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SUMMARY

Prion diseases or transmissible spongiform encephalopathies (TSEs) are a family of rare
progressive neurodegenerative disorders distinguished by long incubation periods and characteristic
spongiform changes associated with neuronal loss. The causative agent of TSEs is an abnormally folded
prion protein (PrP*) that is capable to transform the normal cellular prion protein (PrP%) in new
infectious transmissible material. The progressive accumulation of PrP* finally leads to brain damage
and the characteristic signs and symptoms of these fatal diseases. Since the 60’s, TSEs have been
described in several mammalian species appearing either naturally (scrapie in sheep, BSE in cattle, CWD
in cervids, CID in human) or by experimental transmission studies (scrapie in mouse or hamster). Prion
diseases can be transmitted from one species to another albeit not with the same efficiency in them all.
Although many aspects of the prionopathies have been solved in the last 40 years, such as the
etiological agent or the fact that prions occur in the form of different strains that show distinct biological
and physicochemical properties, there are still many open questions regarding the strain phenomenon
and interspecies transmissibility. Apart from transmissibility studies performed by experimental
challenges, the BSE outbreak occurred in the UK in the 90’s showed that while some species were
readily affected (as mice or felines) others did not develop TSE (as rabbits, dogs, horses) even when
exposed to the same agent and with PrP sequences very similar to susceptible ones.

Protein Misfolding Cyclic Amplification (PMCA) technique mimics the prion replication (PrP¢ to
PrP> conversion) in vitro with a similar efficiency to the in vivo process but with accelerated kinetics. The
recent development of the recombinant-PMCA (rec-PMCA) has permitted to change the source of PrP¢
from brains to recombinant protein, allowing a fast, easy and cheap way to study mutations that affect
the conversion process, the species barrier or structural characteristics of the PrP* among others.

In an attempt to study the mechanisms involved in the high resistance to TSEs of certain species,
the mouse-rabbit transmission barrier was used as a model. To study which are the specific aminoacids
that determine the susceptibility/resistance to prion propagation, rec-PMCA was used. This new
technology allows easy aminoacid substitutions in rabbit PrP and rapid analysis of their misfolding
propensity when inoculated with a wide range of prion strains. Since the wild type (wt) rabbit
recombinant PrP could not be misfolded by serial rec-PMCA rounds with at least a dozen of prions from
a diversity of origins, a series of rabbit recombinant PrP mutants were designed containing every single
aminoacid substitution compared to mouse recombinant PrP. At least three promising key substitution

have been found that makes rabbit recombinant PrP highly susceptible to misfolding and using these
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intermediate mutant misfolded PrPs, misfolded recombinant rabbit PrP was generated. Several studies
were done to further characterize the effect and possible mechanisms by which the critical substitutions
increased recombinant rabbit PrPs misfolding propensity, but further structural studies on the rabbit PrP
mutants detected are required to fully understand the mechanism behind rabbit’s resistance to prion

disorders.
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RESUMEN

Las enfermedades pridnicas o encefalopatias espongiformes transmisibles (EETs) son un grupo
de trastornos neurodegenerativos progresivos que se caracterizan por largos periodos de incubacién y
por cambios espongiformes caracteristicos asociados a la pérdida neuronal. El agente causante de las
EETs es una proteina anormalmente plegada denominada PrP* que es capaz de transformar la proteina
de prién celular o PrP¢ a su isoforma patégena. La acumulacién progresiva de PrP* conduce a dafio
cerebral y a la aparicion de signos y sintomas caracteristicos de estas enfermedades fatales. Desde los
afios 60, se han descrito EETs en una gran variedad de especies de mamifero, detectadas en Ia
naturaleza (scrapie en ovejas, EEB en vacas, EDC en cérvidos, EC) en humanos) o causadas mediante
estudios de transmisidn experimental (scrapie en ratones o hamsteres). Las enfermedades pridnicas
pueden transmitirse de una especie a otra aunque no siempre con la misma eficiencia. A pesar de que se
han aclarado muchos aspectos acerca de las prionopatias durante los ultimos 40 afios, como el agente
etioldgico o el hecho de que los priones aparecen en forma de diferentes cepas que muestran diferentes
propiedades bioldgicas y fisicoquimicas, quedan alin muchas incégnitas en lo que respecta al fendmeno
de cepas y a la transmisibilidad interespecifica. Junto con los estudios de transmisibilidad, el brote
epidémico de EEB ocurrido en Reino Unido en los afios 90, mostrd que mientras algunas especies
resultaban rapidamente afectadas por la enfermedad (como ratones o felinos), otras no llegaban a
desarrollar EETs (como los Conejos, canidos y caballos), incluso ante la probable exposicion al mismo
agente infeccioso y a pesar de que las secuencias aminoacidicas de sus PrP son muy similares a las de
especies susceptibles.

La técnica de amplificacion ciclica de proteinas malplegadas (PMCA) mimetiza la replicacién de
priones (conversion de PrP¢a PrPSC) in vitro con una eficiencia similar al proceso que ocurre in vivo, pero
con una cinética acelerada. El reciente desarrollo de la PMCA recombinante (rec-PMCA) ha permitido
cambiar el origen de la proteina PrP de encéfalos a proteina recombinante de origen bacteriano, lo que
permite estudiar de una forma rapida, facil y econdmica, entre otras, las mutaciones que pueden afectar
al proceso de conversidn, la barrera de transmisidn o las caracteristicas estructurales de la Prp*,

Con la intencion de estudiar los mecanismos implicados en la Resistencia que presentan
determinadas especies a las EETs, se ha estudiado la PrP de conejo, utilizando la barrera de transmision
raton-conejo como modelo. Para determinar qué aminoacidos modulan la susceptibilidad/resistencia a
la propagaciéon de priones se decidid utilizar la rec-PMCA. Esta nueva tecnologia permite realizar

facilmente sustituciones aminoacidicas a la PrP de conejo y analizar la propensién al malplegamiento de
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las PrP mutadas frente a una variedad de cepas pridnicas. Como la PrP recombinante de conejo de
genotipo salvaje no pudo ser malplegada directamente utilizando rondas seriadas de rec-PMCA vy al
menos una docena de priones de diversos origenes, se construyd toda una serie de PrP recombinantes
de conejo con cada una de las sustituciones de la PrP murina. Al someterlas a rondas seriadas de rec-
PMCA con priones murinos, se identificaron al menos tres sustituciones prometedoras que hacian que
las PrP recombinantes de conejo mutadas fueran susceptibles a la propagacion de priones murinos. Y
estos mismos mutantes intermedios utilizados como semilla de rec-PMCA fueron capaces de inducir el
malplegamiento de la PrP recombinante de conejo salvaje. Se realizaron ademads diversos estudios para
la caracterizacion del efecto de estas sustituciones y para aclarar posibles mecanismos por los que
incrementan la propension al malplegamiento de la PrP recombinante de conejo. No obstante, se
requeriran estudios estructurales mas detallados de las PrP mutadas detectadas para entender
completamente el mecanismo molecular que se esconde tras la Resistencia de los Conejos a las

enfermedades pridnicas.
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ABREVIATURAS/GLOSARIO

= ug: microgramo

=l microlitro

= um: micrémetro

= OoC: grado centigrado

= 12B2: anticuerpo monoclonal anti-PrP denominado 12B2
A

= ARN: acido ribonucleico

=  ARNm: acido ribonucleico mensajero

= AB: péptido beta amiloide

=  AFM: microscopia electronica de fuerza atémica, del inglés, atomic force microscopy
= ADN: acido desoxirribonucleico

B

= BiP: del inglés, binding immunoglobulin protein

= BSE: del inglés, bovine spongiform encephalopathy

C

= (C-ter: extremo carboxilo terminal de una proteina

= (CB: del inglés, Conversion Buffer

= CC del inglés, charged cluster

= (CD: del inglés, Circular Dichroism

= CWD: del inglés, chronic wasting disease

= CPEB: del ingles, cytoplasmic polyadenylation element binding protein
= CHO: glicosilacién

= CMV: citomegalovirus

D

= Da: dalton

= DNAsa: deoxiribonucleasa

= dNTP: del inglés, deoxynucleotide triphosphates

= DOggo: densidad dptica a 600nm

= DVY: Drowsy, cepa de pridn de hamster
E
= E coli Escherichia coli
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ECJ:
EDC:
EDTA:
EEB:
EEF:
EET:
EtBr:
ETV:
EUE:
EPR:

elF2a:

FTIR:
FPLC:

GPI :
GSS:
GFAP:

GndCl:

HC:
HY:

HET-s:

IFF:
IPTG:

kDa:

kg:

enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

enfermedad debilitante crénica en ciervos

etilendiaminotetraacético

encefalopatia espongiforme bovina

encefalopatia espongiforme felina

encefalopatia espongiforme transmisible

bromuro de etidio

encefalopatia transmisible de vison

encefalopatia espongiforme de ungulados exdticos

resonancia paramagnética electrénica, del inglés, electron paramagnetic resonance

del inglés, eukaryotic translation initiation factor 2 alpha

del inglés, forward
del inglés, fourier transform infrared spectroscopy

del ingles, Fast Protein Liquid Chromatography

fuerza centrifuga relativa

del inglés, glycosylphosphatidylinositol
Gerstmann-Straussler-Scheinker

proteina acida fibrilar glial, del inglés, Glial Fibrillary Acidic Protein

hidrocloruro de guanidinio

hora
del inglés, hydrofobic core
Hyper, cepa de prién de hamster

proteina fungica que regula la incompatibilidad del heterocarion

insomnio fatal familiar

Isopropil-B-D-1-tiogalactopiradsido

kilodalton

kilogramo
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kV:

LB:
LD50:

mA:
mg:
min:
ml:
mm:
mM:
MAVS:
MS:
ME:
ME7:

N-ter:
ng:
nm:
Nor98:
N2a:
ND:
NA:

ORF:
OR:

p/v:
PBS:
PCR:
PK:

kilovoltio

Luria Bertoni, medio de cultivo de bacterias

dosis letal para el 50%, del inglés, lethal dose 50%

molar

mili amperios

miligramo

minuto

mililitro

milimetro

milimolar

del inglés, mitochondrial antiviral signaling
espectrometria de masas, del inglés, mass-spectrometry
microscopia electrdnica

cepa de prion ovino adaptado a ratén

extremo amino terminal de una proteina
nanogramo

nanémetro

cepa de prion ovino atipica

linea celular de neuroblastoma de ratén
no descrito

no amplificado

marco de lectura abierto, del inglés, open reading frame

octa repeticiones, del inglés, octapeptide repeats

peso/volumen
del inglés, phosphate buffered saline
del inglés, polymerase chain reaction

proteinasa K
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PMCA:
PMCAa:
PERK:
PMSF:
PRNP:
PRNP”:
PRNP":
PrP:
Prp*:
PrPys.ps::
Prp?’°;
Prp<:
Prp™:
Prp*:
PrpscPVeA;
PTA:
PVDF:

QUIC:

rec-PrP:
rec-PMCA:
RML:

rpm:

RE:

RMN:
RK13:

Saf83:
Saf84:

del inglés, protein misfolding cyclic amplification

PMCA automatizada

del inglés, protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase
fluoruro de fenilmetilsulfonilo

gen que codifica la proteina PrP

animal transgénico knock out para el gen que codifica la proteina PrP
animal transgénico hemicigoto para el gen que codifica la proteina PrP
proteina del prion, del inglés, Prion protein

PrP en un estado conformacional transitorio, intermedio entre PrP© y Prp*
PrP recombinante, compuesta por los aminoacidos 23-231

PrP resistente a PK de 27-30 kDa

isoforma celular de PrP, del inglés, cellular prion protein

PrP resistente a la digestion con PK

isoforma patdgena de PrP, del inglés, Scrapie associated Prion Protein
isoforma patdgena de PrP generada in vitro mediante PMCA

del inglés, sodium phosphotungstic acid

polifluoruro de vinilideno

del inglés, quaking induced conversion

del inglés, reverse

PrP recombinante

PMCA realizada con sustrato basado en PrP recombinante

cepa de prion ovino adaptado a ratén en el Rocky Mountain Laboratory
revoluciones por minuto

reticulo endopldsmico

resonancia magnética nuclear

linea celular del epitelio renal de conejo, del inglés, rabbit kidney 13

segundo
anticuerpo monoclonal anti-prion Saf83

anticuerpo monoclonal anti-prion Saf84
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SNC:

Sinc:

SIP:
Sup35:
S-S:
SDS-PAGE:

