféricos (Glatzel & Aguzzi, 2000).
Basandonos en la hipdtesis de “solo proteina”, se podria suponer un mecanismo donde la PrPse
infiltrada desde el tejido linforeticular iria mal plegando la PrP¢ que se encuentre en la superficie de
las células del sistema nervioso y asi se propagaria secuencialmente hasta alcanzar el SNC.
Realmente, este mecanismo es una hipdtesis sin fundamento real aunque encaja perfectamente con
la extremadamente lenta velocidad de propagacion neuronal de los priones (Kimberlin, Hall, &
Walker, 1983). Algunas evidencias muestran que mecanismos de transporte axonal y no axonal
podrian estar implicados, asf como otras células del sistema nervioso central como las células de

Schwann (Adriano Aguzzi & Calella, 2009).

Asfi pues, aunque esta claro que el sistema inmunolégico forma una parte importante de la
patologia periférica de las EETs, atin queda por aclarar qué células son las responsables de esa
propagacion periférica. La participacion del sistema inmunolégico va mas alla en la patologia de las
enfermedades pridnicas adquiridas, puesto que una infeccion exitosa requiere ser capaz de
evadirlo. Probablemente, la respuesta inmunoldgica esta restringida por el hecho de ser una
proteina que se expresa de forma endégena aunque mal plegada y posiblemente también porque
los epitopos conformacionales deben ser de dificil acceso debido al empaquetamiento y las grandes
glicosilaciones de los multimeros de PrPS¢ (Kraus, Groveman, & Caughey, 2013). No obstante, una
vez que los priones alcanzan el SNC, se da una notable activacién de la microglia cuya ablacién
farmacolégica produce un incremento significativo de PrPSc¢ (Heppner, Arrighi, Kalinke, & Aguzzi,

2001).

Ademadas de esta via, se han descrito otras formas de neuroinvasién. De hecho, se han
reportado varios casos de propagacion de priones directamente al cerebro durante procedimientos
quirdrgicos (como utilizacién de derivados hipofisiarios, trasplantes de cérneas o injertos de
duramadre) asi como a través de del sistema circulatorio mediante transfusiones sanguineas de
individuos infectados (Barrenetxea, 2012). Por tultimo, otra via de transmisiéon de priones mucho

menos habitual podria darse a través de aerosoles, los cuales llevan a cabo la invasién de
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estructuras neuronales desde las vias respiratorias sin necesidad de una replicacién previa del
agente en los 6rganos linfoides (Haybaeck et al,, 2011). La difusién de los priones -es decir, la
distribucidon sobre un area del espacio- ya sea de célula a célula, de un tejido a otro o de un
individuo a otro, estd determinada por su mecanismo de autopropagacion acoplado a la habilidad
de superar los mecanismos de control de calidad proteica existentes en las células (Deriziotis et al.,
2011; Heiseke A, 2010). La difusion de una célula a otra parece ser ayudada o favorecida por la
proximidad de las mismas (Kanu et al., 2002; Paquet et al.,, 2007) y por el anclaje de la PrP¢ a la
membrana celular externa a través de su GPI (Baron & Caughey, 2003; Speare, Offerdahl,
Hasenkrug, Carmody, & Baron, 2010). Estos fendmenos pueden ir asociados a exosomas u otro tipo
de vesiculas (Fevrier et al., 2004; Magalhies et al.,, 2005; Vella et al., 2007) o pueden darse a través

de nanotubos que forman tineles intercelulares (Gousset et al., 2009).

Finalmente, e independientemente de como tenga lugar la neuroinvasion, la diseminacién
de los priones de hospedador a hospedador, la cual define su transmisibilidad, esta bastante bien
definida y se encuentra favorecida por la resistencia fisico-quimica que presenta el agente (Kraus et
al, 2013). Actualmente se ha detectado presencia de priones en la saliva, la piel (M. C. Garza,
Monzon, Marin, Badiola, & Monleon, 2014; Thomzig et al., 2007), la placenta (Andréoletti et al,,
2002; Maria Carmen Garza et al, 2017), glandulas mamarias (Ligios et al., 2005), secreciones
nasales y en las heces de animales infectados, por lo que también suponen un elemento de riesgo
para la transmisién del prion por via oral (Gough & Maddison, 2010; Haley et al., 2011; Tamgiiney
etal, 2012).

2.4. La diversidad de los priones

Uno de los fendmenos mds fascinantes de la biologia de los priones es la existencia de una
diversidad de conformaciones de PrPSc con una misma secuencia aminoacidica. De hecho, este
fenémeno es uno de los que mas ha cuestionado la hipotesis de “s6lo proteina” dado que una misma
secuencia de aminoacidos da lugar a distintas cepas de priones capaces de generar distintos
fenotipos de enfermedades pridénicas cuando son transmitidas a un mismo hospedador. Las
distintas caracteristicas fenotipicas que se observaron por primera vez en 1991 en un mismo
hospedador no sdlo eran evidentes en cuanto a sintomatologia, sino también en relacion al patrén
de depdsitos de proteina agregada, periodo de incubacidn, perfil de lesiones histopatolégicas y
areas de dianas neuronales especificas o tropismo (M. E. Bruce, McConnell, Fraser, & Dickinson,
1991). A la hora de identificar y clasificar las distintas cepas pridnicas se toman en consideracion
propiedades como el periodo de incubacién o el perfil de lesiones histopatolégicas (M. E. Bruce,
2003). La primera evidencia de la existencia de diferentes cepas priénicas fue observada cuando se
inoculé un conjunto de cabras con una mezcla de cerebros procedente de ovejas enfermas de
scrapie. La trasmision de scrapie dio lugar a dos fenotipos clinicamente diferentes, denominados

“scratching” y “drowsy” (I. H. Pattison, Gordon, & Millson, 1959; 1. H. Pattison & Millson, 1961).
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Datos experimentales disponibles hasta el momento proporcionan claras evidencias de que
las cepas pridnicas estdn codificadas por una variedad de conformaciones que la PrPSc puede
adoptar, las cuales pueden afectar a sus propiedades bioldgicas y bioquimicas. Es decir, la
especificidad de las cepas parece estar determinada por la estructura terciaria y/o cuaternaria de la
proteina pridnica, lo cual va acorde con la hipétesis de “sélo proteina”. Estas diferencias
moleculares podrian ser las causantes de la diversidad de signos clinicos que muestran las

enfermedades prionicas.

La primera evidencia de que diferencias morfolégicas podrian determinar la diversidad de
propiedades bioldgicas de las cepas pridnicas procede de un estudio en el cual fibras de PrPsc de
ratones y hamsteres infectados con scrapie (denominadas ME7 y 139A en ratén y 263K en hamster)
fueron aisladas y sus propiedades comparadas (Kascsak et al, 1985). ME7 y 139A poseian
morfologia y sensibilidad a la digestiéon con PK diferentes respecto a la 263K de hamster, a pesar de
tener un origen comun. En otro estudio, se observé la emergencia de dos cepas distintas
(denominadas Hyper y Drowsy), tras la inoculacién en hamsteres de un aislado de ETV dando lugar
a dos fenotipos completamente diferentes a pesar de su origen y hospedador comun. Durante la
purificacién de la PrPSc acumulada en los encéfalos de estos hamsteres infectados, se observaron
ciertas diferencias en propiedades de sedimentacion movilidad electroforética, inmunoreactividad
en su region N-terminal, resistencia al tratamiento con desnaturalizantes y sensibilidad al
tratamiento con PK (Bessen & Marsh, 1992a, 1992b, 1994). Estos hallazgos indicaron que, aunque
originariamente las cepas proceden del mismo hospedador, las moléculas de PrPsc de cepas
pridnicas diferentes varian en su conformaciéon y/o composicion. A dia de hoy, dado el
desconocimiento de las estructuras terciaria y cuaternaria de la PrPsc, resulta imposible determinar
en qué consisten dichas diferencias estructurales y como determinan las diferencias fenotipicas
entre cepas. Otro aspecto destacable y relacionado con el concepto de cepa es el fendmeno de
“memoria” (M. Bruce et al., 1994), referido al hecho de que una determinada cepa pueda ser aislada
nuevamente en la especie de origen, tras haber sido transmitida a una especie intermedia con

distinta secuencia de PrP.

Por otro lado, la investigacién con levaduras ha proporcionado informacién esencial para
entender el fendmeno de cepa. A modo de ejemplo, el grupo del Weissman y Cullin mostraron la
existencia de una correlacién directa entre la estabilidad de las fibras de Sup35 procedentes de
levaduras y su capacidad propagativa (Immel et al., 2007; Tanaka, Collins, Toyama, & Weissman,
2006; Tanaka, Chien, Naber, Cooke, & Weissman, 2004). Un ensayo de estabilidad conformacional
de 30 aislados pridnicos diferentes demostré una relacion lineal entre las concentraciones de
cloruro de guanidinio que se necesita para desnaturalizar el 50% de las moléculas de PrPsc y el
tiempo de incubacién. Esta nueva informacion sugirié que la baja estabilidad de la PrPSc favorece la
fragmentacion de las moléculas de la PrPSc, de este modo, podria aumentar el numero de nucleos de
agregacion acelerando la formacion de PrPsc lo que conllevaria tiempos de incubacién mas cortos

(Legname et al., 2006).
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Ademas del tiempo de incubacioén, la estabilidad pridonica se ha asociado también con la
habilidad relativa de las distintas cepas de priones a la hora de invadir el SNC (Bett, Joshi-Barr, et
al,, 2012). De esta forma, las cepas pridnicas altamente neuroinvasivas parecen ser mas inestables
conformacionalmente cuando se encuentran en condiciones desnaturalizantes y de forma eficiente
forman agregados difusos de PrP, no agregados fibrilares, lo que produce una progresiéon rapida de
la enfermedad en ratones. Por otra parte, las cepas con una menor capacidad de neuroinvasion
serian aquellas que forman placas densas, con alta afinidad al rojo congo, y fibrilares, siendo el

progreso de la enfermedad mas lento.

Las proporciones relativas de las formas diglicosilada, monoglicosilada y no glicosilada de
la PrPsc varian entre las cepas de priones y se mantienen estables durante inoculaciones seriadas en
animales (Collinge et al., 1996; R. E. Race et al,, 2002) y también durante la propagacién de priones
in vitro (Castilla, Morales, et al., 2008). Esto parece sugerir que las cepas de prion podrian estar
supeditadas a una combinacién de la conformacién de la PrP y de su patrén de glicosilacién. En
algunos casos, estas propiedades suelen mantenerse de forma robusta con lo que pueden ser
utilizadas para clasificar y distinguir determinadas cepas de prion. No obstante, el descubrimiento
de priones que no presentan el patrén de tres bandas caracteristico tras la digestién con PK ha
hecho que se distingan dos grandes grupos de cepas pridnicas. Primeramente tenemos las clasicas,
que presentan el patrén de tres bandas con diferentes proporciones seguin la cepa; y en segundo
lugar las atipicas, que ademas de poder presentar las tres bandas, que en la mayoria de los casos no
suelen estar muy bien definidas, se caracterizan por mostrar fragmentos internos de la PrP
resistentes a PK y escindidos en los extremos amino y carboxilo de entre 6 y 8 kDa segun la cepa.
Algunos ejemplo de cepas atipicas que han sido encontradas son: diferentes cepas causantes del
sindrome de GSS (P. Parchi et al,, 1998; Piccardo et al., 1998; Piccardo et al., 2001; Tagliavini et al.,
2001), la cepa causante de la VPSPr (Gambetti et al., 2008; W. Q. Zou et al,, 2010) en humanos y la
cepa de scrapie atipico llamada Nor98 que afecta a pequefios rumiantes (Pirisinu et al., 2013). Sin
embargo, en el caso de los bovinos se han detectado otras cepas que presentan un patrén tribanda
solo distinguibles por su particular movilidad electroforética (Balkema-Buschmann et al,, 2011) y
denominadas atipicas no por presentar un patrén atipico sino por ser minoritarias respecto a la

EEB clasica.

El fenémeno de tropismo celular es una de las caracteristicas mas llamativas de las cepas
pridnicas, esto es, la capacidad selectiva que presentan las cepas a la hora de invadir y colonizar las
diferentes regiones del cerebro, mostrando dianas neuronales especificas que llevan a distintos
signos clinicos y patrén de deposicion de PrPSc en el cerebro. A pesar de que el fendmeno de
tropismo ha sido ampliamente estudiado en una gran variedad de lineas celulares capaces de
propagar distintas cepas de priones, alin se desconoce qué es lo que define este tropismo celular en
cada una de las cepas de priones (S. P. Mahal et al., 2007). Se ha propuesto que el comportamiento
de cepa podria estar definido por la estructura supramolecular del prion. Esta influiria en su

habilidad de unirse o interaccionar con moléculas especificas, como por ejemplo distintos
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receptores celulares, y por tanto, su capacidad de propagacién seria dependiente de un tipo celular
especifico (Adriano Aguzzi & Calella, 2009). Este postulado implicaria que el tropismo celular de las
cepas de priones estaria controlado por la existencia de cofactores celulares especificos, ya sean
chaperonas, receptores especificos de captacion, especies de ARN, entorno lipidico caracteristico,
molécula de PrP modificada de una manera post-transduccional especifica o un entorno subcelular
particular. Esta hipotesis se basaria en la existencia de cofactores especificos potencialmente
existentes en cada tipo celular y necesarios para la conversion de ciertas cepas prionicas (A. Aguzzi,
Heikenwalder, & Polymenidou, 2007). Este hecho se observaria también in vitro cuando se utiliza el
dextrano sulfatado como cofactor permitiendo la propagacién selectiva de una determinada
variante conformacional (Fernandez-Borges, Di Bari, et al, 2017). Por otra parte, otras teorias
apoyan que debido a que el proceso de glicosilacion difiere entre los distintos tipos celulares, el
patrén de glicosilacion de la PrPSc podria actuar como conductor de la misma hacia una regién
determinada del SNC (Collinge et al, 1996). De esta forma, se evidencia que las glicoformas
concretas de PrPsc podrian propagarse de forma mas eficiente en poblaciones neuronales que

expresan una glicoforma similar de PrPC en la superficie celular (Collinge, 2001).

De forma general y teniendo en cuenta todo lo anteriormente comentado, las cepas

pridnicas puede caracterizarse de acuerdo a una serie de diferentes parametros:

-Propiedades biolégicas. Las diferentes cepas provocan diferentes fenotipos de enfermedad
que son identificados por sus periodos de incubacién, signos clinicos y alteraciones
histopatoldgicas tales como distribucién de la PrPsc, perfiles de lesiones (espongiosis) y

tropismo celular y de tejidos.

-Propiedades bioquimicas. Cada cepa de prion presenta un conjunto especifico de
caracteristicas bioquimicas. Entre otros, pueden diferir en su estabilidad frente a agentes
desnaturalizantes, patrén de glicosilacion y movilidad electroforética después de la
digestion con PK y en su relativa resistencia a la degradacion proteolitica. Ademas, también
se han descrito diferencias entre cepas referente a sus afinidades por la unién a metales
(WadsworthJonathan et al., 1999), es el caso de dos tipos diferentes de PrPsc humanas,
vistas clinicamente como subtipos diferentes de la clasica ECJ, pueden ser interconvertidas
in vitro alterando los sitios que ocupan los metales. La dependencia conformacional de
PrPsc sobre la unién a cobre y zinc representa un nuevo mecanismo para modificaciones

postraduccionales de la PrP y, por tanto para la generacién de variabilidad de cepas.

-Propiedades conformacionales. Distintas cepas de priones pueden tener patrones de
resistencia a proteasa similares pero pueden distinguirse por sus conformaciones. Las
diferencias conformacionales de las cepas pueden demostrarse por técnicas de
sedimentacién (Bessen & Marsh, 1992a), dispersion de luz (Scheibel & Lindquist, 2001),
tanto como por microscopia electrénica de transmisiéon como de fuerza atémica (Serio et

al,, 2000), a través de estudios basados en cambios estructurales, por dicroismo circular
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(Jiri Safar et al,, 1998) y a través del mapeo de epitopos (inmunoensayo dependiente de la

conformacién) (W.-Q. Zou et al.,, 2003).

3. Barrera de transmision.

La transmisién de enfermedades pridnicas entre diferentes especies de mamifero, aunque
es factible, puede verse restringida por el fenémeno denominado barrera de transmisién o barrera
de especie. La existencia de dicha barrera de transmisidn se traduce en una prolongacién de los
tiempos de incubacién y/o una tasa de ataque incompleta, es decir, en que no todos los animales
inoculados desarrollan la enfermedad (Dickinson, 1976) cuando se transmiten de una especie a
otra. Habitualmente, durante una primera infeccién interespecifica de priones, no todos los
animales infectados sucumben a la enfermedad y, en caso de hacerlo, se observan tiempos de
incubaciéon mas prolongados y variables que cuando la transmisién tiene lugar dentro de la misma
especie, donde todos los animales sucumben transcurrido un periodo de incubacidn relativamente
corto y similar. Los tiempos de incubacién se van reduciendo a lo largo de pases o transmisiones
sucesivas en la nueva especie hasta que finalmente se estabilizan, siendo posible cuantificar de
cierta forma el grado de barrera existente entre las dos especies (donadora y aceptora) midiendo la
reduccidén del tiempo de incubacion que se da entre el primer y segundo pase. No obstante, 1a forma
mas rigurosa de llevar a cabo una cuantificaciéon de la barrera existente es a través de estudios
comparativos de titulacion, en los que los animales de la especie donante y de la especie receptora
son inoculados con diluciones seriadas del in6culo priénico comparandose de esta forma la Dosis
letal 50 (del inglés Lethal dose 50 %, LD50) media de cada especie. De hecho, el efecto de una
barrera de especies (por ejemplo, la existente entre ratéon y hamster) es que pocos animales, si los
hay, sucumben a la enfermedad en un primer pase alcanzando periodos de incubacién préximos a
la esperanza de vida de la especie en cuestion (Collinge, 2001). Asi, ratones inoculados con PrPsc de
hamster desarrollan la enfermedad tras 500 dias post-inoculacién, tiempo que se reduce a 130 dias
si se trata de PrP5¢ murina. Sin embargo, en pases posteriores seriados dentro de la misma especie
se observa una reduccion del periodo de incubacion, hasta que finalmente se adapta a la nueva
especie, como sucede con el patréon de lesidn y otras propiedades neuropatolégicas (M. E. Bruce,

2003).

Los primeros estudios sobre las bases moleculares de la barrera de transmision apuntaban
a que podria deberse a un efecto acumulativo de factores tales como la eficiencia de conversién y la
patologia causada por la cepa seleccionada (Kimberlin, Cole, & Walker, 1987; Kimberlin, Walker, &
Fraser, 1989). Posteriormente, se argumenté que esta barrera residia principalmente en las
diferencias existentes en la estructura primaria de la PrP entre la especie de la que procedia el
indculo y la especie hospedadora (S. B. Prusiner et al.,, 1990; M. Scott et al., 1989; M. Scott et al,,
1993). Varios estudios han corroborado esta teoria, entre los que cabe mencionar el uso de ratones
transgénicos que expresaban las PrP de hamster junto con la enddgena murina, donde la infeccién
con una cepa de hamster daba lugar a la formacién de PrPSc compuesta mayoritariamente por PrP

de hamster mientras que la inoculacién con una cepa murina, daba lugar a agregados compuestos
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por PrP de ratén (S. B. Prusiner et al,, 1990). La importancia de la similitud de las secuencias de PrP
en la determinaciéon de las barreras de transmisién queda patente cuando una misma especie
presenta variantes polimorficas de PrP. Este es el caso de la diferente susceptibilidad de los ratones
de genotipo a y genotipo b, cuyas PrPs difieren en dos residuos aminoacidicos y muestran tiempo
de incubacién muy dispares en funcién de la cepa pridnica inoculada (Carlson et al,, 1988), o los
diversos polimorfismos que aparecen en las PrPs ovinas y que determinan su mayor o menor
susceptibilidad a la infeccion por scrapie (Laude et al., 2002). De igual forma, el hecho de que la EC]
esporadica y adquirida se dé principalmente en individuos homocigotos para el polimorfismo del
residuo 129 (M129M) de la PrP, apoya la idea de que el proceso de propagacién de priones es mas
eficiente cuando la PrPs¢ y la PrPC que interaccionan poseen idéntica estructura primaria (Collinge,
2001; Collinge, Palmer, & Dryden, 1991; Palmer, Dryden, Hughes, & Collinge, 1991); es mas,
experimentos con ratones transgénicos han mostrado que el polimorfismo V129 actiia como
barrera de transmisién para el agente EEB y produce alteraciones en el fenotipo de la enfermedad
(Wadsworth et al., 2004). No obstante, la relaciéon entre similitud de secuencias primarias entre
PrPSc y PrPC y el grado de barrera de transmisiéon no es directa, ya que la sustituciéon de
determinados residuos aminoacidicos puede tanto ejercer un efecto insignificante en la capacidad
de transmitir como, por el contrario, llegar a prevenir la transmisién de la enfermedad o al menos
su desarrollo a lo largo de la vida del animal infectado (Priola & Chesebro, 1995). Los cambios
aminoacidicos relevantes en la barrera de transmisién pueden darse a lo largo de toda la secuencia
de la PrP, pero no todos ellos influyen de la misma forma en la eficiencia de transmisién. La
cantidad de aminoacidos coincidentes entre indculo y sustrato de la regidn central de la PrP tienen
generalmente mayor efecto sobre la eficiencia del proceso de conversion (M. Scott et al., 1993; M. R.
Scott, Kohler, Foster, & Prusiner, 1992; Glenn C. Telling et al., 1995). Sobre todo, la regién del
denominado lazo rigido que separa la segunda hélice-a de la segunda lamina-f3 (residuos del 165 al
175 en la proteina pridnica del ratén) ha sido establecida como zona critica en la estructura de la
PrPC¢ dado que cambios minimos en su secuencia aminoacidica influyen significativamente en la
susceptibilidad del raton a scrapie, EEB, scrapie adaptada a ratén, EDC (del inglés Chronic wasting
disease, enfermedad debilitante crdnica) y scrapie adaptada a hamsteres (Bett, Fernandez-Borges,

etal., 2012; Sigurdson et al., 2011; Sigurdson et al., 2010).

Sin embargo, las diferencias aminoacidicas entre PrPs de donante y receptor no son el
Unico determinante de las barreras de transmisién. En estudios relacionados con enfermedades
priénicas humanas se comprobé que la transmision de la EC] esporadica a ratones es muy
ineficiente (Collinge et al., 1995; A. F. Hill et al,, 1997). Por el contrario, y a pesar de que posee la
misma secuencia de PrP que la EC] esporadica, la VEC] se transmite facilmente en ratones salvajes
(A. F. Hill et al,, 1997). También puede darse el caso de que una determinada cepa se transmita con
relativa facilidad a otras especies; este comportamiento fue observado en la cepa responsable de la
encefalopatia espongiforme bovina. Esta cepa es muy promiscua y se transmite muy eficientemente
a un rango amplio de especies, siendo capaz de mantener sus caracteristicas bioldgicas al pasar a

especies intermediarias y con distinta secuencia de la PrP (M. Bruce et al., 1994). A raiz de estos
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hallazgos y dado a que dos cepas con la misma secuencia de aminoacidos y propagadas en el mismo
hospedador pueden sufrir barreras completamente diferentes, empezé a favorecerse el uso del
término “barrera de transmisidon” frente al de “barrera de especies” (Collinge, 1999; Collinge &

Clarke, 2007).

Recientemente, la PrPC del topillo rojo ha sido propuesta como la proteina aceptora
universal de priones (Watts et al.,, 2014) desde que ratones transgénicos sobreexpresando la PrPc¢
de esta especie son susceptibles a una amplia variedad de aislados priénicos procedentes de
diferentes especies, entre los que se encuentran pirones humanos, oveja, hamster, ratén, alce y
cobayas, entre otras. Este excepcional promiscuidad de los ratones transgénicos que expresan la
PrP del topillo rojo indica ademas que solo un pequefio nimero de aminoacidos diferentes en la PrP

influye en la eficiencia de conversion de priones.

Sin lugar a dudas, una de las técnicas que mas luz ha arrojado al estudio de las barreras de
transmisién ha sido la PMCA; esta replica la propagaciéon de priones que podria suceder in vivo,
manteniendo las propiedades de cepa y por ello resulta una herramienta de gran utilidad para el
estudio del fendmeno de las barreras de transmision (Fernandez-Borges, de Castro, & Castilla,
2009). La correlacidén existente entre lo que sucede in vivo y lo que ocurre in vitro haciendo uso de
la PMCA ha sido demostrada en diversas ocasiones, un ejemplo de ello es el de las cepas generadas
en PrP de cérvido a partir del mismo prion murino, denominado RML (del inglés Rocky Mountain
Laboratory), mediante PMCA e in vivo, que muestras propiedades idénticas al ser inoculados en
animales (Green et al.,, 2008). De esta forma, la PMCA permite la utilizacién de una amplia variedad
de cepas de priones para evaluar diversas PrP polimérficas y sus barreras de transmisidn, las cuales
son costosas de evaluar in vivo (Fernandez-Borges et al, 2009). Como ejemplo mas claro de la
utilizacion de la PMCA para el estudio de este fendmeno es el realizado con priones de ratéon y
hamster, dos de los modelos mas utilizados para el estudio de las enfermedades pridnicas. A través
de PMCA, se consiguid adaptar un prion de hamster a ratén en 2 o 3 semanas, lo que in vivo requirié
al menos de 3 o 4 pases seriados de inoculacion (tiempos de incubacién medios de 150-200 dias
desde su inoculacién por cada pase), lo que demostré que la PMCA permite cruzar barreras de
transmision existentes in vivo con una cinética acelerada (Castilla, Gonzalez-Romero, et al., 2008).
No obstante, la relativa facilidad con la que pueden superarse algunas barreras de transmision in
vitro supone una desventaja. Esto se observa cuando algunas barreras infranqueables en
experimentacién in vivo, ni siquiera con animales transgénicos con sobre expresiéon de PrP
(Sigurdson et al,, 2006) han sido superadas con la utilizaciéon de la PMCA. Por tanto, los resultados
obtenidos con este sistema deben evaluarse con cautela y no pueden ser extrapolados directamente
a la situacion que podria darse in vivo. No obstante, esta limitacién puede resolverse, al menos en
parte, estableciendo pardmetros controlados empiricamente respecto a un estandar y evitando la

conversion de practicamente cualquier PrPC¢,

Indudablemente el fenémeno de barrera de transmisién resulta de vital importancia para

valorar el riesgo de infeccién entre especies y sus implicaciones en salud publica y animal. Al
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respecto, un estudio de Espinosa y colaboradores en ratones transgénicos que expresan la PrP
bovina, pone de manifiesto que el agente causal de la EEB sufre una serie de alteraciones al
traspasar la barrera de especie que supone la infeccién en ganado ovino, que afectan a sus
propiedades patolégicas y redundan en un incremento de virulencia con respecto a la EEB. El
incremento de virulencia en este prion emergente de EEB pasado por oveja implica un riesgo
evidente de transmisibilidad potencial que atafie a otras especies, incluyendo al humano (Espinosa
et al,, 2007). No obstante, la determinacién y cuantificaciéon de una barrera de transmision es
posible cuando se tienen datos sobre su transmisibilidad, es decir, si se conoce su transmisibilidad
in vivo; cuando lo realmente util seria un método de prediccién del grado de barrera de transmision
existente entre una especie y otra para evaluar la posibilidad de nuevas epidemias de origen
zoondtico. Una herramienta inexistente actualmente debido a que no se conoce en detalle qué

determina el grado de la barrera de transmisién entre especies.

4. Generacion y propagacion in vitro de priones.

Uno de los mayores avances y de mayor importancia en el campo de la investigacién con
priones ha sido la obtencién de sistemas capaces de mimetizar in vitro de una forma eficiente y
fidedigna el proceso de conversién que tiene lugar in vivo en animales y humanos afectados de
EETs. A lo largo de estos afios, con la finalidad de estudiar en detalle la naturaleza del agente
infeccioso se han desarrollado varios sistemas in vitro distintos que imitan el proceso de conversion
contribuyendo a una reduccién notoria tanto del coste como del tiempo de incubacién que se

derivan de la experimentacion in vivo en modelos animales.

Los tres sistemas mas utilizados son: el ensayo de conversion libre de células, la conversion
inducida por agitacion o QulC (QUaking Induced Conversion) y la técnica utilizada a lo largo de toda

esta tesis, la PMCA.

4.1. Ensayo de conversion libre de células

El primer sistema descrito que mimetiza el proceso de conversion de PrP¢ a PrPsc fue
desarrollado por el grupo de Byron Caughey. Este sistema se basa en el uso de las isoformas
purificadas: PrPCy PrPSc. Tras desnaturalizar la PrPSc mediante el uso de agentes caotrépicos se
permitio su renaturalizacion por medio de una dilucion del agente desnaturalizante. Se observé que
la PrPsc renaturalizada era capaz de inducir el cambio conformacional de la PrP¢ en condiciones
ligeramente desnaturalizantes que previamente habia sido marcada con radiactividad con el fin de

facilitar su deteccién (Kocisko et al., 1994).

El desarrollo de este sistema ha permitido la identificacion de factores que afectan al
proceso de conversion, asi como al entendimiento de la barrera de transmisién (G. J. Raymond et al.,
2000). Sin embargo, la mayor aportacién de este sistema de propagacion ha sido la demostracién
de que la PrPsc es capaz de transformar PrP¢ a una isoforma andmala sin la interaccién de ningin

otro componente, tal como predice la hip6tesis de “sélo proteina”. No obstante, el bajo rendimiento
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de la conversion observada junto con las condiciones no fisioldgicas empleadas durante el proceso
de conversion y el exceso de PrPSc necesaria para iniciar la propagacion, han dificultado mucho la

evaluacion de la infectividad de la proteina generada in vitro.

4.2. Conversién inducida por agitacién o QulC

El método QuiC fue desarrollado en 2008 por el grupo de Byron Caughey (Atarashi et al.,
2008), convirtiéndose en uno de los métodos mas populares para el mal plegamiento de priones in
vitro. Es una técnica de deteccién ultrasensible que presenta una sensibilidad del 96% y una
eficacia del 100% cuando se utiliza para detectar PrPSc proveniente de liquido cerebroespinal de
pacientes portadores de EC] (Orrd, Groveman, Hughson, et al., 2015). El método se basa en la
conversion de una PrP recombinante (recPrP) usando PrPS¢ como inductor de la formaciéon de
agregados amiloides (Atarashi, Sano, Satoh, & Nishida, 2011). Mediante ciclos de agitacién vigorosa
e incubacion se favorece la formacién de agregados cuya deteccién puede monitorizarse en tiempo
real a través de fluorescencia utilizando un compuesto con afinidad por proteinas ricas en ldmina &,
la Tioflavina T (del inglés Thioflavine T, ThT). La agitacion, un factor importante en este ensayo,
promueve la fragmentacion de las fibrillas amiloides, formando asi mas semillas reactivas. Estas
semillas nuevas que se forman reclutan mas proteinas recombinantes provenientes del sustrato,
induciendo mas conversiéon y dando lugar a un incremento exponencial en la formaciéon de

amiloides.

Desde el desarrollo del QulC a tiempo real, sus aplicaciones han sido expandidas a varias
areas de la investigacién de priones incluyendo el diagndstico de enfermedades pridnicas tanto
humanas (Atarashi, Satoh, et al, 2011; Orru et al, 2014) como animales (Haley et al., 2016;
Levavasseur et al, 2017), diferenciaciéon de cepas pridonicas (Levavasseur et al, 2017; Orrq,
Groveman, Raymond, et al,, 2015) y ensayos de titulacién de la infectividad priénica (Henderson et

al,, 2015; Wilham et al,, 2010).

4.3. Amplificacion ciclica de proteinas mal plegadas (PMCA)

En un intento de mejorar el sistema de conversion libre de células (Kocisko et al., 1994), en
el aflo 2000 se realizo la primera transformacion de PrP¢ a PrPsc partiendo de cantidades infimas de
esta dltima mediante el uso de la sonicacién (Saborio, Permanne, & Soto, 2001). Este estudio dio
lugar al inicio de la técnica de amplificacion ciclica de proteinas mal plegadas o PMCA (del inglés
Protein Misfolding Cyclic Amplification). Dos elementos fueron claves para el desarrollo de esta
técnica: i) el sistema previo del grupo de Caughey que demostroé la capacidad de replicacién de una
proteina por s{ misma en un tubo de laboratorio (Kocisko et al., 1994) y ii) un sistema ciclico
basado en un bafio de ultrasonidos/incubaciéon que facilité el proceso (Saborio et al., 2001).
Conceptualmente, la PMCA es analoga de la amplificacion de ADN mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa o PCR (del inglés polymerase chain reaction) donde un molde crece a expensas de

un sustrato en una reaccion ciclica.
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Aunque la PMCA inicialmente fue desarrollada para realizarse manualmente, pronto fue
automatizada con el fin de aumentar su sensibilidad, especificidad y rendimiento (Castilla, Saa,
Hetz, et al,, 2005; Castilla et al., 2006; Saa, Castilla, & Soto, 2005, 2006b). La técnica, representada
en la figura 6, se basa en un proceso ciclico que permite una replicacién acelerada de priones in
vitro, en el cual cada ciclo se compone de dos fases. Durante la primera fase, la muestra que
contiene pequefias cantidades de PrPSc que actia de molde es incubada en presencia de un gran
exceso de PrP¢, el sustrato de la reaccidn, lo a expensas del cual se forman nuevos agregados de
PrPsc, Tras esta fase de incubacidn, las muestras se someten a la accion de ultrasonidos con el fin de
romper los agregados de PrPS¢, multiplicando asi el nimero de ntcleos de crecimiento para la
continua conversioén posterior. Con cada ciclo sucesivo, se produce un aumento exponencial de
nucleos de agregacion acelerandose el proceso de conversion exponencialmente (Saa et al.,, 2005).
De esta manera, tras varios ciclos de incubacidn-sonicacién se incrementan significativamente los
niveles de priones en la muestra desde valores indetectables hasta niveles facilmente detectables

mediante técnicas bioquimicas (Saborio et al., 2001).
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Figura 6. Representacion esquematica de un ciclo de PMCA. Estin representadas las dos fases
que comprenden un ciclo de PMCA: 1) fase de crecimiento de los agregados; y 2) fase de

multiplicacién de los nticleos de agregacion.