Tris-HCl:
TME:
TEM:
ThT:

Ure2:
UPR:

v/v:
VvEC):
VPSPr:

WB:

wt:

Tabla de los 20

sistema nervioso central

del inglés, scrapie incubation

del inglés, shorter incubation period

gen de levadura que codifica un factor terminador de transcripcion
puente disulfuro

del inglés sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

tris(hidroximetil)Jaminometano hidrocloruro
del inglés, transmisible mink encephalopathy
microscopia electronica de transmision, del inglés, transmission electron microscopy

del inglés, thioflavine T

gen de levadura que codifica un transportador de ureidosuccinato

del inglés, unfolded protein response

volumen/volumen
variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

del inglés, variably protease-sensitive prionopathy

del inglés, Western blot
del inglés, wild-type

aminodcidos junto con su abreviatura y cédigo

Nombre de . L Nombre de . L

aminoscido Abreviatura | Codigo aminodcido Abreviatura | Codigo
Alanina Ala A Leucina Leu L
Arginina Arg R Lisina Lys K
Asparagina Asn N Metionina Met M
Acido aspartico Asp D Fenilalanina Phe F
Cisteina Cys C Prolina Pro P
Glutamina Gln Q Serina Ser S
Acido glutdmico Glu E Treonina Thr T
Glicina Gly G Triptéfano Trp w
Histidina His H Tirosina Tyr Y
Isoleucina lle I Valina Val Vv
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INTRODUCCION

1. Encefalopatias Espongiformes Transmisibles y su agente causal

Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EETs), también conocidas como enfermedades
pridnicas o prionopatias, son un grupo de enfermedades neurodegenerativas fatales y transmisibles que
afectan a una gran variedad de mamiferos incluidos los seres humanos. Entre las enfermedades
pridnicas mas conocidas estan el Kuru, la Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ), el Sindrome de
Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) y el Insomnio Familiar Fatal (IFF) que afectan a seres humanos; la
tembladera o scrapie que aparece en ovejas, cabras y muflones; la Encefalopatia Transmisible del Visén
que se ha observado en visones en cautividad; la Enfermedad Debilitante Crénica (EDC) que afecta a
diversas especies de cérvidos salvajes y en cautividad; la Encefalopatia Espongiforme Felina (EEF)
observada en gatos domésticos; y la Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), mds conocida como
“Enfermedad de las vacas locas” causante de la epidemia que afectd a miles de bévidos del Reino Unido

y otros paises entre los aiflos 1980 y 1990.

Los individuos que padecen esta devastadora enfermedad neurodegenerativa presentan disfuncion
motora y cognitiva progresiva asi como ataxia cerebral entre los signos clinicos mas caracteristicos. El
estudio postmortem de sus encéfalos muestra degeneracidon espongiforme, astrogliosis y acumulacion
de agregados de proteina malplegada (Figura 1), observaciones imprescindibles para el diagnéstico
definitivo de la enfermedad (Budka, Aguzzi et al. 1995). A pesar de las caracteristicas comunes
mencionadas, el tiempo de incubacién y la patologia varian considerablemente entre las distintas
enfermedades pridnicas, lo que junto con su particular transmisibilidad llevd inicialmente a creer que
estas enfermedades podrian ser causadas por un virus lento. Sin embargo, la ausencia de evidencias que
apoyaran que el agente causal de la enfermedad fuese un virus, llevé a la controvertida propuesta de
que la enfermedad pudiese estar causada por un inusual agente de naturaleza proteica (Cobb and

Surewicz 2009).
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Figura 1. Anomalias que muestran los encéfalos de individuos afectados por enfermedades pridnicas. Deposicion
de PrP> (del inglés, Scrapie associated Prion Protein) visualizada por inmunohistoquimica con anticuerpos anti-PrP
(del inglés, Prion Protein). Vacuolacidén o degeneracion espongiforme observada tras la tinciéon con hematoxilina-
eosina. Astrogliosis, como marcador de inflamacion en el encéfalo, observada por tincién inmunohistoquimica con
anticuerpos anti-GFAP (del inglés, Glial Fibrillary Acidic Protein), especifica para astrocitos reactivos (Adaptado de
(Soto and Satani 2011)).

1.1. Inicios de la investigacion en Encefalopatias Espongiformes Transmisibles

La dificultad para determinar el agente causante asi como su naturaleza Unica y hasta hace poco
desconocida, ha propiciado un intenso debate que perdura desde su descripcion inicial. La primera
mencion documentada de una enfermedad pridnica data del afio 1732 en una peticion de los pastores
del area de Lincolnshire al Parlamento de Inglaterra. En él se demandaba mayor regulacién en la
importacién de ovejas debido a la enfermedad que presentaba una oveja de raza merina de origen
espanol, causante de un brote de tembladera o scrapie en el area. Desde entonces, fueron sucediéndose
periddicamente informes de cardcter mas cientifico como por ejemplo, en el seno de la Agricultural
Society of Bath en 1788 o en la General View of Agriculture of Wiltshire donde en 1811, Thomas Davies
describia en un breve parrafo los signos que presentaban las ovejas con scrapie y lo relacionaba con los
diversos brotes que se venian documentando desde el acaecido en Lincolnshire, 80 afios antes. Ya en el
siglo XIX empezaron a postularse diferentes teorias entorno a la causa de la enfermedad, como la
sugerida por Roche-Lubin en 1848 en que se atribuia la tembladera a la sobreactividad sexual en los
rebafios o a las tormentas eléctricas, la propuesta por Besnoit en 1899 que apuntaba hacia una

enfermedad viral causada por un “agente filtrable”, o la postulada por M’Gowan que asociaba la
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enfermedad al parasito Sarcosporidium a comienzos del siglo XX (Liberski 2012). En el afio 1936, la
transmisibilidad de la tembladera fue demostrada por primera vez experimentalmente a través de la
inoculacion intraocular en ovejas sanas de médula espinal procedente de una oveja infectada, que
ademas de reavivar el interés por la enfermedad permitié constatar el largo periodo de incubacion
necesario para la presentacion de signos clinicos (Cuille and Chelle 1936). El estudio anterior, junto con
su confirmacién por William Gordon en el Instituto Moredun de Edimburgo y la evidencia de que se
trataba de un agente filtrable, parecian sefialar hacia un agente virico. Aunque ciertos detalles como la
ausencia de inactivacion del patégeno por accion de la formalina derivada del estudio de Gordon, donde
se utilizaron encéfalos de animales infectados fijados en formalina como indculo, seguian haciendo

patente las peculiares caracteristicas del misterioso agente causal (Liberski 2012).

También a principios del siglo XX, aunque sin relacién alguna aun con la tembladera de las ovejas, se
documentaron las primeras enfermedades pridnicas en seres humanos. Varios casos de una nueva
enfermedad neuroldgica compleja, de evolucidn rapida y que no parecian atribuibles a ninguna entidad
conocida, fueron descritos y publicados entre 1920 y 1923 por los neurdlogos alemanes Hans Gerhard
Creutzfeldt y Adolf Jakob ((Creutzfeldt 1920), (Jakob 1921)). Aunque posteriormente sélo algunos de
ellos demostraron ser realmente casos de EETs, esta primera enfermedad pridnica humana, recibié y
conserva a dia de hoy la denominacién de Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob. A partir de estas primeras
descripciones, fueron apareciendo otros casos de enfermedades neurodegenerativas similares que en
muchos casos se incluyeron equivocadamente en el grupo como ECJ o que al contrario se publicaron
bajo otras denominaciones como encefalomielopatia diseminada, pseudoesclerosis espastica,
degeneracion cortico-palido-espinal, degeneracién cortico-estriato-espinal o sindrome de Jakob,
encefalopatia vascular subaguda, encefalopatia subaguda progresiva, atrofia presenil espongiosa
subaguda etc. reflejo de la confusidn, controversia y dificultades nosolégicas que presentaban el
heterogéneo grupo de casos descritos. Cabe destacar de esta época, la descripcion en 1936 de una
familia con varios miembros fallecidos con demencia progresiva y ataxia cerebelosa por parte de
Gerstmann, Straussler y Scheinker, que décadas mas tarde seria incluida en el grupo de enfermedades

pridnicas humanas como un sindrome diferenciado de la ECJ (Liberski 2012).

Sin embargo, uno de los avances mas significativos en el camino hacia la definicion de las EETs no
llegaria hasta finales de la década de los 50, desde el otro extremo del mundo con la descripcién del
Kuru, enfermedad endémica de los fore de Papua, Nueva Guinea, cuya descripcion inicial realizada por

Vincent Zigas, oficial médico de la regidn, lo calificaba como “un nuevo tipo de encefalitis”. Esto atrajo al
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lugar al Dr. Carleton Gajdusek, clave en la posterior definicién de las enfermedades pridnicas y
galardonado por ello con el Premio Nobel de Medicina en 1976. A pesar de creer primero que se trataba
de una enfermedad genética, pronto establecieron la teoria de un origen infeccioso, proponiendo las
practicas rituales canibales de la tribu como vehiculo de transmision (Liberski 2012). A partir de las
muestras y descripciones de Gajdusek en individuos afectados por Kuru, fue en realidad Igor Klatzo
quien en 1957 ofrecio la primera pista que lo relacionaria con la ECJ, indicando que era la enfermedad
descrita mas parecida al Kuru en que podia pensar y descartando su posible origen genético (Klatzo,
Gajdusek et al. 1959). Aun asi, a pesar de todos los esfuerzos realizados por Gajdusek y sus
colaboradores, no pudieron aislar el patégeno que en aquel momento se creia mayoritariamente un
virus lento, ni fueron capaces de transmitir la enfermedad a animales de experimentacién (Liberski
2012). Sin embargo, al cabo de un par de afios y gracias a las observaciones del patélogo veterinario
William Hadlow, la situacidn cambié drasticamente al sefalar éste que las lesiones observadas en
encéfalos de afectados por Kuru eran asombrosamente similares a las que se observaban en animales
afectados por scrapie. Ademas, sugirié probar la naturaleza transmisible del Kuru mediante transmision
experimental a primates, dada la transmisibilidad del scrapie entre ovejas (Hadlow 1959). Estas
observaciones publicadas en Lancet, impulsaron a Gajdusek y Gibbs a demostrar con éxito la transmision
experimental del Kuru a chimpancés en 1966 (Gajdusek, Gibbs et al. 1967) debido a la conexion sugerida
por Klatzo, de la ECJ en 1968 (Gibbs, Gajdusek et al. 1968). A pesar de la relevancia de la demostracion
de la transmisibilidad de estas enfermedades que afectan a seres humanos y otras que les siguieron
como la del GSS y el IFF y su agrupacién bajo el concepto de demencias transmisibles, la naturaleza del
agente infeccioso aun estaba sin esclarecer. Cabe destacar también, en el contexto de las enfermedades
pridnicas humanas, el descubrimiento accidental de la transmision iatrogénica de la ECJ, mediante un
caso publicado en 1974 en que se describia el caso de una mujer fallecida por ECJ dos afios después de
un implante de cérnea de un donante en quien pudo confirmarse la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

(Duffy, Wolf et al. 1974).

1.2. Hacia la determinacion de la naturaleza del agente infeccioso

Practicamente en paralelo a todo lo relacionado con las enfermedades en humanos, la investigacion
en el campo del scrapie también trataba de determinar al esquivo agente causante de la enfermedad.
Tras los descubrimientos de Gordon y a pesar de que la Il Guerra Mundial ralentizo la investigacion en el
campo, siguid prevaleciendo la idea postulada por Sigurdsson en 1954 de que la enfermedad era una

“infeccion causada por un virus lento”. Sin embargo, poco mas tarde, quedd patente una vez mas la
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naturaleza atipica del supuesto patdgeno por su extraordinaria resistencia a agentes fisicoquimicos, que
normalmente inactivan virus, demostrado esta vez por Patisson y colaboradores (Pattison 1965). La
aportacién fundamental de estos mismos investigadores fue demostrar por un lado, que el scrapie podia
ser transmitido a cabras y que distintas razas de oveja presentaban diferente susceptibilidad al scrapie,
estableciendo asi el concepto de barrera interespecifica de transmisidn; y por otro lado, describir la
existencia de diferentes cepas de priones por primera vez, dado que cabras infectadas con el mismo
aislado de scrapie presentaban diferencias en la manifestacion de la enfermedad: distintos periodos de
incubacidn, signos clinicos y perfil de lesiones (revisado en (Solforosi, Milani et al. 2013)). Aunque ambos
conceptos se desarrollardn con mas detalle en apartados posteriores de esta introduccion, cabe
destacar aqui que la existencia de cepas supuso un respaldo importante a la propuesta de que la
enfermedad estaba causada por algun tipo de virus lento, achacdndose las diferencias entre cepas a

diferencias en la informacidn genética del agente causal del scrapie.

El siguiente gran avance en el campo de las EETs ocurrié también durante la década de los 60 con la
transmision del scrapie de cabras a ratones realizado por Chandler y de ovejas a ratones llevado a cabo
por Morris y Gajdusek. Este experimento permitié por primera vez la realizacion de estudios a gran
escala y demostré ademas que la transmisibilidad interespecies era posible también en especies
taxondmicamente mds alejadas que las vistas hasta el momento. A pesar del impulso que esto supuso
en el drea y que se refleja en la gran cantidad de teorias surgidas en la época en relacion a la identidad
del agente infeccioso: viroide, elemento tipo retrovirus o membrana con capacidad autoreplicativa,
ninguna de ellas pudo ser probada (revisado en (Liberski 2012)). No obstante, la disposicién de ratones
como modelo experimental de la enfermedad permitié dar un notable impulso al estudio detallado del
agente patogénico y su controvertida clasificacion inicial como virus lento fue perdiendo adeptos a
medida que se sucedian las evidencias en contra. En este sentido, ademds de la imposibilidad de aislar
particula virica alguna y la ausencia de respuesta inmune en individuos afectados, destacan los estudios
realizados por Tikvah Alper y colaboradores que evidenciaron la inusual resistencia del patdogeno frente
a tratamientos por radiacion ultravioleta o por nucleasas en dosis mayores a las utilizadas
habitualmente para la inactivacion de acidos nucleicos. Por otro lado se estimd un tamafio de unos
2x10° Dalton (Da), demasiado pequefio para tratarse de un virus o cualquier otro microorganismo
conocido (Alper 1972). Esto reavivo la controversia acerca del agente infeccioso, ya que un nutrido
grupo de investigadores se mostraba reacio a aceptar que una entidad pudiese, segun Alper,
“multiplicarse en el nuevo huésped sin que su estructura estuviese asociada a ninguin acido nucleico”. La

sugerencia de que por tanto, debia tratarse de otro tipo de entidad capaz de aumentar su cantidad sin
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acarrear en si mismo ningun acido nucleico, condujo a Griffith a sugerir que el agente infeccioso podria
ser una proteina y a teorizar sobre las posibles formas que podria tener de replicarse en el contexto de

la biologia molecular conocida (Griffith 1967).

1.3. Descripcion de nuevas EETs en animales

Entre las décadas de los 50 y los 80 se describié la enfermedad en especies en las cuales no se habia
observado antes. Es el caso de la Encefalopatia Transmisible del Visén (ETV, del inglés Transmissible
Mink Encephalopathy, TME), descrita por primera vez en una granja de cria de visones en EEUU en 1947
aunque no se reportaron 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 Union 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 1985 en Wisconsin, donde se
trazo el posible origen a alimento con proteinas de vaca y caballo (Marsh and Hadlow 1992). Asi mismo,
el primer caso de Enfermedad Debilitante Crénica (EDC o del inglés Chronic Wasting Disease, CWD) data
de 1967 y se diagnosticd en un ejemplar de ciervo mula (Odocoileus hemionus) 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 lleva inevitablemente a la muerte y que afecta a
diversas especies de ungulados tanto domésticos como salvajes. A pesar de que no se ha observado por
el momento transmisidn a otros animales o a seres humanos, la dimension epidémica que ha alcanzado
la enfermedad en cérvidos de Norteamérica y la exitosa transmisidon experimental realizada a monos
ardilla o saimiri (Saimiri sciureus) exigen una intensiva vigilancia sobre las poblaciones de cérvidos

salvajes y cautivos de las regiones afectadas.

1.4. Formulacion de la hipétesis de “sélo proteina”

Volviendo a la naturaleza del agente infeccioso causante del scrapie, la década de los 80 supuso un
antes y un después gracias a la aportacién de Stanley Prusiner, galardonado en 1997 con el Premio
Nobel de Medicina por su trabajo en este campo. Basandose en los estudios tedricos de Griffith y en las
propiedades que distinguian el agente causal del scrapie de los virus, plasmidos y viroides, propuso el
término prion (del inglés Proteinaceous Infectious Particle) para denominar a la pequefia particula
infecciosa, sensible a proteasas y agentes alcalinos pero resistente a diversos procedimientos para la
inactivacion especifica de acidos nucleicos, y que por tanto, requeriria de un componente proteico para

la infectividad (Prusiner 1982). También a principios de esa misma década, se tuvo la primera evidencia
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morfolégica del posible agente causal; concretamente, Patricia Merz y colaboradores fueron los
primeros en ver estructuras fibrilares anormales, como las que se muestran en la figura 2, en encéfalos
de animales y seres humanos afectados por scrapie, ECJ y Kuru por tincion negativa en microscopia
electronica aunque los calificaran erréneamente como “virus filamentosos” (Merz, Somerville et al.
1981). Practicamente de forma simultanea, Prusiner y colaboradores visualizaron las mismas estructuras
a las que denominaron como “varillas de prion” proponiendo que podria tratarse de un amiloide y poco
mas tarde, consiguieron aislar la proteina del prion (PrP) a partir de homogenizados de encéfalos

infectados.

Figura 2. Imagenes de microscopia electrénica de las fibras asociadas a enfermedad pridnica obtenidas por
Mertz y colaboradores. A) Muestra proveniente de encéfalo de hamster inoculado con homogenizado de encéfalo
de un paciente de ECJ. Amplificado x86000 B) Muestra proveniente de encéfalo de paciente humano con ECJ.
Amplificado x133000. C) Muestra proveniente de encéfalo de oveja afectada por scrapie. Amplificado x133000.
Todas tefiidas con PTA (del inglés, sodium phosphotungstic acid). Barras de escala de 0,1 um (De (Merz, Somerville
et al. 1983)).

Esta proteina, resistente a proteasas y de un tamano aproximado de 27-30 kDa que se denomind
PrP?’2°, fue vinculada a la infectividad dado que era el componente principal de aquellas fracciones
capaces de transmitir la enfermedad. Ademads, se observé que se acumulaba en los encéfalos de los
individuos afectados organizandose en muchos casos como depésitos amiloideos (Bolton, McKinley et
al. 1982). El aislamiento y la obtencién de la secuencia de la parte amino terminal de la PrP por parte del

grupo de Prusiner, permitio a Oesch y colaboradores demostrar que dicha proteina estaba codificada en
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un gen de copia Unica y que provenia de una proteina mayor, de unos 33-35 kDa (Oesch, Westaway et
al. 1985). Finalmente, todo esto llevo al grupo de Charles Weissmann a la identificacidn y clonaje del gen
que codifica la PrP en el afio 1986, demostrando también que el ARN mensajero (ARNm) que codifica la
PrP era efectivamente, el producto de un gen de copia uUnica (PRNP) que se expresa de forma
constitutiva en el encéfalo de animales sanos, asi como en distintos tipos celulares. Asi mismo, estos
estudios determinaron que la PrP?’?°, también denominada PrP* (isoforma PrP scrapie, por su
asociacion con la enfermedad) y la PrP descubierta en animales sanos, llamada PrP (isoforma PrP
celular, no asociada a la enfermedad) estaban codificadas en el mismo gen cromosdmico (Basler, Oesch

et al. 1986).

Todos estos descubrimientos culminaron en lo que se conoce como la hipétesis de “sélo proteina”,
en la que se propone que la PrP*, forma anormalmente conformada de la PrPS, es el tinico componente
del agente infeccioso de las enfermedades pridnicas cuya propagacion no esta vinculada a ningin acido
nucleico especifico. Ademads, establecieron las bases para la increible expansién del area de las
enfermedades pridnicas que sobrevendria durante las siguientes tres décadas. De todas formas, diversas
cuestiones planteadas antes de los 80, junto con la naturaleza del agente infeccioso siguen siendo
controvertidas a pesar de que la gran mayoria de la comunidad cientifica ha llegado a aceptar la teoria
de Prusiner, respaldada por algunos indicios que se han demostrado posteriormente y que se

describirdn mas adelante en este mismo apartado.

1.5. Aparicidon de la Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB)

La década de los 80 marcé también otro hito en el campo debido a la aparicién de la enfermedad
pridnica con mayor repercusion social, epidemiolégica y econémica conocida hasta el momento, la
Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), conocida popularmente como el mal de las vacas locas.
Descrita por primera vez en 1985 en una granja del sur de Inglaterra en una vaca frisona adulta, para
febrero de 1986 ya eran 9 vacas del mismo rebafio que presentaban los mismos signos clinicos que la
primera. El analisis histopatoldgico del cerebro de estos animales mostré una gran similitud con los
afectados por scrapie (Pattison 1998). Muy poco después de la identificacion de la EEB, estudios
epidemioldgicos indicaron que la infeccidn provenia de la alimentacion del ganado bovino con harinas
carnicas preparadas a partir de animales infectados. Lo que llevd rapidamente, en Julio de 1988 a la
prohibicién del uso de harinas carnicas provenientes de rumiantes para alimentar rumiantes. A pesar de
ello, debido al tiempo medio de incubacion de la enfermedad de unos 5 afios, los efectos de dicha

prohibicidon no empezaron a surtir efecto hasta 1993, momento en que empezaron a reducirse los casos
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diagnosticados por afio. Esta prohibicion fue seguida de otra preventiva que en 1989 prohibia la
inclusion de tejidos de ganado bovino con alta carga del agente causal, que se determinaron en funcién
de los estudios de transmisibilidad realizados con el scrapie, en la cadena de alimentacidn humana, con
la intencién de proteger la salud publica. La importancia econémica de la EEB se refleja ademas en la
incidencia de la enfermedad en ganado bovino que se muestra en la figura 3, puesto que desde 1985
hasta el 2006 se han contabilizado unos 180.000 casos en Reino Unido, 44.000 de ellos nacidos tras la
prohibicién de 1998 y cuyo origen se achaca a contaminaciones del alimento de rumiantes con el del
ganado porcino o aviar, en los que no se prohibieron las harinas carnicas hasta 1996 (Bradley, Collee et
al. 2006). La repercusion social derivada de la EEB que dio gran visibilidad a las enfermedades pridnicas
como consecuencia de su potencial zoondtico, llegd unos pocos afios mas tarde, alrededor de 1995
cuando se diagnosticé el primer caso de ECJ en un adolescente britanico. Al cabo de un afo, cuatro
jovenes mas enfermaron mostrando una ECJ con una manifestacidén atipica. La juventud de los
afectados, un periodo mas largo de la fase clinica y diferencias histopatoldgicas significativas
discrepaban de la ECJ cldsica (Pattison 1998). De ahi que esta nueva versién de ECJ se denominara
originalmente como la variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (vECJ). La incidencia de esta
nueva patologia siguié creciendo en Reino Unido hasta alcanzar su maximo en el afio 2000 con mas de
25 casos diagnosticados ese afio tal y como muestra la figura 3 (Bradley, Collee et al. 2006). El analisis
bioquimico realizado por John Collinge y colaboradores de la PrP** presente en los individuos afectados
por VECJ demostro que el patrén era claramente distinguible de la ECJ cldsica y en cambio muy similar al
patrén bioquimico de la PrP*® de animales afectados por EEB (Pattison 1998). Las evidencias
histopatoldgicas y bioquimicas permitieron establecer una relacién entre la EEB y la VECJ y, aunque la
ruta de transmisién nunca pudo ser definitivamente demostrada a pesar de las restrictivas prohibiciones
para evitar que productos carnicos contaminados con el agente causal de EEB llegaran a la alimentacién
humana, ésta sigue considerandose la via mds probable de infeccidn. Para el afio 2006 ya se habian
diagnosticado mas de 300 casos de VECJ 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, Italia, Paises Bajos, Japon y
Canada, todos ellos paises con casos de EEB previos. La alarma social se vio incrementada ademds por la
deteccidon de transmisiones secundarias, de humano a humano, por via iatrogénica en transfusiones de
sangre y a pesar de que no se han reportado casos, por la posibilidad de infeccidon debida a operaciones

quirurgicas ((Bradley, Collee et al. 2006), (Collee, Bradley et al. 2006)).
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A Casos de EEB reportados en el mundo
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También relacionado con la EEB, cabe destacar la aparicidon en esa misma época de la Encefalopatia
Espongiforme de Ungulados Exoticos (EUE) en rumiantes exdticos de la familia Bovidae de zoolégicos
britanicos, solapado en el tiempo con la EEB y procedente de ésta (Imran and Mahmood 2011); asi como
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, aunque la incidencia bajé a partir
de 1994. Hay similitudes bioquimicas e histopatoldgicas que indican que su origen también podria ser la
EEB, adquirida mediante consumo de productos alimenticios contaminados, a lo que también apuntan
los casos detectados en guepardos, pumas, ocelotes y tigres que consumieron carne de bovino cruda
con sistema nervioso central incluido en zooldgicos de Reino Unido ((Pattison 1998), (Imran and

Mahmood 2011)).