La técnica de PMCA ha sido modificada y adaptada varias veces desde su creaciéon: nuevas
ideas, equipos mas sofisticados y nuevas aplicaciones han sido elementos esenciales para su
actualizacion. Sin embargo, el proceso molecular que tiene lugar durante la replicacion de priones
in vitro, auin se desconoce. Se ha sugerido que la primera fase de latencia basada en la nucleacién
inicial podria ser el evento mdas importante para obtener un buen nivel de amplificacién. La
nucleacién es un proceso muy susceptible que puede ser inhibido o alterado por distintos factores
fisico-quimicos: semillas homoélogas o heterdlogas, temperatura, concentraciéon de PrP o

inhibidores de nucleacién entre otros.

La PMCA ha demostrado ser un método eficaz in vitro al mimetizar algunos de los pasos
fundamentales implicados en la replicaciéon de priones in vivo. Se trata de una técnica de gran
utilidad para replicar de manera eficiente una variedad de cepas de priones infecciosas en distintas
especies manteniendo las caracteristicas de dicha cepa (Castilla, Morales, et al., 2008). Esta técnica
también es capaz de mimetizar gran parte de los fendmenos de barrera de transmisién y

adaptacion caracteristicos de muchas cepas de prion (Castilla, Gonzalez-Romero, et al., 2008). Sin
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embargo, no podemos olvidar que la PMCA naci6 fundamentalmente para mejorar el diagndstico de
las EETs y, por ello, ha sido utilizada para la deteccidn de priones en la mayoria de los tejidos y
fluidos corporales. A modo de ejemplo, esta metodologia se utiliz6 para detectar por primera vez
priones en sangre proveniente de animales tanto sintomaticos como presintomaticos (Castilla, Saa,

& Soto, 2005; Saa, Castilla, & Soto, 2006a).

Por otro lado, esta técnica también permiti6é confirmar algunos de los postulados centrales
de la hipotesis de “sélo proteina”. De esta forma se observo como la conversion PrP¢-PrPsc tenia
lugar de forma ciclica y que la nueva PrPSc generada era capaz de propagar el cambio de
conformacién a otras PrP¢ (C. Soto, Saborio, & Anderes, 2002). En la tltima década, la replicacién in
vitro de priones ha sido decisiva para confirmar esta hipétesis, fundamentalmente gracias a la
generacion de priones infecciosos mediante el uso de sustratos basados exclusivamente en PrP

recombinante (]. I. Kim et al.,, 2010).

Todos estos logros de la PMCA afiadidos a su capacidad para generar nuevos priones (de
novo) in vitro (Castilla, Gonzalez-Romero, et al., 2008; Chianini et al., 2012), asi como su uso para la
evaluacion de los riesgos potenciales de transmision de diferentes cepas de priones en seres
humanos y animales, hacen que esta técnica esté siendo una de las herramientas mas importantes

de la tltima década en el campo de los priones.

4.3.1. El uso de PrP recombinante en PMCA

En los udltimos afios se han realizado diferentes estudios con el objetivo de generar priones
sintéticos infecciosos mediante el uso de recPrP. Esta proteina al generarse a través de su expresiéon
en bacterias presenta dos diferencias importantes a tener en cuenta en los estudios de propagacion
in vitro y de infectividad in vivo: i) carece de glicosilacion y ii) carece de la secuencia C-terminal
hidrofébica que sirve de anclaje al GPI. A pesar de las diferencias que presenta esta proteina de
origen bacteriano comparada con la proteina expresada en células eucariotas, su utilizacién en la
técnica de PMCA ha permitido la generacion de priones infecciosos sintéticos. De tal forma que Kim
y colaboradores mediante el uso de semillas de PrPSc generaron priones infecciosos utilizando
sustratos basados exclusivamente en PrP recombinante sin la necesidad de ningin otro cofactor.
Aunque su infectividad fue limitada, inicamente utilizaron sales y detergentes ademas de la recPrP
(J. L. Kim et al,, 2010). La definicién de infectividad limitada responde a que no todas las PrP
recombinantes mal plegadas in vitro en una isoforma resistente a PK, resultan tan infecciosas como
las semillas de origen cuando se inoculan in vivo, siendo gran parte de estas proteinas mal plegadas

no infecciosas.

Otro estudio desarrollado por el grupo de Jiyan Ma demostré que era posible la generacion
de priones recombinantes in vitro de una manera espontanea, sin la ayuda de ninguna semilla de
PrPsc. Para ello, se utiliz6é un sustrato basado en la proteina recPrP de ratén complementada con la

adicion de cofactores: ARN y lipidos. El estudio se realizd en condiciones libre de priones y el
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experimento dio lugar a una nueva cepa de prion recombinante generada in vitro que demostré
tener una infectividad similar a la de los priones procedentes de animales afectados cuando se testo
en animales wild-type (F. Wang, Wang, & Ma, 2011; Fei Wang et al., 2010). Sin embargo, a pesar de
haberse conseguido priones recombinantes infecciosos con un minimo de cofactores, la técnica
presenta mayor eficiencia para la generaciéon de recPrPres cuando se complementa con sustrato

homogeneizado de encéfalo.

El uso de PrP recombinante como sustrato para PMCA ofrece la posibilidad de generar y
evaluar la capacidad de propagacién de PrPs con cualquier mutacién o alteracion. Por ello, resulta
una de las mejores herramientas disponibles actualmente para el estudio de las regiones o residuos
aminoacidicos criticos en la capacidad de mal plegamiento, en las barreras de transmision
interespecies o en la determinaciéon de determinadas propiedades bioldgicas y bioquimicas de los

priones, siendo la técnica escogida para el estudio que se presenta en esta tesis doctoral.

5. Modelos animales para el estudio in vivo de priones

Aunque los sistemas de cultivo de células infectadas con priones y los ensayos in vitro de
mal plegamiento de proteinas han contribuido sin duda a nuestro conocimiento de enfermedades
pridnicas y otros trastornos neurodegenerativos, muchos aspectos de estas enfermedades,
incluyendo la propagacién de la proteina infecciosa a través del cerebro, solamente puede ser
estudiada con precision en un animal. Debido al énfasis que se le proporciona a la investigacion
translacional, particularmente en el drea de desarrollo de fAirmacos, los ratones como modelo de
trabajo seguirdn siendo por antonomasia el sistema elegido para evaluar problemas biolégicos in

vivo.

En los primeros estudios de la enfermedad se utilizaron modelos naturales como
chimpancés y ovejas, especialmente enfocados en conocer la capacidad de transmisiéon de las EETs
entre individuos. Mas tarde, los modelos roedores facilitaron el estudio de las enfermedades
pridnicas, aunque sélo permitian el estudio de priones que podian ser adaptables a roedores. Fue a
partir del desarrollo de animales transgénicos cuando comenzaron a generarse una gran variedad
de modelos con el fin de dilucidar tanto la funcién biol6gica de la proteina priénica como sus

caracteristicas bioquimicas y estructurales.

5.1. Modelos Prnp-knockout

El uso de técnicas de recombinacién homoéloga y de clonaciéon de cDNA permiti6 sobre los
afios 90 la generacion de ratones Prnp-knockout (Locht, Chesebro, Race, & Keith, 1986). Debido a la
alta conservacion de la proteina entre mamiferos (van Rheede, Smolenaars, Madsen, & de Jong,
2003) se cre6 una gran expectacion alrededor de la generaciéon de estos modelos transgénicos,
puesto que podrian revelar la funcién de la PrPC. Sin embargo, estos animales no mostraron
fenotipo claro (Steele et al., 2007), lo que llevé a pensar que o bien la PrP¢ no era tan esencial como

se crefa para la supervivencia y desarrollo del organismo (Bueler et al., 1992; ]. C. Manson et al,,
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1994; Weissmann & Biieler, 2004) o bien existian mecanismos compensatorios que estaban

enmascarando su verdadera funcién (Steele et al.,, 2007).

Afios después, tras un estudio mas detallado, se fueron desvelando diferentes fenotipos en
el raton Prnp-knockout, entre los que encontramos su resistencia a la infeccion por priones (Bueler
et al, 1993; Sailer, Biieler, Fischer, Aguzzi, & Weissmann, 1994; Weissmann et al., 1994). Este
fenotipo ha sido sin lugar a duda el mas importante descrito, ya que corroboraba la hipdtesis de
s6lo proteina, es decir, que se requiere de la proteina endégena para la replicaciéon del prion (A.

Aguzzi et al,, 2001; A. Aguzzi, Sigurdson, & Heikenwaelder, 2008).

Las primeras lineas de ratones transgénicos en los que se habia eliminado en gen de la PrP¢
fueron denominadas Zurich I (Bueler et al, 1992) y Edinburgh (J. C. Manson et al., 1994) en
referencia a la ciudad en la que se habian generado. Ambos ratones mostraban resistencia a priones
pero ningun otro fenotipo a primera vista. Mas tarde se describieron ciertas alteraciones a nivel de
transmisibilidad sindptica (Collinge et al.,, 1994; Herms, Kretzschmar, Titz, & Keller, 1995) y una
mayor susceptibilidad a estrés oxidativo (D. R. Brown, Nicholas, & Canevari, 2002), y
excitotoxicidad por glutamato (Khosravani et al., 2008; A. Rangel et al., 2007; Walz et al., 1999). Al
ratén Edinburgh, también se le asociaron alteraciones en ritmos circadianos (Tobler et al., 1996) y

déficits cognitivos (Criado et al., 2005).

Afos después, se generaron varias cepas nuevas de animales Prnp-knockout: 1a Nagasaki
(Sakaguchi et al., 1996), la Rem0 y la Zurich II. Estas no resultaron ser buenos modelos animales,
pues los tres mostraban ataxia cerebelar y pérdida selectiva de células de Purkinje (Flechsig et al,,
2003). Estudios posteriores demostraron que este fenotipo era reversible mediante la reinsercion
de PrP¢ lo que llevd erréneamente a atribuir esta neurodegeneracion a la ablacion de la proteina
pridnica celular. La discrepancia en el fenotipo de los diferentes modelos Prnp-knockout hizo, mas
tarde, que se generasen animales transgénicos que expresaban formas truncadas de la proteina.
Gracias a ellos, se pudo asociar la neurodegeneracion observada a la sobreexpresion de la proteina
Doppel, que no se habia descrito en los animales Zurich I y que parecia ser consecuencia de la
alteracion en los mecanismos de splicing derivada del procedimiento de generacién de estos tres

modelos transgénicos (Moore et al., 1999).

5.2. Modelos en barreras de transmision

Algunas EETs pueden transmitirse no solo a individuos dentro de la misma especie sino
también a individuos procedentes de distintas especies como consecuencia de la alta similitud
existente en la secuencia de la PrP entre mamiferos. Esta habilidad de infectar a otras especies que
poseen algunos priones fue demostrado por Gajdusek y colaboradores hace unos 70 afios a través
de la transmisién del Kuru experimentalmente a chimpancés (D. C. Gajdusek et al, 1966). La
transmisiéon de enfermedades pridnicas entre especies también se ha observado en la naturaleza,

de hecho es la explicacion mas plausible para la variante de la EC] en seres humanos (Weissmann &
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Aguzzi, 1997). El potencial zoonético de los priones ha sido ampliamente estudiado e investigado a
través del uso de modelos animales, principalmente ratones transgénicos que expresan PrP
procedente de otras especies de mamifero (Castilla, Gutierrez-Adan, et al., 2004; Castilla, Gutiérrez-
Adan, et al., 2004; Richard E. Race et al,, 1995; M. Scott et al., 1989; Glenn C. Telling et al.,, 1995).
Ante el coste, la baja susceptibilidad y los largos periodos de incubacién que suponia el trabajar con
modelos naturales, surgieron los modelos transgénicos que facilitaban y abarataban las
investigaciones in vivo. La barrera de transmisién manifestada como un retraso en el tiempo de
inicio de la enfermedad y como una tasa de ataque incompleta estd determinada principalmente
por el porcentaje de similitud entre la secuencia de la PrP del prion y la secuencia de la PrP del
nuevo huésped. Esta suposicion se ha confirmado midiendo el retraso del inicio de la enfermedad
después de la inoculacién de priones en diferentes modelos animales que expresan dos PrPs
diferentes en contraste con los que expresan so6lo la secuencia idéntica al indculo utilizado
(Browning et al,, 2004; Windl et al,, 2005) o utilizando animales que expresen PrP quimeras
(Kupfer, Eiden, Buschmann, & Groschup, 2007; M. Scott et al.,, 1993). Las barreras de transmision
también pueden estudiarse a través del uso de especies con PrP polimérficas y su susceptibilidad,
aumentada o disminuida a determinadas cepas de priones (Laude et al, 2002; O'Rourke et al,,

2012).

5.3. Modelos animales y el concepto de cepa

Ademas de las barreras de transmisién entre PrPs heterélogas, es ampliamente conocido
que las inoculaciones de priones a pesar de ser PrP idénticas pueden presentar manifestaciones
clinicas e histopatolégicas de la enfermedad significativamente variables (periodos de incubacidén y
tasa de ataque) (Carlson et al., 1994). Todas estas propiedades diferentes se encuentran definidas
por las distintas conformaciones auto-propagativas que la misma PrP es capaz de adquirir, cepas
diferentes del mismo agente infeccioso que, a diferencia de cepas virales o bacterianas, codifican la
informacion en su estructura tridimensional (Jiri Safar et al., 1998). Por ello, las lineas de ratones
transgénicos son ampliamente usadas para: 1) distinguir cepas en aislados naturales (Béringue et
al, 2006), 2) comprobar si los priones que proceden de diferentes especies conservan las
propiedades de cepa que podria ser claro indicio de origen comin (Emmanuel A. Asante et al.,
2002) o 3) probar la afinidad de diferentes cepas hacia ciertas variantes polimérficas de la PrP o
hacia PrPs procedentes de especies diferentes (Meade-White et al., 2007); como las otras
propiedades, el tropismo de los priones se encuentra codificado en su conformacién al igual que en

su secuencia.

5.4. Modelos de sobrexpresién de Prnp o formas mutadas de las proteinas

Cuando un fenotipo determinado es observado tras la ablaciéon de un gen en un animal
transgénico es importante confirmar la asociacién gen-fenotipo mediante la reinsercién del cDNA
en el animal knockout generado. En el caso de la PrP¢, la sobreexpresién de la forma wild-type

(salvaje) en un fondo genético knockout para la PrP Tg(wtPrP) resulta en la acumulaciéon de PrP¢
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que deriva en un fenotipo similar al observado en los animales afectados por enfermedades
pridnicas. Concretamente, la cepa Tg20 presenta una excitabilidad neuronal incrementada
(Alejandra Rangel et al.,, 2009) y desarrolla ataxia y degeneraciéon del sistema nervioso central y
periférico a edades avanzadas (Westaway et al, 1994). Esto ha llevado a pensar que la
sobreexpresién de PrPC¢ puede ser patogénica, ampliando asi el espectro de las enfermedades

priénicas (Ma, Wollmann, & Lindquist, 2002).

Por otro lado, también se han generado animales transgénicos con mutaciones puntuales
en la secuencia de la PrP¢ para determinar sus efectos en el desarrollo y transmisiéon de las
enfermedades priénicas. A modo de ejemplo, se ha descrito que mutaciones en la regién
hidrofébica central de la PrP¢ alteran la estructura y el procesamiento proteolitco de la proteina,
modificando su paso por el reticulo endoplasmico y, consecuentemente, su orientacién a nivel de
membrana, dando lugar a formas transmembrana asociadas a procesos neurodegenerativos (Hegde

etal., 1998).

5.5. Modelos animales para el estudio de enfermedades priénicas espontdneas

En humanos, las formas genéticas y esporddicas son el 99% de los casos de las
enfermedades pridnicas registradas. En estas enfermedades, los priones se forman
espontaneamente en el cerebro sin la presencia de ninguna fuente exdgena de PrPsc. En las
enfermedades pridnicas genéticas, las mutaciones en el gen de la PrP da lugar a enfermedades de
alta penetrancia como EC], GSS o IFF, dependiendo de la mutacién. Los resultados obtenidos a
través de la generacién de ratones transgénicos que sobreexpresan una PrP que contiene
mutaciones ligadas a enfermedades pridnicas genéticas han sido decepcionantes. La enfermedad
neurologica espontanea y los cambios neuropatolégicos especificos de la enfermedad por priones
no han podido manifestarse en muchas de estas lineas, a pesar de la fuerte sobreexpresion de la PrP
portando la mutacién a estudiar (E. A. Asante et al,, 2009; Emmanuel A. Asante et al.,, 2013; G. C.
Telling et al, 1996). Por el contrario, muchas otras lineas de ratones transgénicos desarrollan
disfuncién neuroldgica espontanea y presentan alguna neuropatologia especifica de la enfermedad
pridnica, aunque ninguna de ellas presenta la identidad estereotipica de la resistencia a PK que se
observa en pacientes con EC] genética. Hasta hace poco, la transmisién de la enfermedad de estos
ratones que enferman de forma espontdnea a ratones transgénicos o a ratones que expresan la PrP
salvaje (que no desarrollan por si mismos una enfermedad neuroldgica espontdnea) resultd
desafiante, cuestionando si la formacién de priones de novo que ocurre en los cerebros de estos

ratones transgénicos es verdadera.

La mutacién humana estudiada de forma extensa en ratones transgénicos es la P102L, la
cual es causante de la enfermedad de GSS. Los ratones transgénicos que sobreexpresan la PrP de
ratbn que contiene la mutaciéon correspondiente (P101L) desarrollan una enfermedad
neurodegenerativa espontanea y muestran deposiciéon de PrP mal plegada en sus cerebros (K. K.

Hsiao et al.,, 1990; Nazor et al,, 2005; G. C. Telling et al., 1996). Sin embargo, los ratones transgénicos
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que expresan bajo nimero de copias, semejante a cantidades fisiologicas, de la proteina mutante no
desarrollan enfermedad espontdnea (Nazor et al., 2005), lo que sugiere que la sobreexpresion es
necesaria para que la enfermedad se desarrolle dentro de la esperanza de vida de los ratones.
Aunque los ratones transgénicos que sobreexpresan la PrP humana con la mutacién P102L no
desarrollan enfermedad (E. A. Asante et al., 2009), ratones que expresan la PrP de vaca con la
correspondiente mutacidn, aunque en una baja proporcion, si que lo hacen (Torres et al,, 2013), lo
que sugiere que otros residuos en la PrP son importantes para controlar el fenotipo de la

enfermedad en ratones.

Otras de las mutaciones que han dado lugar a neurodegeneracidon espontanea en ratones
transgénicos son la A117V (Yang et al., 2009) y una insercion de 9 octarepeticiones en la region N-
terminal de la PrP (Chiesa, Piccardo, Ghetti, & Harris, 1998), ambas relacionadas con GSS en
humanos. Por otro lado la D178N (Dossena et al., 2008) que desencadena IFF o EC]J si esta presente
metionina o valina en el codén 129 de la PrP respectivamente. Sin embargo, la transmisibilidad de
la enfermedad no ha podido ser demostrada en ninguna de estas lineas de ratones transgénicos. La
mutacion E200K, la cual es la causa de la forma genética de EC] en humanos, da lugar a una
enfermedad espontdnea en ratones transgénicos que expresan esta mutacién en una PrP quimera
ratén/humano (Friedman-Levi et al, 2011), sin embargo no ocurre eso cuando la mutacién se
inserta en la PrP de raton (G. C. Telling et al,, 1996) o en la humana (E. A. Asante et al,, 2009).
Ratones transgénicos que expresan una PrP sin anclaje a GPI, similar a las producidas en ciertos
tipos de GSS, desarrollan una enfermedad espontdnea que es acompafiada por una gran cantidad de
placas amiloideas compuestas por PrP en el cerebro y muestran fragmentos resistentes a PK que
parecen semejantes a los fragmentos encontrados en los cerebros de enfermos de GSS (Stohr et al.,
2011). Esta enfermedad se transmitié rdpidamente a ratones con PrP salvaje, mostrando que los
priones sin GPI habian sido de nueva formacién en los cerebros de los animales enfermos

espontaneamente.

La caracterizaciéon de los ratones transgénicos que expresan la PrP del topillo rojo
proporciond una gran sorpresa. A diferencia de los ratones, el topillo rojo es altamente susceptible
a un amplio rango de cepas pridnicas procedentes de numerosas especies, incluyendo la humana
(Agrimi et al., 2008; Di Bari et al.,, 2013; Nonno et al., 2006). Ratones transgénicos que expresaban
la PrP del topillo rojo con la variante polimérfica isoleucina 109 desarrollaron una enfermedad
neurodegenerativa espontdnea que recapitula todos los signos neuropatolégicos de la enfermedad
de los priones. Los priones generados espontaneamente indujeron la enfermedad en el mismo

modelo animal desencadenandoles una enfermedad pridnica con tiempos de incubacién de 35 dias.

5.6. Modelos animales que expresan formas truncadas de la PrP¢

Muchas otras cepas de ratones transgénicos de sobreexpresion de formas truncadas de
PrPC¢ han sido generados desde entonces, presentando fenotipos distintos segiin los dominios

eliminados (Baumann et al, 2009; A. Li, Christensen, et al, 2007; Shmerling et al, 1998) y

65



INTRODUCCION

proporcionando informacién funcional sobre las diferentes regiones estructurales de la proteina.

Los mas destacados se describen a continuacion:

Regi6on N-terminal

Entre estos mutantes encontramos los que presentan alteraciones en la regién de las
octarepeticiones (en inglés octarepeats, OR). Los experimentos realizados in vitro indican que este
dominio es el principal mediador de la funciéon neuroprotectora de la PrP¢ ya que la sobreexpresion
de formas truncadas carentes de los OR o la insercién de repeticiones promueve la muerte celular y
altera la susceptibilidad a estrés oxidativo in vitro (Sakudo et al, 2003; Yin et al., 2006). No
obstante, los estudios in vivo realizados con los mutantes carentes de los OR (PrPA32-80, PrPA32-
93 y PrPA32-106) indican que esta regidn no es critica para la funcién neuroprotectora de la PrP¢,
ya que no presentan el fenotipo neurodegenerativo que si se observa in vivo tras deleciones mas
extensas (por ejemplo en el animal PrPA32-121 y PrPA32-134 (o PrPAF35)) (A. Li, Piccardo,
Barmada, Ghetti, & Harris, 2007; Shmerling et al., 1998). Estudios posteriores han asociado esta
funcién neuroprotectora a la regiéon polibasica adyacente a los residuos 23-31 (Turnbaugh,
Westergard, Unterberger, Biasini, & Harris, 2011). Por otro lado, la insercién de nueve repeticiones
en los OR asociadas a mutaciones hereditarias de Prnp también resultan en un fenotipo

neurodegenerativo en el animal transgénico PG14 (Chiesa et al., 1998).

Dominio central

A pesar de que el uso de péptidos sintéticos que mimetizan el dominio central han
resultado ser neurotéxicos in vitro (Forloni et al., 1993; Gavin et al., 2005), se ha observado que la
eliminacién del domino central (del inglés central domain, CD) in vivo (PrPA94-134 o PrPACD) da
lugar a un fenotipo neurodegenerativo progresivo y letal (Baumann et al., 2007), que es reversible
mediante la expresién de PrPC¢ salvaje o de PrPC carente de la regién de los OR. Por otro lado, el
mutante PrPA105-125 presenta una toxicidad mucho mayor a la observada en mutantes con
delecion de regiones mas extensas o incluso en transgénicos de sobreexpresion de Doppel. Parece
ser que la falta de este dominio produce un incremento de afinidad de PrP¢ hacia su hipotético

receptor responsable de la transduccién de sefiales neurotéxicas (A. Li, Christensen, et al.,, 2007).

Regién C-terminal

El extremo carboxi-terminal se caracteriza por la presencia de estructuras secundarias
esenciales para mantener la conformacién de la proteina, asi como la presencia de un grupo GPI
capaz de anclar PrPC a la membrana. Se ha descrito que mutantes con deleciones en las hélices aly
a2 desarrollan un fenotipo neurodegenerativo (Muramoto et al., 1997). Sin embargo, animales
transgénicos que expresan PrPC¢ carentes de GPI (del inglés anchorless) no presentan cambios

patolégicos apreciables (B. Chesebro et al.,, 2005).
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6. Neurotoxicidad

El mecanismo neurotdxico de los priones y la forma téxica de la PrP responsable del mismo
son aun completamente desconocidas. Los depdsitos de PrPs¢, la activacion microglial y la aparicion
de cambios espongiformes o vacuolizacién caracterizan la patologia pridnica. Diferentes vias
incluyendo sistemas celulares asociados con sinapsis, procesamiento de proteinas, estrés oxidativo,
autofagia y apoptosis podrian estar involucradas en este dafio tisular; no obstante, el mecanismo

neurotdxico no se conoce todavia (Gabor G. Kovacs & Budka, 2009).

Los agregados de PrPSc han sido la causa principal de neurodegeneracién debido a la
correlacion temporal y anatémica entre la acumulacién de esta forma patoldgica y el desarrollo de
cambios neuropatolégicos. Sin embargo, han sido descritos enfermos que presentan alteraciones
patoldgicas y/o signos clinicos en ausencia o con minima presencia de depdsitos de PrPsc. Por otro
lado, también existen casos en los que individuos afectados poseen abundante PrPS¢ pero una
sintomatologia menor (Andrew F. Hill et al.,, 2000; R. Race, Raines, Raymond, Caughey, & Chesebro,
2001). Ademas, en los animales que expresan PrP¢ carente de anclaje a GPI, la acumulaciéon de la
PrPSc es notable mientras que la neurodegeneracion es minima (B. Chesebro et al,, 2005), lo que
sugiere que los oligdmeros de PrP y las fibrillas no son téxicos per se y que necesitan de la PrPc¢
como mediador de la sefial de toxicidad (S. Brandner et al., 1996), respaldando asi que no solo es
necesaria la presencia de la PrP¢ sino que también debe estar anclada a la membrana para mediar
de manera eficiente la cascada de toxicidad (A. Aguzzi, 2005). Esta idea cuenta con el respaldo de
los primeros modelos de ratén transgénico sin PrP¢, que permitieron descartar que la ausencia de
PrP¢ o una pérdida de su funciéon debida a la conversion a PrPsc fuesen la causa de la
neurodegeneracion (Bueler et al., 1992). A su vez, modelos similares en los que la expresion de PrP
puede ser suprimida de forma condicional demostraron que la eliminacién de PrP¢ en animales con
infeccién pridnica revertia la degeneraciéon espongiforme en sus fases iniciales, previniendo la
pérdida neuronal y la progresion de la enfermedad, a pesar de que la acumulacién de agregados de
PrPsc extracelulares era comparable a los controles salvajes en estadios terminales de la

enfermedad (Mallucci et al.,, 2007).

Por otro lado, evidencias cada vez mayores apoyan el papel neurotéxico de multiples
estructuras intermediarias -principalmente en un estado oligomérico- anterior a la formacion de
fibras y/o su interaccién especifica con membranas (Byron Caughey and Peter T. Lansbury, 2003;
Haass & Selkoe, 2007). El descubrimiento de la existencia de diversas formas oligoméricas
intermedias en la via de formaciéon de PrP¢ a PrPsc (Baskakov, Legname, Baldwin, Prusiner, &
Cohen, 2002), algunas de ellas con propiedades neurotéxicas en neuronas en cultivo (Kazlauskaite
et al., 2005), ha contribuido también a redirigir la atencién hacia PrPs oligoméricas solubles, que ya
han sido sefialadas como las formas mas infecciosas (Silveira et al., 2005). La toxicidad de especies
oligoméricas de PrP se demostré también utilizando oligémeros y formas fibrilares de la PrP
preparadas in vitro, que al inocularse en modelos animales y en cultivos neuronales mostraron una

neurotoxicidad significativamente mayor que la de las formas fibrilares (Simoneau et al., 2007).
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Aun asi, sigue sin comprenderse cdmo interaccionan entre sila PrPC¢ y los oligdmeros de PrPsc o qué
cascadas de sefializacion se activan como consecuencia de dicha interaccién y que conducen a la
muerte de las neuronas. Descubrimientos recientes en otras enfermedades neurodegenerativas
relacionadas con mal plegamiento de proteinas como la enfermedad de Alzheimer o la enfermedad
de Parkinson, en las que especies oligoméricas precursoras de fibras amiloideas han sido también
identificadas como las formas mas neurotdxicas (M. Danzer & J. McLean, 2011), han centrado la
atencion en posibles mecanismos comunes de toxicidad, que resultan particularmente interesantes
de entre la gran variedad de mecanismos propuestos para las enfermedades pridnicas (Adriano
Aguzzi & Calella, 2009). Ademas, las propiedades fisicoquimicas de estas estructuras intermediarias
tales como el tamafio, tendencia a la agregacion y estado de glicosilaciéon parecen correlacionar con
caracteristicas clinico-patolégicas (Piero Parchi, Strammiello, Giese, & Kretzschmar, 2011),
sugiriendo asi que los fragmentos de la PrPSc poseen neurotoxicidad variable y que causan lesiones

distintas como consecuencia de sus diferentes propiedades (P. Parchi et al., 1998).

Por otro lado, un tema que podria ser relevante en la neuropatologia mediada por priones
es el papel de la microglia, sobre todo, la dicotomia entre su posible contribucién a la
neurodegeneracion versus neuroprotecciéon. Diversas evidencias indican que la PrPSc puede ser
eficientemente eliminada del cerebro y que la fagocitosis mediada por microglia representa un
mecanismo importante de eliminacién (Beringue et al, 2000; Luhr et al,, 2004). Sin embargo,
también se ha demostrado que la microglia activada puede asumir un fenotipo agresivo y liberar
citoquinas inflamatorias que fomentan la apoptosis neuronal y la neurodegeneraciéon (Colm
Cunningham, Wilcockson, Campion, Lunnon, & Perry, 2005). Estudios recientes han contribuido a
arrojar algo de luz en los eventos moleculares que regulan la activaciéon microglial durante la
infeccién por priones. En el caso de ratones afectados por enfermedad priénica, se demostré que la
microglia se activaba temprano en el proceso de la enfermedad, incluso en ausencia de extensos
depositos detectables de PrPsc (A. E. Williams, Lawson, Perry, & Fraser, 1994). Este fenotipo
activado, que se ha denominado antiinflamatorio o benigno, muestra bajos niveles de citoquinas
inflamatorias y niveles facilmente detectables de TGF-[ (factor de crecimiento transformante (3, del
inglés transforming growth factor ) y PGE2 (prostaglandina E2) (C. Cunningham et al., 2003; Perry,
Cunningham, & Boche, 2002). Aunque no hay evidencias de que un aumento en los niveles de PGE2
sea perjudicial, ni que tampoco lo sea el TGF-f3, esta situacién puede empeorar significativamente
en presencia de una inflamacién sistémica. De hecho, cuando los ratones fueron desafiados
sistémicamente con endotoxina para imitar una infeccién intercurrente, esta maniobra condujo a
un cambio dramatico en el fenotipo microglial con un perfil agresivo de citoquinas inflamatorias y
un aumento de la apoptosis neuronal (Colm Cunningham et al, 2005). Este concepto de
conmutacién rapida del fenotipo de microglia estd por supuesto totalmente de acuerdo con lo que

se conoce sobre el grado de plasticidad de las células del linaje de macréfagos.

Cabe destacar, que uno de los mecanismos mas prometedores que relacionan el mal

plegamiento de proteinas con la pérdida neuronal es el que propone que la toxicidad viene mediada

68



INTRODUCCION

por una alteracién de la respuesta a proteinas mal plegadas (del inglés Unfolded Protein Response,
UPR). Este es un mecanismo de proteccién que se activa ante el aumento de proteinas mal plegadas
en el reticulo endoplasmico para hacer frente al estrés celular y mantener la homeostasis proteica,
reduciendo la sintesis de proteinas temporalmente y aumentando la producciéon de chaperonas. La
reduccidn de la sintesis proteica se da mediante el reconocimiento de proteinas mal plegadas por la
proteina BiP (del inglés Binding immunoglobulin Protein) en el reticulo endoplasmatico que activa
la proteina PERK (del inglés Protein kinase RNA-like ER kinase) que se autofosforila y fosforila a su
vez la proteina elF2a (del inglés Eukaryotic translation initiation factor 2a), resultando en una
reduccién de la traduccion proteica ademads de inducir la traduccién de chaperonas y la sintesis de
lipidos para aumentar la capacidad del RE. Normalmente, la UPR es temporal y la elF2a es
rapidamente desforforilada, lo cual no sucede en los modelos de enfermedad pridnica estudiados,
conduciendo a una sostenida inhibicién de la expresién de proteinas sindpticas que acaba en
neurodegeneracion. La inhibicién farmacolégica de la UPR sostenida en ratones infectados por
priones ha demostrado una protecciéon neuronal extensa en el hipocampo, donde no hay apenas

pérdida neuronal ni cambios espongiformes (Halliday, Radford, & Mallucci, 2014).

6.1. Neutoroxicidad y la region N-terminal de la proteina priénica

Habiendo establecido el papel central de PrPSc y PrP¢ en la patogénesis de las
enfermedades pridnicas, la cuestion critica se ha convertido progresivamente en la bisqueda de un
vinculo entre PrPS¢, neurotoxicidad e infectividad. Aunque la correlacién temporal y anatémica
entre la formacién de PrPsc y el desarrollo de la infectividad y los cambios neuropatoldgicos es a
menudo evidente en las prionopatias, la correlacién global entre los niveles de PrPs¢, infectividad y

neurotoxicidad puede ser débil o incluso ausente.