1.6. La bioquimica y la biologia molecular moderna respaldan la hipétesis de “sélo

proteina”

La investigacion en el area de las enfermedades pridnicas recibié un fuerte impulso debido a la
repercusion de la epidemia de EEB, lo que junto con los avances técnicos en el campo de la biologia
molecular hizo que se aumentaran los esfuerzos en el estudio de la naturaleza de este particular agente
infeccioso. En realidad, mucho antes del desarrollo de la biologia molecular moderna, desde el afo
1920 se conocia el componente hereditario de enfermedades como la ECJ, debido a su naturaleza
genética. Ademas, en la década de los 70 las investigaciones realizadas por Dickinson y colaboradores
mediante métodos de genética clasica e inoculacion de distintos aislados de scrapie en ratdn,
demostraron que el periodo de incubacién en cada ratén inoculado con una cepa particular de scrapie
dependia de un gen que se denomind Sinc (del inglés, scrapie incubation) y que también aparecia en
ovejas, denominado SIP (del inglés, Shorter incubation period) en este caso (Dickinson, Meikle et al.
1968). A partir de estos mismos experimentos se desarroll6 también el concepto de barrera de
transmision descrito poco antes por Pattison y colaboradores, relacionandolo ya no sélo a posibles
diferencias en la dotacion genética del agente causal, sino también a la dotacidén genética del huésped. A
pesar de que inicialmente se considerd el descubrimiento de dichos genes como una evidencia a favor
de que el agente causante del scrapie tiene acidos nucleicos propios, la demostracién por parte del
grupo de Prusiner de que los genes Sinc y SIP eran en realidad diferentes alelos del gen de la propia PrP

volvia a inclinar la balanza hacia la hipétesis de sélo proteina (Carlson, Kingsbury et al. 1986).

Desde entonces y hasta la actualidad, una gran variedad de datos ofrecen respaldo a la hipdtesis de

“solo proteina”. Como los estudios de Alper y colaboradores sobre la inactivacién y el tamafio de la
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potencial particula infecciosa o aquellos experimentos realizados por Prusiner y colaboradores
demostrando la co-purificacion de la fraccién infecciosa con la PrP>° de 27-30 kDa resistente a proteinasa
K (PK). Sus resultados demostraban que la concentracion de la proteina era proporcional a la
infectividad de la muestra y que ésta podia ser eliminada por agentes que desnaturalizan proteinas. O la
reciente demostracion de la generacidn in vitro de priones infecciosos utilizando PrP recombinante,
considerada por muchos como la prueba definitiva (revisado en (Soto 2011)). Como ya se ha
mencionado, la identificacién del gen que codifica la PrP (PRNP) como Unico producto de un gen de
copia Unica sin cambios significativos de expresion en individuos sanos y afectados y cuyos
polimorfismos determinan el tiempo de incubacién de la enfermedad, supuso otro paso decisivo en la
consolidaciéon de la hipdtesis. Al no haberse identificado inicialmente diferencias entre las secuencias
aminoacidicas entre PrP¢ y PrP>, se propuso que la PrP* podria generarse a través de modificaciones
post-traduccionales de la PrP® ( (Borchelt, Scott et al. 1990), (Caughey and Raymond 1991)). Sin
embargo, el estudio detallado de las posibles modificaciones no pudo detectar ninguna diferencia
guimica entre ambas moléculas (Stahl, Baldwin et al. 1993), por lo que se propuso que las diferentes
propiedades de ambas isoformas de la PrP podrian estar determinadas por su conformacion. Esto pudo
confirmarse mediante analisis de ambas isoformas de la PrP por Espectroscopia infrarroja con
transformaciéon de Fourier (FTIR, del inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy) y por Dicroismo
circular (CD, del inglés Circular Dichroism), técnicas biofisicas que permiten simular las estructuras
secundarias que adopta una determinada proteina y que mostraron que la conversiéon de PrP¢ a Prp*
esta asociada con una disminucidon en el contenido de hélices-a en favor de un aumento en la
proporcién de ldmina-B ((Pan, Baldwin et al. 1993), (Pergami, Jaffe et al. 1996)). Dicho cambio
conformacional explicaba las diferencias en las propiedades bioquimicas que distinguen la PrP¢ de Ia
PrP*, como su insolubilidad en detergentes no idnicos (Meyer, McKinley et al. 1986) o la resistencia
parcial a la digestién por PK (Cohen and Prusiner 1998). Ademads, concilio la idea del caracter infeccioso
de la proteina 27-30 kDa y la existencia de 2 isoformas de una misma proteina comprendiéndose que el
tratamiento del agente infeccioso con PK elimina aproximadamente los primeros 90 aminodacidos de la
PrP> dejando intacto un nucleo resistente de 27-30 kDa distinguible mediante Western blot de la PrP,
sensible a la digestion por PK. El cambio conformacional y el aumento en la proporcién de |[dminas-B,
también explico la tendencia a la agregacion de la PrP> en fibras amiloideas, cuya acumulacidn se
observa en el cerebro de los individuos afectados formando diferentes tipos de depésitos (Fraser and
Bruce 1973). Aun hoy, la presencia de fibras de PrP PK resistentes que se observan en cerebros de

individuos afectados y que son reconocidas por anticuerpos anti-PrP siguen siendo el Unico marcador
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patognomonico de la enfermedad, a pesar de que recientemente se han descubierto enfermedades
priénicas causadas por formas de PrP* sensibles a PK como la VPSPr (del inglés, Variably Protease-

Sensitive Prionopathy) (Zou, Puoti et al. 2010).

Una vez conocido el gen de la PrP y centrada la atencién en esta proteina, la asociacién de
mutaciones en la misma, con formas familiares de la enfermedad no tardd en ser descubierta. Hsiao y
colaboradores relacionaron en 1989 la mutacion P102L con el GSS familiar (Hsiao, Baker et al. 1989), lo
cual supuso otro fuerte respaldo a la hipotesis de “sélo proteina”. Desde entonces y hasta la fecha se
han identificado mas de 40 mutaciones en el gen de la PrP humana que causan enfermedades pridnicas
de origen genético y que suponen alrededor del 10-15% de las enfermedades pridnicas humanas,
siendo el resto de origen infeccioso o las denominadas esporadicas, cuya causa se desconoce ((Collinge

2001), (Jeong and Kim 2014)).

1.7. Nuevos modelos animales respaldan la hipétesis de “sélo proteina”

El siguiente gran avance en lo referente a la naturaleza de este controvertido agente infeccioso vino
de la mano del desarrollo de modelos murinos transgénicos. La sobreexpresion de una PrP con la
mutacion asociada a GSS mencionada previamente causaba una enfermedad neurodegenerativa similar
a la GSS en humanos (Hsiao, Scott et al. 1990), aunque no resulté transmisible, siendo capaz Unicamente
de acelerar su aparicion en el mismo modelo de sobreexpresién (Nazor, Kuhn et al. 2005). No obstante,
otros modelos de expresion de PrP con mutaciones asociadas a EETs genéticas, ademas de dar lugar a
enfermedad pridnica espontanea en el modelo, han resultado también transmisibles a animales que
expresan PrP de genotipo salvaje, demostrando inequivocamente que una mutacién puntual en la PrP es
suficiente para la aparicion espontanea de una EET. Entre ellos destacan, el modelo de ratén transgénico
gue expresa una PrP bovina con una mutacion asociada a GSS en humanos (Torres, Castilla et al. 2013),
los ratones transgénicos knock in que expresan PrP de ratdn con mutaciones asociadas a GSS y ECJ
(Jackson, Borkowski et al. 2013) y el modelo de ratén transgénico que expresa la PrP del topillo rojo,
cuyo polimorfismo natural 109! resulta en malplegamiento espontaneo (Watts, Giles et al. 2012).
También mediante la generacién de un modelo de ratdn transgénico, en este caso ratones a los que se
ha eliminado el gen PRNP (PRNP'/'), se demostré la implicacion de la PrP¢ en la patologia de la
enfermedad, dado que estos animales eran resistentes a la infeccion por scrapie, sin manifestacion
alguna de signos clinicos ni propagacion y acumulacién de PrP* en el cerebro (Bueler, Aguzzi et al.
1993). Esto también supuso un respaldo importante a la hipdtesis de “sélo proteina” y confirmé que la

PrP* se acumula en el cerebro a través de la conversion de la PrPS, y de ahi que el nivel de expresién de
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PrP° esta directamente relacionado con la tasa de formacién de PrP* e inversamente relacionado con el
tiempo de incubacion, como se vio en ratones hemicigotos para PRNP (PRNP™") y que mostraban un
tiempo de incubacidn muy prolongado frente a los homocigotos (Bueler, Raeber et al. 1994). También el
desarrollo de modelos animales transgénicos que sobreexpresan PrP supuso un respaldo en esta
direccién, pues mostraban tiempos de incubacion mds cortos que los animales que expresan
Unicamente PrP® enddgena, ademas de desarrollar la enfermedad espontdneamente con la edad,

debido al exceso de PrP® (revisado en (Watts and Prusiner 2014)).
1.8. Nuevos modelos in vitro respaldan la hipotesis de “sélo proteina”

Finalmente, el desarrollo de sistemas in vitro de propagacidn de priones ademas de suponer un gran
avance en el modelado de una enfermedad con tiempos de incubacién tan prolongados in vivo, supuso
para muchos investigadores del area la demostracidn definitiva de la teoria propuesta por Prusiner mas
de una década antes. El primer sistema de este tipo, desarrollado por Byron Caughey y colaboradores y

. ., . , , Sc .
gue se denomind como ensayo de conversion libre de células, demostrd que la PrP™ purificada es capaz

de convertir PrP purificada a PrP resistente a PK (PrP™

) sin la interaccién de otros componentes. De
esta forma se demostrd que el proceso de conversidn de PrP® a la isoforma resistente a PK es catalizado

por la PrP*® (Kocisko, Come et al. 1994).

Sin embargo, la obtencidn de priones infecciosos in vitro no se consiguié hasta el 2001 con el
desarrollo de la técnica de propagacién que protagoniza el trabajo que se describird en esta tesis, la
amplificacion ciclica de proteinas malplegadas o PMCA (del inglés, Protein Misfolding Cyclic
Amplification). Aunque se describiran mas adelante y con mas detalle los diferentes sistemas de
replicacidon in vitro de priones, merece la pena mencionar que se trata de un sistema de ciclos de
incubacién y sonicacién por el cual se puede obtener gran cantidad de PrP* a través de la
transformacion de PrP partiendo de cantidades infimas de PrP>, la cual actda como semilla iniciadora
de la reaccién. La PMCA permitié por primera vez la obtencién de grandes cantidades de PrP> a partir
de PrPC in vitro, reproduciendo lo que ocurre en el sistema nervioso central de los individuos afectados,
pero con una cinética acelerada (Castilla, Saa et al. 2005). El hecho de que el material generado in vitro
mantenga las propiedades estructurales, bioldgicas y bioquimicas de la PrP* original, supuso para
muchos la demostracion de uno de los puntos principales de la hipdtesis de “sélo proteina”: que los
priones pueden propagarse de forma indefinida en presencia de suficiente PrP¢y que la PrP** generada
en el proceso induce su mismo malplegamiento en la PrP¢ en un proceso autocatalitico de conversion.

Sin embargo, al proceder tanto la PrP® como la PrP* de encéfalos de animales, los escépticos ante la
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hipdtesis de Prusiner arguyeron que no habria demostracién definitiva hasta que no se probara que se
podia conseguir material infeccioso a partir de PrP pura y en ausencia de cualquier componente
proveniente de encéfalos animales. Dicha evidencia, no tardd en llegar puesto que Legname vy
colaboradores, consiguieron en 2004 polimerizar PrP recombinante de ratén producido en Escherichia
coli (E. coli) in vitro dando lugar a fibras amiloideas en ausencia de PrP*. Tanto estas fibras producidas
de novo como otras producidas mediante inoculacién de la misma PrP recombinante con las fibras
obtenidas previamente, dio lugar a 2 tipos distinguibles de patologia tipo pridnica al ser inyectadas en
animales transgénicos que sobreexpresan PrP, aunque con tiempos de incubacién muy largos
comparados con los obtenidos por los priones provenientes de encéfalos de animales infectados
(Legname, Baskakov et al. 2004). Sin embargo, estos descubrimientos no acabaron con el escepticismo
de los detractores de la teoria de Prusiner, puesto que estos priones generados de novo, fueron capaces
de inducir la patologia Unicamente en modelos transgénicos de sobreexpresion y no en animales de
fenotipo salvaje. Como los animales que sobreexpresan la PrP desarrollaban patologia priénica por si

res

solos con la edad, se arguyd que la inoculacion de las fibras de PrP™™ recombinante generadas in vitro

podrian estar simplemente acelerando una condicion preexistente.

El requisito de generar priones in vitro sin ningin componente del cerebro y con la capacidad de
generar patologia pridnica en animales de genotipo salvaje que no fuesen a desarrollar la enfermedad
de forma espontanea, también fue satisfecho al poco tiempo por Makarava y colaboradores. En 2010,
mediante un proceso de fibrilizacion distinto al utilizado por Legname, convirtieron in vitro la PrP
recombinante de hamster producida también en E. coli, obteniendo fibras que resultaron infecciosas en
hamsteres de genotipo salvaje (Makarava, Kovacs et al. 2010). No obstante, el hecho de que el prion
obtenido in vitro necesitara de una segunda inoculacién para causar enfermedad, asi como el hecho de
gque mostrara largos tiempos de incubacién poco comunes en este tipo de animales,, llevaron a que esta

evidencia fuese también insuficiente para los detractores de la hipotesis de “sélo proteina”.

Finalmente, lo que para muchos seria la prueba definitiva, llegd en el afio 2010 de la mano de Jiyan
Ma y colaboradores y de una de las técnicas mas exitosas desarrollada para la propagacion de priones in
vitro, la PMCA. Aunque Kim y colaboradores pudieron generar con anterioridad priones a partir de PrP
recombinante utilizando PMCA, se requirié de semillas de PrP* ademas de la PrP recombinante y sales y
la infectividad del producto resultante fue limitada (Kim, Cali et al. 2010). En cambio, el grupo de Ma
pudo hacerlo de forma espontanea, sin adicion de semillas de PrP** y dando lugar a un prion generado in

vitro con una gran infectividad en animales de genotipo salvaje, utilizando para complementar el
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sustrato de PMCA, ARN vy lipidos como cofactores junto con la PrP recombinante de raton (Wang, Wang
et al. 2010). Al no haber ningin componente procedente de purificaciones de encéfalos, el hecho de
generar una clara enfermedad pridnica en animales de genotipo salvaje de forma espontanea a partir de
PrP recombinante, aunque con caracteristicas ligeramente distintas a las de las enfermedades pridnicas
conocidas, ha supuesto para la gran mayoria de investigadores la confirmacién definitiva del caracter

exclusivamente proteico del agente infeccioso.

1.9. Hacia el fin de la controversia sobre la naturaleza del agente infeccioso

Actualmente, la discusion acerca de la naturaleza del agente infeccioso esta practicamente zanjada a
pesar de que aun a dia de hoy algunos investigadores se muestren escépticos y traten de buscar acidos
nucleicos especificos asociados a las enfermedades pridnicas (Liberski 2012). Como se vera mas adelante
en profundidad, la existencia de diversas cepas caracterizadas por diferentes periodos de incubacién y
diferencias en la manifestacién clinica e histopatoldgica, es uno de los principales argumentos contra la
hipdtesis de “sélo proteina”. En la mayoria de las enfermedades infecciosas la existencia de cepas se
debe a la presencia de mutaciones o polimorfismos en el material genético del agente responsable. No
obstante, la hipotesis de Prusiner se ha conciliado con el concepto de cepas mediante la propuesta de
que éstas podrian ser fruto de ligeras diferencias en la conformacién o estado de agregacién de la Prp*
(Soto 2011). Lo cual viene respaldado por el hecho de que la PMCA puede reproducir las caracteristicas
de cepa de la semilla original (Castilla, Saa et al. 2005) o el hecho de que un grupo de compuestos
basados en politiofenos interaccionan de manera diferente con cada cepa debido a sus diferencias
estructurales (Magnusson, Simon et al. 2014). Ademas, la aparicion a partir de mediados de los 90 de
otras proteinas en una variedad de organismos que utilizan un cambio conformacional como el
propuesto para los priones para transmitir informacién biolégica ha reforzado aun mas la validez de la
hipdtesis de “sélo proteina”. Merecen una breve mencion las proteinas encontradas en levaduras en
1994 por Wickner, como Ure2 o Sup35, parte de un grupo de proteinas que se conocen como priones
de levadura y que actlian como elementos de transmision de informacion biolégica heredandose en la
division celular y confiriendo generalmente nuevos fenotipos metabdlicos. Igual que con los priones de
mamiferos, por un mecanismo que no se conoce aun en detalle, los priones de levadura pueden adquirir
una conformacion diferente a la nativa e inducir la misma conformacién en otras proteinas del mismo
tipo. Pero a diferencia de los priones de mamiferos, lejos de tener un efecto patoldgico, el mecanismo
forma parte de los procesos normales de la célula, como forma de modulacién de la actividad de las

proteinas sin necesidad de alterar su informacién genética (Wickner, Shewmaker et al. 2015). En 2003,
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se encontrd otro elemento de este tipo, en este caso en una babosa marina (Aplysia californica), cuya
proteina CPEB (del inglés, Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding protein) relacionada con
procesos de traduccién de ARNm durante procesos de plasticidad sindptica y formacién de memoria,
pasa por un cambio conformacional y por la induccidn del mismo cambio en CPEB cercanas (Si, Lindquist
et al. 2003). También en 2011 se encontré otra proteina con caracteristicas de prion en cultivos
celulares de origen humano denominado MAVS (del inglés, Mitochondrial AntiViral Signaling) e
implicado en la respuesta inmunoldgica innata. Su activacion frente a ataques viricos viene mediada por
un cambio conformacional auto-catalitico igual que para los priones, demostrando que el mecanismo
del cambio conformacional que se da en las EETs no es tan Unico y exclusivo como se creia y que ademas
de las consecuencias patoldgicas también supone un potente mecanismo epigenético que regula

funciones proteicas y fenotipos celulares (Hou, Sun et al. 2011).

El descubrimiento e inclusion de proteinas bajo el concepto de prion prosigue actualmente, puesto
que se han visto caracteristicas comunes en otras proteinas implicadas en enfermedades caracterizadas
por la presencia de agregados proteicos especificos. Entre ellas se encuentran las proteinas B-amiloide y
tau implicadas en la enfermedad de Alzheimer, la a-sinucleina asociada a la enfermedad de Parkinson y
diversas proteinas implicadas en la Esclerosis lateral amiotréfica entre otras, lo que redimensionaria el
area de investigacion en enfermedades pridnicas al tratarse de enfermedades con una elevada

prevalencia y su consiguiente impacto econdmico y social (Fernandez-Borges, Erana et al. 2015).

A pesar de que ya no hay dudas sobre la naturaleza exclusivamente proteica del agente infeccioso
causante de las EETs, aun quedan muchos aspectos de la enfermedad por esclarecer como la
determinacién de la estructura de la PrP*, el mecanismo molecular de conversién de PrP® a PrP* tanto
en presencia como en ausencia de semilla, si hay algin cofactor mas implicado en la conversion ademas
de la propia PrP, la cascada de eventos que culmina en neurotoxicidad, los determinantes estructurales
del fendmeno de la aparicion de cepas, asi como qué determina la barrera de transmision interespecies.
Por tanto, a pesar de todo lo que se ha avanzado en el conocimiento del controvertido agente causal de
las enfermedades pridnicas, todos los anteriores interrogantes siguen sin respuesta. Aunque
probablemente no por mucho tiempo dado el intensivo esfuerzo de los investigadores y todas las

herramientas desarrolladas en los Ultimos afios para su esclarecimiento.

2. PrPS, PrP*y el mecanismo de conversién
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Hace casi 3 décadas que se identificd y clond el gen que codifica la proteina del prion, el gen PRNP
(Basler, Oesch et al. 1986), de copia Unica y cuyo marco de lectura abierto (ORF, del inglés Open Reading
Frame) esta contenido en un sélo exdn en todas aquellas especies de mamiferos y aves en las que se ha
estudiado (revisado en (Aguzzi and Calella 2009)). El gen se encuentra en el brazo corto del cromosoma
20 en humanos y en la regién homdloga del cromosoma 2 en ratén, el primero formado por 2 exones
con el ORF codificado en el segundo, mientras en ratdn, oveja, vaca o rata se han detectado 3 exones y

el ORF esta codificado en el tercero (Prusiner, Scott et al. 1998).

2.1. PrP©

La PrP, cuya representacion esquematica se muestra en la figura 4, tiene alrededor de 250
aminodcidos con pequefias variaciones para cada especie de mamifero, pero todas con una sefal
peptidica de secrecién en el extremo amino terminal que la dirige a la membrana plasmatica y es
eliminada durante su procesamiento. Su expresién comienza pronto durante la embriogénesis y se
expresa de forma prdacticamente ubicua en todo el organismo, con los mayores niveles de expresion en
las células del sistema nervioso central en individuos adultos, principalmente en neuronas (Westergard,
Christensen et al. 2007). Igual que para muchas otras proteinas secretadas o de membrana plasmatica,
el proceso de biosintesis comienza en los ribosomas unidos al reticulo endoplasmico (RE) desde donde a
través del aparato de Golgi es dirigido a la membrana. Practicamente toda la PrP€ se encuentra en balsas
lipidicas en la membrana aunque una parte también es transferida a algunas zonas recubiertas de
clatrina donde queda sujeta a endocitosis y reciclaje constitutivo (Lloyd, Mead et al. 2011). El extremo
amino terminal de la PrP madura, que consiste en los aminodacidos de 23 a 124 en humanos, conforma
un dominio flexible y poco estructurado segln la estructura que presenta en Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) (Riek, Hornemann et al. 1997). Contiene una regién denominada zona de octa
repeticiones (OR, del inglés Octapeptide Repeats) caracterizada por 4 o 5 repeticiones, en funcién de la
especie, de una secuencia variable de 8 aminodcidos (como por ejemplo PHGGGWGQ) altamente
conservada en todos los mamiferos (Zahn 2003). Es una zona que ha atraido la atencién de muchos
investigadores y no sélo por su elevado grado de conservacion, si no debido a que las inserciones de
octa repeticiones son la causa de la existencia de algunas formas heredadas de EETs ((Pietrini, Puoti et
al. 2003), (Vital, Laplanche et al. 2011), (Sanchez-Valle, Yague et al. 2012)) y también porque se cree que
podrian ser clave en la funcién fisioldgica de la PrP® que aun a dia de hoy se desconoce. Esto tltimo se
debe a que se ha demostrado in vitro que es una zona que puede coordinar cationes bivalentes, con

especial afinidad para el Cu** o también a que puede unir heparan sulfato, gracias a cuya unién parece
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poder interaccionar con el receptor de la laminina. A pesar de ello, sigue sin conocerse su implicaciéon
tanto en la desconocida funcién fisioldgica de la PrP, como en su tendencia a la agregacion (Zahn 2003).
Flanqueando la zona de los OR hay 2 pequefias regiones cargadas positivamente conocidas como CC1y
CC2 (del inglés, Charged Cluster), y entre todo este dominio desestructurado y el dominio globular del

extremo carboxilo terminal hay una regién hidrofdbica conocida como HC (del inglés, Hydrofobic Core).