Después de haberse demostrado que ratones carentes de PrP eran resistentes a la
enfermedad por priones (Bueler et al., 1993), Charles Weissmann y Adriano Aguzzi comprobaron si
introduciendo de nuevo el gen de la PrP podria rescatarse la susceptibilidad a la infeccién por
priones y, efectivamente asi sucedié (Fischer et al.,, 1996). Debido a que la PrPsc es parcialmente
resistente a la digestiéon por PK con un fragmento susceptible de unos 90 residuos aminoacidicos
del extremo N-terminal, quisieron comprobar si la PrP que carecia de este fragmento N-terminal
podria también rescatar la susceptibilidad. El péptido sefial, que abarca los aminoacidos del 1 al 22,
se dejé intacto, con lo que la proteina podia ser perfectamente translocada en el reticulo
endoplasmatico. Ante la inseguridad de no saber si la nueva PrP seria capaz de ser translocada de
forma correcta se optd por dejar intactos los aminoacidos inmediatamente posteriores al péptido
sefial, dejando asi presentes en la PrP los residuos que abarcan del 23 al 31, fue de este modo como
crearon ratones que expresaban la proteina pridnica carente de los aminoacidos que van del 32 al
80 (PrPA32-80) (Fischer et al., 1996). Estos ratones resultaron ser susceptibles a la enfermedad por
priones y, tras este hallazgo, se inici6 la biisqueda de los aminoacidos del extremo N-terminal que

podian ser eliminados sin que se perdiera la capacidad de propagar priones.
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La generacion de diversos modelos transgénicos con deleciones N-terminal revelaron que
los residuos cuya eliminacién resultaba en efectos mas drasticos se encuentran alrededor de los
aminoacidos 93 y 106 segln la secuencia y numeracion del ratén (A. Aguzzi, Baumann, & Bremer,
2008). Sin embargo, los dos primeros mutantes; A32-121 y A32-134, mostraron problemas de
diferente indole: sufrieron una neurodegeneraciéon espontdnea del cerebelo, la cual no era
transmisible, no implicaba agregacién de PrP y solo se producia cuando el fondo genético de los
animales era knockout (pudiendo ser rescatado si era co-expresado con la PrP completa)
(Shmerling et al., 1998). La decision original de dejar intactos los residuos 23-31 en los ratones
procedentes de la experimentaciéon de Shmerling y colaboradores result6 ser serendipia. Mas tarde
y de forma independiente, los investigadores Stanley Prusiner y David Harris crearon otros
mutantes los cuales todos mostraban delecionado el aminoacido 23 en adelante, dando lugar a
ratones totalmente sanos y viables (Muramoto et al., 1997; M. R. Scott et al,, 1992; G. C. Telling et al,,
1996; Westergard, Turnbaugh, & Harris, 2011a).

Todos estos resultados revelaron la estrecha relacion entre toxicidad, la presencia de los
residuos iniciales del N-terminal y la ausencia de la regiéon inmediatamente posterior de la PrP. Con
la intencién de acotar con mayor precisiéon esta regiéon y estudiar en mayor detalle la toxicidad
observada en los modelos de Shmerling, Aguzzi y Harris generaron una serie de mutantes
adicionales. Fue asi como se obtuvo el fenotipo mas perjudicial asociado a la expresién de PrP
truncadas conocido hasta la fecha, siendo este el la proteina mutante ACR (PrPA105-125)
procedente del laboratorio de David Harris; los ratones que expresan esta proteina sufren letalidad
neonatal si la PrP completa no es co-expresada (A. Li, Christensen, et al., 2007). La regiéon 105-125
cobré mayor interés como un posible dominio con especial implicacién en la toxicidad de la PrP por
tres motivos. En primer lugar, el estudio llevado a cabo por Shmerling y colaboradores sefialé los
residuos alrededor de la posicién 106 como criticos en la neurotoxicidad. En segundo lugar, era
sabido que un péptido sintético derivado de esta regién (PrP106-126) resultaba ser téxico cuando
se aplicaba a cultivos neuronales que expresaban PrP, de lo contrario no lo era en aquellas carentes
de la proteina pridnica (D. R. Brown, Herms, & Kretzschmar, 1994). Y por ultimo, la regiéon 105-125
es una de las zonas mas conservada, siendo virtualmente idéntica en las PrPs desde el pez cebra

hasta humanos (Rivera-Milla et al., 2005).

Sin embargo, las dudas acerca de la relacién del fenotipo téxico con la toxicidad que tiene
lugar en el curso de las enfermedades prionicas siguen patente. ;Fueron los modelos de Shmerling
y el ACR simplemente un accidente cientifico sin relevancia para las enfermedades priénicas o
proporcionaban por el contrario la clave para entender la neurodegeneraciéon inducida por
priones? El hecho de que las neuronas de forma individual deben expresar PrP anclada a membrana
para ser susceptibles a la neurotoxicidad causada por priones (Sebastian Brandner et al., 1996),
lleva a pensar que quizas, la PrP¢ completa desencadena una sefial téxica cuando entra en contacto

con la PrPs¢y mutantes como el ACR estan continuamente activando esta sefial toxica.
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Ademads, la existencia de enfermedades prionicas de origen genético causada por
inserciones de octarepeticiones en la regiéon N-terminal de la PrP (del inglés octapeptide repeat
insertions, OPRI) muestran con acusada relevancia la importancia de esta regién aunque estas
mutaciones aumentan en extension la regién N-terminal de la PrP, al contrario que las deleciones
mencionadas anteriormente. Estas inserciones representan un subtipo bastante inusual de las
enfermedades genéticas de priones. Algunos han sido transmitidos a primates o ratones, pero otros
casos han resultado dificiles o imposibles de transmitir (P. Brown et al,, 1994; Mead et al., 2006).
Por otro lado, existen modelos murinos que expresan la PrP con una inserciéon de 9
octarepeticiones, los cuales desarrollan enfermedad espontanea que no es transmisible (Chiesa et
al,, 1998). Y mientras las enfermedades pridnicas son por lo general demencias progresivas rapidas
con una duracidn tipica de unos 6 meses (Pocchiari et al., 2004), los pacientes con OPRI a menudo
muestran una duracién de la enfermedad del orden de una década (Mead et al.,, 2006). La edad de
inicio de la enfermedad también depende en gran medida del residuo existente en el codén 129,
mientras que en otras enfermedades pridnicas genéticas como la asociada a la mutacién E200K de
la PrP parece poseer poca o ninguna influencia en el comienzo de la enfermedad (Mead et al., 2006;

Minikel et al., 2014).

La descripcion de neurotoxicidad inducida por anticuerpos especificos para ciertas
regiones de la PrP proporcioné nueva informacidn sobre posibles mecanismos de toxicidad, ya que
cuando interaccionaban con la proteina eran capaces de desencadenar una respuesta neurotéxica.
Adriano Aguzzi demostré recientemente que una serie de anticuerpos especificos para la regién C-
terminal de la PrP eran téxicos, tanto en cortes de cultivo organotipico cerebeloso como in vivo. Por
el contrario, los anticuerpos que se unian a la regién N-terminal de la proteina prevenian la
toxicidad (Sonati et al, 2013). Estos resultados sugieren que la toxicidad de los anticuerpos

especificos de la regidn C-terminal de la proteina podria estar mediada por la regiéon N-terminal.

Se pueden observar 3 paradigmas diferentes en los que el extremo N-terminal de la
proteina pridnica pareceria estar asociada de alguna forma al desencadenamiento de una sefial
toxica. La pregunta es si el mecanismo de toxicidad observado en estos casos es el mismo y, si es asi,
si este mecanismo de toxicidad asociado al extremo N-terminal de la PrP es semejante al que ocurre

durante el curso de una infeccién por priones.

Si nos basamos en lo que llaman la hipétesis de la regién N-terminal (Evans & Millhauser,
2017) se podria decir que si, en todos estos paradigmas, la PrP es téxica a través del mismo
mecanismo. Por lo tanto, los anticuerpos que desencadenan toxicidad y las deleciones son modelos
de neurotoxicidad de priones bona fide y aquellos casos de OPRI que presentan una infima
transmisibilidad son enfermedades priénicas genuinas, s6lo que presentarian una PrP¢ con mayor

toxicidad intrinseca o mayor susceptibilidad a la toxicidad inducida por PrPse.
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Esta hipotesis mencionada anteriormente, se encuentra respaldada por diferentes
declaraciones presentadas por investigadores como Adriano Aguzzi, David Harris y Glenn

Millhauser. Algunos ejemplos de éstas son las siguientes:

¢ Laidea de que la PrP¢ sea la responsable de desencadenar la respuesta neurotéxica se apoya en
el hallazgo de que los anticuerpos de unién a PrP¢ pueden inducir neurotoxicidad y que los
ratones que expresan PrPC¢ carente de ciertos dominios desarrollan una neurodegeneracion

espontanea (A. Aguzzi & Falsig, 2012).

e Las proteinas del prion carente de ciertas regiones criticas dan lugar a fenotipos
neurodegenerativos fatales cuando son expresadas en ratones transgénicos, lo que puede ser
un reflejo de alteraciones en la funciéon normal de la PrP¢ Queda por determinar si estan
implicadas las mismas vias cuando la respuesta neurotéxica se da en presencia de PrPsc (Biasini

etal, 2012).

¢ ;Podria este modelo neurotéxico de la regién N-terminal ayudar a explicar otros experimentos
que demuestran efectos neurotoxicos y tal vez ciertos aspectos de las enfermedades

neurodegenerativas? (McDonald & Millhauser, 2014).

Todos los investigadores mencionados anteriormente coinciden en que el denominador
comun en los diferentes paradigmas que describen toxicidad asociada a PrP podria ser su extremo
N-terminal, que se encontraria estrechamente involucrada en el mecanismo de toxicidad o incluso
ser el mediador de la misma en las enfermedades pridnicas. Se postula que podria inducir la muerte
neuronal a través de la formacién de poros en la membrana o mediante la interaccién con otras
proteinas como las que se encuentran en los canales idnicos (A. Aguzzi & Falsig, 2012; Solomon,
Huettner, & Harris, 2010). Por otro lado, Glenn Millhauser ha planteado la hipotesis y ha generado
datos in vitro apoyando la nocién de que el extremo N-terminal normalmente y en estado basal se
acopla a la regién C-terminal de la PrP. Concretamente, los cationes de cinc de la regiéon N-terminal
de la PrP dirigen un contacto terciario entre esta region y una superficie especifica del domino C-
terminal (zona que alberga la mayoria de mutaciones de la PrP relacionadas con las enfermedades
priénicas familiares). Por ello, las mutaciones en esta regiéon dan lugar a un debilitamiento de la
unién entre la regiéon C- y N-terminal provocando una desestabilizacién de la proteina pridnica
(Spevacek et al,, 2013). Las proteinas pridnicas que presentan deleciones en la region N-terminal
permiten teorizar sobre posibles mecanismos moleculares por los que la N-terminal de la PrP
mediaria la toxicidad. No s6lo que la region flexible sea demasiado corta como para llegar al sitio de
acoplamiento, ya que la toxicidad que presenta la proteinas delecionada A105-125 es mucho peor
que el que presenta la proteina que posee la delecion A32-134. En lugar de eso, podria deberse a un
cambio conformacional en el que la regién flexible de la proteina se volviera inflexible, o
simplemente que, como Glenn Millhauser ha propuesto, la proteina fuera incapaz de sufrir corte

proteolitico alfa [corte proteolitico alrededor del residuo aminoacidico H111 para dar lugar a los
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fragmentos N1y C1 (S. G. Chen et al., 1995; Harris et al., 1993)] para poder interrumpir su actividad
neurotdxica (McDonald, Dibble, Evans, & Millhauser, 2014; McDonald & Millhauser, 2014).

Auln queda por demostrar definitivamente que la toxicidad observada en los modelos con
truncamientos en la region N-terminal o inducida por anticuerpos anti-PrP sea la misma que se da
durante la infeccién priénica. Investigaciones procedentes del laboratorio de Aguzzi muestran que
al menos la toxicidad mediada por anticuerpos y la de priones auténticos comparten el mismo
mecanismo (Herrmann et al, 2015). Basicamente exponen cortes del cerebelo en cultivos
organotipicos (del inglés cerebellar organotypic cultured slices, COCS) a priones o al anticuerpo
POM1 que induce toxicidad. Sobre estos dos modelos experimentales prueban una bateria de
diferentes manipulaciones genéticas, anticuerpos y compuestos quimicos para comprobar si se da
el mismo efecto en ambos. Estos experimentos sefialaron que los inhibidores de calpaina, los
neutralizadores de las especies reactivas de oxigeno o ROS (del inglés reactive oxygen species) y los
anticuerpos contra la regiéon N-terminal de la PrP son capaces de rescatar de la neurodegeneracién
tanto a los cultivos expuestos a POM1 como a los cultivos que se inocularon con priones auténticos,
sugiriendo que estos compuestos bloquean una via neurotéxica compartida. El hecho de que el
polisulfato de pentosano, el rojo congo y la anfotericina B bloqueen la neurotoxicidad inducida por
priones pero no la que induce el anticuerpo POM1, podria estar relacionado con el bloqueo de la
replicacion de priones, que se produce antes de disparar el mecanismo de toxicidad y que no se da
en la toxicidad inducida por el anticuerpo POM1. Este hecho quedé respaldado por la reduccién
evidente del titulo de priones causado por los tratamientos con estos compuestos. A su vez, la
demostracion de que el uso de antagonistas de los receptores de glutamato o de los canales calcio
en el RE no bloquean el dafio producido por priones o POM1 indicaron, en consonancia con la
literatura previa, que la excitotoxicidad y la sefalizacién del glutamato juegan un papel importante

en la toxicidad de la PrP (Um et al,, 2013; Watt et al,, 2012; You et al,, 2012).

Sin embargo, también hay evidencias que parecen indicar que la toxicidad inducida por
anticuerpos difiere en ciertos aspectos de la inducida por priones, aunque sugiere nuevamente una
cierta implicacién de la regiéon N-terminal de la PrP en estas diferencias. COCS que expresan la PrP
con la delecion A32-93 resultan resistentes a la toxicidad mediada por el anticuerpo POM1 (Sonati
et al.,, 2013), sin embargo, los ratones que expresan la PrP con la delecién A32-93 son susceptibles a
la infeccion por priones (Flechsig et al.,, 2000). Estos resultados podrian indicar que el papel de la
region N-terminal en la neurotoxicidad no es determinante. No obstante, aunque los ratones A32-
93 pueden ser infectados con priones RML y, finalmente sucumbir a la enfermedad, muestran
tiempos de incubacién mucho mas largos que los ratones que expresan niveles comparables de la
PrP completa de raton (Flechsig et al., 2000). Esto consolidaria la hipotesis de la regién N-terminal
y su papel en la neurotoxicidad: la delecién de los aminoacidos del 32 al 93 suprime la toxicidad
que desencadena la region N-terminal, de modo que ante la infeccién de priones, estos necesitan de
una mayor replicacién y, por tanto, una mayor acumulacién para desencadenar toxicidad neuronal.

Pero si este fuese el caso, la titulacién pridnica en el cerebro de los ratones que expresan la PrPA32-
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93 deberia ser mas alta que la que presentan los ratones cuya PrP es de tipo salvaje; siendo de
hecho 1,5 veces més bajo (Flechsig et al., 2000). Ademas, la patologia en lo ratones PrPA32-93 es

atipica, con una perdida neuronal menor en el cerebro.

Otros mutantes han sido utilizados con el propoésito de corroborar y/o esclarecer los
fundamentos que existen detrds de la hipdtesis de la regiéon N-terminal de la PrP y su posible
implicacion en la neurotoxicidad. Los ratones que expresan PrPA32-80 son completamente
susceptibles a la infeccion por priones, presentan una patologia tipica de la enfermedad y poseen
unos tiempos de incubacién semejantes a los ratones que expresan la PrP salvaje y a unos niveles
de expresion comparables (Fischer et al., 1996). Por lo tanto, si COCS que expresan la delecién 32-
80 mostraran resistencia a la toxicidad que desencadena el anticuerpo POM1, seria una posible
sefial de que la toxicidad del extremo N-terminal no es el factor determinante del desarrollo de la
enfermedad causada por priones. En otro intento independiente de corroborar esta hipoétesis, se
utilizaron deleciones N-terminales que se extendian mas alld del mismo. Ejemplos de ello fueron
ratones que expresan la PrPA23-88 que al ser inoculados desarrollan una enfermedad pridnica
clasica con periodos de incubacién mucho mas prolongados de lo normal (Supattapone et al,
2001); y ratones que expresan PrPA23-88, A141-176 (“miniprion”) (Supattapone et al., 1999) que
muestran en el segundo pase una alta susceptibilidad a RML, con unos tiempos de incubacién
rapida y una neuropatologia pridnica clasica. Asi que si COCS preparados con esta construccion
tuvieran resistencia total a la toxicidad inducida por POM1, invalidaria el papel de la regién N-

terminal en la neurotoxicidad.

Debido a los datos obtenidos hasta el momento, quizas el planteamiento tendria que
cambiarse y plantearse qué cantidad de los dafios que causan la enfermedad por priones es
atribuible a la toxicidad mediada por la regiéon N-terminal de la proteina pridnica. Segin lo obtenido
por las experimentaciones del laboratorio de Aguzzi parecen estar implicadas tres diferentes vias
en la neurotoxicdad mediada por el extremo N-terminal: la activacion de calpaina, la produccién de
ROS y la fosforilacion de PERK. Sobre las dos ultimas vias existen varios experimentos en la
literatura abordando el grado de implicacién de cada una de ellas en el tiempo hasta alcanzar la fase
terminal de la enfermedad. Por ejemplo, se ha observado que la inhibicion de la produccién de ROS
prolonga la supervivencia en un 4% (Sorce et al., 2014) y la sobre-expresion de SOD1 (del inglés
superoxide dismutase 1) humana aumenta el tiempo de vida hasta un 19% (Tamgiiney et al., 2008),
a pesar de que en el laboratorio de Aguzzi han mostrado que las ROS que se encuentran
involucradas en la toxicidad mediada por priones y por POM1 son extracelulares (Herrmann et al.,
2015). La inhibiciéon de la activacién de PERK por sobre-expresion lentiviral de GADD34 (del inglés
growth arrest and DNA damage-inducible protein) (Moreno et al, 2012) o con una pequefia
molécula inhibidora de PERK (Moreno et al., 2013) parecen aumentar el tiempo de vida alrededor

de un 12%.

Existe una gran indeterminacién sobre el papel que posee la regiéon N-terminal de la

proteina pridnica y todos los resultados que se han ido obteniendo a lo largo de los afios no
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concluyen de forma fehaciente un mecanismo de toxicidad en el que se encuentre claramente
implicado el extremo amino terminal de la proteina pridnica. Recientemente ha surgido un gran
interés por la region mas amino terminal de la proteina, es decir, por la secuencia aminoacidica que
se encuentra inmediatamente después al péptido sefial (residuos 23-31, KKRPKPGGW); esto se
debe a que experimentos anteriores con PrP delecionadas en la regiéon N-terminal pero que
mantenian estos aminoacidos [A32-121 y A32-134 (Shmerling et al,, 1998), A94-134 (Baumann et
al, 2007), y A105-125 (A. Li, Christensen, et al.,, 2007)] resultaron inducir una enfermedad
neurolégica espontdnea. Asi fue como Westergard y colaboradores haciendo uso de una
combinacién de animales transgénicos y cultivos celulares dilucidaron que la ausencia de los
residuos 23-31 elimina la toxicidad en ratones carentes de PrP endégena como en ensayos de
cultivos celulares en las mismas condiciones (Westergard, Turnbaugh, & Harris, 2011b). Mas tarde,
se crearon ratones transgénicos que expresaban la PrPA23-31 los cuales mostraron una importante
disminucién en la susceptibilidad a la infeccién por priones y acumularon reducidos niveles de
PrPsc en sus cerebros; demostrando ademas, que los residuos 23-31 pertenecen a un sitio critico de
la PrP¢ que interacciona con la PrPS¢, abriendo asi la posibilidad de identificar un nuevo sitio diana
para la inhibicién de la formacién de la PrPSc (Turnbaugh et al., 2012). Hace poco mas de un afio, a
través de ratones transgénicos que expresaban la PrP ovina con una delecion de los residuos 23 al
26 o0 mutada esta region N-terminal (KQHPH en lugar de KKRPK), se observd que estos animales
presentaban una susceptibilidad variable dependiente de la cepa de priones que se utilizara para
desencadenar la infeccién (Khalifé et al, 2016), ratificando asi la importancia de esta regién
polibasica como moduladora de la toxicidad. Con la intencién de esclarecer por qué las proteinas
pridnicas delecionadas en su regiéon N-terminal que mantienen su extremo 23-31 son tan
neurotdxicas, surge recientemente un estudio en el que se han descubierto nuevas caracteristicas
mecanisticas de la toxicidad inducida por la PrP¢(Wu et al., 2017). Los autores muestran que
ligandos que se unen a la region N-terminal suprimen la respuesta neurotdxica que genera la
PrPACR de igual forma que lo hacen las mutaciones en los residuos pertenecientes a la region
polibasica situada en el extremo amino terminal. Cabe destacar que la expresién de forma
independiente de la regiéon N-terminal en ausencia del dominio C-terminal también induce
enfermedad espontanea, lo que hace indicar que el dominio N-terminal por si solo es capaz de
actuar como un efector auténomo determinante de la toxicidad. Ademads, también revelan que los
anticuerpos anti-PrP dirigidos a epitopos del extremo C-terminal inducen corrientes iénicas en
cultivos celulares que expresan la PrP¢ salvaje y acaban causando la degeneracion de dendritas en
las neuronas del hipocampo. Estos resultados junto con la evidencia estructural de los
experimentos de RMN heteronuclear, sugieren un modelo molecular para la PrP¢ en el que el
dominio N-terminal actiia como un efector neurotéxico cuya actividad esta regulada por el dominio

C-terminal (Wu et al., 2017).

Una gran variedad de estudios recientes convergen en la importancia del extremo amino
terminal y en concreto en la secuencia polibasica de la PrP como moduladora en la toxicidad de

ciertas PrP con deleciones internas, en la eficiencia de conversion de PrP¢ a PrPscy en la habilidad
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de mantener la propagacién pridénica. No obstante, ain queda mucho camino por recorrer para
dilucidar definitivamente los mediadores y determinantes de la neurotoxicidad inducida por
priones y asi poder plantear nuevas estrategias farmacolégicas utilizando esta region como diana

terapéutica.

7. Factores celulares que determinan la conversion de la PrPCy la propagacion de los

priones

Algunos autores han propuesto que moléculas de identidades distintas a la PrP conocidas
como cofactores, posiblemente actuando como chaperonas, podrian estar involucradas en la
conversién de PrP¢ a PrPScy, por tanto, en la propagacién de priones (Fernandez-Borges, Di Bari, et
al, 2017; Ma, 2012; Silva et al, 2011). Las primeras evidencias de una posible existencia de
cofactores necesarios para la propagacion surgié a partir de las infecciones de priones en ratones
transgénicos que co-expresaban la PrP¢ de ratén y humana. Estos ratones resultaron ser resistentes
a la infeccion por priones humanos mientras los ratones que solamente expresaban la PrP¢ humana
desarrollaban enfermedad pridénica al ser inoculados con los mismos priones (G. C. Telling et al,,
1994). Estos resultados sugirieron que la PrP¢ de ratén era capaz de inhibir la conversién de PrP¢
humana secuestrando algin cofactor desconocido. Ademads, los niveles relativamente bajos de
infectividad especifica obtenidos durante estudios in vitro que utilizan solamente moléculas puras
de PrP¢ como sustrato (Colby et al,, 2010; J. I. Kim et al.,, 2010; Makarava et al.,, 2010) también

sustentan la necesidad de cofactores en la replicacién de priones.

Varios compuestos incluyendo ARN, acidos nucleicos homopoliméricos como poli (A) y poli
(dT) y ADN inespecifico han mostrado capacidad para promover la propagacidn in vitro de priones
(Adler et al.,, 2003; Cordeiro et al., 2001; N. R. Deleault, Harris, Rees, & Supattapone, 2007). Por el
contrario, otras moléculas tales como acidos nucleicos sintéticos, heparina, albimina, acidos grasos
e iones metdlicos pueden llegar a disminuir la replicacién de priones in vitro (Karim Abid, Morales,
& Soto, 2010). A pesar de que chaperonas como Hsp104 y GroEL (D A Parsell & Lindquist, 1993)
son capaces de promover el proceso de conversion in vitro de la PrP¢ de hamster, chaperonas
quimicas incluyendo a la sacarosa, trehalosa y el dimetil sulféxido inhiben el proceso de conversién
(DebBurman, Raymond, Caughey, & Lindquist, 1997). Proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG, del
inglés Heparan Sulfate ProteoGlycans) han demostrado ser capaces de unir PrP¢y PrPSc para actual
como soporte o andamio para la fibrilacién de la PrPSc (Wong et al., 2001), estos unen la PrPsc a la
superficie celular y facilitan su internalizacién via macropinocitosis (Horonchik et al., 2005; Wadia,
Schaller, Williamson, & Dowdy, 2008) y también se unen a la PrP¢, aumentando de esta forma el

trafico subcelular de vesiculas cubiertas de clatrina (S. L. Shyng, Heuser, & Harris, 1994).

Centrandonos en los cofactores que aumentan la conversion de la PrP¢ in vitro, un hecho de
los mas significativos fue que ARN producido por el mismo huésped facilit6 la conversién de la PrPc¢
a la PrPsc in vitro (Nathan R. Deleault et al.,, 2005; Nathan R. Deleault, Lucassen, & Supattapone,
2003; Geoghegan et al., 2007; Saborio et al., 2001; Fei Wang et al,, 2010). Concretamente, el ARN
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actlia como un mero catalizador del proceso de plegamiento de la PrP (Fernandez-Borges, Di Bari,
et al, 2017; Fei Wang et al,, 2017). Uno de los ultimos estudios muestra que el ARN requerido para
la amplificacion in vitro de la PrPsc es dependiente de especie, dado que la PrPsc derivada de
hamster parece ser altamente dependiente de la presencia de ARN, mientras que la PrPsc derivada
de ratén no lo es (Nathan R. Deleault, Kascsak, Geoghegan, & Supattapone, 2010). Otro estudio
revel6 amplificaciones con una dependencia similar al ARN en 6 cepas prionicas de hamster
(Gonzalez-Montalban, Makarava, Savtchenko, & Baskakov, 2011). Otros factores implicados en la
modulaciéon de la replicacién de priones in vitro son ADN y fosfolipidos. La polimerizacién de la PrP
recombinante de ratén se potenci6 en presencia de acidos nucleicos y la unién del ADN especifico
de secuencia a la proteina recombinante la hizo pasar de una conformaciéon a-helicoidal a una
isoforma soluble enriquecida en laminas 3 muy similar a lo que se encuentra en el estado fibrilar de
la PrPsc (Cordeiro et al,, 2001). A diferencia del ARN, un fosfolipido esencial de la membrana como
es el fosfatiletanolamina (PE, del inglés phosphatidylethanolamine) se describié como un cofactor
altamente promiscuo siendo capaz de promover la propagaciéon de priones utilizando proteinas
recombinantes procedentes de diferentes especies de mamiferos (Nathan R. Deleault, Piro, et al,,

2012).

La identidad especifica y las funciones de los cofactores atin no han sido completamente
descifradas. Los cofactores podrian actuar como una molécula catalitica que se une tanto a la PrP¢
como a la PrPsc acercando estos y reduciendo asi su energia de activacién para que se dé el proceso
de conversion o, simplemente, podria unirse solo a la PrPSc y estabilizar asi su conformacién. Los
cofactores también podrian desempefiar un papel fundamental en las propiedades de cepa de la
nueva PrPS¢ generada, proporcionando propiedades especificas y por tanto modulando la
infectividad de los mismos (Fernandez-Borges, Di Bari, et al., 2017). Los datos preliminares sobre
los priones obtenidos in vitro parecen indicar que la presencia de cofactores aumenta la
infectividad in vivo de priones, mientras que la informacién recogida sobre la cuestion de las cepas
parece ser inconsistente. Por ejemplo, el uso de PE como cofactor tunico en el proceso de
propagacién permitié la adaptacién de dos cepas nativas diferentes de prion en una misma cepa
resultante. Esto sugiere que un solo cofactor es capaz de dirigir la conversion de diferentes cepas en
una Unica cepa con sus propias caracteristicas fenotipicas (Nathan R. Deleault, Walsh, et al., 2012).
Mientras que en otro estudio se encontr6 que la replicacién en presencia de ARN no modifica las

propiedades de la cepa del prion RML (Saa et al., 2012).

Aunque como puede observarse hasta el momento existen informes previos de algunos
cofactores que favorecen la formaciéon de priones, tales como ciertos polianiones y lipidos (Nathan
R. Deleault, Piro, et al,, 2012; Fei Wang et al., 2010), en esta tesis doctoral nos enfocamos en el uso
del dextrano sulfatado debido a su naturaleza polianiénica similar a la de los compuestos
mencionados anteriormente, para asegurar mecanismos de seleccién supuestamente semejantes a
los que promueven los cofactores mas estudiados a dia de hoy. Sorprendentemente el dextrano

sulfatado ha sido un compuesto utilizado como inhibidor, siendo utilizado también para el
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tratamiento de otras enfermedades o sintomas como la malaria y la trombosis. Uno de los primeros
estudios en los que se observa el uso de este dextrano es el llevado a cabo por Murayama y
colaboradores (Murayama et al,, 2010), en el que describen una deteccién ultrasensible de PrPsc
que proviene de EEB en reses. En un principio estos resultados resultaron ser inesperados debido a
la naturaleza del dextrano sulfatado como inhibidor de scrapie tanto in vivo (Farquhar & Dickinson,
1986) como in vitro (Caughey & Raymond, 1993). El dextrano podria acelerar la formacién de Prpsc
actuando como moléculas accesorias que facilitan o estabilizan interacciones entre PrPsc, PrP¢ y
cofactores presentes en los homogeneizados de cerebro. Estos hallazgos sugieren que el dextrano,
al igual que otros cofactores, posee cierto tropismo por determinadas cepas promoviendo su
propagacion en algunos casos, EEB, o por el contrario, inhibiendo o dificultando la de otras como el

scrapie, actuando como un selector.

Finalmente, una de los mayores motivos por el que en esta tesis se opta por el uso del
dextrano sulfatado como cofactor con el fin de seleccionar ciertas cepas priénicas in vitro de
priones se debe a que, un reciente estudio publicado por nuestro laboratorio muestra que los
cofactores no son necesarios para la propagacion pridnica pero sin embargo influyen en su
resultado significativamente. Por la tanto, a pesar de no formar parte de la particula infecciosa, los
cofactores parecen estar implicados en la propagacién y/o mantenimiento de ciertas cepas,
probablemente restringiendo la variabilidad y favoreciendo la generaciéon de algunas de ellas

(Fernandez-Borges, Di Bari, et al., 2017).
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1. Estudio in vitro del efecto de determinadas deleciones en la ORF de la PrP murina en la

capacidad de mal plegamiento.

a. Evaluacién de la capacidad de mal plegamiento inducido por semilla de las

diferentes PrP delecionadas.

b. Evaluacién de la capacidad de mal plegamiento espontaneo de las distintas PrP

delecionadas.

2. Caracterizacién bioquimica y bioldgica de las proteinas mal plegadas generadas.

3. Estudio de la regi6on N-terminal y su influencia sobre el mantenimiento de las propiedades

bioquimicas y biolégicas de las proteinas mal plegadas obtenidas.

4. Estudio del entorno de propagacion en el mantenimiento de las propiedades bioquimicas y

biolégicas de las proteinas mal plegadas obtenidas.
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1. Construccion del plasmido de expresion de la proteina del prion murina

La generacion de la proteina del prion recombinante (recPrP) murina se realizé6 mediante
la utilizacién de vectores plasmidicos especializados en la expresién de genes, incorporados
mediante técnicas de biologia molecular; en este caso, los vectores pOPIN desarrollados por Oxford
Protein Production Facility UK (OPPF). Los vectores pOPIN estan diseflados para la clonacién
mediante recombinaciéon homdloga, concretamente mediante el método de clonacién In Fusion, que
permite una alta expresién de la proteina clonada (Berrow et al,, 2007). Se seleccioné el vector
pOPIN E, basado en el vector pTriEx2 y cuyas principales caracteristicas son la de contener el gen
de resistencia al antibidtico ampicilina, la presencia de un enhancer (del inglés, potenciador)
hibrido de Citomegalovirus (CMV), del promotor de (-actina que permite la expresion de proteinas
eucariotas en bacterias Escherichia coli (E. coli) y de una diana para la carboxi-peptidasa A seguida
de una cola de 6 Histidinas en el extremo C-terminal de la proteina de interés para su posterior
purificacion mediante cromatografia de afinidad. Por otra parte, también se utiliz6 el vector pOPIN
F cuya unica diferencia respecto al anterior es la presencia de la cola de 6 Histidinas en el extremo

N-terminal a la que le sigue una diana para la proteasa 3C procedente del rinovirus humano.

El vector pOPIN E se digiri6 con las enzimas de restriccion Ncol y Pmel (New England
Laboratories) siguiendo el protocolo especificado por OPPF (4 Guide to using the OPPF pOPIN Vector
suite for HTP In-Fusion Cloning), mientras que el pOPIN F se digirié con las enzimas Kpnl y HindIII
siguiendo igualmente el protocolo mencionado anteriormente. Las bandas de ADN se separaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) (Pronadisa) y visualizadas mediante tincién
con bromuro de etidio (EtBr) 0,1% (p/v) (Sigma-Aldrich). Los fragmentos de 5151 y 5198 pares de
bases procedentes del vector pOPIN E y pOPIN F respectivamente se purificaron mediante QIAquick

Gel Extraction Kit (Qiagen) siguiendo las especificaciones del kit.