El dominio globular, donde se localizan la mayoria de las mutaciones puntuales asociadas a EETs de
origen genético (Lloyd, Mead et al. 2011), presenta un alto grado de conservacion estructural entre las
diferentes especies de mamiferos, en concordancia con la gran similitud entre las secuencias primarias
de los mismos. Pero curiosamente, a pesar de la baja similitud entre las secuencias de las PrP de pollo
(Gallus gallus), tortuga (Trachemys scripta) y rana (Xenopus laevis) respecto a las de mamiferos, de
alrededor de un 30%, los elementos estructurales también estan altamente conservados, todas ellas con
2 pequefias regiones de hoja-B separadas por la primera regién a-helicoidal y seguidas de otras 2
hélices-a (Calzolai, Lysek et al. 2005). Ademas, el dominio contiene un puente disulfuro entre las 2
Ultimas hélices y 2 Asparaginas, Asn-181 y Asn-197 en humanos y Asn-180 y Asn-196 en ratdn, que son
glicosiladas de forma variable, dando lugar a PrP® no glicosilada, monoglicosilada y diglicosilada. A pesar
de que las diferentes proporciones de las 3 formas de PrP se utilizan para la distincién y caracterizacion
de cepas de priones, no se conoce qué papel pueden jugar los diversos N-glicanos que pueden
encontrarse en la PrP¢ en su funcidn bioldgica ni en el proceso de conversién de PrP¢ a PrP** (revisado en

(Aguzzi and Calella 2009)).

La ultima caracteristica remarcable de la PrP¢ madura es su anclaje a membrana mediante un GPI
(del inglés, Glycosylphosphatidylinositol), que es afiadido en el extremo carboxilo terminal durante su
maduracion. Esta forma de anclaje a la membrana esta altamente conservada en eucariotas, dado que
alrededor del 10-20% de las proteinas de membrana se encuentran unidas a ésta mediante un GPI. La
unién 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. Por el contrario, se
sabe que todas las proteinas ancladas a través de un GPI contienen una secuencia senal en el extremo
amino terminal que las dirige al RE y que, una vez en este organulo, una segunda secuencia sefal
hidrofébica del extremo carboxilo terminal es eliminada mediante una transaminidasa que afiade a la
proteina un GPl preformado. Todos los GPls comparten una estructura comun formada por una
etanolamina fosfato unida mediante conexiédn amida al grupo carboxilo terminal de la proteina, con un

nucleo glicano altamente conservado de tres residuos de manosa, glucosamina, un grupo
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fosfatidilinositol y colas fosfolipidicas que anclan el GPI a la membrana celular (figura 4). La adicién de
ramificaciones laterales de glucidos y la modificacion de la fraccion lipidica del GPI durante su paso por
la via secretora hasta la membrana plasmatica, depende del tipo celular y del organismo, dando lugar a
una gran diversidad de GPIs, entre las que la PrP¢ destaca debido a que es una de las 3 Gnicas proteinas
con GPI que se conocen que contiene acido sidlico en su estructura (Puig, Altmeppen et al. 2014). El
hecho de que las proteinas ancladas a la membrana a través de un GPI estan implicadas en una gran
variedad de funciones, no proporciona ninguna pista sobre la funcién de la PrP, sin embargo, se cree
que el anclaje mediante GPI tiene ciertas ventajas respecto a otros tipos de unién como pueden ser una
mayor movilidad en la membrana, la ocupacién de menor espacio en el dominio transmembrana
permitiendo una mayor densidad de proteinas, asi como la habilidad de insertarse espontaneamente en
membranas tanto in vivo como in vitro. Su implicacién en el desarrollo de la patologia pridnica 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 reduccién o inhibiciéon de la formacion de PrP™ (Puig,
Altmeppen et al. 2014); y por otro lado mediante la generacidon de modelos transgénicos de ratén que
expresan una PrPC sin GPI, que a pesar de presentar malplegamiento y grandes placas de PrP* al ser
infectado por priones de ratén, muestran ademas, ausencia de la marcada espongiosis que caracteriza la
gran mayoria de EETs, lo que sugiere una reduccion de la neurotoxicidad (Chesebro, Race et al. 2010).
Aunque se profundizara en este tema mas adelante, existen diversas evidencias que indican que en las
enfermedades pridnicas tienen lugar 2 fendmenos relacionados pero independientes: i) La conversion
de PrP¢ a PrP*, también denominada propagacion v ii) la neurotoxicidad, probablemente dependiente
del anclaje a membrana de la PrP® mediante GPI como indica el modelo que expresa PrP sin GPI.
También apuntan en la misma direccién experimentos realizados por Lewis y colaboradores que
demostraron que la eliminacidon por medios quimicos del anclaje a GPI en priones preformados no
disminuye su infectividad al ser inoculados en animales que expresan PrP anclada por GPI (Lewis,
Properzi et al. 2006). De forma que diversas evidencias indican que el efecto del GPI en la patologia es

independiente de la capacidad de malplegarse e inducir malplegamiento.
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Figura 4. 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 numeros hacen
referencia a la posicién de aminodcido. En el extremo N-terminal contiene una sefial peptidica de secrecidn,
seguido por la region de octa repeticiones (indicado en verde), tras lo cual vienen los motivos CC, con residuos
cargados positivamente, y el HC o nucleo hidrofébico que separa el dominio desestructurado y el globular. Ya en el
dominio globular se indican las estructuras secundarias que presenta, las 3 hélices-a (en rojo) y las 2 hojas-B (en
azul). Se senalan ademas el puente disulfuro (S-S) y los dos sitios de glicosilacion (CHO). Finalmente en el extremo
C-terminal, se muestra en gris 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. Las hélices-a sefialadas en
rojo y las hojas-p antiparalelas en azul. (Adaptado de (Aguzzi, Sigurdson et al. 2008)).

A pesar del amplio conocimiento que se tiene de la biosintesis, estructura e implicacion en la
enfermedad de la PrPS, su funcidn bioldgica sigue siendo una incégnita. Su ubicuidad y alto grado de
conservacion en mamiferos y probablemente en todos los vertebrados parecen senalar hacia una
funcién esencial, pero los modelos animales generados como ratones, cabras y vacas carentes de PrP°
no muestran ningun fenotipo obvio salvo la resistencia a enfermedades pridnicas (Richt, Kasinathan et

al. 2007). Ademas de este hecho, varios estudios indican la necesidad de una PrP® funcional para la
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patofisiologia de la enfermedad, concretamente para que se desencadene la neurotoxicidad y la
consiguiente neurodegeneracién, como demuestran los animales sin GPI mencionados antes ((Lewis,
Properzi et al. 2006), (Chesebro, Race et al. 2010)) o el estudio en que se demuestra que un injerto que
expresa PrP¢ implantado en el encéfalo de animales PRNP” es el unico tejido afectado por
neurotoxicidad a pesar de que la PrP* abarca todo el encéfalo (Brandner, Isenmann et al. 1996). Por
tanto, parece que al menos una funcién de la PrP® es como mediador de neurotoxicidad en la
enfermedad pridnica y tal y como se ha descrito recientemente, también en la enfermedad de
Alzheimer por interaccidn con el péptido AB (beta amiloide) y probablemente con otros péptidos ricos
en hoja-B implicados en otras enfermedades neurodegenerativas (Biasini, Turnbaugh et al. 2012). Sin
embargo, es improbable que una proteina tan conservada evolutivamente tenga como Unica funcion
bioldgica la mediacion de neurotoxicidad. De hecho, las evidencias apuntan a que la PrP* necesita de la
PrP® para causar neurotoxicidad, lo que podria darse mediante alteracion de la actividad normal de la
PrP . Conocer la funcién fisiolégica no asociada a estas patologias resulta esencial dado que podria ser
clave para la comprension de los mecanismos de toxicidad no sélo en EETs sino también en otras

enfermedades neurodegenerativas.

A pesar de que la PrP¢ se conoce desde hace ya dos décadas, su funcidn sigue siendo incierta. No
obstante, a las aproximaciones tradicionales al sistema, que se basaban en el estudio de los ratones sin
PrP¢ e identificacion bioquimica de moléculas que interaccionan con la PrPS, se han sumado
recientemente nuevos modelos y ensayos para descifrar las funciones asociadas a la PrP® en una gran
variedad de cultivos celulares y ratones transgénicos ademas de un modelo que resulta muy util para
este propdsito como es el pez cebra (Danio rerio). Todos estos esfuerzos conjuntos han dado lugar a
todo un repertorio de posibles funciones de la PrP, que podria estar implicada en adhesién celular,
desarrollo de neuritas, excitabilidad neuronal, citotoxicidad, citoproteccion y con actividad de canal
idnico (ampliamente revisado en (Nicolas, Gavin et al. 2009), (Biasini, Turnbaugh et al. 2012), (Halliez,
Passet et al. 2014)). Sin embargo, muchas de las funciones descubiertas necesitan ser validadas, como es
el caso de las interacciones detectadas de proteinas con PrP® cuyo significado biolégico se desconoce en
la mayoria. Asi mismo, los mecanismos moleculares detras de varios efectos observados necesitan ser
aclarados, como las vias de sefializacién por las que la PrP® puede mediar la neurotoxicidad o por el
contrario la citoproteccion, lo cual muestra que aun queda mucho por hacer en este aspecto (Biasini,
Turnbaugh et al. 2012). No obstante, alguna de las posibles funciones identificadas para la PrP¢ cuenta
con claras evidencias a favor, como es el caso de su posible funcion en la conservacion de la integridad

de la mielina periférica demostrada por Bremer y colaboradores. Tras la ablacién de la PRNP en
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neuronas de cuatro cepas de raton diferentes observaron que desarrollaban una polineuropatia
desmielinizante crénica, indicando que la expresion de PrP¢ funcional en neuronas es indispensable para

la conservacidn de la mielina (Bremer, Baumann et al. 2010).

2.2. Mecanismo de conversién a PrP*

En contraste con la amplia informacién de que se dispone sobre la estructura y rutas de biosintesis
de la PrP%, el conocimiento acerca de la isoforma causante de la enfermedad, es mas bien escaso. Al
igual que ocurre con otros muchos aspectos de las enfermedades pridnicas, los eventos moleculares que
conducen a la conversién de la PrP® en PrP* son desconocidos, aunque de acuerdo con la hipétesis de
“sélo proteina” tiene lugar una malplegamiento proteico que se propaga de forma auto-catalitica. Como
se ha mencionado anteriormente, las EETs se caracterizan por la presencia de placas en el cerebro de los
individuos afectados y que estdn formadas por fibras amiloideas, compuestas a su vez por PrP
mayoritariamente. Una importante diferencia, entre la PrP¢y la PrP que forma dichas placas amiloideas,
aunque controvertida por la falta de evidencias sdlidas, es su composicién estructural. La PrPS, una
forma rica en alfa hélices (~40% hélice-a y ~3% hoja-B) y la PrP*, rica en ldaminas beta (~40% hoja-B y
~30% hélice-a) lleva a que presenten importantes diferencias bioquimicas y bioldgicas ((Safar, Roller et
al. 1993), (Pan, Baldwin et al. 1993)). Sin embargo, evidencias en contra de la presencia de hélices alfa
en la PrP* han ido surgiendo de la mano de técnicas biofisicas cada vez mas sofisticadas como la RMN
en estado soélido (Groveman, Dolan et al. 2014), por lo que a diferencia de un indudable aumento en la
proporcion de hoja beta, la existencia de estructuras alfa helicoidales en la PrP* sigue siendo
controvertida. Ademas del cambio en la capacidad de agregacién, la PrP* es insoluble en detergentes no
idnicos (Meyer, McKinley et al. 1986) y presenta una resistencia parcial a digestién por PK (Cohen and
Prusiner 1998), propiedades que se han utilizado ampliamente para distinguirla de la PrP®. El
tratamiento con PK elimina alrededor de los primeros 90 aminoécidos de la PrP*, manteniéndose
intacto un nucleo resistente a la misma de 27-30 kDa frente a la proteina completa de 33-35 kDa. La
solubilizacion de esta PrP*”* o PrP* en liposomas retienen su infectividad, sugiriendo que los grandes
agregados de PrP* no son necesarios para ello y que por consiguiente, oligdmeros de PrP* podrian
constituir los verdaderos centros de nucleacion para la propagacion de los priones (Gabizon, McKinley et
al. 1987). Para evaluar esta relacién entre infectividad, capacidad de propagacién y tamafio de la PrP*,
Silveira y colaboradores desagregaron parcialmente PrP>° fraccionando las especies resultantes de
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 a la
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masa de 14-28 moléculas de PrP (Silveira, Raymond et al. 2005). Por tanto, parece que los iniciadores
mas efectivos de EETs no son las los grandes agregados amiloideos, que podrian ser en cambio formados
como mecanismo protector ante los pequefios oligdmeros subfibrilares mas peligrosos y secuestrados
en las relativamente inocuas placas amiloideas (revisado en (Aguzzi and Calella 2009)). Estudios con
ratones transgénicos que expresan PrP de hamster junto con la PrP enddgena de ratén (Prusiner 1990) y
otros en que se expresaba una PrP soluble y dimérica gracias a su unién a un dominio de
inmunoglobulina (Meier, Genoud et al. 2003), revelaron que la conversion de PrP¢ a PrP* tiene lugar
mediante la formacién de un complejo PrP¢/PrP*. A pesar de todo, nunca se ha podido aislar o purificar
este complejo por lo que se desconoce si en el mismo podria participar otro componente (revisado en
(Aguzzi and Calella 2009)). El primero de los estudios mencionados, mostré ademas que la formacién del
complejo parecia estar favorecida por secuencias aminoacidicas idénticas de la PrP® y la PrP*,
respaldando la relacidn entre la barrera de transmisidn interespecies con una mayor dificultad para la
formacién del complejo PrP/PrP*. De hecho, un estudio que se detallard mas adelante confirmé y
refind esta observacion utilizando PrP de hamster y ratdn en el sistema in vitro. Este estudio demostré
que las PrP® y PrP* de ambas especies podian unirse y formar un complejo entre si aunque con una tasa
de conversién muy reducida, sugiriendo que la diferencia de aminodcidos entre el prion y su sustrato es
mas importante en el proceso de malplegamiento que en la unidn inicial y, por tanto, podrian darse
interacciones moleculares adicionales durante el proceso (Horiuchi, Priola et al. 2000). Con este limitado
conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en la propagaciéon de la PrP* mediante
malplegamiento de la PrP® y de acuerdo con la hipétesis de “sélo proteina”, se barajan 2 modelos que

describen la conversion conformacional (figura 5):
Modelo de conversién inducida por molde

Este modelo teoriza una interaccion entre la PrP* y la PrP® que induce el malplegamiento de
la PrP® actuando la PrP> como molde para ello. En este caso, la conversién espontanea de PrP¢
a PrP* estd prevenida o al menos muy desfavorecida debido a una alta barrera energética. Para
explicar la aparicién espontanea de priones, la teoria propone la existencia de un equilibrio
entre la PrP° v un estado conformacional alternativo denominado PrP*, un intermediario
transitorio que participa en la formacidon de PrP*, bien a través de su unién a PrP* o a otra
molécula de PrP*. La formacién de la PrP* estaria catalizada por la unién de PrP¢ a la
denominada proteina X, un factor adicional necesario para el proceso de conversion. Con este

modelo, las diferentes formas de enfermedades pridnicas se explican de la siguiente manera:
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Cuando el origen de la enfermedad es por infeccidn, la fuente exégena de PrP* desencadenaria
el proceso de conversion mediante su unién a PrP* creando un heterodimero que
posteriormente seria transformado en un homodimero de PrP*; en las formas hereditaria de las
EETs la concentracién de PrP* aumenta debido a un efecto desestabilizador de la mutacion y/o
un incremento en la estabilidad del dimero PrP*/PrP* lo que aumenta la probabilidad de que un
dimero se convierta en homodimero de PrP* e inicie el ciclo de replicacion; y finalmente, para
explicar las formas esporadicas, el modelo postula la ocurrencia de un evento molecular muy
infrecuente como la formacidon de un complejo PrP*/PrP* o una mutacion somatica que
conduzca a una formacién de PrP> de forma que la enfermedad se desarrollaria como en el caso

de las hereditarias (Cohen and Prusiner 1998).
Modelo de nucleacion-polimerizacién

A diferencia del modelo anterior, éste propone un equilibrio termodindmico reversible entre
PrP¢ y PrP> en solucién. Debido a la inestabilidad de la PrP* monomérica, ésta tiende a la
agregacion con otras moléculas de PrP* para alcanzar la estabilidad, de forma que el equilibrio
termodindmico se desplaza hacia la formacién de PrP* (Caughey, Kocisko et al. 1995). El proceso
se caracteriza por una fase inicial de latencia en la que varias moléculas de PrP* monoméricas
se agregan estabilizando asi los mondmeros mediante la formacion de un nucleo o semilla
infecciosa. Una vez formado el nucleo vendria la fase de crecimiento del polimero mediante el
reclutamiento y agregacion de PrP* al nicleo en expansion. Probablemente, la posterior
fragmentacion de los agregados de PrP*° aumenta el nimero de nucleos que a su vez pueden

reclutar mas PrP> favoreciendo la cada vez mds rapida propagacion del agente.
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Figura 5: Representacion esquematica de los distintos modelos de conversiéon de priones. A) Modelo de
conversion inducida por molde. B) Modelo de nucleacion-polimerizacién (Figura adaptada de (Aguzzi and Calella
2009)).

Una de las mayores incognitas respecto a la conversion de PrP® a PrP* es la existencia de un factor
X que podria o bien formar parte del agente infeccioso o bien ser un componente celular que facilite la
conversion pero no formar parte del agente. Segin el modelo de conversién inducida por molde, un
factor X, probablemente proteico, catalizaria la formacién del heterodimero (Abid and Soto 2006), por lo
que la deteccién de dicho factor supondria un respaldo importante a este modelo. No obstante, la
generacion de priones recombinantes in vitro con componentes altamente definidos y purificados: PrP
recombinante, ARNm vy lipidos, apuntan a que dicho factor X no es ningun componente proteico
especifico sino mds bien, un componente celular abundante que sin llegar a formar parte del agente
infeccioso podria actuar como asistente de la conversion (Wang, Wang et al. 2010). Otras evidencias que
apoyan también el modelo de nucleacién-polimerizacion frente al de conversion inducida por molde son
los modelos matematicos ((Masel and Jansen 2001), (Masel, Jansen et al. 1999)) y los datos cuantitativos
obtenidos en experimentos de conversién libre de células. Estos ultimos demuestran la necesidad de
oligdmeros mayores que el dimero postulado por el modelo de conversion inducida por molde para
propagar la enfermedad (Silveira, Raymond et al. 2005), asi como la caracterizacién morfoldgica de los
agregados como polimeros no ramificados y de didametro relativo constante ((Prusiner, McKinley et al.
1983), (Jeffrey, Goodbrand et al. 1995)). Aun asi, ambos modelos albergan incégnitas que no permiten la
aceptacion de uno u otro con seguridad, puesto que tanto la existencia y naturaleza del factor de

conversion como la naturaleza de formas intermedias como la PrP*, siguen siendo desconocidas.
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2.3.PrP*

Mas alla de como sucede la conversion, la estructura tridimensional de los oligdmeros y polimeros
de PrP>* también es un campo de investigacion intensiva e igualmente desconocida. La resolucién de la
estructura de la PrP> podria ser la clave para comprender los mecanismos de replicacién, asi como los
de neurotoxicidad o las bases moleculares que definen la barrera de transmision interespecies y la
existencia de diferentes cepas. Sin embargo, la resolucion de la estructura tridimensional de la PrP* se
enfrenta a diversos obstaculos, empezando por la composicion de la PrP*, que al estar formado por
diferentes polimeros de tamafo variado en equilibrio dindmico, dificulta el estudio de la unidad basica
de la PrP* (Silveira, Raymond et al. 2005). También el alto peso molecular de los agregados de PrP**y las
mezclas variables de formas sin glicosilar, monoglicosiladas y diglicosiladas representan un importante
obstaculo para las técnicas biofisicas clasicas como la Cristalografia de rayos X o RMN (Diaz-Espinoza and
Soto 2012). La hidrofobicidad de los agregados de PrP*, insolubles en agua, es otro de los factores que
dificulta su estudio, puesto que en las condiciones requeridas para la mayoria de estudios estructurales,
la PrP** forma agregados no cristalinos que no pueden solubilizarse con detergentes sin comprometer su
infectividad ((Gabizon, McKinley et al. 1987), (Wille, Zhang et al. 1996)). Finalmente, la dificultad a la
hora de purificar PrP* de cerebros debido a su caracter viscoso, se suma a los impedimentos para la
determinacién de su estructura, dada la presencia de contaminantes que co-purifican con la PrP** como
otras proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Diringer, Beekes et al. 1997). No obstante, el gran desarrollo
de las tecnologias para la produccidon de priones infecciosos in vitro, podria dar solucién pronto a la
dificultad de obtener priones infecciosos puros y en cantidades suficientes para los estudios biofisicos,

siempre y cuando se mejore un poco el rendimiento en la obtencién de dicho material.

A pesar de las limitaciones descritas, actualmente se dispone de ciertos datos provenientes
principalmente de técnicas biofisicas de baja resolucion que han generado un nimero considerable de
modelos diferentes (Diaz-Espinoza and Soto 2012). Algunas de las primeras técnicas de baja resolucion
utilizadas fueron el Dicroismo Circular y la espectroscopia FTIR que mostraron la predominancia de la
hoja-B frente a la mayoritariamente o-helicoidal PrP® para diversas cepas y especies ((Pan, Baldwin et al.
1993), (Safar, Roller et al. 1993), (Aucouturier, Kascsak et al. 1999)). También la protedlisis limitada ha
aportado datos relevantes en este sentido puesto que su resistencia parcial a la digestion proteolitica es
conocida practicamente desde la identificacion de la PrP como agente causante (McKinley, Bolton et al.
1983). La PK digiere un fragmento de unos 12 kDa de extremo amino terminal de la PrP*", resultando en

27-30

la forma PrP“"", por su tamafio en Western blot, y que retiene la capacidad infecciosa. Este resultado
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indica que los aproximadamente primeros 90 aminoacidos son prescindibles para la conversion y la
propagacion de la PrP*. La diferente susceptibilidad de diversas cepas a la protedlisis limitada, asi como
las distintas zonas de corte, se utilizan para su distincidn, lo cual también indica que el plegamiento y la
agregacion de cada cepa es ligeramente diferente a otras ((Parchi, Castellani et al. 1996), (Cronier, Gros
et al. 2008)). El mapeo de epitopos accesibles con diferentes anticuerpos monoclonales es otro de los
métodos que ha proyectado algo de luz sobre cémo se estructura la PrP*°. El estudio de la accesibilidad
de determinadas zonas del polimero mediante anticuerpos que reconocen distintos epitopos de la PrP
ha revelado que del residuo 90 al 120 aproximadamente hay una zona inaccesible a menos que se
desnaturalice completamente la PrP mientras que regiones del carboxilo terminal como las que van del
aminodcido 152-163 y de 225-231 son accesibles ((Peretz, Williamson et al. 1997), (Williamson, Peretz et
al. 1998)). También han aportado detalles, en este caso sobre la ultra estructura de los agregados
pridnicos, la microscopia electrénica de transmision (del inglés, Transmission Electron Microscopy, TEM)
((Merz, Somerville et al. 1983), (McKinley, Braunfeld et al. 1986)) y mas recientemente la microscopia de
fuerza atomica (del inglés Atomic Force Microscopy, AFM) (Sim and Caughey 2009). Habitualmente, las
moléculas de PrP aisladas de encéfalo se ven en microscopia electrénica como agregados amorfos de
tamafios heterogéneos aunque mediante exhaustivos protocolos de purificacion que incluye
tratamientos prolongados con proteasa, se desvelan estructuras reconocibles y bien definidas que se
han denominado varillas pridnicas (prion rods, en inglés). Estas varillas de entre 10 y 100 nm de largoy 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 distribucion por tamarfios para las distintas cepas ((Colby, Giles et
al. 2009), (Tixador, Herzog et al. 2010)). A pesar de que no se han podido obtener cristales adecuados de
PrP* a partir de encéfalo para estudiar su estructura mediante cristalografia y difracciéon de rayos X, si
han podido obtenerse patrones de difraccién de baja resolucion de las fibras (Eanes and 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 organizacion fibrilar de diversos amiloides ((Nelson, Sawaya et al. 2005), (Wiltzius,
Sievers et al. 2008)) revelando un motivo estructural denominado cross-8-sheet o spine, en el que la
hojas-P se apilan perpendicularmente al eje longitudinal de la fibra. Los datos obtenidos para la Prp?’*°
muestran un motivo tipico de agregados amiloideos similar al empaquetamiento cross-B habitual de los
amiloideos pero con importantes diferencias ((Wille, Bian et al. 2009). Otra técnica cristalografica

conocida como cristalografia de electrones y que se utiliza para observar elementos que forman cristales
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muy pequefios y con organizacion bidimensional, también ha aportado datos interesantes que derivaron
en uno de los primeros modelos estructurales de la PrP*, la estructura en hélice-B (Govaerts, Wille et al.
2004). Finalmente, otro par de técnicas merecen también su mencidn por proporcionar informacion
sobre limitaciones estructurales a nivel 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 et al. 2002). Aplicada a PrP recombinante
malplegada in vitro, la EPR mostré una disposicion en hoja-B en registro paralela similar a las fibras
amiloideas cldsicas, pero la ausencia de infectividad de la PrP malplegada in vitro pone en duda la
utilidad de dichos datos para la resolucion de la estructura de los priones infecciosos (Cobb, Sonnichsen
et al. 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 nucleo altamente inaccesible al agua compuesto principalmente por hoja-B 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 regidn comprendida entre los
residuos 90 y 140 aproximadamente, apuntando a que diferencias conformacionales especificas podrian

ser responsables de las diferentes caracteristicas de las cepas pridnicas (Smirnovas, Baron et al. 2011).