Los extremos de la secuencia de la ORF (del inglés open reading frame, marco abierto de
lectura) del gen de la PrP murina se adecuaron mediante la técnica de polymerase chain reaction
(PCR, del inglés, reaccién en cadena de la polimerasa) para su posterior clonacién en los vectores
pOPIN E y pOPIN F mediante el método de clonacion In Fusion. Para ello, los oligonucleétidos se
disenaron teniendo en cuenta las especificaciones sefialadas en el protocolo de la OPPF (4 Guide to
using the OPPF pOPIN Vector suite for HTP In-Fusion Cloning). Los oligonucle6tidos se disefiaron
para contener al menos 15 pares de bases que hibridaban en la secuencia del punto de insercién del
vector de clonacién con el fin de mejorar la recombinaciéon homéloga. En el oligonucleétido del
extremo carboxilo terminal disefiado para la clonacién en pOPIN E se introdujo un codén de
terminacion (TTA) en la posicion de la primera Lisina (K) de la cola de histidinas con el fin de evitar
la expresion de las mismas y el corte con carboxi-peptidasa A tras la purificaciéon. Debido a la
particularidad de las proteinas pridnicas que presentan un alto contenido de Histidinas en la zona

de las octa repeticiones (OR), la expresiéon de esta cola de 6 histidinas artificiales resulta
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innecesaria. Las secuencias 5’ y 3’ de los oligonucledtidos utilizados fueron las siguientes (la

secuencia en negrita pertenece a la ORF del gen que codifica la PrP):

- Oligonucledtido del extremo amino terminal para la PrP murina en pOPIN E:
AGGAGATATACCATGAAAAAGCGGCCAAAGCCTGAA

- Oligonucleétido del extremo carboxilo terminal para la PrP murina en pOPIN E:
GTGATGGTGATGTTAGGATCTTCTCCCGTCGTAATA

- Oligonucledtido del extremo amino terminal para la PrP murina en pOPIN F:
AAGTTCTGTTTCAGGGCCCGAAAAAGCGGCCAAAGCCTGAA

- Oligonucledtido del extremo carboxilo terminal para la PrP murina en pOPIN F:

ATGGTCTAGAAAGCTTTAGGATCTTCTCCCGTCGTAATA

Partiendo del plasmido que contenia la ORF del gen que codifica la PrP murina que se
disponian en el laboratorio, se realizé una PCR con la finalidad de amplificar la secuencia de ADN de
interés utilizando los oligonucleétidos especificamente diseflados y descritos anteriormente. Los
reactivos contenidos en las reacciones de PCR fueron: 2-10 ng de plasmido, 50 ng de cada uno de
los oligonucledtidos (Sigma), 1,25 unidades de la enzima polimerasa LongAmp™ Taq DNA
Polymerase (New England Biolabs), 10 pl del tampén de reacciéon 5X LongAmp™ Taq Reaction
Buffer (del inglés, tampdn) (New England Biolabs), 0,4 pul de dNTP 10 mM (Sigma-Aldrich) y H,0
desionizada (hasta alcanzar un volumen final de reaccién de 50 pl). Las condiciones de PCR
aplicadas fueron: 1) un ciclo inicial para la activacién de la polimerasa mediante calentamiento a 95
°C durante 5 min, 2) 35 ciclos de amplificacién y 3) un periodo adicional de 10 min a 72 °C que
permite la extension de los productos de PCR incompletos. Cada ciclo de amplificacion consistié en
un periodo de desnaturalizacién a 95 °C durante 20 s, seguido de un periodo de 45 s a 56 °C que
facilita la hibridacién de los oligonucleétidos con el molde de ADN y finaliza con un periodo de 60 s
a 72 °C que permite la polimerizacién de las nuevas cadenas de ADN. El producto de PCR se
almacené y conservé a 4 °C. Para realizar las PCRs se emple6 el termociclador DNA Engine Peltier

Thermal Cycler, PTC-200 (Bio-Rad).

A continuacién y siguiendo el protocolo descrito por el proveedor, los productos
amplificados mediante PCR se digirieron con la enzima de restriccion Dpnl (New England Biolabs)
para eliminar los fragmentos de ADN metilados procedentes del molde de ADN utilizado en la
reaccion de PCR. Las muestras digeridas se purificaron mediante QIAquick PCR purification kit

(Qiagen) siguiendo las especificaciones del kit.

Finalmente, tras la linealizacién de los vectores pOPIN E y pOPIN F, ademas de la
adecuaciéon de los extremos de los insertos que contienen la ORF del gen de la PrP descritos
anteriormente, se realizaron las recombinaciones homologas necesarias para la clonacién de estos
fragmentos en el vector. El método de clonacion utilizado fue In Fusion Dry-Down PCR Cloning Kit
(Clontech), siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. Para ello y tras determinar las

concentraciones del vector y el inserto mediante el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), los
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reactivos se mezclaron en un ratio molar 2:1 (vector:inserto), concretamente, 150 ng de vector y 45

ng de inserto.

Las clonaciones recombinadas se transformaron en bacterias ultra-competentes
Escherichia coli DH5 XL-Gold® (Stratagene) siguiendo el protocolo estandar de transformacion
mediante choque térmico descrito por Inoue y colaboradores (H. Inoue, Nojima, & Okayama, 1990).
Todas las colonias bacterianas obtenidas se cultivaron en 2 ml de medio de cultivo Luria Bertoni
(LB) (Pronadisa) con 50 ug/ml de ampicilina (Sigma-Aldrich) y se incubaron a 37 °C en agitacién
toda la noche. Partiendo de estos cultivos, los plasmidos procedentes de colonias bacterianas se
purificaron empleando el QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) siguiendo el protocolo descrito por el
fabricante. Para verificar que los plasmidos purificados tenian incorporado la ORF del gen de la PrP
murina se realiz6 un analisis de restricciéon con la enzima de restriccion Aval (New England
Biolabs) siguiendo el protocolo del fabricante. Finalmente, con el fin de asegurar que los plasmidos
obtenidos contenian la secuencia correcta, la ORF del gen de la PrP y los extremos adyacentes se
secuenciaron completamente mediante el servicio de secuenciacion de Stabvida
(www.stabvida.com) empleando el oligonucledtido universal T7 (5-TAATACGACTCACTATAGGG-
3.

De este modo, se generaron los plasmidos pOPIN E y pOPIN F de expresion de proteinas que

contenian la ORF del gen de la PrP recombinante murina:

=  pOPIN E PrP 23.231 murino
=  pOPIN F PrP 23.231 murino

2. Construccion de los plasmidos de expresion de las diferentes PrPs murinas con

deleciones
2.1. Seleccion de las mutaciones

Las PrPs murinas con mutaciones y deleciones se seleccionaron y disefiaron con dos fines
diferentes, por una parte estudiar la capacidad de mal plegamiento espontaneo; y por otra estudiar
el papel de la regidon N-terminal tanto en el mal plegamiento espontdneo como en la propagacion
especifica de cepas y en la neurotoxicidad de las mismas. Se realizaron las siguientes

construcciones a partir de la PrP murina:

= L108I

= L1081A141-176
= A23-28L108I

= A23-31L108I

= A51-90L108I
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2.2. Disefio de oligonucledtidos

Con el fin de realizar las construcciones mencionadas anteriormente se disefiaron parejas
de oligonucleétidos que permitieran introducir los cambios deseados mediante mutagénesis
secuencial en dos pasos (a excepcidn de la mutaciéon @51-90 L108I que siguid una estrategia basada
en el uso de enzimas de restriccion descrita en el apartado 2.5). El tamafio de los oligonucleétidos lo
determiné el tipo de secuencia existente en las regiones adyacentes a la zona a modificar
[aproximadamente 10 pares de bases upstream (aguas arriba de la secuencia nucleotidica) y 10
pares de bases downstream (aguas abajo de la secuencia nucleotidica) de la mutacién]. Mediante
este esquema de trabajo se disefi6 la secuencia del oligonucleétido forward (del inglés, hacia
adelante) (F) y la secuencia del oligonucledtido reverse (del inglés, reverso) (R) se obtuvo a partir
de la secuencia reversa y complementaria en sentido 5’->3’ del oligonucleétido forward. La
seleccion de los mejores oligonucledtidos posibles se refind mediante el software libre “Oligo

analyzer 3.1” (Integrated DNA Technologies).

En el siguiente esquema se presentan los oligonucleé6tidos forward y reverse empleados en
la generacion de las construcciones anteriormente mencionadas. En la mutacion L108I se observa

subrayado y en negrita el codén que alberga el cambio aminoacidico:

* L108IF: 5CCAAAAACCAACATTAAGCATGTGGCAGGGGC3’

* L108IR: 5’CTGCCACATGCTTAATGTTGGTTTTTGGTTTGC3’

e A23-28 F: 5’TATACCATGGGAGGGTGGAACACCGGTGGAAGCC3’

* A23-28R: 5’CCGGTGTTCCACCCTCCCATGGTATATCTCCTTTGAT3’

e A23-31F:5TATACCATGAACACCGGTGGAAGCCGGTATCCC3’

*  A23-31R: 5’GGCTTCCACCGGTGTTCATGGTATATCTCCTTTGAT3’

e A141-176 F: 5’GAGCAGGCCCATGATCCATTTCGACTGCGTCAATATCACCATCAAG3’
e A141-176 R: 5’>CTTGATGGTGATATTGACGCAGTCGAAATGGATCATGGGCCTGCTC3’

2.3. Mutagénesis secuencial en dos pasos

Las mutagénesis secuenciales en dos pasos se efectuaron partiendo de los plasmidos pOPIN
E y pOPIN F que expresan la PrP;3.231 murina. Para llevarlo a cabo, aparte de los oligonucleétidos
especificos para cada mutacién, se disefiaron dos oligonucleétidos que hibridan con una secuencia
del vector pOPIN PrP;3.231 murino préxima al gen que codifica la PrP, un oligonucleétido forward
cerca del extremo amino terminal y un oligonucle6tido reverse cerca del extremo carboxilo

terminal:

Oligonucleétido forward: 5’-CCGCGGGGGGACGGCTGCC-3’

Oligonucleétido reverse: 5’-GAACAGAGGTGCGTCTGGTG-3’
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En un primer paso se realizaron dos PCRs, una de ellas con el oligonucleétido forward que
contenia la mutacién a introducir y el oligonucleétido reverse del extremo carboxilo terminal de la
secuencia que codifica la PrP; y la otra con el oligonucleétido forward del extremo amino terminal
de la secuencia que codifica la PrP y el oligonucleétido reverse que contiene la mutacion. En todos

los casos y en esta primera fase, las PCRs empleadas contenian:

- 2ngde plasmido de pOPIN PrP»3.231 murino.

- 50 ngde cada oligonucleétido.

- 1,25 unidades de la enzima polimerasa Pfu DNA Polymerase (Fermentas).
- 5 pl del buffer 10X para la enzima polimerasa Pfu (20 mM MgSO0,).

- 0,4uldedNTP 10 mM.

- Hz0 (hasta 50 pl).

Las condiciones de PCR aplicadas fueron: 1) un ciclo inicial de desnaturalizaciéon del molde
de ADN de partida mediante calentamiento a 95 °C durante 5 min, 2) 40 ciclos de amplificacién y 3)
un periodo adicional de 10 min a 72 °C que permite la extensién de los productos de PCR
incompletos. Cada ciclo de amplificacién consistié en un periodo de desnaturalizacién de 95 °C
durante 20 s, seguido de un periodo de 45 s a 56 °C que facilita la hibridacién de los
oligonucleétidos con el molde de ADN y finaliza con un periodo de 60 s a 72 °C que permite la
polimerizacion de las nuevas cadenas de ADN. Los productos de PCR se almacenaron y conservaron

a4°cC.

Como resultado de esta primera fase se obtuvieron dos fragmentos de ADN, que contenian
cada uno de ellos una parte de la ORF del gen que codifica la PrP murina con la mutacién de interés.
La purificacién de los mismos se llevé a cabo mediante la utilizacion del kit QIAquick Gel Extraction

Kit (Qiagen) siguiendo el protocolo del fabricante (QIAquick® Spin Handbook).

El segundo paso de la mutagénesis dirigida consistié en la reconstitucién completa de la
ORF del gen que codifica la PrP murina que contenia la mutacién de interés. Para ello se realiz6 de
nuevo una PCR empleando como moldes los dos fragmentos obtenidos en el paso anterior y los
oligonucleétidos forward que hibrida cerca del extremo amino terminal y reverse que hibrida cerca

del carboxilo terminal de la ORF del gen que codifica la PrP.
Las PCRs empleadas contenian:

- 50-100 ng fragmentos de ADN purificados de la primera fase.

- 50 ngde cada oligonucleétido.

- 1,25 unidades de la enzima polimerasa Pfu DNA Polymerase (Fermentas).
- 5 pl del buffer 10X para la enzima polimerasa Pfu (20 mM MgSO04).

- 0,4uldedNTP 10 mM.

- Hz0 (hasta 50 pl).
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Las condiciones de PCR aplicadas fueron idénticas a las empleadas en el primer paso. Los
fragmentos amplificados se purificaron con GeneJet PCR Purification Kit (Fermentas) siguiendo el

protocolo del fabricante.

2.4. Clonacién de las ORFs del gen que codifica para las diferentes PrPs murinas con deleciones

en el vector de expresion de proteinas pOPIN E

Con el fin de ligar los distintos fragmentos de ADN generados en el apartado anterior en el
vector de expresion pOPIN E, se llevaron a cabo digestiones con enzimas de restriccion y

purificaciones que se detallan a continuacién.

Los fragmentos de ADN que codifican las PrPs murinas se digirieron con la enzima de
restriccion Xbal (Fermentas) y posteriormente, tras realizar una purificacién con Genejet PCR
Purification Kit (Fermentas), se digirieron con la enzima de restricciéon Pagl (Fermentas), siguiendo
las especificaciones del fabricante. La enzima de restriccién Xbal reconoce una secuencia de ADN
ubicada en el vector cerca del extremo amino terminal de la secuencia de la ORF del gen que
codifica la PrP23.231 murina, mientras que Pagl digiere en una zona del vector cercana al extremo
carboxilo terminal, dando lugar a los siguientes fragmentos dependiendo de la mutacién con la que

se trabaje:

= L108I: 1074 pares de bases

= A23-28:1056 pares de bases
= A23-31:1047 pares de bases
= A141-176: 966 pares de bases

Para la selecciéon de enzimas de restriccién mencionadas se utilizé el software libre
“NEBcutter V2.0” (New England Biolabs). Los fragmentos digeridos se purificaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v), tincién con RedSafe™ (iNtRON Biotechnology) 0,1%
(p/Vv) y QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo del fabricante.

El plasmido pOPIN E PrP23.231 murino se digirié con las enzimas de restricciéon Xbal y Pagl,
siguiendo el procedimiento mencionado anteriormente. Los fragmentos de 4707 pares de bases se
purificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, tinciéon con RedSafe™ (iNtRON

Biotechnology) 0,1% y QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) siguiendo el protocolo del fabricante.

Los fragmentos correspondientes a las secuencias de las ORFs del gen que codifica para las
PrPs murinas mutadas se clonaron en el vector pOPIN E murino obtenido en el paso anterior. Para
ello, el plasmido y el inserto se mezclaron a un ratio molar de 3:1 (inserto:vector) y se ligaron con la
enzima T4 DNA ligasa (Fermentas) incubando la mezcla de reaccién a 16 °C, como indica el
protocolo del fabricante. Los productos de la ligaciéon se transformaron en bacterias ultra-
competentes E. coli DH5 XL-Gold® (Stratagene) siguiendo el protocolo estandar de transformacién

por choque térmico. De cada transformacién se seleccionaron 4-6 colonias bacterianas y los
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plasmidos procedentes de estas colonias bacterianas se purificaron mediante GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kit (Fermentas) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Para verificar que los
plasmidos purificados tenian incorporado la ORF del gen que codifica la PrP, se realiz6 un analisis
de restriccion con las enzimas Xbal (Fermentas) y Pagl (Fermentas) siguiendo el protocolo de la
casa comercial. Finalmente, con el fin de asegurar que los plasmidos obtenidos contenian la
mutacion deseada, la ORF del gen que codifica la PrP se secuencié completamente mediante el
servicio de secuenciacion de Stabvida con el oligonucledtido wuniversal T7 (5'-
TAATACGACTCACTATAGGG-3"). A continuacién se listan los plasmidos generados mediante la

metodologia detallada:

- pOPIN E PrP23231 L1081
- pOPIN E PrPaz323 L108I
- pOPIN E PrPaz331 L108I
- pOPIN E PrPa141.176 L108I

Todas las demas mutaciones son derivadas de la secuencia de nucle6tidos A51-90 L108I

por lo que se encuentran descritas y definidas en el apartado 3.

2.5. Mutagénesis basada en el uso de enzimas de restriccion

Para llevar a cabo la construccion PrPasi.90 L1081 se parti6é del vector pOPIN E PrPz3 231
murino con la mutacién puntual L108L. En primer lugar, el vector se digirié con la enzima de
restriccion Xmal (Fermentas) y posteriormente, tras realizar una purificacién con Genejet PCR
Purification Kit (Fermentas), se digirié6 con la enzima Acc65] (Fermentas), en todos los casos
siguiendo las recomendaciones y especificaciones del fabricante. La enzima de restriccion Xmal
reconoce una secuencia de ADN ubicada en el extremo amino terminal de la secuencia que codifica
la PrP;3.231 murina (concretamente 12 aminodacidos antes de la regiéon de las octarepeticiones),
mientras que Acc65] digiere justamente dos aminoacidos después de las octarepeticiones. Estos
cortes dan lugar a un fragmento de 162 pares de bases, de las cuales 120 pertenecen a las 5
octarepeticiones que presenta la PrP murina. Debido a que estos dos cortes eliminan nucle6tidos
que nos interesan conservar dado que no pertenecen a la secuencia de las octarepeticiones
(solamente esta region es la que es necesario delecionar) y que su eliminacién daria lugar a un
corrimiento en el marco de lectura, se diseflaron los siguientes dos oligonucleétidos con los
codones correspondientes a los aminoacidos que se habian eliminado y flanqueados por los sitios

de corte correspondientes a las enzimas Xmal y Acc65I:

Oligo F: 5’CCGGGCAGGGAAGCCCTGGAGGCAACCGTTACCCAGGAGGGG3’
Oligo R: 5’ GTACCCCCTCCTGGGTAACGGTTGCCTCCAGGGCTTCCCTGC3’

La estrategia a seguir para la hibridacién y ligacién de estos oligonucleétidos se basé

primeramente en tener en cuenta qué cantidad de ADN se necesitaria para que el ratio entre
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plasmido e inserto fuera 3:1 (inserto:vector), después se llevo a cabo la hibridacién de los dos
oligonucleétidos de forma equimolar. El programa de temperaturas que se utilizé6 para
desnaturalizar e hibridar de forma complementaria las dos cadenas consistié en un choque térmico
de 90 °C durante 1 min para desnaturalizar el ADN, seguido de 70 °C durante 5 min para favorecer
la hibridacién por complementariedad de forma gradual y lenta, acabando a 42 °C durante el
periodo de tiempo de 5 minutos. Como resultado, se obtuvo la hibridaciéon de los oligos
complementarios que dejaron las secuencias de corte de las enzimas Xmal y Acc65I en los
extremos. El inserto se digirié con la enzima de restriccion Xmal (Fermentas) y posteriormente,
tras realizar una purificacién con Genejet PCR Purification Kit (Fermentas), se digirié con la enzima
Acc65 (Fermentas), en todos los casos siguiendo las recomendaciones y especificaciones del
fabricante. Para la eleccién de las enzimas de restriccion mencionadas se utilizo el software libre
“NEBcutter V2.0” (New England Biolabs). Los fragmentos digeridos se purificaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v), tincién con RedSafe™ (iNtRON Biotechnology) 0,1%
(p/v) y QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo del proveedor.

Por otro lado, puesto que el corte con Xmal estd impedido, dado que es una enzima
sensible a metilacion de las citosinas de las regiones CpG, los plasmidos pOPIN E que contienen la
secuencia que codifica la PrP;3.;31 L1081 murina se transformé en bacterias competentes E. coli
HSTO8 Stellar™ (dam-/dcm-) (Clontech). La transformacién se realizé siguiendo el protocolo
estandar de transformacion por choque térmico. Los pladsmidos procedentes de todas las colonias
bacterianas obtenidas se purificaron empleando el GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas)
siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Para verificar que los plasmidos purificados
tuvieran la PrP mutada se efectué una electroforesis en gel de agarosa al 1% y tincién con

RedSafe™ (iNtRON Biotechnology) 0,1% (p/v).

El inserto generado previamente se cloné en el vector pOPIN E utilizando los mismos
cortes en el proceso. Para ello, el plasmido y el inserto se mezclaron en un ratio molar 3:1
(inserto:vector) y se ligaron con la enzima T4 DNA ligasa (Fermentas) incubando la mezcla de
reaccién a 16 °C, como indica el protocolo del proveedor. Los productos de la ligacién se
transformaron en bacterias ultra-competentes E. coli DH5 XL-Gold® (Stratagene) siguiendo el
protocolo estandar de transformaciéon por choque térmico. De cada transformacién se
seleccionaron 4-6 colonias bacterianas y los plasmidos procedentes de estas colonias bacterianas se
purificaron mediante GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) siguiendo el protocolo
recomendado por la casa comercial. Para verificar que los plasmidos purificados tenian
incorporado la ORF del gen que codifica la PrP se realizé un analisis de restriccidn con las enzimas
de restriccion Xbal (Fermentas) y Pagl (Fermentas) siguiendo el protocolo del fabricante.
Finalmente, con el fin de asegurar que los plasmidos obtenidos contenian la mutacién deseada, la
ORF del gen que codifica la PrP se secuencié completamente mediante el servicio de secuenciacion
de Stabvida con el oligonucleétido universal T7 (5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3"). A continuacién

se lista el plasmido generado mediante la metodologia detallada:
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- pOPIN E PrPas1.90 L1081

El vector pOPIN E (como ya se ha explicado anteriormente) no posee histidinas artificiales
y la mutacion A51-90 las demanda para poder ser purificada, por lo que se decidié utilizar el vector
pOPIN F que ademas presenta las histidinas artificiales en el extremo N-terminal donde deben

posicionarse para evitar que interfieran con el mal plegamiento de la proteina.

Para llevar a cabo esta nueva estrategia se utiliz6 el vector pOPIN F PrP»3.231 murino, el cual
posee la cola de 6 Histidinas en el extremo N-terminal a la que le sigue una diana para la proteasa
3C procedente del rinovirus humano. Las enzimas de restriccién utilizadas fueron Xmal
(Fermentas) con un sitio de corte N-terminal y anterior a las zonas de las octarepeticiones, y con
Psyl (Fermentas) cuya diana se encuentra en los nucledtidos posteriores a la mutaciéon L108I. De la
misma forma, el vector pOPIN E PrPasi.99 L108I se cort6 con las enzimas Xmal y Psyl generando un
inserto de 417 pares de bases. Los fragmentos de 5364 y 417 pares de bases se purificaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, tincién con RedSafe™ (iNtRON Biotechnology)

0,1% y QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) siguiendo el protocolo del fabricante.

El inserto se cloné en el vector pOPIN F previamente generado con los sitios de corte
compatibles con el inserto, se ligd y transformé siguiendo el protocolo anteriormente descrito. De
cada transformacién se seleccionaron 4-6 colonias bacterianas y los plasmidos procedentes de
estas colonias bacterianas se purificaron mediante GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas)
siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Para verificar que los plasmidos purificados tenfan
incorporado la secuencia que codifica la PrP se realiz6 un andlisis de restriccién con las enzimas de
restriccion Xbal (Fermentas) y Pagl (Fermentas). Finalmente, con el fin de asegurar que los
plasmidos obtenidos contenian la mutacidn deseada, la ORF del gen que codifica la PrP se secuenci6
completamente mediante el servicio de secuenciacién de Stabvida con el oligonucledtido universal
T7 (5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’). A continuacién se muestra el plasmido generado mediante

la metodologia detallada:

- PpOPIN F PrPss1.99 L108I

3. Construccion de los plasmidos de expresion de las PrPs con deleciones derivadas del

vector pOPIN F PrPas1.90 LO8I

3.1. Seleccion de las mutaciones

Con la idea de estudiar el efecto sobre la capacidad de mal plegamiento que puedan tener
deleciones en otras regiones de la proteina, aparte de las que se pueden observar en el apartado

2.1, se decidi6 hacer las siguientes mutaciones derivadas del plasmido pOPIN F PrPss1.90 L108I:

- A90L108I
- A51-90L1081A141-176
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- A90L1081A141-176

3.2. Diseiio de oligonucledtidos

Con el fin de realizar las construcciones mencionadas anteriormente se disefiaron parejas
de oligonucledtidos que permitieran introducir los cambios deseados mediante mutagénesis
secuencial en dos pasos. El tamafio de los oligonucleétidos lo determiné la secuencia de la region
adyacente a la zona a modificar (aproximadamente 10 pares de bases upstream y 10 pares de bases
downstream de la mutacién). Mediante este esquema de trabajo se diseiié la secuencia del
oligonucleétido forward y la secuencia del oligonucleétido reverse se obtuvo a partir de la secuencia
reversa y complementaria del oligonucleétido forward. La seleccion de los mejores oligonucleé6tidos

posibles se refiné mediante el software libre “Oligo analyzer 3.1” (Integrated DNA Technologies).

En el siguiente esquema se presentan los oligonucleétidos forward y reverse empleados en

la generacién de las mutaciones anteriormente mencionadas.

e A90F: 5’TTTCAGGGCCCGGGAGGGGGTACCCATAAT3’
e A90R:5'GGTACCCCCTCCCGGGCCCTGAAACAGAAC3’
e A141-176 F: 5GAGCAGGCCCATGATCCATTTCGACTGCGTCAATATCACCATCAAG3’
e A141-176 R: 5’CTTGATGGTGATATTGACGCAGTCGAAATGGATCATGGGCCTGCTC3’

3.3. Mutagénesis secuencial en dos pasos

Partiendo del plasmido pOPIN F PrPasi.9o L1081 murino se efectuaron las mutagénesis
secuenciales en dos pasos, en las que se generaron primero las construcciones PrPago L108I y
PrPas1-90 a141-176 L1081 y posteriormente a partir de la secuencia nucleotidica de la PrPago L108I se
obtuvo la PrPago a141-176 L108I. Para llevarlo a cabo, aparte de los oligonucleétidos especificos para
cada mutacién, se disefaron dos oligonucleétidos que hibridan con una secuencia del vector pOPIN
F PrP23.231 murino préxima a la ORF del gen que codifica la PrP, un oligonucleétido forward cerca

del extremo amino terminal y un oligonucleétido reverse cerca del extremo carboxilo terminal:

Oligonucleétido forward: 5’-CCGCGGGGGGACGGCTGCC-3’

Oligonucleotido reverse: 5’-GAACAGAGGTGCGTCTGGTG-3’

En un primer paso se realizaron dos PCRs, una de ellas con el oligonucleétido forward que
contenia la mutacién a introducir y el oligonucleétido reverse del extremo carboxilo terminal de la
secuencia que codifica la PrP; y la otra con el oligonucleétido forward del extremo amino terminal
de la secuencia que codifica la PrP y el oligonucleédtido reverse que contiene la mutacion. En todos

los casos y en esta primera fase, las PCRs empleadas contenian:
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- 2ngde plasmido de pOPIN PrP33.231 murino.

- 50 ngde cada oligonucleétido.

- 1,25 unidades de la enzima polimerasa Pfu DNA Polymerase (Fermentas).
- 5pldel buffer 10X para la enzima polimerasa Pfu (20 mM MgS04,).

- 0,4uldedNTP 10 mM.

- Hz0 (hasta 50 pl).

Las condiciones de PCR aplicadas fueron las descritas previamente en el apartado 2.3.

Como resultado de esta primera fase se obtuvieron dos fragmentos de ADN, que contenian
cada uno de ellos una parte de la ORF del gen que codifica la PrP murina con la mutacién de interés.
La purificacién de los mismos se llevé a cabo mediante la utilizacion del kit QIAquick Gel Extraction

Kit (Qiagen) siguiendo el protocolo del fabricante (QIAquick® Spin Handbook).

El segundo paso de la mutagénesis dirigida consistié en la reconstitucion completa de la
ORF del gen que codifica la PrP murina que contenia la mutacién de interés. Para ello se realizé de
nuevo una PCR empleando como moldes los dos fragmentos obtenidos en el paso anterior y los
oligonucleétidos forward que hibrida cerca del extremo amino terminal y reverse que hibrida cerca

del carboxilo terminal del gen que codifica la PrP.

En todos los casos y en esta dltima fase, las PCRs empleadas contenian:

- 50-100 ng fragmentos de ADN purificados de la primera fase.

- 50 ngde cada oligonucledtidos.

- 1,25 unidades de la enzima polimerasa Pfu DNA Polymerase (Fermentas).
- 5yl del buffer 10X para la enzima polimerasa Pfu (20 mM MgS04,).

- 0,4uldedNTP 10 mM.

- Hz0 (hasta 50 pl).

Las condiciones de PCR aplicadas fueron idénticas a las empleadas en el primer paso. Los
fragmentos amplificados se purificaron con Genejet PCR Purification Kit (Fermentas) siguiendo el

protocolo del fabricante.

3.4. Clonacién de los genes que contienen las diferentes mutaciones murinas derivadas del vector

POPIN F PrPas1.90 L1081 en el vector de expresiéon de proteinas pOPIN F

Con el fin de ligar los distintos fragmentos de ADN codificantes generados en el apartado
anterior en el vector de expresion pOPIN F, se llevaron a cabo digestiones con enzimas de

restriccién y purificaciones que se detallan a continuacion.

Los fragmentos de ADN que codifican las PrPs murinas se digirieron con la enzima de

restriccion Xbal (Fermentas) y tras realizar una purificacién con GeneJet PCR Purification Kit
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(Fermentas), se digirieron con la enzima de restriccion Pagl (Fermentas) siguiendo las
especificaciones del fabricante. La enzima de restriccién Xbal reconoce una secuencia de ADN
ubicada en el vector cerca del extremo amino terminal de la secuencia del gen que codifica la PrP,s.
231 murina, mientras que Pagl digiere en una zona del vector cercana al extremo carboxilo terminal,
dando lugar a los siguientes fragmentos dependiendo de la mutacién con la que estemos

trabajando:

= A90 L108I: 926 pares de bases
= A51-90 L1081 A141-176: 900 pares de bases
= A90L1081A141-176: 817 pares de bases

Para la seleccién de enzimas de restriccién mencionadas se utilizé el software libre
“NEBcutter V2.0” (New England Biolabs). Los fragmentos digeridos se purificaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v), tincién con RedSafe™ (iNtRON Biotechnology) 0,1%
(p/Vv) y QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo del fabricante.

El plasmido pOPIN F PrP3.231 murino se digirié con las enzimas de restricciéon Xbal y Pagl,
siguiendo el procedimiento mencionado anteriormente. Los fragmentos de 4707 pares de bases
correspondientes al vector se purificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, tincién
con RedSafe™ (iNtRON Biotechnology) 0,1% y QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) siguiendo el

protocolo del fabricante.

Los fragmentos correspondientes a las secuencias de los genes que codifican las PrPs
murinas mutadas se clonaron en el vector pOPIN F de ratén obtenido en el paso anterior. Para ello,
el plasmido y el inserto se mezclaron a un ratio molar de 3:1 (inserto:vector) y se ligaron mediante
la enzima T4 DNA ligasa (Fermentas) incubando la mezcla de reaccién a 16 °C, como indica el
protocolo del fabricante. Los productos de la ligacién se transformaron en bacterias ultra-
competentes E. coli DH5 XL-Gold® (Stratagene) siguiendo el protocolo estdndar de transformacién
por choque térmico. De cada transformacidon se seleccionaron 4-6 colonias bacterianas y los
plasmidos procedentes de estas colonias bacterianas se purificaron mediante GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kit (Fermentas) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Para verificar que los
plasmidos purificados tenian incorporado la ORF del gen que codifica la PrP se realiz6 un analisis de
restriccion con las enzimas de restriccion Xbal (Fermentas) y Pagl (Fermentas) siguiendo el
protocolo del fabricante. Finalmente, con el fin de asegurar que los plasmidos obtenidos contenian
la mutacién deseada, la ORF del gen que codifica la PrP se secuencié completamente mediante el
servicio de secuenciacion de Stabvida con el oligonucledtido wuniversal T7 (5'-
TAATACGACTCACTATAGGG-3"). A continuacién se listan los plasmidos generados mediante la

metodologia detallada:

- POPIN F PrPago L108I
- pOPIN E PrPas1-90a141-176 L1081
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- pOPIN E PI‘PAgo A141-176 L108I
4. Generacion de las proteinas recombinantes

4.1. Transformacién de pldsmidos en bacterias mediante choque térmico

Para poder producir las proteinas recombinantes de las diversas PrPs delecionadas a partir
de los plasmidos de expresion pOPIN E y pOPIN F generados previamente, los vectores se
transformaron en bacterias supercompetentes E. coli Rosetta (DE3)™ (EMD Millipore),
desarrolladas para la sobreexpresion de proteinas eucaridticas que contienen codones raramente
usados en E. coli. Los plasmidos pOPIN E se transformaron especificamente en estas bacterias
mediante el protocolo estandar de transformaciéon por choque térmico (H. Inoue et al, 1990) y

conservadas a -80 °C en medio LB:glicerol 4:1 (v/v).
4.2. Expresion de las proteinas recombinantes

Las bacterias Rosetta (DE3) transformadas con los pldsmidos de interés se cultivaron en 2
litros de medio Luria Bertani (LB) (Lennox) en presencia de ampicilina a una concentracién de 20
ug/ml (Sigma-Aldrich) e incubadas a 37 °C en agitacién a 200 rpm (Agitador Orbital SSL1, Stuart)
hasta alcanzar una densidad 6ptica en la longitud de onda de 600 nm (DOgoo) de 0,6 - 0,8. Con el fin
de inducir la sintesis de la proteina de expresion en las bacterias cultivadas, se afiadi6 al cultivo
bacteriano Isopropil-B-D-1-tiogalactopiraésido (IPTG) (Gold Biotechnology) a una concentracién
final de 1 mM y se mantuvo durante 3 horas mas en las condiciones de temperatura y agitacion

descritas anteriormente.

La induccién de proteina recombinante mediada por la adicién de IPTG se finalizé con la
incubacion de los cultivos bacterianos en hielo durante 15 min. Finalmente, las bacterias de
centrifugaron durante 15 min a una velocidad de 4500 g y a una temperatura de 4 °C (Centrifuga

Sorvall Legend XTR, Thermo Scientific).

El precipitado bacteriano se resuspendié en 50 ml de buffer de lisis [50 mM
tris(hidroximetil)Jaminometano hidrocloruro Tris-HCl (Fisher Bioreagents), 5 mM 4cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (Sigma-Aldrich), 1% Triton X-100 (Amresco), 1 mM fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma-Aldrich), 100 pg/ml Lisozima (Sigma-Aldrich), pH ajustado a 8.0]
y a continuacién se incub6 durante 30 min en agitacién a 200 rpm a temperatura ambiente en
presencia de 100 U/ml de deoxyribonucleasa (DNAsa) (Sigma-Aldrich) y 20 mM de cloruro de
magnesio (MgClz) (Sigma-Aldrich). El lisado se centrifugé a 4 °C durante 1 h a 8.500 g (Centrifuga
Sorvall ST 16R, Thermo Scientific) y el material precipitado obtenido se resuspendi6 en 50 ml de
buffer de lavado [20 mM Tris-HCI (Fisher Bioreagents), 150 mM cloruro de sodio (NaCl) (Sigma-
Aldrich), 1 mM EDTA (Sigma-Aldrich), 1% Sarkosyl (Sigma-Aldrich), pH ajustado a 8.0]. De nuevo,
el lisado se centrifugd en las condiciones descritas anteriormente y el material precipitado se

disolvi6 en 6 ml de buffer de inclusién [20 mM Tris-HCl (Fisher Bioreagents), 0,5 M NaCl (Sigma-
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Aldrich), 6 M cloruro de guanidinio (Fisher Scientific), pH ajustado a 8.0] e incub6 a 37 °C en
agitacion durante toda la noche con el fin de disolver los cuerpos de inclusién y solubilizar en el
medio la proteina recombinante de interés. A continuacion, las muestras se centrifugaron a 4 oC
durante 1 hora a 8.500 g y los sobrenadantes se filtraron a través de un tamano de poro de 0,20 um

(Minisart, Sartorius Stedim) antes de su purificacion.
4.3. Purificacion de las proteinas recombinantes

Este procedimiento esta basado en el empleo de columnas HisTrap FF Crude 5 ml (GE
Healthcare Amersham). En primer lugar tras equilibrar las columnas con 35 ml de buffer de unién
[20 mM Tris-HCl (Fisher Bioreagents), 500 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 5 mM Imidazol (Sigma-
Aldrich), 2 M cloruro de guanidinio (Fisher Scientific), pH ajustado 8.0], la muestra filtrada que
contenia la PrP recombinante soluble se cargé en la columna mediante la utilizacién de agujas de
calibre de 22 G y longitud de 1 % pulgadas (Terumo). La columna se lavé con 75 ml de buffer de
unién y las proteinas recombinantes eluidas con 30 ml de buffer de elucién [20 mM Tris-HCI (Fisher
Bioreagents), 500 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 500 mM Imidazol (Sigma-Aldrich), 2 M cloruro de
guanidinio (Fisher Scientific), pH ajustado a 8.0]. Las proteinas eluidas se denaturalizaron mediante
la adicién de cloruro de guanidinio (Sigma-Aldrich) hasta una concentracién final de 6 M y
posteriormente se concentraron a una concentracion de 4-5 mg/ml mediante unidades de filtros de
centrifugacion de 10 KDa, (Amicon Ultra-15 10KDa Centrifugal filter unit, Millipore). Finalmente, las

proteinas recombinantes generadas se almacenaron a -80 °C.

La calidad y pureza de las proteinas recombinantes obtenidas se evalu6 mediante tincion
de Coomassie tras electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato s6dico (SDS-PAGE, del
inglés sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) en geles Criterion TGX 4-15% (Bio-
Rad) de 1-5 pg de la proteina recombinante. 10 pl de muestra de la elucién de la proteina
recombinante se precipité anhadiendo 56,7 pl de metanol frio (Fisher Chemical) y tras centrifugar
durante 30 min a una velocidad de 19.000 g y a 4 °C de temperatura (Centrifuga Sorvall ST 16R,
Thermo Scientific), el material precipitado se resuspendié en 16 pl de buffer NuPAGE (Invitrogen
Life Technologies) y cargé en el gel de electroforesis. El gel se incub6 durante una hora en buffer de
tincién de Coomassie [3 g Coomassie Brilliant Blue®, Serva), 450 ml metanol (Fisher chemical), 50
ml acido acético glacial (Fisher chemical) y 450 ml de H;0 destilada]. La decoloracién del mismo se
realizé con el buffer que contenfa 200 ml metanol, 50 ml acido acético glacial y 250 ml H,0

destilada, cambiando el buffer cada 30 min durante aproximadamente tres horas.
5. Preparacion de sustratos para PMCA

La propagacién in vitro de priones se realiz6 basdndose en el procedimiento de
amplificacién ciclica de proteinas anormalmente plegadas (PMCA, del inglés Protein Misfolding

Cyclic Amplification) descrito por Castilla y colaboradores (Castilla, Saa, Hetz, et al.,, 2005; Saa et al,,
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2006b; Saborio et al., 2001) que permite propagar priones in vitro mimetizando el proceso de

propagacion in vivo, pero con una cinética mas acelerada (Saborio et al.,, 2001).

Se prepararon distintos tipos de sustratos basados en la proteina del prion los cuales
presentan diferentes caracteristicas dependiendo de la finalidad de cada estudio. Los sustratos
utilizados a lo largo de este trabajo fueron: sustratos basados en homogeneizados completos de
encéfalo, sustratos basados en PrP recombinante complementada con homogeneizado de encéfalo y
sustratos basados en PrP recombinante complementada con dextrano sulfatado. Durante todo el
proceso de la preparacién de estos sustratos, todos los componentes han sido mantenidos a 4 °C
con el fin de minimizar el deterioro de los mismos. Tras haber preparado los sustratos, estos se
conservaron a -80 °C en alicuotas idéneas para evitar ciclos de congelacién-descongelacién, dado

que este proceso favorece la degradacion del sustrato.
5.1. Sustratos basados en homogeneizados completos de encéfalo

Los encéfalos de ratones se extrajeron tras sacrificar los animales mediante inhalaciéon de
diéxido de carbono y tras ser perfundidos mediante puncién cardiaca con 50 ml de buffer de
perfusion [PBS (HyClone sin iones de Ca 'y Mg) y 5 mM EDTA (Sigma-Aldrich)]. El objetivo de este
procedimiento es el de eliminar restos de sangre que pudieran afectar negativamente tanto al
proceso de amplificacién de priones, como al tratamiento posterior con proteinasa K (PK). La
homogenizacion se llev6 a cabo con la ayuda de un homogeneizador de tejidos Elvehjem de 15 ml
(Fisherbrand), empleando buffer de conversioén (CB, del inglés conversion buffer) frio [PBS (Fisher
BioReagents), 150 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich), 4 mM EDTA
(Sigma-Aldrich), inhibidores de proteasas Complete™ Cocktail 1X (Roche)] al 10% (p/v). La
muestra se mantuvo a 4 °C a lo largo de todo el proceso. Se utilizé la linea de ratén transgénico
TgMoL108I que expresa 3-4 veces la PrP¢ murina con la mutacién puntual L108I sobre un fondo

genético Prnp?/9.
5.2. Sustratos basados en PrP recombinante complementada con homogeneizado de encéfalo

Las proteinas recombinantes purificadas a través de columnas de afinidad (apartado 4.3)
se diluyeron 1:5 en PBS (Fisher Bioreagents) y dializaron frente a PBS durante 1 h a 4 °C
empleando casetes de dialisis de 10 KDa (Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette 10K MWCO, Thermo
Scientific). Con el fin de eliminar la proteina insoluble anormalmente plegada como consecuencia
del proceso de dialisis, las muestras se centrifugaron a 19.000 g durante 15 min a 4 °C (Centrifuga

Sorvall ST 16R, Thermo Scientific) y se recogié el sobrenadante que contenia la proteina soluble.

Con el objetivo de complementar los sustratos con factores que fomentan la propagaciéon
de priones se emplearon encéfalos de ratones transgénicos carentes de PrP [ratones transgénicos
Prnp%/9 (Bueler et al, 1992)] o encéfalos procedentes de pollo (Gallus gallus domesticus), cuya
proteina PrP no interfiere en el fenémeno de amplificacién de priones por no ser mal plegada. El
uso de sustratos basados en encéfalo de pollo, responde a la observaciéon de que presenta una
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mayor eficiencia en la propagaciéon por dilucién seriada de semillas que los sustratos
complementados con encéfalo de ratéon Prnp??, reservandose su uso para los estudios de dilucién

principalmente.

En el caso de la utilizacién de encéfalos de ratones transgénicos Prnp?/?, tras el sacrificio de
los animales, los encéfalos se perfundieron con el buffer de perfusién tal y como se describe en el
apartado 5.1. En el caso de los encéfalos de pollo, tras el sacrificio del animal se realizé un lavado
del tejido en el buffer de perfusidn, eliminando la mayor fracciéon de sangre posible. Los encéfalos
obtenidos se homogeneizaron al 10% (p/v) en buffer de conversién manteniendo la muestra a 4 °C
a lo largo de todo el proceso. Con el fin de eliminar restos de tejido no homogeneizados
correctamente la muestra se centrifugd a 19.000 g durante 15 min a 4 °C (Centrifuga Sorvall ST

16R, Thermo Scientific) y el precipitado se descartd.

Finalmente la proteina recombinante PrP previamente cuantificada por BCA Protein Assay
(Thermo-Pierce)) para conseguir una concentracién final aproximada de 50-100 ng/pl, se mezcl6
para su complementacién con el homogenizado de encéfalo en una proporcién volumétrica de 1:10

(proteina recombinante:encéfalo).
5.3. Sustratos basados en PrP recombinante complementados con dextrano sulfatado

Las proteinas recombinantes purificadas a través de columnas de afinidad (apartado 4.3)
se dializaron y centrifugaron en las mismas condiciones a las descritas en el apartado 5.2. La
proteina recombinante se diluyé en una proporcién volumétrica de 1:10 en CB y complement6 con
dextrano sulfatado (peso molecular ~6.000-10.000, Sigma-Aldrich) a una concentracion final de

0,5%.
6. Propagacion in vitro de priones a través del uso de PMCA

Todos los experimentos de PMCA se llevaron a cabo utilizando tubos eppendorf de 0,2ml y
de pared fina (Fisherbrand) para favorecer una penetraciéon mas efectiva de las ondas ultrasénicas

y en un volumen final de 50 pl.

El modelo de sonicador utilizado y los pardmetros empleados durante la sonicacién fueron

especificos en funcién del tipo de sustrato que se empleé para la propagacion de priones in vitro:

Sustratos basados en PrP de origen recombinante: se utilizé el sonicador Misonix Q-700

con sistema de microplaca (Qsonica) programado para llevar a cabo ciclos de 30 minutos de
incubacioén, seguidos de pulsos de sonicacién de 15 s a una potencia de 50-60%. Todo el proceso se

llevé a cabo a una temperatura media de 39 °C regulada mediante un bafio de agua circulante.

Sustratos basados en PrP¢ de origen mamifero: se utilizé el sonicador Misonix S-4000 con

sistema de microplaca (Qsonica) programado para efectuar ciclos de 30 minutos de incubacion,
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seguidos de pulsos de 20 s de sonicacién a una potencia de 80%. Todo el proceso se llevé a cabo a

una temperatura media de 37 °C regulada mediante un bafio de agua circulante.

Durante el desarrollo de la presente tesis doctoral se ha empleado la técnica de la PMCA

con distintos objetivos, introduciendo variables caracteristicas que se describiran a continuacion:

1) Rondas seriadas de PMCAs

a) Para generacién espontdnea de priones (recPMCA sin semilla)

El objetivo de esta metodologia es la generacién de priones espontdneos en ausencia de
semilla de prion que contribuyan al estudio de los priones de origen esporadico. Este proceso se
llevé a cabo mediante rondas seriadas de PMCA de 24 h. En cada nueva ronda de PMCA se
realizaron diluciones 1:10 del producto en sustrato fresco y el procedimiento se repitié hasta un
total de 10-30 rondas de PMCA. Para este estudio se utilizaron proteinas recombinantes

complementado con cerebro Prnp?? o con dextrano 0,5%.
b) Para evaluar barrera de transmisién (recPMCA con semilla)

El proceso empleado se basé en el uso seriado de rondas de PMCA en las que cada 24 h, el
material sonicado se diluyé 1:10 en sustrato fresco. El proceso se repitié hasta un maximo de 24

rondas de PMCA.
¢) Para evaluar infectividad in vitro (brainPMCA)

Con el fin de evaluar in vitro la potencial capacidad infectiva de una proteina mal plegada
obtenida tras la consecucidn de alguno de los procedimientos anteriores, se realizaron estudios de
brainPMCA. Para ello, la proteina mal plegada recombinante se utiliz6 como semilla para inducir el
mal plegamiento de la PrP¢ contenida en sustratos basados en homogeneizados de encéfalo de
transgénicos TgL108I. El procedimiento se realiz6 de forma seriada donde tras cada ronda de 24 h
de PMCA se realiz6 una dilucién 1:10 del producto de la primera ronda de PMCA en sustrato fresco.

El proceso se repitié hasta un maximo de 5 rondas de PMCA.
2) Evaluacion de la capacidad de propagaciéon mediante dilucién seriada

Una de las principales caracteristicas de los priones es su capacidad de propagar su mal
plegamiento a expensas de la misma PrP en conformacién nativa. Para comprobar si las proteinas
recombinantes mal plegadas presentan esta capacidad se llevaron a cabo PMCAs en las que se
utilizaron como semillas diluciones seriadas de las proteinas mal plegadas en estudio (desde 101 a
10-12). La capacidad de propagacion se evalué a través de la dilucién maxima de semilla en la que se
detecta PrPres después de la digestion con PK y su visualizacion mediante Western blot. Como

controles se establecieron diluciones de 1010 de 102 sin ser sometidos a PMCA. Estos controles,
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denominados no amplificados (NA), permiten distinguir la sefial de PrPres correspondiente a la

semilla inicial respecto de la sefial debida a la propagacién propiamente dicha.

Por otro lado, se valor6 la capacidad de mal plegamiento de las distintas proteinas
recombinantes generadas a lo largo de este trabajo. Para ello se utilizaron diferentes proteinas mal
plegadas (generadas previamente de forma espontdnea o a través de semilla) que van desde una
menor similitud aminoacidica hasta una mayor respecto a la secuencia de la PrP cuya capacidad de
mal plegamiento se quiere evaluar. La metodologia a seguir en este caso es la misma que la descrita

anteriormente.

Para este estudio se utilizé una tnica ronda de PMCA de 48 h y la reproducibilidad del
resultado se garantiz6 mediante el empleo de particulas de zirconia y silice de 1 mm (BioSpec

Products) (Fernandez-Borges et al 2009).
7. Estudios bioquimicos de los priones
7.1. Estudio de resistencia de los priones a la digestion con PK

La resistencia a PK se evalu6 en todos los casos incubando las muestras durante 60 min a

42 °Cy a una agitacién constante de 450 rpm (Thermomixer confort, Eppendorf).

Las concentraciones de PK (Roche) empleadas se adaptaron al tipo de muestra en estudio,
de modo que en las muestras en las que la PrP del sustrato tenia un origen recombinante, la
concentracion de PK final fue de 25 pg/ml, mientras que si el origen era de encéfalo de mamifero, la
digestion se llevd a cabo con 170 pug/ml de PK. Del mismo modo, con el objetivo de mejorar la
reaccion de digestion se utilizaron diferentes detergentes: 10% de sarkosyl (Sigma-Aldrich) en el
caso de muestras de origen recombinante y 2% de Tween-20 (Sigma-Aldrich) + 2% de Nonidet P40
(Sigma-Aldrich) en el caso de origen mamifero. En todos los casos, la digestion se detuvo mediante

la adicién de buffer de carga NuPAGE (Invitrogen Life Technologies).

En casos excepcionales en los que las concentraciones de PK empleadas hayan sido

distintas a las descritas, se indicard convenientemente.
7.2. Deteccidn de proteinas mediante la técnica de Western blot

La inmunodeteccién de proteinas mediante la metodologia de Western blot (WB) se llevé a
cabo tras la separacidon proteica mediante electroforesis en gel SDS-PAGE. Aunque a veces la
naturaleza de las muestras era diferente (muestras procedentes de PMCA recombinante o muestras
procedentes de PMCA empleando PrPC¢ de origen mamifero) el sistema de electroforesis ha sido
comun para todas empleando asi Criterion TGX gel 4-15% (Bio-Rad). Por otro lado, el sistema de
transferencia utilizado se compone de membranas adsorbentes de polifluoruro de vinilideno
(PVDF) (Trans-Blot Turbo Transfer Pack PVDF, Bio-Rad) y electrotransferencia con el equipo Trans
Blot Turbo System (Bio-Rad).
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Tras bloquear las membranas con leche deslipidada al 5% (p/v) en PBS con Tween-20 al
0,05% (v/v) se procedi6 a la inmunodeteccién con diferentes anticuerpos primarios: Saf83 (1:400,
Cayman Chemical) para su uso con la PrP murina con su extremo carboxilo terminal intacto;
policlonal M20 (1:400, Santa Cruz Biotechnology) para la detecciéon de las PrP murinas con
deleciones desde los aminoacidos 141 al 176. En la mayoria de los casos se utiliz6 el anticuerpo
secundario policlonal conjugado con peroxidasa de rabano Goat anti-mouse IgG-HRP (1:3.000, Santa
Cruz Biotechnology). Excepcionalmente, el anticuerpo de Donkey anti-goat IgG-HRP (1:5.000, Santa
Cruz Biotechnology) se utilizé como secundario para la unién del anticuerpo policlonal M20. Tras la
reaccion con cada anticuerpo se realizaron lavados con una solucién de PBS y tween-20 al 0,2%.
Finalmente, las bandas inmunoreactivas se revelaron por quimioluminescencia empleando el kit
Super Signal West Pico (Thermo Scientific Pierce) y la visualizacion de imagenes digitales se llevd a

cabo mediante el equipo FluorChem Q (Alpha Innotech).
7.3. Cuantificacién de bandas inmunoreactivas de PrPres

El analisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas obtenidas tras la metodologia de
WB se realiz6 mediante el empleo del software “AlphaView” (Alpha Innotech). Las imagenes de
interés se analizaron por densitometria para evaluar la cantidad relativa de la sefial de la banda
inmunoreactiva y el resultado se cuantifico en términos de densidad o6ptica y se traslad6 a

porcentajes.
7.4. Estudio del patrén de migracion electroforética por Coomassie

Para la deteccion por Coomassie de las muestras procedentes de sustrato basado en
dextrano se procesaron 250 pl de la semilla recombinante, digirieron con 25 pg/ml de PK durante 1
ha 42 °Cy centrifugaron a 19.000 g durante 1 h a 4 °C. Tras la precipitacion, el material obtenido se
resuspendié en 10 pl de PBS. Los productos obtenidos de la purificacién se cargaron en un gel del 4-
12% NuPAGE Midi (Invitrogen Life Technologies), se separaron y tifieron con BlueSafe (NZYTech)

durante 1 h a temperatura ambiente.
8. Estudios de infectividad in vivo

Con el fin de determinar de forma fehaciente si el material obtenido a lo largo de esta tesis
doctoral cumple con las caracteristicas de ser un prion bona fide, es decir, capaz de dar lugar a una
enfermedad pridnica in vivo, se llevaron a cabo diversas inoculaciones en el siguiente modelo de

raton:

. TgL108I: Ratones PrP transgénicos que expresan *4 veces la PrP¢ murina con la

mutacién puntual L108I y sin expresar la PrP end6gena.

En todos los casos, en el momento de la inoculacién los animales tenian entre 4 y 6

semanas de edad. Los animales se anestesiaron con una mezcla de ketamina (100 mg/kg) / xilacina
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(10 mg/kg) y posteriormente inocularon en el hipocampo utilizando una aguja hipodérmica de

calibre 27 G con 20-30 pl del in6culo de interés diluido 1:10 en PBS.

La evolucidn de la fase clinica se evalu6 mediante la observacion de signos clinicos en los
animales dos veces por semana. Para considerar que un ratdn tenia una sintomatologia asociada a
una enfermedad espongiforme transmisible (EET), fue necesario detectar un minimo de tres signos
clinicos de disfuncién neurolégica de manera simultanea. Los signos clinicos observados fueron:

e Andar anadeante.

¢ Pelo erizado, aspero o alborotado.

¢ (Cabeza embotada (poco alerta, no sigue estimulos externos con la cabeza).
¢ Mayor excitabilidad.

* Incontinencia urinaria.

¢ Espalda aplanada.

* Anormalidad evidente en la marcha.

¢ Descargasoculares pegajosas (legafias).

¢ Pérdida de peso.

¢ Animal con joroba y/o encorvado.

Cuando la progresién de la enfermedad era evidente se procedi6é a la eutanasia de los
animales por razones éticas mediante dislocacién cervical o inhalacion de CO; para la toma de
muestras biolédgicas. Tras la extraccidn del encéfalo completo, se realizé un corte longitudinal en el
cerebro de manera que se separaron los dos hemisferios. El hemisferio cerebral derecho se congel6
y almacené a -80 °C para su posterior examen bioquimico mediante Western blot. El hemisferio
cerebral izquierdo se fij6 inmediatamente en formaldehido 10% (Sigma-Aldrich) para otros

estudios.
9. Estudio neuropatoldgico

Los cerebros procedentes del ensayo de infectividad in vivo fijados en formaldehido al 10%
se deshidrataron a través de concentraciones crecientes de alcohol, a través de xileno y finalmente
se incluyeron en parafina. Las catorce secciones encefdlicas analizadas fueron: corteza piriforme,
hipocampo, corteza occipital, corteza temporal, corteza parietal, corteza frontal, estriado, talamo,
hipotdlamo, mesencéfalo, médula oblonga, nucleos cerebelosos, vermis cerebeloso y corteza
cerebelosa. Secciones de 4 pum se montaron sobre portaobjetos de vidrio y se tifieron con
hematoxilina-eosina (HE) para su evaluacién morfolégica. Los cortes se montaron sobre
portaobjetos de vidrio recubiertos con 3-trietoxisilil-propilamina para los estudios

inmunohistoquimicos.

El estudio inmunohistoquimico (IHQ) para la observaciéon de la PrPSc¢ se realizé previo
tratamiento de los cortes desparafinados en acido férmico y ebullicion a pH bajo en una olla a

presion. Las peroxidasas enddgenas se bloquearon y las muestras se trataron con PK y se incubaron
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durante toda la noche con el anticuerpo primario 2G11 (Prionics AG, 1:1.000). El revelado se realizd
utilizando el sistema DAKO EnVision [polimero conjugado a los anticuerpos secundarios con
peroxidasa] junto con la 3,3’diaminobencidina (como sustrato cromégeno) para visualizar los

depositos de PrPse,

La evaluaciéon positiva de los animales a través de HE se determin6é por cambios
espongiformes, presencia de vacuolizacion (intraneuronal) o espongiosis (en el neuropilo) de la
sustancia gris. Se trat6 de discernir la espongiosis causada por EETs de la que se podia deber a la
neurodegeneraciéon neuronal asociada a la edad (sustancia blanca) o de la relacionada con la
sobreexpresién de la proteina del prion (cuerpo calloso y capas profundas de la corteza, sin estar
asociada a depésitos de PrPsc). En los ensayos IHQs se buscaron depdsitos de proteina mal plegada,
minimizando el marcaje de la PrP¢ e identificando patrones de acumulacion especificos de la PrPse:
patrén punteado, granular fino, intraneuronal, linear (axones), placas (extracelular), estrellado

(células gliales) y perivascular.
10. Cumplimiento de las normativas éticas

Este estudio se aprobé por el Comité de Etico para la Experimentacién Animal de la
Universidad de Santiago (nimero de permiso 15005/16/006) y se realizé de acuerdo con las
recomendaciones para el cuidado y uso de animales de experimentacion acorde a la legislacion

nacional espafiola (R. 1201/05).
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1. Generacion de PrPs recombinantes murinas con deleciones para estudiar su efecto

sobre el mal plegamiento

En estos ultimos afios, un nimero creciente de investigaciones se ha centrado en el estudio
de la regiéon N-terminal de la PrP y su papel en la patologia pridnica. Los primeros estudios que
muestran su potencial rol se basan en la observaciéon de mutaciones en esta regidn, en particular
inserciones y deleciones en la parte de las octarepeticiones, que aparecen con frecuencia en
pacientes diagnosticados de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) (G. G. Kovacs et al., 2005). Por
otro lado, la region N-terminal, a pesar de no formar parte de la zona resistente a proteasas de la
PrPres, presenta actividad biolégica dado que participa en la internalizacién mediada por clatrina y
trafico intracelular (Nunziante, Gilch, & Schatzl, 2003; S.-L. Shyng, Moulder, Lesko, & Harris, 1995;
Sunyach et al., 2003). Por ultimo, esta region ha adquirido un especial interés gracias a su reciente
implicacion como efector neurotéxico a través de una actividad regulada por el dominio C-terminal

(Wuetal, 2017).

Con el fin estudiar como afectaba en el mal plegamiento de la proteina la deleciéon de
distintas zonas tanto de la regiéon N-terminal como de la C-terminal en el mal plegamiento de la

proteina, se generaron las siguientes construcciones (Figura 1).

Nombre L1081
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Figura 1. PrPs recombinantes murinas con deleciones. Proteinas recombinantes murinas que

presentan diferentes deleciones tanto en la zona N-terminal como en la regién C-terminal.

Todas las construcciones presentan la mutaciéon puntual L108I. Esto se debe a que estudios
previos en nuestro laboratorio han demostrado que la presencia de una isoleucina en esta posicién

favorece el mal plegamiento in vitro espontaneo (Fernandez-Borges, Di Bari, et al., 2017). Por otro
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lado, los ratones transgénicos que sobreexpresan la PrP murina L1081 desarrollan una patologia

tipo pridnica de forma espontdnea (datos no publicados).

La seleccion de las zonas a delecionar se realizé basandose en diferentes estudios previos.
La delecion de las octarepeticiones se eligi6 fundamentdndose en el estudio donde ratones
transgénicos que expresaban PrPs delecionadas en esta regién mantenian la propagacion de scrapie
a pesar de presentar mayores tiempos de incubacién comparados con los mostrados por los
ratones salvajes inoculados con la misma cepa (Flechsig et al., 2000). En cuanto a las deleciones A90
y A141-176, su seleccién se apoyd en los estudios que demostraron que una secuencia de tan solo
106 aminoacidos es capaz de adquirir una conformacién de tipo pridnica, resistente a Proteinasa K
(PK) y capaz de autopropagarse en ratones transgénicos que expresan la misma proteina
(Baskakov et al., 2000; Bonetto et al., 2002; Supattapone et al., 1999). Las deleciones A23-28 y A23-
31 se seleccionaron basandose en estudios previos realizados tanto in vitro como in vivo en los que
se muestra cémo la zona polibasica de la regién N-terminal (aminoacidos del 23 al 27 en la
secuencia de la PrP murina) estd implicada en la toxicidad de las proteinas pridnicas, (Khalifé et al.,
2016). Por otro lado, los ratones transgénicos que expresan la proteina priénica con los
aminoacidos 23-31 delecionados muestran una reducida susceptibilidad a la infeccién por priones
y acumulan una menor cantidad de PrPres. Por udltimo, varios estudios sugieren que estos residuos
se encuentran en un sitio critico para la unidon entre PrP¢ y PrPres, siendo necesaria su presencia
para conseguir una propagacién eficiente (Turnbaugh et al, 2012; Turnbaugh et al, 2011;

Westergard et al.,, 2011b; Wu et al,, 2017).

Tras la seleccidn y generacion de todas las construcciones para este trabajo, las recPrPs
murinas resultantes se expresaron en E.coli y purificaron mediante columnas de afinidad a
histidinas, tal y como se describe en Materiales y Métodos (apartado 4). Las proteinas eluidas se
desnaturalizaron totalmente tras la adicién de cloruro de guanidinio (hasta 6M) para su posterior
conservacion y llevadas a una concentracidon de trabajo entre 4 mg/ml y 6 mg/ml. Para poder
determinar su pureza, se llevé a cabo una separacion por electroforesis en geles SDS-PAGE seguida

de una tincién por Coomassie.

Para la obtencién de todos los sustratos a utilizar en los ensayos de propagacion in vitro
(Figura 2), las proteinas se dializaron frente a PBS con el fin de recuperar su conformacién nativa y
se complementaron con homogeneizados de encéfalos de ratones Prnp??al 10% (p/v) en buffer de
conversion. Los sustratos se alicuotaron y conservaron a -80 °C inmediatamente tras haber sido

generados.
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Figura 2. Sustratos recombinantes que contienen las proteinas murinas delecionadas. Western
blot (WB) de todos los sustratos generados a partir de las proteinas recombinantes murinas mutadas
en el que se puede observar sus distintos patrones de migracion electroforética en funcién de sus
tamafios. Las cantidades de PrP recombinante afiadidas a cada sustrato se igualaron después de su
medicion por BCA protein Assay y dilucién en PBS. La muestra en el carril 1 procede de un gel distinto,
tal y como indica la linea de puntos. Esta muestra se alineé con el resto de las muestras utilizando los
marcadores de peso molecular presentes en ambos geles. Revelado con el anticuerpo policlonal M20

(dilucién 1:400). Mw: del inglés molecular weight, peso molecular. PK: Proteinasa K.
2. Estudio de la capacidad de mal plegamiento inducido por semilla

De todos los sustratos preparados a partir de las diferentes proteinas recombinantes se

evalu6 su capacidad de propagacién y/o mal plegamiento que presentan in vitro.

Para determinar que proteinas eran capaces de propagar in vitro, se indujo su mal
plegamiento utilizando como semilla un prion murino recombinante con la mutacién puntual L108I
generado espontaneamente in vitro previamente en el laboratorio. Con el uso de esta semilla se
buscaba determinar qué proteinas eran capaces de propagar el mal plegamiento in vitro. La
eleccion de esta semilla como iniciadora del proceso se debid, por una parte, a que se trataba del
prion con mayor similitud en secuencia aminoacidica a las proteinas generadas en el laboratorio (se
ha observado que diferencias en tan solo un aminodacido entre la secuencia del sustrato y la semilla
puede ser suficiente para bloquear la propagacién) y, por otra parte, a que utilizando directamente
una semilla recombinante se elimina la barrera de transmision derivada de las diferencias

existentes entre PrP recombinantes (sustrato) y las provenientes de encéfalo (semilla).

La capacidad de mal plegamiento de las proteinas se evalué mediante una tinica ronda de
recPMCA de 48 horas, empleando diluciones seriadas de la semilla. La cantidad de proteina mal

plegada utilizada como semilla se igual6 para reducir la variabilidad en la capacidad de
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propagacion. De igual manera, la concentracidn de las proteinas recombinantes que componian los
diferentes sustratos se ajustaron utilizando BCA Protein Assay y se comprobaron posteriormente
mediante Western blot. Las diluciones de semilla empleadas en cada sustrato fueron de 101, 102,
10-3, 104, 10-5, 106, 107 y 108, El estudio se realiz6é por duplicado. Para cuantificar el grado de
propagacion, las sefiales obtenidas se compararon con aquellas que se observaban a partir de las

mismas muestras diluidas 10-1 y 10-2 que no se sometieron a recPMCA (NA: no amplificadas).
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Figura 3. Estudio de la capacidad de mal plegamiento de las proteinas recombinantes murinas
con diferentes deleciones. Representacion grafica de la media (incluyendo el error estandar de la
media de 2 repeticiones) de las diluciones maximas a las que pudo propagar la proteina mal plegada
utilizada como semilla. Los sustratos utilizados contenian las PrPs recombinantes portadoras de las

diferentes deleciones y se detectaron después de su digestion con PK mediante Western blot.

Todas las proteinas con deleciones en la region N-terminal presentaron una alta capacidad
de mal plegamiento al ser inducidas a través de semilla. Sin embargo, las proteinas recombinantes
que contenian deleciones en la regiéon C-terminal de la proteina no propagaron la semilla. Las
proteinas que muestran una mayor capacidad propagativa son aquellas que poseen una delecién
mayor en numero de aminodacidos, en contraposicion a las que contienen delecionada tinicamente

la regién polibasica.
3. Estudio de la capacidad de mal plegamiento espontianeo

Con el fin de evaluar la capacidad intrinseca de las diferentes proteinas a mal plegarse y
valorar asf la influencia de las deleciones en este proceso, se realizé un estudio de mal plegamiento
espontaneo. El interés de este estudio responde a que la gran mayoria de los casos de enfermedad
pridnica en humanos son esporadicos, es decir, presumiblemente como consecuencia de un mal
plegamiento espontaneo de la proteina del prion. Ademas, por estudios previos realizados en el
laboratorio, se sabe que la ausencia de semilla lleva a la generaciéon de una diversidad de mal
plegamientos, lo que permitiria el andlisis de distintas variantes conformacionales con

caracteristicas distintivas.
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Con el objetivo de favorecer la aparicién de mal plegamientos espontaneos, los sustratos se
sometieron a un maximo de 13 rondas seriadas de recPMCA de 24 horas, empleando 4 tubos
(duplicados intraexperimentales). Tras cada ronda, un 10% de la muestra sonicada se mezcl6 con
un 90% de sustrato nuevo y se sometié a una nueva ronda de amplificaciéon. Estos estudios se
repitieron en las mismas condiciones (duplicados interexperimentales) manteniendo en todos los
casos el mismo sonicador, temperatura y potencia de sonicaciéon para reducir en lo posible la
variabilidad en un sistema muy sensible a dichos pardmetros. El riesgo de contaminaciéon de las
muestras a través del agua del sonicador se controld aislando los tubos con pelicula autosellante

(Parafilm).

La deteccion de los mal plegamientos espontaneos se llevé a cabo a través de
inmunodeteccion por WB, tras la observacion de fragmentos resistentes a la digestion con PK
(recPrPres o rPrPres). La proteina recombinante murina L1081 se utiliz6 como control positivo de mal

plegamiento espontaneo.

Unicamente las proteinas recPrPasi.90 y recPrPago se mal plegaron espontaneamente entre
las rondas 3 y 6 de recPMCA. Por el contrario, ninguna de las proteinas que presentan deleciones en
la regién C-terminal o aquellas que presentan pequefias deleciones entre los aminoacidos 23-31 de
la region N-terminal (recPrPa23.2s y recPrPazs.31) se mal plegaron (Figura 4). El hecho de que las
proteinas delecionadas en la regiéon N-terminal si que se mal plegaran a partir de una semilla (vide
supra) sugiere que ciertas regiones de la zona N-terminal son las responsables de modular o dirigir
la capacidad de mal plegamiento espontidneo, mientras que la regién C-terminal seria necesaria

para presentar una capacidad de mal plegamiento completa.

Se observan diferencias notables en el momento de aparicién de recPrPres entre el primer
experimento y los dos siguientes, estas diferencias podrian deberse a que, en el primer
experimento, el sonicador de trabajo no se encontrara en dptimas condiciones; sin embargo, la
variabilidad observada en el nimero de ronda donde aparece el mal plegamiento espontaneo entre
las otras repeticiones experimentales asi como en los duplicados intraexperimentales —donde los
parametros de sonicacién se controlaron mas estrechamente— indicarian que las diferencias
observadas se deben probablemente a la estocasticidad en la creacién de nicleos de agregacion,

previos a la formacién de las recPrPres.
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Figura 4. Estudio de la capacidad de mal plegamiento espontineo de las proteinas
recombinantes murinas con diferentes deleciones. Representacién grafica de la aparicién de mal
plegamiento proteico espontaneo evaluado tras el analisis mediante WB de las rondas de recPMCA
(RO1-R13) a las que se sometieron los sustratos. Todas las proteinas se testaron un minimo de tres
veces (denominadas experimentos, EI-EIII). El porcentaje de tubos positivos tras cada ronda de
recPMCA se ha sefialado con distintas intensidades de grises, tal y como se indica en la leyenda

situada en la parte inferior de la figura.

4. Estudio de la capacidad de mal plegamiento de las proteinas con deleciones C-terminal

inducida por semillas con una mayor similitud de secuencia

Dada la incapacidad de las proteinas portadoras de la delecién A141-176 para mal plegarse
tanto inducidas por la semilla recPrPres L108] como de forma espontdnea, se realizé un
experimento que buscaba una mayor similitud de secuencia entre la semilla y las proteinas
susceptibles de mal plegarse. Para ello, se utilizaron aquellas semillas recombinantes mal plegadas
previamente (vide supra) y que contenian las correspondientes deleciones A51-90 y A90

(recPrPresysq.99 y recPrPresygg).

La semilla recPrPresps1.99 tampoco indujo el mal plegamiento en ninguna de las proteinas

con deleciones en el extremo C-terminal (Figura 5). Sin embargo, tanto las proteinas recPrPa»3.2s
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como recPrPa3.31 se mal plegaron con diluciones de 105 y 10¢ de la misma semilla,

respectivamente, 2 a 3 oOrdenes de magnitud mayores que cuando se utiliz6 la semilla

recPrPresL108I.

La semilla recPrPresygp tampoco indujo el mal plegamiento de ninguna de las proteinas con

la deleciéon A141-176 (Figura 6) pero mal plegd aquellas proteinas delecionadas en la zona

polibasica del extremo amino terminal del orden de 10 a 100 veces mas eficientemente a lo

observado con la semilla recPrPres L108I.
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Figura 5. Estudio de la capacidad de mal plegamiento de las proteinas recombinantes murinas

con diferentes deleciones inducido por la semilla recPrPresss1-90. Mal plegamiento inducido por la

semilla recPrPas1-90 observado mediante Western blot. La semilla se diluy6 desde 10-1 hasta 10-8y las

diluciones sometidas a una ronda de recPMCA utilizando sustratos que contenian las diferentes

proteinas recombinantes. Todas las proteinas mostraron mal plegamiento inducido por la semilla

exceptuando las portadoras de la deleciéon A141-176. En todos los casos se incluye un control de

recPrP23-231 sin digerir con PK. Revelados con el anticuerpo policlonal M20 (dilucién 1:400). Mw: del

inglés molecular weight, peso molecular.
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Figura 6. Estudio de la capacidad de mal plegamiento de las proteinas recombinantes murinas con
diferentes deleciones inducido por la semilla recPrPresago. Mal plegamiento inducido por la semilla
recPrPaso observado mediante Western blot. La semilla se diluyé desde 10-1 hasta 108 y las diluciones
sometidas a una ronda de recPMCA utilizando sustratos que contenian las diferentes proteinas recombinantes.
Todas las proteinas mostraron mal plegamiento inducido por la semilla exceptuando las portadoras de la
delecion A141-176. En todos los casos se incluye un control de recPrP23-231 sin digerir con PK. Revelados con el

anticuerpo policlonal M20 (dilucién 1:400). Mw: del inglés molecular weight, peso molecular.

En el estudio de la proteina recPrPais1-176 que se observa en la figura 6, se visualiza una
posible amplificacién de hasta una dilucién de 10-2. Sin embargo, aunque el tamafio no es el
esperado, para asegurarse de que estas sefiales vinieran de la dilucién de la semilla y no de una
amplificacién real, se realizaron pases seriados, en los que el 10% del material obtenido del pase
anterior se mezcl6 con un 90% de sustrato nuevo y se someti6 a una nueva ronda de amplificacién
durante 24 horas. Tras realizar 3 rondas méas (resultados no mostrados), se concluy6é que la
recPrPres observada no era realmente una propagacion a expensas de la nueva proteina
delecionada, sino que la recPrPres detectada se correspondia con la sefial remanente del inéculo

utilizado.

Por ultimo, las proteinas delecionadas en la regiéon C-terminal se trataron de mal plegar
utilizando como semilla el miniprion 106 (Supattapone et al., 1999), realizando un total de 30
rondas seriadas sin observarse mal plegamiento alguno. Por todo ello, los estudios se continuaron
sin utilizar las proteinas con deleciones en el extremo C-terminal dada su incapacidad de mal

plegarse por ninguno de los procedimientos utilizados.
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5. Caracterizacion bioquimica de las recPrPres generadas espontaneamente

De cada una de las 3 proteinas portadoras de diferentes deleciones que se mal plegaron
espontaneamente, se seleccionaron 3 muestras procedentes de duplicados intra e inter-

experimentales para su caracterizaciéon bioquimica (Figura 7).

Con el objetivo de disponer de una mayor variabilidad tanto bioquimica como bioldgica, se
eligieron muestras que mostraran una aparente diversidad conformacional reflejada a través de
una diversidad en los patrones de migracion electroforética. De esta forma, se seleccionaron tres
muestras que llamaremos variantes por cada una de las distintas proteinas con capacidad de mal

plegamiento: PrP23.231, PrPas1.90 y PrPago (Figura 7).

PP P DPS
Mw %f\' n}i\r ,,’i\' S NP
(kDa) rPrPV Vv 49 9% % © © ©
30 —
20 —
15 —
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Figura 7. Western blot de las PrP recombinantes mal plegadas seleccionadas. Las cepas se escogieron
por presentar patrones electroforéticos diferentes, en este caso la primera variante de cada semilla
posee patrén diferente a sus semejantes en secuencia. Las muestras se trataron con 25 pg/ml de PKy
la membrana se revel6 utilizando el anticuerpo monoclonal Saf83 (1:400). El control es recPrP23-231

sin digerir con PK. Mw: del inglés molecular weight, peso molecular.

Los patrones de migracion electroforética, asociados a estas proteinas después de ser
digeridas con PK, muestran diferencias facilmente observables en la figura 7. Concretamente, las
muestras recPrPres;3z3; (1), recPrPresasigp (2) y recPrPresygg (1) son aquellas que presentan un
patrén distintivo. Esta diferencia bioquimica nos permitira clasificarlas a la vez que estudiarlas en
mayor profundidad para conocer si sus propiedades vienen condicionadas tinicamente por sus
deleciones particulares o, por el contrario, también son dependientes de las potenciales variaciones

conformacionales que presenten.

5.1. Evaluacion de la capacidad de propagacion

La capacidad de auto-perpetuacion de los priones es una de sus caracteristicas principales,
por ello, se analiz6 la capacidad de cada una de estas proteinas recombinantes para mantener el
mal plegamiento de diferentes semillas utilizando sustratos preparados a partir de la
correspondiente proteina. La capacidad relativa de mal plegamiento se evalud a través de la

dilucién maxima de semilla a la que se podia detectar recPrPres tras una tinica ronda de PMCA. Para
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ello, se realizaron diluciones con cada una de las recPrPres generadas en sustratos que contenian la
misma proteina delecionada. La cantidad de recPrPres en las semillas se ajusté tratando de
mantener cantidades similares. Las diluciones llevadas a cabo fueron de 10-%, 10-2, 103, 10-4, 105,

106,107,108, 10-%, 10-19, 10-11 y 10-12. Las semillas diluidas 10-1 y 10-2 sin someterse a recPMCA se

utilizaron como controles para realizar el calculo de propagacion efectiva.

Ninguna de las proteinas recombinantes utilizadas como semillas presentaron diferencia

alguna entre ellas, mostrando todas una capacidad de propagacion de entre 10-1% a 10-12 (Figura 8).
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Figura 8. Estudio de la capacidad de propagacion de las proteinas recombinantes mal plegadas con
deleciones. Western blot de las proteinas recombinantes mal plegadas. Evaluacién de las 3 semillas A)
PrP23-231, B) PrPasi-90 y C) PrPago. Ninguna de las cepas utilizadas muestra diferencia alguna en su
capacidad propagativa en su propio sustrato, no pudiéndose seleccionar diferentes variantes a través de
su capacidad autopropagativa. Las muestras se trataron con 25 pg/ml de PK y se revelaron utilizando el

anticuerpo monoclonal Saf83 (1:400). Las lineas punteadas hacen referencia a que las muestras
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provienen de geles diferentes, pero estan ajustadas utilizando el marcador de peso molecular. NA: no

amplificado. Mw: del inglés molecular weight, peso molecular.
5.2. Estudio de la resistencia a proteasas

La resistencia parcial a ciertas proteasas es otra de las caracteristicas que adquieren
muchas de las proteinas mal plegadas de tipo pridnico. Para estudiar la existencia de potenciales
variantes conformacionales entre las proteinas mal plegadas generadas, se llev6 a cabo un ensayo
de resistencia a PK utilizando concentraciones crecientes. El grado de resistencia se evalué

mediante Western blot y su analisis densitométrico posterior (figura 9).
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Figura 9. Estudio de la resistencia a PK de las proteinas recombinantes mal plegadas murinas
con deleciones y generadas espontaneamente. Representaciéon grafica del analisis densitométrico
de las bandas inmunoreactivas obtenidas por Western blot, A) semillas PrP23.231, B) PrPasi-90 y C)
PrPago. Las muestras se digirieron con concentraciones crecientes de PK en 3 experimentos
independientes (25, 50, 75, 100, 250, 500, 1000 y 2000 pug/ml). La densidad de la sefial obtenida tras
digerir con 25 pg/ml se consideré 100% y los calculos posteriores se hicieron en relacién a esta.
Ninguna de las semillas presenté una diferencia notoria que permitiera discernirlas de entre sus

semejantes. Los Western blot se revelaron con el anticuerpo monoclonal Saf83 (1:400).

Todas las recPrPres analizadas muestran una resistencia similar a la digestion con PK, lo que
junto con su capacidad de propagacion también similar, sugiere que las diferencias
conformacionales entre ellas se base en el corte diferencial que presentan algunas tras su corte con

PKy que se refleja en una mayor migracion electroforética (ver Figura 9).

5.3. Ensayo de infectividad in vitro

Ha sido ampliamente demostrado que la PMCA basada en PrP de encéfalo permite
propagar un gran numero de cepas de priones que proceden de una amplia variedad de especies de
mamifero y que, con algunas excepciones, estos priones propagados in vitro mantienen sus
caracteristicas de cepa y son infecciosos in vivo. Sin embargo, las proteinas recombinantes mal
plegadas propagadas in vitro presentan una capacidad infecciosa variable (Timmes, Moore, Fischer,
& Priola, 2013; Fei Wang et al,, 2010). De tal forma que algunas son altamente infecciosas y otras no
lo son en absoluto. Recurrir a un bioensayo en ratones para conocer las caracteristicas de cada una
de las proteinas mal plegadas generadas requeriria de un esfuerzo econémico y en tiempo
inasumible. De ahi que, con el fin de comprobar si alguna de las recPrPres seleccionadas pudiera ser
infecciosa in vivo, se llevé a cabo un ensayo de infectividad in vitro utilizando la PMCA con encéfalos
provenientes de ratones transgénicos que sobreexpresan 3-4 veces la PrP murina con la mutacién

puntual L108I como sustrato. Se utilizé este modelo animal por su mayor similitud de secuencia
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aminoacidica con la de las recPrPs a estudiar. Como semilla en este estudio se seleccion6 un total de

nueve proteinas recombinantes: tres recPrPres;3.,31, tres recPrPresysi.99 y tres recPrPresyo.

Se realiz6 un total de 5 rondas seriadas de PMCA en las que el 10% de la muestra obtenida
del pase anterior se mezclé con un 90% de sustrato nuevo y se sometié a una nueva ronda de
amplificacién durante 24 horas. El resultado de infectividad in vitro mostré que tinicamente una de
las tres proteinas recombinantes mal plegadas cuya delecién consistia en la eliminacién de las

octarepeticiones [recPrPress1.99 (2)] mal pleg6 la PrP¢ del sustrato (Figura 10).

rPrP ;3,31 rPrP y3.,3; rPrP ;3,3

PK + + + + + + + + + -

Figura 10. Estudio de infectividad in vitro de las PrPres murinas generadas espontineamente
utilizando PMCA. Las muestras obtenidas de la ronda 3 de PMCA después de digerirlas con 170
pg/ml de PK se visualizaron y analizaron mediante electroforesis en geles SDS-PAGE y Western blot.
Solo la cepa recPrPresasi-90(2) es capaz de inducir mal plegamiento de la PrPC de encéfalo, clara
evidencia de su posible potencial infectivo en ensayos in vivo. El sustrato utilizado en la PMCA
consistié en un homogeneizado de encéfalo de ratén TgL108l. La membrana se revelé con el

anticuerpo monoclonal Saf83 (1:400). Mw: del inglés molecular weight, peso molecular.

El estudio de infectividad in vitro predice que Unicamente la proteina mal plegada
recPrPresys1.99 (2) podria ser infecciosa en un bioensayo utilizando ratones (ver estudio mas
adelante). El hecho de que una tnica recPrPres de entre todas las proteinas seleccionadas fuese
capaz de mal plegar la PrP de encéfalo, sugiere que a pesar de sus caracteristicas bioquimicas
similares, las recPrPres presentan importantes diferencias en sus propiedades bioldgicas vy,
presumiblemente, también en sus caracteristicas estructurales. Dado que ninguna de las proteinas
mal plegadas que contenia la PrP completa y tampoco ninguna que contenia la PrP delecionada de
los primeros 90 aminodacidos fue infecciosa in vitro, sugiere que la infectividad pudiera no estar
determinada por las caracteristicas de las proteinas recombinantes per se sino que una particular
variante conformacional infecciosa surgi6é en una proporcidn de uno a nueve, independientemente
del tipo de PrP recombinante utilizada. Estudios posteriores trataran de verificar esta hipotesis
buscando si hay alguna correlacién entre el tipo de proteina recombinante utilizada y la obtencién

de una estructura infecciosa.

6. Influencia de la region N-terminal en la determinacién de las propiedades bioquimicas y

bioldgicas de las recPrPres obtenidas de forma espontanea
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Con el fin de estudiar la influencia de la regiéon N-terminal a la hora de determinar las
caracteristicas bioquimicas y bioldgicas de las proteinas mal plegadas, se seleccionaron las 6 cepas
que poseian su extremo N-terminal truncado (3 recPrPresasi.99 y 3 recPrPresago) y se utilizaron como
semilla en dos tipos de sustratos: 1) compuesto de proteina recPrP;3.,31L108I (proteina completa
con la mutacién puntual L108I) y 2) compuesto de la proteina recombinante que no es homologa;
es decir, la proteina recPrPresasi9o sirvié de semilla para un sustrato el cual contenia la proteina
recPrPago y por la otra parte, la proteina recPrPres g sirvié de semilla para un sustrato compuesto

de proteina recombinante PrPas1.90 (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de la estrategia utilizada para el estudio de la influencia de la region N-

terminal en la determinacién de las caracteristicas bioquimicas y bioldgicas.

La semilla inicial utilizada para llevar a cabo la conversion del nuevo sustrato se eliminé
por dilucién después de realizar un minimo de 15 rondas (dilucidn 1:10) seriadas de recPMCA. Asi,
la nueva recPrPres obtenida tras la ultima ronda de recPMCA correspondia al menos a una dilucién
10-15 de la semilla inicial que, segiin el nimero de Avogadro, aseguraba la completa eliminacién de

todas las moléculas de la semilla original (Saa et al., 2006b).

Se generaron 12 nuevas semillas que junto con las 9 generadas espontineamente
conforman un total de 21 semillas cuyos patrones de migracion electroforética tras su digestion con
PK se observan en la figura 12. El patréon electroforético de las 6 semillas generadas
espontaneamente y propagadas cada una de ellas en dos sustratos diferentes (PrP23.231 y PrPas1-90 0
PrPgoo) se conserva a pesar de contener una regiéon N-terminal diferente. Por tanto, las muestras
que provienen de semillas cuyo nucleo resistente es mas pequefio siguen presentando una region
resistente a PK que da lugar a una banda de menor peso molecular que la que poseen sus
homadlogas. Lo mismo ocurre cuando las muestras se generan a partir de semillas cuyo tamafio del
nucleo resistente a PK es de mayor peso molecular, dado que estas también mantienen este mismo

patrén de banda. Estos resultados sugieren que independientemente de la regién N-terminal que
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potenciales variantes estructurales que dan lugar a diferencias
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Figura 12. Analisis bioquimico de las 9 semillas generadas espontaneamente y las 12 nuevas

muestras generadas a partir de las anteriores. Estudio bioquimico por Western blot que muestra

las 9 (3x3) semillas originales generadas espontaneamente y las 12 nuevas muestras generadas a

partir de estas utilizando los sustratos correspondientes compuestos de las proteinas recPrPz3-231,

recPrPas1-90 y recPrPago. Los patrones electroforéticos de las 6 semillas originales propagadas en los

dos sustratos, cuya regién N-terminal es diferente, se conserva. Las muestras generadas a partir de

las semillas originales pertenecen a la ronda 15 de recPMCA. Todas las muestras se trataron con 25

pg/ml de PK y se analizaron mediante electroforesis en geles SDS-PAGE y Western blot. Las

membranas se revelaron con el anticuerpo monoclonal Saf83 (1:400). Mw: del inglés molecular

weight, peso molecular.

Dado que las

caracteristicas

bioquimicas

basicas

parecian haberse mantenido

independientemente del tipo de regiéon N-terminal que tuvieran las proteinas, se estudi6 si la

infectividad in vitro también se habia mantenido.

De forma similar a lo descrito anteriormente, se realizé un estudio de infectividad in vitro

utilizando como semillas las seis proteinas mal plegadas mas caracteristicas que se sometieron a 3

rondas seriadas de PMCA de encéfalo. Los resultados muestran como la infectividad se mantuvo

Unicamente en aquellas muestras que tenian una regiéon N-terminal completa o delecionada

exclusivamente en la zona de octarepeticiones. Por el contrario, las muestras que contenian una

delecién de los primeros 90 aminoacidos no presentaron infectividad in vitro, a pesar de que

bioquimicamente mostraron un comportamiento similar a sus homologas infecciosas. Estos

resultados sugieren que la zona inicial N-terminal, aquellos 30 aminoacidos que diferencian a las
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muestras infecciosas y no infecciosas, podrian ser los responsables de mantener la infectividad

(Figura 13).
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Figura 13. Estudio de infectividad in vitro de las proteinas recombinantes mal plegadas
murinas con deleciones generadas a partir de semillas delecionadas en la region N-terminal.
Las muestras obtenidas de las rondas 1, 2 y 3 de PMCA (R1, R2 y R3 respectivamente) de las semillas
originales A51-90 (2) y A51-90 (3) y de estas propagadas en dos sustratos diferentes (PrP23-231 y
PrPas1-90 0 PrPmoo) después de digerirlas con 170 pg/ml de PK se visualizaron y analizaron mediante
electroforesis en geles SDS-PAGE y Western blot. Las semillas A51-90 (2) y 23-231(451-90) (2) son las
Unicas que muestran infectividad in vitro, a pesar de que todas las semillas que provienen de la A51-
90 (2) mantienen su patron electroforético caracteristico. El sustrato utilizado en la PMCA consistié
en un homogeneizado de encéfalo de ratéon TgL108Il. La membrana se revelé con el anticuerpo

monoclonal Saf83 (1:400). Mw: del inglés molecular weight, peso molecular.
6.1. Influencia de la region polibdsica en la propagacion in vitro y en la infectividad

Los resultados previos han mostrado que mientras una proteina delecionada en sus
primeros 90 aminoacidos es capaz de propagarse in vitro, la proteina mal plegada resultante pierde
la capacidad de infectar in vitro (Figura 13). Dado que la tnica diferencia entre la proteina mal
plegada progenitora (infecciosa) y la nueva proteina es que esta carece de una regidn polibasica
situada entre los aminoacidos 23-31 de la regi6on N-terminal, se realizé un estudio encaminado a
dilucidar el rol de esta regién tanto en propagacién como en infectividad. Esta regién se encuentra
altamente conservada en la mayoria de las especies atribuyéndoles en numerosos estudios un
papel relevante en el mal plegamiento e interaccidon de la PrP¢ con la PrPSc (Khalifé et al,, 2016;

Turnbaugh et al,, 2012; Turnbaugh et al., 2011; Westergard et al,, 2011b; Wu et al., 2017).

Por ello, el estudio se centr6 en estudiar la capacidad de propagacion de 2 proteinas mal
plegadas delecionadas Unicamente en la regién de octapéptidos, una que habia demostrado ser
infecciosa in vitro [recPrPresasi99 (2)] y otra que con idéntica secuencia aminoacidica no lo era

[recPrPresps1.99 (3)]. La propagaciéon de ambas proteinas se realizé en dos tipos de sustratos que
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contenian proteinas con diferentes deleciones en la region polibasica. Concretamente, se utilizaron

las proteinas recPrPaz3.28 y recPrPazz-31 (figura 14) y se realizaron 15 pases seriados de recPMCA.

Sustrato PMCA Proteina resultante

Ronda 15

A23-28 _L A23-28 (451-90) (2)
A23-31 _t A23-31 (85190) (2)
PMCA

Ronda 15

A23-28 —l A23-28 (45190) (3)

A23-31 —1 A23-31 (45190) (3)

Figura 14. Esquema de la estrategia seguida para estudiar la influencia de la region polibasica

Semilla

A51-90 (2)

A51-90 (3)
P

en propagacion e infectividad.

Los resultados muestran como ambas proteinas delecionadas en la zona polibasica
propagaron eficientemente las dos proteinas mal plegadas [recPrPresasi.90 (2) y recPrPress1.99 (3)],
mostrando un patrén de migracién electroforético similar al de las semillas predecesoras (Figura
15 A). Este resultado, aunque esperado dado que la proteina con 90 aminoacidos delecionados
también se habia propagado eficientemente, sugiere que la zona polibasica definitivamente no
inhibe la propagacion in vitro. Sin embargo, la proteina mal plegada PrPrespgg, aun mostrando una
buena propagacién in vitro, no mantuvo las propiedades infecciosas. Debido a ello, se estudi6 la
capacidad de infectar in vitro de las 6 semillas generadas al propagar las proteinas sin
octarepeticiones en las que no poseen la regidn polibasica (Figura 15 B). El estudio consistié en 5
pases seriados de PMCA con encéfalos de TgL108I y mostré cdémo ninguna de las proteinas mal

plegadas mal pleg6 la PrP¢ proveniente del encéfalo.
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Figura 15. Patrones de migracion electroforéticos y estudio de infectividad in vitro de las dos
recPrPres originales generadas espontineamente comparados con las seis recPrPres derivadas
de estas sin la region polibasica. A) Se utilizaron las dos semillas espontaneas que carecen de la
region de las octarepeticiones [recPrPresasioo (2) y recPrPresasig0 (3)] (linea 1 y 2) y estas dos
semillas originales sin octarepeticiones propagadas sobre sustratos que contienen las proteinas
recPrPago, recPrPazs-28 y recPrPaz3-31 (lineas 3y 4; 5y 6; 7 y 8 respectivamente). Todas las muestras
mostradas corresponden al pase 15 de recPMCA. Los patrones de migracién se mantienen,
mostrando el mismo patrén que muestra la semilla de la que provienen. B) Se analizaron las
muestras obtenidas de la ronda 3 de la PMCA de encéfalo de las variantes 2 y 3 de las proteinas A51-
90, A90451-90), A23-28(451-90) y A23-31(451-90), Las semillas que poseen delecionada la regién polibasica
no muestran infectividad in vitro, ni aun habiendo mantenido su patrén electroforético. El sustrato
utilizado en la PMCA consistié en un homogeneizado de encéfalo de ratén TgL108I. Las muestras
recombinantes se trataron con 25 pg/ml de PK y las procedentes de PMCA de encéfalo con 170
pug/ml, se analizaron y visualizaron mediante electroforesis en geles SDS-PAGE y Western blot. Las
membranas se revelaron con el anticuerpo monoclonal Saf83 (1:400). Mw: del inglés molecular

weight, peso molecular.
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Los resultados obtenidos sugieren que la regiéon polibasica podria tener un papel
determinante a la hora de mantener ciertas propiedades como la infectividad in vitro y, por lo tanto,

podria estar relacionada con la interaccion y el mal plegamiento con la PrPc.

Hasta el momento, de todas las semillas generadas espontdneamente tan solo la variante 2
de la proteina A51-90 muestra capacidad infectiva in vitro; no obstante, a pesar de que todas las
proteinas que presentan delecionada su regidon N-terminal en sus diferentes versiones son capaces
de permitirle a esta semilla su propagacién y perpetuacion e inclusive de mantener el patréon de

migracion electroforético, la propiedad infectiva desaparece cuando la region polibasica se elimina.

6.2. Estudio del mantenimiento de las propiedades de la recPrPres con deleciones tras su

propagacion en la proteina completa

La propagacion de la semilla recPrPresasi90 (2) propagada a expensas de la proteina
recombinante murina en su versidén completa dio lugar a una recPrPres que mantuvo su infectividad
in vitro e incluso parecia observarse un incremento de dicha infectividad (Figura 13). Para estudiar
si las deleciones en la region polibasica perdian esta capacidad, por ser esta regidn indispensable
para inducir el mal plegamiento de la PrP¢ o, por el contrario, por no poder propagar fielmente el
mal plegamiento de la semilla (y por tanto dar lugar a una variante conformacional con
propiedades distintas), se propagaron todas las recPrPres mostradas en el apartado anterior sobre
la PrP recombinante completa con el fin de determinar si se recuperaba la infectividad in vitro. Para
ello, se realizaron PMCAs seriadas de hasta 15 pases utilizando como sustrato la proteina recPrP,s.
231 L108I. El objetivo fue recuperar la capacidad infectiva que posee la semilla 2 devolviéndolo a un
entorno de proteina completa y, por tanto, confirmar si la presencia o ausencia de ciertos
aminoacidos en la regién N-terminal tienen un papel importante en el mantenimiento de

determinadas propiedades como la de propagarse a expensas de la PrP¢ de encéfalo.

La nueva generacion de semillas provistas de nuevo de la region N-terminal se muestra en
la figura 16. El patrén de migracion al propagarse sobre la proteina completa se pierde en todas las
muestras a excepcion de la semilla recPrPresygg(recPrPresd51-90) que muestra un patrén de movilidad

electroforética similar a la de la semilla original.
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Figura 16. Patrones de migracion electroforéticos de las 8 recPrPres propagadas en recPrP23-231
originadas a partir de proteinas mal plegadas carentes de regién N-terminal. Se utilizaron las
dos semillas espontdneas que carecen de la regién de las octarepeticiones [recPrPresasigo (2) y
recPrPresasi90 (3)] (linea 1 y 2) y las semillas carentes de regién polibasica generadas por la
propagacion de las semillas originales sin octarepeticiones a expensas de sustratos que contienen las
proteinas recombinantes recPrPago, recPrPazs-28 y recPrPaz3-31(Figura 15A) (lineas 3y 4; 5y 6; 7y 8
respectivamente), adaptadas todas a la proteina completa. El patrén electroforético caracteristico se
pierde en las semillas, exceptuando la semilla recPrPresagg(recPrPresA51-90) que lo mantiene. Las muestras
generadas a partir de las semillas originales pertenecen a la ronda 15 de recPMCA. Todas las
muestras se trataron con 25 pg/ml de PK y se analizaron mediante electroforesis en geles SDS-PAGE
y Western blot. Las membranas se revelaron con el anticuerpo monoclonal Saf83 (1:400). Mw: del

inglés molecular weight, peso molecular.

Con el objeto de comprobar si la propagacion utilizando la proteina completa y, por tanto,
incluyendo de nuevo la regién polibasica devolvia la capacidad infectiva in vitro a las semillas, se
realizaron 5 pases seriados en PMCA de encéfalo con cada una de las semillas. Sorprendentemente,
si bien el cambio del patrén electroforético parecia indicar también un cambio conformacional,
ninguna de las semillas mostré capacidad infectiva in vitro (Figura 17) con la excepcién de la

semilla original (2) en el sustrato PrP;3.,31L.1081 dando lugar a recPrPres;3.;31 (recPrPresA51-90) (2,
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Figura 17. Estudio de infectividad in vitro de las 8 recPrPres propagadas en recPrPz3-231
originadas a partir de proteinas carentes de region N-terminal. Las muestras generadas en las
rondas 1, 2 y 3 de PMCA (R1, R2 y R3 respectivamente) de cada una de las semillas utilizadas se
estudiaron bioquimicamente mediante Western blot. La semilla A51-90 (2), propagada utilizando la
proteina completa, es la Gnica que presenta infectividad in vitro; ninguna de las semillas carentes de
la regiéon N-terminal propagadas utilizando la PrP completa mal plegaron la PrP de encéfalo. El
sustrato utilizado en la PMCA consisti6é en un homogeneizado de encéfalo de ratén TgL108I. Todas las
muestras se trataron con 170 pg/ml de PK y se analizaron mediante electroforesis en geles SDS-
PAGE. Las membranas se revelaron con el anticuerpo monoclonal Saf83 (1:400). Mw: del inglés

molecular weight, peso molecular.

Los resultados sugieren que la regién polibasica, mas que estar directamente implicada en
la infectividad in vitro, tendria un papel selector a la hora de permitir la propagacién de ciertas
variantes conformacionales presentes en la semilla original. Por tanto, en ausencia de esta region se
favoreceria la propagacidon de aquellas variantes estructurales sin capacidad infectiva in vitro, lo
que sugiere que las semillas originales estarian formadas por un conjunto de conformaciones con
caracteristicas diferentes y que solo aquellas capaces de adaptarse al nuevo sustrato poseen la

habilidad de propagarse y perpetuarse.

7. Estudio del efecto de diferentes sustratos en la propagacion de proteinas mal plegadas y

el mantenimiento de sus propiedades bioquimicas y bioldgicas

Asumiendo que en el proceso de generacion espontdnea de proteinas mal plegadas se
obtienen mezclas con propiedades bioquimicas y bioldgicas distintivas (Fernandez-Borges, Di Bari,
et al, 2017) y debido a la observaciéon de que el extremo N-terminal en un entorno de encéfalo de
ratén podria actuar como un tamizador permitiendo propagar Unicamente determinadas
conformaciones, se estudiaron diferentes entornos (sustratos) con el fin de evaluar su potencial

capacidad para seleccionar variantes conformacionales infecciosas.
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7.1. Estudio del efecto de un sustrato complementado con homogeneizado de encéfalo de pollo

sobre la propagacion selectiva de determinadas proteinas mal plegadas

Estudios de nuestro laboratorio han demostrado previamente que la utilizaciéon de
sustratos complementados con homogeneizados de encéfalo de pollo mejora significativamente la
eficiencia de propagaciéon de proteinas recombinantes mal plegadas, cuando se compara con
sustratos complementados con homogeneizados de encéfalo de ratén Prnp?/?. Habiendo descartado
cualquier efecto debido a la presencia de PrP¢ de pollo, que no interfiere en el mal plegamiento de
otras recPrPs y no es mal plegable, parece que la mejora sobre la capacidad de propagacion pudiera
deberse a la existencia de cofactores que se encontrarian en cantidades diferentes o incluso ser
especificos. Por tanto, las variantes conformacionales generadas o propagadas en sustratos
complementados con homogeneizados de encéfalo de pollo podrian poseer caracteristicas

diferentes, probablemente debido a una seleccién especifica en este entorno.

Para este estudio se utilizaron las semillas recPrPres;si99 (2) y recPrPresasigp (3) y se
realizaron 15 rondas seriadas de PMCA en sustrato que contenia la misma recPrP complementado
con el homogeneizado de encéfalo de pollo. Los resultados muestran cémo ambas variantes
conformacionales mantienen sus propiedades bioquimicas aparentes en el entorno basado en

encéfalo de pollo (Figura 18).

Semilla A51-90
Sustrato KO Pollo

Mw

Variante 2 3 2 3 rPrP (kDa)

Infectividad + - + -
PK + + + + -

Figura 18. Estudio bioquimico de cuatro variantes conformacionales carentes de la region de
las octarepeticiones propagadas utilizando sustratos complementados con homogeneizados
de encéfalo de ratéon Prnp?/?y de encéfalo de pollo. Estudio comparativo por Western blot donde
se muestran dos proteinas mal plegadas propagadas en dos entornos diferentes: recPrP + encéfalo de
ratén PrnpY%?Y o recPrP + encéfalo de pollo. Los patrones electroforéticos caracteristicos de las
semillas originales se mantienen al mal plegar la proteina recombinante de igual secuencia en un
entorno de encéfalo de pollo. Las bandas resistentes que se muestran pertenecen a las semillas en
pase 15. Todas las muestras se trataron con 25 pg/ml de PK y se analizaron mediante electroforesis
en geles SDS-PAGE. Las membranas se revelaron con el anticuerpo monoclonal Saf83 (1:400). Mw:

del inglés molecular weight, peso molecular. PK: Proteinasa K. KO: del inglés knock out.
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Dado que las diferencias en el patréon de migracién se habian mantenido, se evalué si cada
una de ellas conservaba las propiedades bioldgicas originales. Para ello, se realizaron 5 pases
seriados utilizando PMCA de encéfalo proveniente de ratones TgL108I. Los resultados muestran
que la capacidad infectiva in vitro se mantiene en el caso de la semilla derivada de la recPrPresasi.99
(2), asi como la ausencia de infectividad in vitro de la semilla recPrPres 451.99 (3) (Figura 19). Estos
resultados sugieren que los factores presentes en el encéfalo de pollo no ejercen una presiéon
selectiva diferente a la que ejerce el entorno original y, por tanto, no favorece la propagacién de

variantes especificas.

O
Q,
Semilla A51-90 &
\
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ariante 2 3 g (kDa)
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Figura 19. Estudio de infectividad in vitro de las recPrPres propagadas en un entorno de
encéfalo de pollo. La infectividad de las muestras generadas en la ronda 3 de PMCA de las semillas
recPrPrespsig90 (2) y recPrPresasig0 (3) propagadas en dos entornos diferentes: recPrP + encéfalo de
raton Prnp %0 o recPrP + encéfalo de pollo, se evalué mediante Western blot. Solo la variante 2 es
capaz de inducir mal plegamiento de la PrP¢ de encéfalo, a pesar de encontrarse en un entorno
diferente, con lo que el homogeneizado de pollo no ejerce presién selectiva sobre las variantes
conformacionales existentes. El sustrato utilizado en la PMCA consistié en un homogeneizado de
encéfalo de ratén TgL108I. Todas las muestras se trataron con 170 pg/ml de PK y se analizaron
mediante electroforesis en geles SDS-PAGE. Las membranas se revelaron con el anticuerpo
monoclonal Saf83 (1:400). Las lineas punteadas hacen referencia a que las muestras provienen de
geles diferentes, pero estan ajustadas utilizando el marcador de peso molecular. Mw: del inglés

molecular weight, peso molecular.

7.2. Estudio del efecto del dextrano sulfatado en la propagacion selectiva de determinadas

proteinas mal plegadas

Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que el dextrano sulfatado afiadido
al sustrato tiene la propiedad de actuar como un cofactor que permite la propagacion de
Unicamente ciertas variantes conformacionales (Fernandez-Borges, Di Bari, et al., 2017). Dado que
uno de los objetivos era estudiar el potencial efecto de determinadas regiones de la PrP sobre la
propagacion de ciertas proteinas mal plegadas, se utilizaron 9 de ellas que habian sido generadas

espontaneamente y que, como consecuencia de presentar tres regiones N-terminal diferentes,

132



RESULTADOS

habian mostrado propiedades bioquimicas y biolégicas diferenciales (3 recPrPres;s3,31, 3

recPrPrespsi.99 v 3 recPrPresyg).

7.2.1. Estudio de la propagaciéon de las semillas recPrP23.231L.108I, recPrPpsi.90L108I y
recPrPpooL108I

A partir de las nueve semillas descritas en el apartado 5, se realizaron pases seriados
durante 15 rondas en un sustrato complementado con dextrano sulfatado. El objetivo era
seleccionar proteinas mal plegadas con una conformacién capaz de propagarse en presencia de un

cofactor especifico.

En todos los casos, las potenciales mezclas de proteinas mal plegadas iniciales utilizadas
como semillas se propagaron eficientemente en el nuevo sustrato desde la primera ronda. En este
experimento se prepararon también muestras sin semilla de cada tipo de proteina como controles
de mal plegamiento espontaneo. Todas las proteinas se mal plegaron espontdneamente, al igual que
ocurre en un entorno de encéfalo de ratén Prnp?/?. En el caso de la recPrP;3.231 el mal plegamiento
espontaneo se observo en la ronda 10, en la recPrPasi-90 a partir de la ronda 6 y en la recpPrPago en
la ronda 3. Cabe recordar que en el caso de estas proteinas propagadas en un entorno de encéfalo
de ratén PrnpY%79, la proteina recPrP23.231 mostré un mal plegamiento espontdneo a partir de la
ronda 3, la proteina recPrPasi.90 el mal plegamiento espontaneo se observo a partir de laronda 5y

en el caso de la proteina recPrPago, ocurrié en la ronda 6.

A pesar de que Unicamente 3 de las 9 proteinas utilizadas como semillas presentaran un
patrén de migracion electroforético distinto a sus semejantes, todas las nuevas proteinas mal
plegadas propagadas en un sustrato complementado con dextrano sulfatado mostraron un mismo
patron (figura 20). El cambio de patrén bioquimico es especialmente marcado en el caso de las
semillas recPrPas1.90L. 1081 donde se presenta en forma de multibanda difiriendo significativamente
del patrén mostrado por las semillas originales. En términos generales, todas las semillas al
adaptarse al sustrato con dextrano sulfatado se uniformizaron en su patréon de migracion. Este
hecho sugiere que el dextrano sulfatado podria favorecer la propagaciéon predominante de una
Unica variante conformacional, que podria haber estado presente como especie minoritaria en las

semillas originales obtenidas en un entorno de encéfalo Prnp?/°.
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Figura 20. Estudio bioquimico de las proteinas mal plegadas propagadas en un sustrato que
contiene dextrano sulfatado. Estudio comparativo donde se muestra el patrdn electroforético de las
semillas obtenidas espontaneamente utilizando un sustrato complementado con homogeneizado de
encéfalo Prnp?? (izquierda) y las mismas variantes en un sustrato complementado con dextrano
sulfatado (derecha) divididas en grupos de 3. Los patrones electroforéticos se uniformizan entre
todas las variantes que comparten la misma secuencia aminoacidica cuando son propagadas en el
sustrato complementado con dextrano sulfatado, mientras que las semillas de las que proceden
presentan diferencias electroforéticas significativas. Las bandas resistentes que se muestran
pertenecen a las semillas en pase 15. Todas las muestras se trataron con 25 pg/ml de PK y se
analizaron mediante electroforesis en geles SDS-PAGE mediante Western blot. Las membranas se
revelaron con el anticuerpo monoclonal Saf83 (1:400). Mw: del inglés molecular weight, peso

molecular. PK: Proteinasa K. KO: del inglés knock out.
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Con el fin de confirmar que el dextrano sulfatado tiene la propiedad de
propagar/seleccionar siempre la misma conformacién mal plegada y aprovechando que el entorno
libre de homogeneizado de encéfalo permite visualizar el patrén de bandas mediante la tincién por
Coomassie, se compararon las nuevas proteinas mal plegadas después de digerirlas con PK (Figura
21). Todas las muestras presentaron una banda principal de 16-17 kilodalton y un patrén de
fragmentos similar que sugieren que el dextrano sulfatado favorece la propagacién preferencial de

una variante determinada.
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1 2 3 1 2 3 1 2 3 Mw
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Figura 21. Estudio del patrén electroforético de las recPrPres (23-231, A51-90 y A90)
propagadas en sustrato complementado con dextrano sulfatado por Coomassie. A) Patrén de
electroforético de las proteinas mal plegadas 23-231, A51-90 y A90 donde se observan todos los
fragmentos teflidos por Coomassie. Todas las muestras digeridas con 25 pg/ml de PK presentan una
banda de ~17kDa y un patrén de bandas muy similar. B) Proteinas A51-90 mal plegadas después de
su propagacién en un sustrato complementado con dextrano sulfatado. Las muestras digeridas con
25 pg/ml muestran la presencia de una banda de 17 kDa, y el patrén multibandeado observado en el
Western blot. Las muestras se cargaron y separaron en geles SDS-PAGE para una posterior tincién por

Coomassie. Mw: del inglés molecular weight, peso molecular. PK: Proteinasa K.
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Con el fin de estudiar qué tipo de proteina mal plegada habia permitido propagar el
sustrato complementado con dextrano sulfatado, se evalu6 la infectividad in vitro mediante PMCA
de encéfalo de TgL108I (Figura 22). Los resultados muestran como en todos los tipos de PrP se
habia propagado alguna proteina mal plegada infecciosa. Tal y como se esperaba, la variante
conformacional A51-90 (2) se mantuvo infecciosa y dentro del grupo de 23-231 y A90, parecian
haberse seleccionado también proteinas infecciosas in vitro. Llama especialmente la atencién cémo
todas las proteinas del grupo A90 fueron infecciosas, a pesar de haberse obtenido a partir de

semillas no infecciosas.

rPrP ;3534 rPrP 55;.90 rPrP 590 5
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Figura 22. Estudio de infectividad in vitro de las recPrPres propagadas en un entorno de
dextrano sulfatado. Se utilizaron las muestras obtenidas de la ronda 4 de PMCA del ensayo de
infectividad in vitro de las 9 semillas espontaneas propagadas en dextrano sulfatado (L1081, A51-90 y
A90) y se evaluaron mediante Western blot. Todas las proteinas presentaron alguna variante capaz de
propagarse en el encéfalo de mamifero; en el caso de la proteina A90, las 3 variantes se propagaron y
mostraron infectividad in vitro. El sustrato utilizado en la PMCA consistié en un homogeneizado de
encéfalo de ratén TgL108I. Todas las muestras se trataron con 170 pg/ml de PK y se analizaron
mediante electroforesis en geles SDS-PAGE. Las membranas se revelaron con el anticuerpo
monoclonal Saf83 (1:400). Las lineas punteadas hacen referencia a que las muestras provienen de
geles diferentes, pero estan ajustadas utilizando el marcador de peso molecular. Mw: del inglés

molecular weight, peso molecular. PK: Proteinasa K.

Estos resultados sugieren en conjunto, la existencia de una diversidad de variantes
conformacionales que aparecerian en distintas proporciones cuando estas se propagan en sustratos
complementados con homogeneizados de encéfalo y de las cuales, algunas son capaces de

propagarse también en un entorno de dextrano sulfatado.

7.2.2. Estudio de la propagacién de proteinas sin regién polibasica en un sustrato

complementado con dextrano sulfatado

Dado que los resultados previos habian mostrado como la ausencia de la regidn polibasica
parecia tener un efecto sobre la propagacién selectiva de ciertas proteinas mal plegadas no
infecciosas, se estudio el efecto, supuestamente opuesto, que el dextrano sulfatado parecia tener de

propagar selectivamente variantes conformacionales infecciosas. Para este estudio se utilizaron las
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semillas que se obtuvieron a través de la propagacion de la semilla infecciosa A51-90 (2) utilizando
sustratos que contenia las proteinas PrP23.231, PrPago y PrPaz2s31 en entorno Prnp?%? y que se
propagaron posteriormente en sustratos complementados con dextrano sulfatado utilizando

proteinas recombinantes homdlogas en secuencia (Figura 23).

Sustrato PMCA Proteina resultante Sustrato PMCA Proteina resultante
Ronda 15 Ronda 15
. 23231 23-231051:90) (2) 23,231 23-2310510) (2) dext
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A51-90 (2) 490  ——t A90(851-9) (2) A90 dext. A90(851-9) (2) dext
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82331 ——  A23-31(519)(2) 2233 x
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Figura 23. Esquema de la estrategia seguida para estudiar la influencia de la region polibasica

y el dextrano sulfatado en propagacion e infectividad.

Los resultados muestran que Gnicamente los sustratos basados en las proteinas PrPzz.231 y
PrPaoo complementados con dextrano sulfatado propagaron la semilla. Las proteinas mal plegadas
que se adaptaron después de 15 rondas seriadas de PMCA mostraron un patrén electroforético
uniforme y un ntcleo resistente a PK de menor peso molecular al que presentan sus semillas
originales de las que proceden (figura 24). Ademas, estos resultados sugieren que la regién
polibdsica podria influir sobre una seleccién de variantes de las semillas en la propagacién previa al
dextrano sulfatado. De esta forma, la semilla procedente de la propagacion en la proteina A23-31 en
entorno Prnp??% habria propagado una determinada variante conformacional incapaz de
mantenerse y perpetuarse en un sustrato que, a pesar de estar basado en la proteina recombinante

homologa, estaba complementado con dextrano sulfatado.
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Figura 24. Estudio de la migracion electroforética de las dos recPrPres obtenidas después de la
propagacion de la semilla recPrPresasi.90 (2) utilizando un sustrato basado en las proteinas
PrP23-231 y PrPagoy sus mismas versiones propagadas en un entorno de dextrano sulfatado. Las

semillas obtenidas al propagar A51-90 (2) en sustratos de encéfalo Prnp%?Y y posteriormente
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propagadas en sustratos complementados con dextrano sulfatado basados en las proteinas recPrPzs-
231 y recPrPaso se visualizaron mediante Western blot. Las semillas propagadas en sustrato
complementado con dextrano sulfatado muestran un patrén de migracién de menor peso molecular
que las semillas de las que proceden. Las muestras generadas a partir de las semillas originales
pertenecen a la ronda 15 de recPMCA. Todas las muestras se trataron con 25 pg/ml de PK y se
analizaron mediante electroforesis en geles SDS-PAGE y Western blot. Las membranas se revelaron
con el anticuerpo monoclonal Saf83 (1:400). Mw: del inglés molecular weight, peso molecular. PK:

Proteinasa K.

Aparentemente, las muestras presentan un cambio de patrén una vez que son propagadas
en un sustrato complementado con dextrano sulfatado. Concretamente, la semilla PrPres 53,3
(PrPresA51-90) (2) propagada en un entorno de dextrano sulfatado presenta un fragmento principal de
menor peso molecular después de su digestion con PK comparada con la misma proteina mal
plegada propagada en un entorno de encéfalo. De la misma forma que se llevo a cabo en el apartado
7.2.1, las semillas adaptadas en un sustrato complementado con dextrano sulfatado se evaluaron a

través de la realizacion del ensayo de infectividad in vitro utilizando PMCA de encéfalo (Figura 25).

PK + + + + -

Figura 25. Estudio de infectividad in vitro de las recPrPres en un entorno complementado con
dextrano sulfatado. Las semillas recPrPrespgo(PrPresd51-90) (2] 'y recPrPres 23.231(PrPresi51-90) (2)
propagadas en sustratos basados en las proteinas A90 y 23-231 complementados con dextrano
sulfatado, se evaluaron su infectividad in vitro a través de PMCA de encéfalo; las muestras obtenidas
de las rondas 2 y 4 se analizaron mediante Western blot. La Unica semilla capaz de propagar y mal
plegar la PrP¢ de encéfalo de ratén es la que presenta la region N-terminal completa. Todas las

muestras se trataron con 170 pg/ml de PK y se analizaron mediante electroforesis en geles SDS-

138



RESULTADOS

PAGE. Las membranas se revelaron con el anticuerpo monoclonal Saf83 (1:400). Las lineas punteadas
hacen referencia a que las muestras provienen de geles diferentes, pero estan ajustadas utilizando el

marcador de peso molecular. Mw: del inglés molecular weight, peso molecular. PK: Proteinasa K.

Unicamente la proteina mal plegada recPrPres,; 3, (PrPresa51-90) (2) en un entorno de dextrano
sulfatado mantiene la infectividad de la semilla original de la misma forma que lo hace cuando se
propaga en un entorno de encéfalo. Sin embargo, la proteina mal plegada recPrPrespgq(PrPresAs1-90) (2)
propagada en presencia de dextrano sulfatado, igual que al ser propagada en un entorno de
encéfalo, es incapaz de mantener la recPrPres infecciosa detectada en la semilla original. Los
resultados obtenidos utilizando las proteinas A90 mal plegadas espontdneamente (todas
infecciosas in vitro cuando se propagan previamente en un sustrato complementado con dextrano
sulfatado) indican que la ausencia de la regién N-terminal no determina la infectividad per se, si
bien parece que la regidn polibasica podria jugar un papel importante a la hora de favorecer la
propagacién de determinadas variantes conformacionales frente a otras. Por ello, considerando la
region N-terminal como una regién selectora o tamizadora de ciertas conformaciones especificas
podriamos concluir que en el caso de las proteinas delecionadas en la regiéon polibasica estariamos
ante una doble seleccién: una efectuada por la regiéon polibasica de la proteina y la segunda
seleccion llevada a cabo por el dextrano sulfatado, que parece favorecer la propagacion de

conformaciones infecciosas, siempre que se encuentren presentes en la semilla original.
8. Estudio de infectividad utilizando la linea de ratén transgénico TgL108I

Aunque nuestro laboratorio ha establecido previamente una correlacién directa entre la
infectividad in vitro e in vivo utilizando proteinas recombinantes del topillo rojo (Fernandez-
Borges, Di Bari, et al,, 2017), esta misma correlacion utilizando proteinas de origen murino no se
habia establecido. Por ello, para confirmar si la recPrP mal plegada, capaz de mostrar infectividad in
vitro, se propagaba in vivo y, por tanto, podria considerarse un prion bona fide, la proteina
recPrPas1.90 (2) se inocul6 intracerebralmente en ratones transgénicos que expresan la PrP murina
con la mutacién puntual L108I y con una sobreexpresion de 3 a 4 veces la expresiéon de un ratén
salvaje. Como control para demostrar susceptibilidad de la linea transgénica, se utilizé este mismo
modelo inoculado con RML (del inglés, Rocky Mountain Laboratory), prion ovino (scrapie)
adaptado a ratén mediante inoculaciones sucesivas, el cual infecté al 100% de los animales
mostrando unos tiempos de incubacién de 93(+5) dias post inoculacién (dpi) +SEM. El in6culo
recombinante utilizado resulté ser infeccioso in vivo con periodos de incubacién de 199(*24) dpi
+SEM, y una tasa de ataque del 100% en el primer pase (Figura 26A). El in6culo recombinante
resultd ser mas lento que el in6culo RML utilizado como control, que podria explicarse por ser

cepas distintas o por la barrera existente entre recombinante y encéfalo.

El andlisis de los cerebros de los animales afectados mediante digestion por PK'y Western
blot, mostré acumulaciéon de PrP resistente a proteasa. El patréon de migraciéon electroforético se

caracteriz6 por una sefial correspondiente a la PrP mal plegada y digerida por PK de menor peso
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molecular que el que presentan los cerebros inoculados con RML, que recordaba al patrén que
muestran las cepas de ciertos priones atipicos (Figura 26B). La cantidad de PrPres detectada en los
cerebros inoculados con la semilla recombinante fue cuantitativamente menor si comparamos con
la intensidad que se obtuvo en los cerebros inoculados con RML, sugiriendo una menor eficiencia
de propagaciéon. Uno de los homogeneizados de cerebros presenté un patrdén diferente a los otros
dos analizados con una sola banda alrededor de los 25 kDa, similar a la banda correspondiente a la
PrP diglicosilada caracteristica de priones con patrén clasico, lo cual es un indicador claro de la

posible existencia de una mezcla de cepas en la semilla original.

9. Estudio neuropatoldgico

Los cambios espongiformes y la distribuciéon de la PrP asociada a enfermedad (PrPd, d del
inglés disease) en los cerebros de los ratones transgénicos, inoculados con la semilla recombinante,
se observaron a través de ensayos histolégicos e inmunohistoquimicos, comparandolos con

controles de infectividad (inoculados con RML) y controles negativos (no inoculados) (Figura 26C).

En los encéfalos tefiidos con HE se observo una espongiosis evidente en los ratones
inoculados con RML y la THQ revel6 depositos de PrPres (patrén intraneuronal, perineuronal y
punteado fino en neuropilo) afectando principalmente al cuerpo estriado, tdlamo, mesencéfalo y
medula oblongada. En cambio en los cerebros inoculados con el in6culo recombinante se observo
una espongiosis mas moderada y a través del estudio IHQ se visualizaron depésitos de PrPres
(patrén punteado fino y granular en neuropilo) esta vez localizados a nivel de la corteza
temporal/parietal, cuerpo calloso y corteza cerebelar, siendo marcadamente distinto en los

animales inoculados con RML.

En los tres grupos de animales analizados se observaba un patrén de marcaje de PrP¢
perineuronal en algunas regiones, especialmente en la corteza, que se interpreta como
sobreexpresién y es distinguible de los depdésitos patolégicos. Los animales control no mostraron

cambios espongiformes, excepto aquellos debidos a la edad, ni depésitos patolégicos de PrP.
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Figura 26. Estudio de la infectividad in vivo y ensayo neuropatoldogico de la recPrPres,s1.90 (2)
en la linea de ratén transgénico TgL108I. A) Grafico que muestra la supervivencia de los ratones
inoculados con RML (rojo) y recPrPresasig0 (2) (morado). El indculo recombinante presenta una tasa
de ataque del 100% aunque con un periodo de incubacién mas prolongado comparado con el
observado con el in6culo RML. B) Analisis bioquimico de los homogeneizados de cerebros de los
ratones transgénicos TgL108I inoculados con RML (izquierda) y recPrPresasi.90 (2) (derecha). El carril
anterior al control se muestra el homogeneizado de encéfalo de un ratén de la misma linea
transgénica sin inocular y tratado con la misma cantidad de PK que las muestras que provienen de
cerebros inoculados. Los homogeneizados de cerebros de los ratones inoculados con recPrPresasi-9o
(2) presentan un patrén electroforético diferente a los inoculados con RML y una intensidad de sefial
notablemente menor. Todas las muestras se analizaron a través de Western blot y electroforesis en
geles SDS-PAGE, y se trataron con 85 pg/ml de PK. Las membranas se revelaron con el anticuerpo
monoclonal Saf83 (1:400). Las lineas punteadas hacen referencia a que las muestras provienen de
geles diferentes, pero estan ajustadas utilizando el marcador de peso molecular. Mw: del inglés
molecular weight, peso molecular. PK: Proteinasa K. C) Caracterizaciéon histopatoldgica: los animales
TgL108I inoculados con RML muestran espongiosis y depdsitos PrPd en el mesencéfalo, los
inoculados con recPrPresasigo (2) presentan espongiosis moderada y en la IHQ se observaron
depositos de PrPres evidentes en la corteza parietal (flecha). Se utilizo el anticuerpo monoclonal 2G11

(1:100) para la deteccién de la PrPres.
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DISCUSION

El principal objetivo de esta tesis doctoral es arrojar algo de luz sobre el papel que tienen
diferentes secciones de las regiones N-terminal y C-terminal de la proteina priénica en el mal
plegamiento, propagacién y mantenimiento de propiedades caracteristicas de cepa in vitro. Para
ello, se generaron PrPs de ratén recombinantes con distintas deleciones y se estudiaron sus

caracteristicas mediante PMCA.

La PMCA se selecciond como sistema de propagacion in vitro debido especialmente a su
demostrada correlacién con lo que sucede in vivo. Ademads, la PMCA permite el uso de un gran
numero de diferentes cepas de priones sobre diversas PrP polimorficas y testar asf barreras de
transmision dificiles de evaluar in vivo (Fernandez-Borges et al., 2009). Sin embargo, la necesidad
de utilizar material encefalico que contengan la PrP a estudiar ha limitado el uso de esta técnica a
aquellos polimorfismos frecuentes y con facil acceso a la naturaleza. Situacién que se superé gracias
a la utilizacién de proteina recombinante (de facil preparacién en el laboratorio) en la variante
denominada recPMCA, permitiendo generar cualquier mutacién deseada y testarla de forma rapida

(Fei Wang et al., 2010).

La eleccion de la deleciones estudiadas se bas6 en trabajos previos desarrollados por otros
investigadores. La seleccion de la region de las octarepeticiones se debié a que Felchsig y
colaboradores mostraron en una delecion de la proteina similar (A32-93, octarepeticiones
incluidas) tiempos de incubacién mayores y titulo de priones en cerebro y bazo muchos mas bajos
que los presentados por ratones salvajes en todas las etapas de la enfermad; con lo que se concluyé
que la region de las octarepeticiones no es esencial para mantener la replicacion y la enfermedad,
pero si afecta al nivel de acumulacién de priones y al patréon de acumulacién cerebral (Flechsig et
al,, 2000). Las deleciones A90 y A141-176 se fundaron en resultados obtenidos por otros estudios
en los que ratones transgénicos, que expresaban el miniprion, presentaron signos clinicos al ser
inoculados con RML, ademas se observdé que el miniprion sintético poseia propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas similares a las de la PrPsclo que le hizo ser una buena herramienta para
investigar las bases moleculares de la conversidn conformacional de PrP¢ a PrPScy la biologia de las
enfermedades pridonicas (Baskakov et al., 2000; Bonetto et al., 2002; Supattapone et al., 1999).
Finalmente, las proteinas recombinantes con las deleciones A23-28 y A23-31 basan su seleccion al
observar en diferentes estudios de ratones transgénicos, que expresan la PrP delecionada o mutada
en la regién polibasica, un retraso en la aparicién de signos clinicos una vez que son inoculados
respecto a los ratones salvajes, ademas de presentar un comportamiento dependiente de la cepa
utilizada (Khalifé et al,, 2016; Turnbaugh et al., 2012; Turnbaugh et al., 2011; Westergard et al,,
2011b). Para todas estas proteinas la capacidad de mal plegamiento se evalué de dos formas
diferentes: inducido por semilla (recombinante) y espontadneamente. Estas formas de induccién de
mal plegamiento modelaria en el primer caso las enfermedades adquiridas, y en el segundo, las
enfermedades esporaddicas. La eleccién de una semilla recombinante en lugar de un inéculo
proveniente de encéfalo pretendia facilitar el proceso de mal plegamiento eliminando la barrera de

transmision existente entre las proteinas recombinantes y las provenientes de encéfalo,
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probablemente debida a las diferencias en modificaciones postraduccionales que presentan. Por
otra parte, para favorecer la frecuencia de mal plegamiento espontaneo todas las proteinas se
disenaron con la mutaciéon puntual L108I, equivalente al polimorfismo 1091 que presenta la PrP del
topillo rojo. La presencia de dicho polimorfismo y la sobreexpresién de la PrP que lo contiene en
ratones transgénicos conduce invariablemente al desarrollo espontdneo de una enfermedad
pridnica (Watts et al., 2014; Watts et al., 2012). Esto se refleja en que efectivamente la introduccién
de esta mutacion en la PrP de ratén aumenta considerablemente su frecuencia de mal plegamiento
espontaneo respecto a la proteina salvaje (datos no publicados), observidndose similar

comportamiento en las deleciones estudiadas (salvo algunas excepciones).

A lo largo de toda esta tesis doctoral se demuestra que las proteinas delecionadas en la
region N-terminal mal pliegan tanto inducidas por semilla como de forma espontanea, exceptuando
las delecionadas en la regién polibasica que solo presentan mal plegamiento inducido por semilla.
Sin embargo, las proteinas delecionadas en la regién C-terminal no muestran capacidad de mal
plegamiento a una forma resistente a PK. Todas las proteinas mal plegadas presentan una alta
eficiencia de propagacién en sustratos que contienen la misma proteina. Sorprendentemente se
observéd que, a pesar de utilizar siempre las mismas proteinas y condiciones experimentales se
generaron semillas distinguibles por movilidad electroforética tras la digestién con PK y por
distinta infectividad in vitro. Estas diferencias sugieren la existencia de distintas estructuras
proteicas, probablemente mezclas de varias en cada semilla, seleccionandose o favoreciéndose unas
u otras conformaciones mayoritarias dependiendo de los cofactores o el entorno presente en el

sustrato que se utiliza para su propagacion.

Uno de los resultados mas llamativos fue el no obtener mal plegamiento de las proteinas
delecionadas en la regién C-terminal, puesto que en animales transgénicos expresando las misma
delecién se consiguié transmisién, propagacién y causar enfermedad neurodegenerativa al ser
inoculados con RML. Ademas, estos animales mostraron tiempos de incubacién mas cortos cuando
eran inoculados con homogeneizado de cerebros de animales que expresaban la delecién de
estudio y que habian sucumbido a la infecciéon por RML (Supattapone et al,, 1999). Sin embargo,
este miniprion no reune todas las caracteristicas relacionadas con un prion bona fide puesto que en
ensayos in vivo es incapaz de mal plegar la proteina prionica de ratén salvaje y las lesiones
neuropatoldgicas no concuerdan completamente con las de una encefalopatia espongiforme. Esta
ausencia de mal plegamiento en las proteinas recombinantes que portan las deleciéon A141-176
podria deberse a que el mal plegamiento que muestra el miniprion in vivo sea realmente un estado
intermedio y no PrPs5¢, es decir, que consista en un intermediario de la ruta de formaciéon de PrPsc,
Ademas, parece ser que la estructura de la PrP¢cambia cuando se une a la proteina X y que este es
el paso limitante en la formaciéon de la PrPsc (Kaneko et al, 1997); por ello, estas proteinas
delecionadas en su regiéon C-terminal al adquirir una estructura intermediaria, podrian verse
impedidas en la interaccion con la proteina X, no pudiendo asistir la conversién (Fei Wang et al.,

2010) y como resultado no dar nunca una estructura estable y resistente a PK en ensayos in vitro.
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Los ultimos hallazgos por Wu y colaboradores (Wu et al, 2017), en los que muestran claras
evidencias de que los dominios N- y C-terminal de la PrP¢ estdn acoplados funcionalmente, exponen
que si se interrumpe este acoplamiento tiene lugar una desregulacion proteica y la interrupcién de
la neurotoxicidad mediada por el dominio N-terminal, lo que podria ser otra explicacién por la cual
las proteinas recombinantes delecionadas en la regién C-terminal son incapaces de mal plegar in
vitro, debido a la necesidad de acoplamiento entre las regiones C- y N-terminal para el proceso de
mal plegamiento. Otro factor relevante que podria explicar las diferencias observadas entre el
modelo in vivo y el modelo in vitro en el caso del miniprion son las modificaciones
postraduccionales de la PrP de encéfalo frente a la recPrP. La ausencia de glicosilaciones y anclaje
mediante GPI de la proteina utilizada en PMCA podrian influir negativamente en la capacidad de
mal plegamiento a la isoforma resistente a PK de las proteinas recombinantes delecionadas en la
region C-terminal. No cabe duda que la PMCA representa una gran herramienta para estudiar i) la
biologia de los priones, ii) el mecanismo de la transmisién de priones, iii) la barrera de especies, iv)
el fendmeno de cepa, v) la eficacia de un procedimiento de descontaminacién y vi) la eficacia de
compuestos terapéuticos para interferir en la propagaciéon de priones. No obstante, existen
numerosas investigaciones en las que se observan diferencias entre los resultados obtenidos por
PMCA sobre todo basada en PrP recombinante y la experimentacion in vivo. Kim y colaboradores
mostraron por ejemplo, como la ausencia de GPI tanto en PrP recombinante como en purificada de
encéfalo y tratada con PI-PLC (phosphatidylinositol-specific phospholipase C) impedia el mal
plegamiento a PrPres inducido por semilla en PMCA, mientras que la PrP€con GPI propagaba
perfectamente una cepa obtenida de animales afectados (J.-I1. Kim, Surewicz, Gambetti, & Surewicz,
2009). En estudios posteriores, a pesar de que fueron capaces de mal plegar la misma PrP
recombinante consiguiendo priones infecciosos, éstos no conservaban las caracteristicas propias de
la semilla después de propagarse in vitro, fendmeno que podria deberse a la ausencia de
modificaciones postraduccionales, que podrian ser relevantes a la hora de mantener las
propiedades de cepa (J. I. Kim et al,, 2010). Un estudio publicado por Yuan y colaboradores, en el
que una PrP recombinante humana expresada en E.coli parece inhibir el mal plegamiento por PMCA
de la misma PrP humana expresada en el encéfalo de un ratén transgénico, apunta en una direccioén
similar. Sus resultados sugieren la existencia de una barrera de transmision entre la PrP
recombinante y la de encéfalo, que impide o dificulta la conversién a PrPSc probablemente por la
ausencia de GPI y glicosilaciones de la PrP recombinante (Yuan et al, 2013). Estos ejemplos se
basan sobre todo en la barrera existente entre la PrP recombinante y de encéfalo en PMCA, pero
reflejan que el sistema de propagacion in vitro a través de PMCA a pesar de sus muchas ventajas
podria no reflejar de forma eficiente lo que ocurre en un organismo vivo. A pesar de las diferencias,
la recPMCA esta demostrando ser un buen modelo para el estudio del mal plegamiento in vitro,
salvo para la region de anclaje al GPI, ya que modela eficientemente la tendencia incrementada al
mal plegamiento de las PrPs con mutaciones hereditarias (Elezgarai et al, 2017), el
comportamiento de especies cuya PrP presenta resistencia al mal plegamiento y las barreras de
especies (Erafa et al., 2017; Fernandez-Borges, Parra, et al, 2017); y la formaciéon de nuevas y

distintas cepas (Fernandez-Borges, Di Bari, et al,, 2017).
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Ademas de la capacidad de mal plegamiento inducido por una semilla recombinante, cuyos
resultados podrian tener una utilidad menor para extrapolaciones a lo que sucede in vivo por el uso
de PrP recombinante, también se quiso evaluar la influencia de las deleciones en la capacidad de
mal plegamiento espontdneo de estas PrPs. Por este motivo, se selecciond la mutacién puntual
L108I ya que esta posiciéon ha demostrado cierta relevancia en el mal plegamiento espontdneo en
otras especies. Este es el caso del topillo rojo, que presenta este polimorfismo de forma natural.
Esta especie puede presentar Isoleucina o Metionina en la posicién 109 (equivalente a la posicion
108 de la PrP de ratén), en el cual se ha observado que la presencia de isoleucina favorece el mal
plegamiento espontdneo tanto in vivo como in vitro que lleva al desarrollo de una EET esporadica
(Fernandez-Borges, Di Bari, et al, 2017; Watts et al, 2012). Ademas, esta misma variante
polimérfica dio lugar al modelo de enfermedad pridnica in vivo con el menor tiempo de incubacién
descrito a través de la transmisién de una cepa de EDC (Di Bari et al,, 2013). Solamente dos de las
proteinas delecionadas presentaron capacidad de mal plegamiento espontineo (aparte de la
proteina completa con la mutacién puntual L108I utilizada como control), en concreto, las
proteinas sin la regién de las octarepeticiones y la que presentaba los primeros noventa
aminoacidos delecionados. Tanto por trabajos previos en nuestro laboratorio (Fernandez-Borges,
Di Bari, et al., 2017) como por lo observado en esta tesis doctoral, se intuye que el mal plegamiento
espontaneo es un proceso estocastico aunque reproducible, probablemente dependiente de la
formacién arbitraria de los nicleos de agregacién (Baskakov, 2007; Masel et al., 1999). Este hecho
queda patente tras analizar los duplicados tanto intra como interexperimentales, ya que, ni todos
los tubos utilizados en un experimento y sometidos a las mismas condiciones metodoldgicas sufrian
el mal plegamiento en la misma ronda de recPMCA, ni dos experimentos independientes daban
lugar a mal plegamientos espontdneos en rondas idénticas de recPMCA. Cabe destacar que las
proteinas que presentan A23-28 y A23-31, no pudieron mal plegar espontdneamente mientras que
si lo hicieron inducido por una semilla recombinante de PrP de ratén con la mutaciéon L108I. Esto
sugiere que ciertas regiones de la zona N-terminal podrian ser las responsables de modular o
dirigir la capacidad de mal plegamiento espontdneo, mientras que la deleciéon en la regién C-
terminal abrogaria completamente su capacidad de mal plegamiento. La ausencia de isoformas
resistentes a PK espontaneamente en estas dos proteinas recombinantes portadoras de las
deleciones en la regién polibasica concuerda con experimentos previos en los que ratones
transgénicos que expresaban proteinas delecionadas en la regiéon N-terminal pero que mantenian
dicha region [A32-121 y A32-134 (Shmerling et al., 1998), A94-134 (Baumann et al,, 2007), y A105-
125 (A. Li, Christensen, et al., 2007)] inducian una enfermedad neuroldgica espontanea. Realmente
el mecanismo de mal plegamiento espontdneo de las proteinas pridnicas es desconocido. Aunque
puede estar favorecida por ciertas mutaciones o polimorfismos (Jackson et al.,, 2009; Watts et al,,
2012) y conseguirse in vitro (Barria, Mukherjee, Gonzalez-Romero, Morales, & Soto, 2009), aiin no
es posible predecir la propensién de ciertas PrPs a mal plegarse de forma espontanea. Los
resultados obtenidos acerca de la capacidad de mal plegamiento espontdneo de las proteinas
delecionadas sugieren que la presencia de la region polibasica puede ejercer un efecto significativo

sobre la capacidad de mal plegamiento espontaneo de la proteina. En el caso de la deleciéon A90, la
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presencia de la cola de histidinas y de la secuencia de corte por proteasa podria suplantar la funcién
que los aminoacidos de la regién polibasica desempefian a la hora de promover el mal plegamiento

espontaneo.

A causa de la incapacidad de las proteinas portadoras de la delecién A141-176 para mal
plegarse, tanto inducida por la semilla recPrPres L1081 como de forma esponténea, se utilizaron las
semillas recombinantes obtenidas espontaneamente con las proteinas que contenian las deleciones
A51-90 y A90 (recPrPres,si.99 y recPrPres,g0). De la misma forma que se habia observado hasta el
momento, las deleciones de la regiéon C-terminal no pudieron mal plegarse con ninguna de las
semillas. Sin embargo, las proteinas recPrPyz3.2s como recPrPyz3.31 (incapaces de mal plegar de
forma espontdnea) mal plegaron de una forma mas eficiente que cuando se indujo el mal
plegamiento con la semilla recPrPresL108I. Este hecho recuerda a lo que Khalifé y colaboradores
demostraron a través de ratones transgénicos que expresaban la PrP ovina con una delecion de los
residuos 23 al 26 o mutada (KQHPH en lugar de KKRPK) en los mismo residuos. En este estudio
presentaron una susceptibilidad variable dependiente de la cepa de priones que se utilizara para
inducir el mal plegamiento (Khalifé et al,, 2016), con lo que esta region podria estar implicada en el
mal plegamiento dependiente de cepa o ser responsable del mantenimiento de las caracteristicas
de cepas. Las PrPres generadas espontaneamente a partir de las proteinas delecionadas A51-90 y
A90, podrian generar estructuras o conformaciones diferentes a las que se encuentran en la semilla
PrPres L108I utilizada en un primer momento (no solo por la diferencia de aminoacidos), las cuales
poseen una mayor afinidad y presentan una capacidad mayor de inducir mal plegamiento en estas
proteinas delecionadas en la region polibasica. Situaciéon semejante obtienen en ratones
transgénicos carentes de la region de las octarepeticiones e inoculados con RML, 22L y BSE,
presentando tiempos de incubacién diferentes dependientes de la cepa pridnica utilizada (Hara et

al, 2017).

Con el fin de disponer una mayor variabilidad tanto bioquimica como bioldgica en las PrP
recombinantes mal plegadas in vitro, se seleccionaron distintas muestras por mostrar diferencias
en sus patrones de migraciéon electroforética, reflejo de diversidad conformacional. Asi fue como
tres variantes de las proteinas PrP2s.231, PrPasi-90 y PrPsgo fueron seleccionadas para estudiar en
mas detalle sus caracteristicas bioquimicas. La diferencia electroforética mostrada concretamente
se basaba en presentar pesos moleculares diferentes una vez que las semillas eran tratadas con PK
a pesar de presentar secuencias aminoacidicas iguales y de haber sido producidas de la misma
forma y siguiendo la misma metodologia. Algo muy semejante puede observarse en los resultados
publicados recientemente por el laboratorio de Ma y colaboradores (Fei Wang et al., 2017), en el
que obtienen una semilla no infecciosa cuyo patrén electroforético es de menor peso molecular
(rPrP-resRNA-low) en comparacién con la generada anteriormente (mismas condiciones) en presencia
de RNA procedente de higado de ratéon y POPG [lipido 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo-(1’-sn-
glicerol)] sintético, y que se convirtié utilizando PMCA sin semilla en un prion recombinante

altamente patogénico (rPrP-resRNA) (Fei Wang et al, 2010). El grupo de Priola ya observé una
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generaciéon de cepas diferentes siguiendo el mismo procedimiento metodolégico, en este caso
ladiferencia no fue en los patrones electroforéticos presentados una vez tratada las proteina con
PK, sino en la infectividad (Timmes et al., 2013). La generacion de distintas cepas in vitro no seria
extrafno de acuerdo con lo propuesto por Weissmann y colaboradores (Weissmann, Li et al 2011)
entre otras evidencias mas actuales (Fernandez-Borges, Di Bari, et al., 2017); fue lo que animé a
realizar un estudio mas detallado y evaluar la posible influencia de las distintas deleciones de la
region N-terminal en el mantenimiento de las diferentes caracteristicas que presentaba cada

semilla.

Con el proposito de llevar a cabo un exhaustivo estudio bioquimico de estas 9 variantes
generadas espontaneamente se empez6 por evaluar su capacidad propagativa. Una de las
principales caracteristicas que definen una cepa de prion es su capacidad de propagacion tanto in
vivo como in vitro a expensas de PrP con la misma secuencia aminoacidica. Por ello, las proteinas
mal plegadas espontaneamente se sometieron a recPMCA por dilucién en sustratos que contenian
la misma PrP tras igualar las cantidades iniciales de PrPres en cada semilla como de las distintas
PrPs que conforman cada sustrato. Todas las proteinas mal plegadas se propagaron de forma
altamente eficiente en sus sustratos, detectandose PrPres en todas hasta con diluciones de semilla en
sustrato de hasta 10-1t — 10-12, E] hecho de que las diferentes semillas muestren capacidades de
propagacion tan similares independientemente de las distintas capacidades de mal plegamiento
mostradas por cada secuencia aminoacidica (espontaneamente o inducida por semilla) demuestra
claramente la escasa correlacién entre la capacidad de mal plegamiento de una determinada PrP y
su capacidad de inducir el mismo cambio conformacional en otras PrPs una vez mal plegada. De
hecho, la capacidad de inducir el mal plegamiento de una PrPres determinada es una caracteristica
propia de cada cepa o variante conformacional, por lo que la ausencia de diferencias entre las
capacidades de propagacion in vitro de las distintas semillas podrian sugerir que comparten una
conformacion similar y por consiguiente que se trata de la misma cepa. Viendo que las semillas
seleccionadas eran totalmente indistinguibles segin su capacidad propagativa en su propio
sustrato se decidi6 analizar en mayor detalle otra de las propiedades bioquimicas distintivas de las
diferentes variantes como es el patrdén de resistencia a PK (Colby, Giles et al. 2009). Las diferencias
en la resistencia a PK determinan en ocasiones la presencia de distintas cepas de priones ya que
distintas conformaciones dan lugar a diferentes zonas de las proteinas expuestas y accesibles a
proteasa. Las diferencias en el patrén de movilidad electroforética que presentaban las distintas
semillas generadas a partir de PrPs con una misma secuencia aminoacidica apuntaban a diferencias
en su estructura terciaria/cuaternaria que podrian reflejarse en resistencia dispar a la digestiéon por
proteinasa K. Sin embargo, a pesar de que las proteinas mal plegadas estudiadas presentaban
distintas deleciones en la regién N-terminal, todas ellas mostraron una resistencia similar a la
digestion con proteinasa K, siendo resistentes a concentraciones de hasta 2000 pg/ml de PK. Este
comportamiento similar de las diversas proteinas mal plegadas ante la exposicion a

concentraciones crecientes de PK junto con sus capacidades de propagacién también similares;
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sugiere que, de haber diferencias conformacionales no son distinguibles mediante los

procedimientos elegidos.

Otra caracteristica propia de cepa que podria revelar diferencias entre las recPrP mal
plegadas generadas, es su capacidad de inducir mal plegamiento sobre la PrP de encéfalo
(relacionado con la infectividad que mostrarian in vivo) y su capacidad de propagaciéon al
enfrentarse a barreras de transmision (es decir, la capacidad de inducir mal plegamiento sobre
PrPs con secuencias aminoacidicas diferentes). Debido a que la PMCA seriada basada en
homogeneizados de encéfalos como sustrato ha demostrado ser un fiel reflejo y correlacionar con lo
que sucede in vivo, ademas de ser especialmente ttil en el estudio de las barreras de transmisién
(Castilla, Gonzalez-Romero, et al., 2008; Saa et al., 2012), y apoyandonos en resultados obtenidos
previamente en nuestro laboratorio (Fernandez-Borges, Di Bari, et al,, 2017), decidimos utilizarlo
con el fin de comprobar si las recPrPres seleccionadas mostraban alguna diferencia en este aspecto.
Para ello, se llevd a cabo un ensayo de infectividad in vitro utilizando encéfalos provenientes de
ratones transgénicos que sobreexpresan 3-4 veces la PrP de ratén con la mutaciéon puntual L108I
como sustrato. Mediante esta técnica pudimos observar una diferencia al menos entre las variantes
de la proteina PrP,si90, en concreto sélo la variante 2 presenté infectividad in vitro y mostré
capacidad de mal plegar la PrP¢ de ratdn, eludiendo la barrera existente entre PrPs recombinantes
y PrPs de encéfalo. Este hecho coincide con la mayoria de estudios en que se generan PrPres in vitro,
ya que la mayoria no resulta en patologia pridnica después de la inoculacién en animales
susceptibles, confirmando que la adquisicién de resistencia a PK y capacidad auto-propagativa no
son suficientes para hacer de una proteina mal plegada un prion infeccioso (Baskakov et al., 2000;
Baskakov et al,, 2002; Baskakov, Legname, Prusiner, & Cohen, 2001; A F Hill, Antoniou, & Collinge,
1999). De ahi que las proteinas recombinantes mal plegadas propagadas o generadas
espontaneamente in vitro y que se seleccionan por su resistencia a PK y su capacidad auto-
propagativa, presentan una capacidad infecciosa variable (Timmes et al,, 2013; Fei Wang et al,
2010). Asi, algunas son altamente infecciosas mientras que la mayoria no lo son en absoluto. Vale la
pena mencionar que, varios estudios apoyan que las propiedades infectivas de la proteina pridnica
estan dictadas por su conformacion per se (Benetti & Legname, 2009; Colby et al., 2009; Collinge &
Clarke, 2007) y que la N-glicosilacién parece tener un minimo papel (Tuzi et al., 2008). Por ello, a
pesar de estar induciendo mal plegamiento de la misma secuencia aminoacidica, muchos son los
factores que podrian influir y dirigir la obtencién de una conformacién proteica determinada y, por
ende, producir infectividad o no. Esto se observo en ratones transgénicos sin GPI inoculados y por
tanto con una PrP¢ pobre o casi sin glicanos, cuyos agregados de PrPSc mostraron grandes cambios
morfolégicos (Aguilar-Calvo et al., 2017). Las recPrP in vitro podrian estar en esta situacién, ya que
al no tener ninguna clase de restriccién podrian adquirir conformaciones mas variadas que las

adquiridas por las proteinas in vivo.

Si bien una de las proteinas mal plegadas delecionadas en la regién de las octarepeticiones

fue infectiva in vitro, ninguna de las A90 lo fueron. Valiéndonos de ésta caracteristica distintiva,
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quisimos estudiar en profundidad el papel de la regiéon N-terminal de la proteina pridnica en el
mantenimiento de las caracteristicas de cepa, principalmente infectividad. Para ello, se evalué la
infectividad in vitro de las proteinas mal plegadas utilizando la semilla PrPs1.90 (2) sobre sustratos
que contenian las proteinas A90, A23-28 y A23-31, cuya diferencia mas importante respecto a la
semilla es la ausencia de la regién polibasica. A pesar de que se observé recPrPres con todas estas
proteinas sugiriendo que podian haber propagado la semilla eficientemente, ninguna de ellas fue
capaz de mantener la infectividad de la semilla original. Estos resultados podrian tener tres
interpretaciones: i) Aunque la zona polibasica no es esencial para propagar ciertas variantes
conformacionales (no infecciosas) seria necesaria para propagar otras estructuras (infecciosa) que
se verian facilmente superadas por las primeras. Este resultado implicaria que en una misma
semilla se estdn manejando siempre mezclas de proteinas recombinantes con mal plegamientos
ligeramente distintos, pero con un gran impacto sobre sus propiedades bioldgicas y la zona
polibasica seleccionaria preferentemente alguna de ellas (no infecciosa). La seleccidn de variantes
conformacionales in vitro ha sido demostrada utilizando inhibidores de propagacion, que ejercen
una presion selectiva que da lugar a cepas resistentes a la accién del inhibidor (Oelschlegel &
Weissmann, 2013; Shorter, 2010). ii) otra explicacién podria ser que la ausencia de zona polibasica
impusiera un cambio conformacional durante la propagacion tal y como sucede cuando se cruzan
barreras interespecificas y la cepa resultante adquiere propiedades distintivas del prion original
(Bartz, Bessen, McKenzie, Marsh, & Aiken, 2000), o como ocurri6 en experimentos con fibras
sintéticas que la coexistencia de una infima cantidad de PrP,2321 con la proteina completa en clara
mayoria desencadena un gran impacto en la conformacién y morfologia de las fibras que se forman
(Ostapchenko, Makarava, Savtchenko, & Baskakov, 2008) ii) O podria ser que aun habiendo
propagado fielmente el mal plegamiento de la semilla original, la nueva semilla carente de regién
polibasica sea no infectiva per se, es decir, que dicha regién sea necesaria para la propagacién a
expensas de la PrP de encéfalo. En cualquier caso, tanto por seleccién como por modificacién de las
variantes estructurales como por ausencia de una region critica, parece que el resultado final es que
ninguna de las proteinas mal plegadas sin regién polibasica es infecciosa. La ausencia de
infectividad en proteinas sin los aminoacidos 23-31 coincide con estudios previos en los que
demuestran que la regiéon polibasica en el extremo N-terminal de la proteina, concretamente los
residuos aminoacidicos que abarcan del 23-31, son esenciales para la toxicidad de la PrP
(Turnbaugh et al., 2011; Westergard et al,, 2011b). Ademads, Turnbaugh y colaboradores mostraron
que ratones transgénicos que expresan la proteina del prion con los residuos del 23-31
delecionados son menos susceptibles a la infecciéon por priones y acumulan niveles bajos de PrPsc
(Turnbaugh et al., 2012). Asi, proponen que los residuos 23-31 representan un sitio de interaccién
critico entre la PrPC y PrPsc y por tanto, son esenciales para una propagacién pridnica eficiente;
asimismo, recientemente se ha demostrado que el dominio N-terminal de la PrP¢ funciona como un
poderoso efector de transduccién de toxicidad cuya actividad estd estrechamente regulada por el
dominio C-terminal (Wu et al, 2017). De esta forma, se explicaria por qué nuestras semillas
generadas a partir de una semilla infecciosa pierden esa infectividad al tener delecionada la region

polibasica. Por otra parte, una clara evidencia de la importancia de la regién polibasica es su alta
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conservacién entre las especies de mamiferos y la cantidad de funciones relacionadas con ella,
como la regulacién de la endocitosis de la PrP (S.-L. Shyng et al., 1995; Sunyach et al., 2003; Taylor,
Watt, Perera, & Hooper, 2005), la unién a glicosaminglicanos (T. Pan et al, 2002; Taubner,
Bienkiewicz, Copié, & Caughey, 2010; Warner, Hundt, Weiss, & Turnbull, 2002) y la capacidad de

actuar como un dominio de transduccién de proteinas (Wadia et al., 2008).

Con el fin de diferenciar si la perdida de infectividad de las proteinas mal plegadas
generadas a partir de una semilla infectiva se debia a la ausencia de la regidn polibasica en estas
nuevas o estaba asociada a una accién selectiva inducida por esta misma regién [posible mezclas de
estructuras dentro de la misma semilla (Ferndndez-Borges, Di Bari, et al,, 2017)], se propagaron las
semillas a expensas de sustrato basado en la proteina completa del pridn. Si la ausencia de la region
polibasica es la causante de la pérdida de infectividad cabria esperar una recuperacién de la
infectividad de todas aquellas semillas procedentes de la propagacion de la proteina mal plegada
PrPres;s1.99 (2), de lo contrario si la regién polibasica actuase como selector de determinadas
variantes conformacionales, la infectividad podria no rescatarse. Segtn los resultados obtenidos y
la ausencia de infectividad de las nuevas proteinas mal plegadas sin deleciones, parece que esta
regién serfa indispensable para propagar fielmente el mal plegamiento de la semilla, ya sea por
seleccion o modificacion. Con lo que la region polibasica podria tener un importante papel selector
de la mezcla de variantes conformacionales existentes en las semillas propagadas en sustratos que
contenfan proteinas carentes de la regién polibasica. Algo semejante defienden Sakaguchi y
colaboradores, ya que afirman que los residuos 25-50 no son esenciales para la conversién de la
PrP¢ a PrPsc al observar que ratones que expresan esta proteina delecionada fueron infectados con
determinados priones. Sin embargo, podria afectar a la conversion de PrP¢ a PrPsc de forma
dependiente de cepa, contribuyendo a una susceptibilidad diferente dependiendo de la cepa
utilizada en la inoculaciones (Das et al, 2017). Por otro lado, Turnbaugh y colaboradores
demuestran que la eliminacion de estos residuos comprometié notablemente la capacidad de la
PrPC para servir como sustrato a la hora de mal plegarse en presencia de PrPsc, y los ratones
transgénicos que expresan la PrP A23-31 mostraron un aumento espectacular de la supervivencia
después de la inoculacién con scrapie, acumulando cantidades reducidas de PrPsc en sus cerebros.
Ademas, sus ensayos bioquimicos indican que este fendmeno es consecuencia de la capacidad
reducida de las semillas de PrPSc para unirse la PrP¢ carente de region polibasica, lo que demuestra
que esta regidn podria estar implicada en los pasos iniciales de formacién del complejo PrP¢ - PrPse
(Turnbaugh et al., 2012). Esto implicaria que, de una mezcla de variantes en una misma semilla
(como serian nuestras semillas) sélo aquellas variantes conformacionales capaces de interaccionar
de forma eficiente con la PrP¢ delecionada que actiia como sustrato podran seleccionarse,
perpetuarse y propagarse; siendo esta seleccion totalmente independiente de la capacidad infectiva
de la variante seleccionada. Por otro lado, Turnbaugh y colaboradores quisieron comprobar que sus
transgénicos con la delecién 23-31 eran igualmente mal plegables in vitro que lo observado in vivo.
Para ello, realizaron PMCA utilizando encéfalos de ratén como sustrato y con RML como inéculo y

observaron que la eficiencia de mal plegamiento de esta proteina era reducida (Turnbaugh et al,,
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2012). Algo similar podria haber ocurrido con las proteinas estudiadas en esta tesis doctoral, a los
que ademads, habria que sumarle las diferencias entre proteinas recombinantes y las PrP de
encéfalo, cuyo comportamiento podria ser diferente. También cabe resaltar que, estudios en los que
mutaciones puntuales en los residuos pertenecientes a la regién 23-33 (Abalos et al,, 2008) o la
deleciéon de los residuos 23-88 (Rogers, Yehiely, Scott, & Prusiner, 1993), no evitaron la formacién
de PrPsc en células de neuroblastoma, aunque la eliminacién de los residuos 23-28 en la PrP¢
disminuy6 la unién a PrPsc¢ y afectd la conversion en PMCA (Miller, Geoghegan, & Supattapone,
2011). Estos hallazgos sugieren que la conversion y propagacién de estas proteinas portadoras de
deleciones en la regién polibasica podrian ser menos eficientes en sistemas in vitro. Asimismo,
varias lineas de evidencia indican que la propagaciéon de PrPsc implica dos pasos mecanicamente
distintos: la unién de la PrP5¢ de la semilla a la PrP¢ del sustrato seguida de un cambio
conformacional, dando como resultado la formacién de PrPsc (DebBurman et al., 1997; Horiuchi &
Caughey, 1999). Mientras que otros resultados dejan abierta la posibilidad de que los residuos 23-
31, ademas de formar un sitio de unién para la PrPS¢, también pueden mediar la interaccién con
cofactores que influyen en la reaccidon de conversion, como polianiones o lipidos (N. R. Deleault et
al, 2007; Turnbaugh et al.,, 2012; Fei Wang et al,, 2010). Por todo ello se conjetura que la unién
entre PrPC y PrPsc es asimétrica: el dominio polibasico de la PrPC¢ constituye un sitio de
acoplamiento critico para la PrPsc, pero una vez que las dos moléculas se unen, la conversién
conformacional podria regularse por los residuos pertenecientes al nicleo resistente a proteasas
independientemente de la regiéon polibasica. Por lo tanto, la convertibilidad de la PrPC y la
infectividad de la PrPSc se regirian por diferentes dominios de la cadena polipeptidica. Esta
suposicion apoyaria a lo que ocurre cuando nuestra semilla PrP,s1-90 (2) (mezcla de infecciosas y no
infecciosas) se propaga a expensas de sustratos que contienen PrPs carentes de la regién polibasica,

propagando variantes mas eficientes independientemente de la infectividad de las mismas.

Asumiendo que en el proceso de generacion espontdnea de proteinas mal plegadas se
obtienen mezclas con propiedades bioquimicas y bioldgicas distintivas (Fernandez-Borges, Di Bari,
et al,, 2017) y debido a la observacién de que el extremo N-terminal en un entorno de encéfalo de
ratén podria actuar como tamizador permitiendo propagar unicamente determinadas
conformaciones, se estudiaron diferentes entornos (sustratos que contiene recPrP complementada
con cofactores especificos en lugar de la mezcla de cofactores presente en un homogenizado de
cerebro completo) con el fin de evaluar su potencial capacidad para seleccionar variantes
conformacionales infecciosas. La técnica de la PMCA ha sido utilizada durante mas de 10 afios para
propagar priones aislados de mamiferos in vitro (Fernandez-Borges et al., 2009) y ha sido adaptada
para permitir el uso de proteinas priénicas recombinantes expresadas en bacterias como fuente de
PrPC de los sustratos que se utilizan para la propagacién de priones (Fernadndez-Borges, Erafia, et
al,, 2017). La propagacién de proteinas recombinantes mal plegadas con propiedades infecciosas
comenz6 con la primera generacion de priones recombinantes sintéticos (Legname et al., 2004).
Estudios posteriores realizados mediante recPMCA han proporcionado mucha informacién sobre la

replicaciéon de priones al revelar los componentes minimos necesarios para la generaciéon de
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priones bona fide in vitro. Varios estudios indicaban que los lipidos y polianiniones como el ARN
podian ser cofactores necesarios para dar lugar a priones infecciosos in vivo (N. R. Deleault et al,,
2007; Fei Wang et al.,, 2010), mientras que otros estudios sugerian que no se requeria ningtin
cofactor (J. I. Kim et al., 2010). Sin embargo, el papel de los cofactores en la infectividad de los
priones no se encuentra aun totalmente aclarado, aunque parecen jugar un papel importante. Por
este motivo, varios estudios fundamentales se centraron en la bisqueda de la forma de obtener
priones infecciosos de forma consistente in vitro modificando los sistemas de propagacién o
mediante la adicién de distintos cofactores (Choi et al.,, 2016; N. R. Deleault et al., 2007; Makarava et
al, 2010; Fei Wang et al,, 2010). En todos estos estudios se generaron PrP recombinantes mal
plegadas con grados muy variables de infectividad, desde lo que mostraron baja infectividad
requiriendo de un segundo pase en un modelo animal altamente susceptible (Legname et al., 2004),
hasta los que resultaron ser altamente infecciosos y comparables con los priones naturales aislados
de mamiferos (Fei Wang et al., 2010). Aunque los ultimos datos revelan que los cofactores no son
necesarios para la generacion de priones bona fide in vitro, también muestran que la presencia de
diversos cofactores en la propagaciéon o generacion de priones recombinantes influye en sus
caracteristicas y propiedades bioquimicas y bioldgicas (Fernandez-Borges, Di Bari, et al., 2017). Por
ello, se decidid utilizar sustratos complementados con encéfalos de pollo y con dextrano sulfatado
para evaluar el efecto que tendria un cambio de cofactores sobre las propiedades de los priones
recombinantes propagados sobre las PrPs con deleciones en el extremo N-terminal. El uso de
sustratos complementados con encéfalos de pollo, responde a la observacién de que presenta
mayor eficiencia de propagacion por dilucidn seriada de indculo que los sustratos complementados
con encéfalo de raton Prnp??. Ademas, la PrP de pollo no interfiere con el mal plegamiento de otras
PrPs asi que podria atribuirsele una mayor eficiencia en la propagacién de las semillas
recombinantes (datos no publicados), debido a la existencia de cofactores que se encontrarian en
cantidades diferentes o incluso ser especificos. Para ello, las semillas PrPsi-90 (2) y (3) se
propagaron en sustrato basado en homogeneizado de encéfalo de pollo. Ambas variantes
conformacionales mantienen sus propiedades bioquimicas aparentes y una vez comprobadas sus
propiedades bioldgicas se observé que la tnica variante que seguia siendo infecciosa era la proteina
mal plegada PrP,s1.90 (2). Asi que puede determinarse que el homogeneizado de encéfalo de pollo
no influye de ninguna forma en estas proteinas (ni en la propagacién ni en sus propiedades
bioquimicas ni biolégicas) y que su proporcién de componentes o la diferencia de los mismos
respecto al homegeneizado de encéfalo de ratén Prnp?%? no ejercen una presion selectiva diferente a
la que ejerce el entorno original y, por tanto, no favorece la propagacion de variantes especificas.
Referente al dextrano sulfatado, estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que el
dextrano sulfatado anadido al sustrato, tiene la propiedad de actuar como un cofactor que permite
la propagacion de Gnicamente ciertas variantes conformacionales (Fernandez-Borges, Di Bari, et al.,
2017). De esta forma, se propagaron las 9 variantes mal plegadas espontaneamente de las
proteinas recombinantes PrP23.231, PrPasi.90 y PrPago en sustratos que contenfan las mismas PrPs
complementados con dextrano sulfatado. Todas las semillas al propagarse en este nuevo entorno

acaban con un patréon de migracién electroforética uniforme, lo que sugiere que el dextrano
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sulfatado podria favorecer la propagacién de una tnica variante conformacional predominante la
cual estarfa presente como especie minoritaria en las semillas originales con lo que el patrén
asociado a esa variante no seria visible en un entorno de encéfalo de Prnp?%?. Algo similar se
observé en un estudio de Ellet y colaboradores, en el que utilizaron glicosaminoglicanos sulfatados
los cuales determinan un mal plegamiento especifico de la proteina, dando lugar a unas
caracteristicas bioquimicas diferentes a la que se obtiene de la misma proteina en ausencia de estos
cofactores (Ellett et al., 2015). Aunque los resultados anteriores secundan la idea de que la carga de
los cofactores utilizados puede afectar al tipo de mal plegamiento de la proteina, nuestro trabajo
apoyaria la seleccién de una variante estructural determinada en presencia de dextrano sulfatado,
mientras que en un entorno encefalico podria encontrarse de forma minoritaria. Aparte del cambio
de patrén electroforético, pudimos observar que las variantes A90 una vez propagadas en dextrano
sulfatado presentaban infectividad in vitro. En el caso particular de las proteinas mal plegadas A51-
90, la similitud de los patrones de migraciéon electroforéticos en contraste con sus distintas
infectividades in vitro, sugieren que o bien no son variantes conformacionales idénticas a pesar de
su apariencia, o bien que en el caso del in6culo 2 (infecciosa en encéfalo Prnp??) se propaga en
dextrano mayoritariamente una variante no infectiva, que es la inica detectable en Coomassie por
cuestion de cantidad, pero sin haberse impedido por completo la propagaciéon de la variante
infecciosa. En cuanto a las semillas 1 y 3, que ninguna variante con capacidad infectiva hubiese
emergido tras su propagacién en dextrano podria deberse a la ausencia de dicha variante en la
semilla original, cuya mezcla de variantes conformacionales podria ser sustancialmente distinta.
Todo esto parece indicar que las variantes que muestran infectividad in vitro podrian haber estado
presentes en cantidades minoritarias en las semillas originales, indetectables hasta su seleccion
mediante propagacién en dextrano sulfatado. Y a su vez, que las que no fueron capaces de presentar
infectividad in vitro después de ser propagadas en sustratos complementados con dextrano
sulfatado no contendrian desde un principio (en la semilla original) ninguna conformacién
infecciosa y por tanto, seria imposible seleccionarlas. Tras observar que las proteinas mal plegadas
que mostraban infectividad perdian esta caracteristica cuando eran propagadas a expensas de
proteinas carentes de la region polibasica y que de las 9 proteinas mal plegadas espontadneamente
(de las que unicamente la PrPasi.90 (2) mostraba infectividad), la gran mayoria resultaron
infecciosas cuando eran propagadas en un entorno de dextrano sulfatado; se decidié propagar las
semillas PrP,s1.90 (2) y (3) propagadas a expensas de las proteinas carentes de la region polibasica a
un entorno de dextrano sulfatado. Asi, se pretendia favorecer mediante la complementacién con
dextrano, la propagacion de cualquier variante conformacional infecciosa que aun de forma
minoritaria podria haber propagado a pesar de la ausencia de la region polibasica. De forma similar
a las 9 proteinas mal plegadas generadas de forma espontdnea, los patrones de movilidad
electroforética se uniformizaron pudiendo suponerse de nuevo que una variante conformacional
especifica habia sido seleccionada entre las existentes. Aun asi, a pesar de haberse seleccionado una
variante determinada en un entorno de dextrano sulfatado, ninguna de las proteinas mal plegadas
carentes de region polibasica sostuvo la propagaciéon de una variante con infectividad in vitro.

Ademas, sorprendentemente la proteina carente de los aminoacidos 23-31 fue incapaz de mal
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plegarse y perpetuarse en un entorno de dextrano, con lo que conlleva a pensar que las variantes

conformacionales existentes en esta semilla no soportarian la seleccién ejercida por el dextrano.

El mecanismo preciso por el cual los cofactores mejoran o dirigen el mal plegamiento in
vitro sigue sin estar claro. Podrian actuar uniéndose a la PrP¢ alterando asi la conformacién nativa e
incrementando el contenido de [(-ldminas y agregando por tanto la PrP, o podrian facilitar la
conversion de PrP concentrando PrPs¢ y PrP¢ en la superficie de vesiculas lipidicas o moléculas
polianidnicas, o tal vez estabilizando la conformacién de la PrPsc (Ma, 2012). El concepto de que los
cofactores pueden desempefiar un papel clave en la seleccién conformacional de priones tiene
varias implicaciones para comprender la patogénesis de las enfermedades pridnicas y su capacidad
de propagarse en diferentes tejidos y huéspedes (Fehlinger et al., 2017; Fernandez-Borges, Di Bari,

etal., 2017).

En conclusién, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en esta tesis doctoral podria
decirse que la regién polibasica actuaria como una regidén selectora que restringiria la propagacién
de determinadas variantes conformacionales presentes en una semilla, favoreciendo la propagacion
de ciertas variantes frente a otras, y que la ausencia de la regiéon N-terminal no determina la
infectividad de una cepa per se. Por ello, podriamos concluir que nuestras proteinas mal plegadas
generadas espontaneamente estan sometidas a una doble seleccién cuando se propagan a expensas
de diferentes sustratos: una efectuada por la region polibasica de la proteina y la segunda seleccion
llevada a cabo por el dextrano sulfatado, que favoreceria la propagacién de conformaciones
infecciosas, siempre que se encuentren en la semilla original (Figura 1). Por ello, pensando que
seria de un gran interés poder estudiar el papel de la region N-terminal en modelos in vivo, se han
generado dos lineas de ratones transgénicos que expresan entre 1y 2 veces la PrP,s1.90 respecto a
la PrP de ratén salvaje. Estas lineas transgénicas ayudaran a esclarecer el papel de esta region sobre

todo en la neurotoxicidad priénica.
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CEREBRO DEXTRANO

recPrPs< (A)
recPrP¢ (B)
recPrP*¢ (C) infecciosa

recPrP* (D)

Figura 1. Modelo de la generacion y seleccion de las proteinas recombinantes mal plegadas.
Dibujo animado que muestra la generacién de 4 diferentes variantes conformacionales a partir de la
misma secuencia aminoacidica (figuras moradas, naranjas, negras y blancas) después de rondas de
recPMCA sin semilla. Se obtienen diferentes proporciones de variantes conformacionales como
consecuencia de la presencia de los componentes del homogeneizado cerebral. Se observa una
selecciéon de variantes dependiente de la proteina en la que esté basado el sustrato donde se propaga
(izquierda) y una seleccion dependiente de la presencia del dextrano sulfatado como unico cofactor
(derecha). La PMCA seriada selecciona positivamente la variante recombinante priénica que se

favorece a expensas del resto de las variantes y que incluso podrian a desaparecer.
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Las proteinas recombinantes PrP murinas delecionadas en la regién N-terminal poseen

mayor capacidad de mal plegamiento inducidas por semilla que espontdneamente.

Las deleciones en la regiéon polibasica de la proteina pridnica interfiere en el mal

plegamiento espontaneo.

Las proteinas recombinantes PrP murinas delecionadas en la regién C-terminal no

muestran capacidad de mal plegamiento por ninguna de las vias utilizadas.

Las semillas generadas de forma espontdnea revelan diferencias en sus patrones

electroforéticos de migracion a pesar de ser las misma secuencias aminoacidicas.

Ninguna de las proteinas mal plegadas generadas espontaneamente se diferencian a través

de métodos bioquimicos caracteristicos de los priones.

Solo una de las variantes de la proteina mal plegada portadora de la delecién en la region

de las octarepeticiones (A51-90) posee capacidad infectiva in vitro.

El extremo N-terminal, en concreto la regién polibasica, posee una influencia significativa

en el mantenimiento de las propiedades bioldgicas de las semillas.
El dextrano sulfatado utilizado como complemento en los sustratos permite la propagacién

de manera preferencial de una variante en particular de la mezcla de variantes existentes

en la semilla inicial.
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