Todos estos datos obtenidos a partir de técnicas de baja resolucion, han dado lugar a diversos
modelos estructurales propuestos durante las Ultimas décadas. Como muestra, se discutiran algunos de
los modelos mas relevantes como el de hélice-B, el de espiral-B o el de hoja-B en registro cuyas

representaciones pueden verse en la figura 6.
Hélice-B

Este modelo esta basado en los datos obtenidos por microscopia electrénica (ME) en
cristales bidimensionales que encajaban muy bien con una estructura en forma de hélice-p
levégira. Se trata de uno de los modelos mas populares, construido encajando la secuencia de la
PrP sobre un motivo hélice-p conocido. La unidad simétrica basica de la PrP*° estarfa constituida

27-30

por trimeros donde los residuos amino terminales de la PrP (aminoéacidos de 90 a 175

aproximadamente) forman hélices-B levdgiras apiladas horizontalmente con lazos sin estructura
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definida, compuestos por los residuos de 145 a 163 y en los que los agregados mayores se
forman apilando trimeros de PrP verticalmente a lo largo del eje de la hélice. Ademas de un
nuevo plegamiento casi completo del extremo amino terminal, el modelo se caracteriza por
cambios estructurales menores en el extremo carboxilo terminal, donde se sigue conservando
en gran parte la estructura secundaria nativa salvo por la primera hélice-a que cambia a un lazo
(Govaerts, Wille et al. 2004). El modelo viene respaldado por la observacién de que otras
proteinas con motivos B-helicoidales presentan ciertas propiedades bioquimicas similares a la
PrP como la resistencia parcial a la degradacion por proteasas y la propensidon a agregar
((Schuler, Rachel et al. 1999), (Junker, Schuster et al. 2006)). Ademas, un prion de levadura cuya
estructura ha podido ser resuelta mediante técnicas de alta resolucién, HET-s, presenta una
estructura denominada B-solenoide similar a la propuesta en este caso para la PrP> (Wasmer,

Lange et al. 2008).
Espiral-B

Este modelo se basa en simulaciones de dindamica molecular de las fluctuaciones
conformacionales de la PrP en condiciones amiloidogénicas (pH 4cido), utilizando la estructura
de la PrP® como punto de partida. El modelo consiste en un nticleo espiral de hojas-p extendidas
compuestas por 3 cortas ldminas-B (residuos 116-119, 129-132 y 160-164) y una cuarta lamina
aislada (residuos 135-140). Como en el caso del modelo anterior, la formacion de laminas-p
implica un gran cambio conformacional de todo el extremo amino terminal mientras que el
extremo carboxilo terminal se mantiene practicamente intacto conservando incluso las 3
hélices-a caracteristicas de la PrPC. El principal respaldo de este modelo es que concuerda con la
mayoria de observaciones obtenidas mediante las técnicas de baja resolucion, aunque no
satisface del todo datos obtenidos mediante protedlisis e intercambio de hidrégeno-deuterio

(DeMarco and Daggett 2004).
Hoja-B paralela en registro

Este modelo propone una estructura para la PrP* radicalmente distinta a los anteriores,
donde la PrP se presenta como una pila de hojas- paralelas que se disponen en registro, lo que
permite un crecimiento infinito de las fibrillas. El modelo se basa principalmente en datos
obtenidos mediante intercambio de hidrégeno-deuterio acoplado a MS en fibrillas de PrP

recombinante (Cobb, Sonnichsen et al. 2007), asi como en PrP* derivada de encéfalo,
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730 aislado de ratones transgénicos que expresan PrP sin GPI para evitar

particularmente PrP
interferencias debidas a los cambios post-traduccionales (Smirnovas, Baron et al. 2011). Al
contrario que en los modelos anteriores, las PrPs que conforman esta estructura consisten en
laminas-B y giros y/o lazos relativamente cortos entre ellas, sin hélices-a presentes, lo que indica
que la conversién a PrP* implica un nuevo plegamiento completo de la PrP¢ sin conservacién de

ninguno de sus motivos estructurales.

a
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Figura 6. Representacion grafica de distintos modelos de estructura molecular de los agregados de PrP*. A)
Modelo B-helicoidal en que la regiéon N-terminal de la PrP¢ sufre un gran cambio conformacional durante la
conversion hacia un motivo conocido como hélice-B entre los residuos 90 y 177. La regién C-terminal conserva en
cambio la organizacion y estructura a-helicoidal propia de la PrpS. B) Modelo conocido como espiral-B 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. Q)
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-B. Para facilitar la comparacién se ha mantenido la asignacion de
colores a los distintos motivos estructurales en los 3 modelos (De (Diaz-Espinoza and Soto 2012)).
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Actualmente es imposible determinar cudl de estos modelos se acerca mas a la verdadera
estructura de la PrP>, aunque si algo puede concluirse de modelos tan dispares, es lo poco que se sabe
aun sobre los detalles estructurales de la PrP*. De hecho, los modelos anteriores son sélo una muestra
de las posibles estructuras propuestas para la PrP*, puesto que estudios basados en diferentes técnicas
biofisicas y nuevas aproximaciones, dan lugar a una gran diversidad de informacién que trata de
encajarse en modelos igualmente dispares. Un reciente ejemplo es el estudio de la estructura de la Prp*
mediante protedlisis limitada con PK y caracterizacion de los fragmentos de digestion con anticuerpos y
espectrometria de masas. Asi, han sido identificadas las regiones mas accesibles y flexibles que unen las
hojas beta de la PrP*. Junto con las Ultimas interpretaciones de los datos obtenidos por espectroscopia,
que sugieren que la estructura secundaria de la PrP*° estd compuesta casi en su totalidad por hojas-B,
giros y lazos (Cobb, Sonnichsen et al. 2007) y las evidencias obtenidas por difraccién de rayos X de las
fibras (Wille, Bian et al. 2009), que indican una organizacion de las hojas-B en forma de un solenoide de
4 peldanos, han llevado a la propuesta de un nuevo modelo B-solenoide. En este caso, cada peldafio
junto con los lazos o giros que la unen al peldafio siguiente, constaria de unos 36-37 aminodcidos, que

pueden ser asignados gracias a la identificacidn de los lazos realizada mediante protedlisis limitada con

PK, resultando en el modelo que se muestra en la figura 7 (Silva, Vazquez-Fernandez et al. 2015).
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Figura 7. Modelo cualitativo de la estructura B-solenoide para la PrP*. Los residuos aminoacidicos se han
distribuido en los 4 peldafios del solenoide conforme a los datos obtenidos por difraccion de rayos X y por
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protedlisis limitada con PK de una PrP* murina sin GPI. Las Prolinas (azul) y los residuos en los que se da el corte de
la PK (rojo) deben ocupar giros y lazos forzosamente. También se sefialan los residuos del extremo amino terminal
en colores degradados para indicar su irregularidad. Las Cisteinas (verde) que forman el puente disulfuro y los
residuos donde puede darse la glicosilacidn (rosa) estdn también sefialados. Los lazos que conectan los peldafios
entre si se indican con la flecha azul, mientras que los giros en un mismo peldafio estan indicados por los circulos
abiertos (De (Silva, Vazquez-Fernandez et al. 2015)).

Uno de los puntos mds discutidos y en que mas disienten los diferentes modelos es en si realmente
se da una reestructuracion completa del extremo carboxilo terminal globular. La reestructuracién
completa que propone el modelo de hoja-p paralela en registro es la que mejor concuerda con los datos
obtenidos de los estudios de protedlisis limitada, puesto que es dificil de entender la elevada resistencia
a la digestion por proteasas del carboxilo terminal de la PrP* sin un cambio completo de la estructura
respecto a la altamente sensible a proteasas PrP . De hecho, en los dos primeros modelos descritos,
proponen que las hélices-a del extremo carboxilo terminal encaran el exterior de la fibra, por lo que
deberian ser facilmente accesibles a proteasas (Diaz-Espinoza and Soto 2012). No obstante, el modelo
de hoja-B paralela en registro entra también en conflicto con los datos obtenidos por CD y FTIR que
indican que la PrP* contiene un porcentaje importante de hélice-a. Aunque estos datos experimentales
son de dificil interpretacién y las hélices-a detectadas podrian ser un artefacto, hecho respaldado por
recientes observaciones para PrP*° y PrP* sin GPI por FTIR que ponen en duda la existencia de las
hélices-a descritas previamente (Baron, Hughson et al. 2011). Asi pues, queda patente que aun queda
un largo camino que recorrer para llegar al conocimiento detallado de la estructura de la PrP* y mas aun
teniendo en cuenta que aunque la mayoria de PrP* purificada aparece en forma de fibras amiloideas, se
conocen priones altamente infecciosos que no adquieren estructuras fibrilares ((McKinley and Prusiner
1991), (Silveira, Raymond et al. 2005), (Wille, Bian et al. 2009)). Asi que, a pesar de la importancia de
resolver la estructura de agregados amiloideos de PrP altamente infecciosos, es probable que conocer
las estructuras de PrP*° no amiloideo o precursor de las fibras sea también de vital importancia (Kraus,

Groveman et al. 2013).

2.3.1. Neurotoxicidad

El hecho de que existan priones altamente infecciosos tanto en forma de agregados amiloideos
como en ausencia de estas ultraestructuras fibrilares, conduce a otra de las grandes incégnitas que
estan por resolver en el campo de las EETs, la identificacion de las formas neurotodxicas y los
mecanismos por los que causan dicha toxicidad que lleva a la neurodegeneracién. Con la generacion de

los primeros modelos de ratén transgénico sin PrP® se descarté rapidamente que la ausencia de PrP¢ o
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una pérdida de su funcién debida a la conversion a PrP* fuesen la causa de la neurodegeneracién, dado
que los ratones se desarrollaban normalmente (Bueler, Fischer 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 establecida revertia la degeneracidn
espongiforme en sus fases iniciales, previniendo la pérdida neuronal y la progresion de la enfermedad, a
pesar de que la acumulacién de agregados de PrP* extracelulares era comparable a los controles de
fenotipo salvaje en estadios terminales de la enfermedad ((Mallucci, Dickinson et al. 2003), (Mallucci,
White et al. 2007)). Por tanto, queda claro que la toxicidad no viene causada directamente por la PrP*
sino que su neurotoxicidad parece estar mediada a través de la PrPS, como demuestran bien los
experimentos de injertos neurales que expresan PrP° realizados en animales que no la expresan, puesto
que solo el injerto muestra neurodegeneracién al ser infectado con priones (Brandner, Isenmann et al.
1996). En la misma linea, los estudios realizados con modelos animales que expresan la PrP sin GPI, en
los que la acumulacién de PrP* es notable mientras que la neurodegeneracion es minima, respaldan la
idea de que la PrP® no sélo debe estar presente sino ademas debe estar anclada a la membrana
(Chesebro, Trifilo et al. 2005). Ademas, como ya se ha mencionado previamente, también la deteccion
de enfermedades pridnicas con su caracteristica neurodegeneracién pero con niveles minimos de
agregados de PrP*, tanto en humanos (Collinge, Owen et al. 1990) como en modelos animales (Hsiao,
Cass et al. 1991), demuestra una disociacién entre los agregados amiloideos de PrP** y la toxicidad,
apuntando a que podria ser alguna forma intermedia que se genera durante la conversion de PrP¢ a

PrP> la que indirectamente causa degeneracion a través de su interaccién con la PrPc.

El descubrimiento de diversas formas oligoméricas intermedias en la via de formacién de PrP¢ a
PrP* (Baskakov, Legname et al. 2002), algunas de ellas con propiedades neurotdxicas en neuronas en
cultivo (Kazlauskaite, Young 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, Raymond et
al. 2005). La toxicidad de especies oligoméricas de PrP se demostré también utilizando oligédmeros 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, Rezaei et al. 2007). Aun asi, sigue sin saberse cdmo interaccionan entre si la PrP¢ y los
oligdmeros de PrP> o qué vias metabdlicas se disparan debido a dicha interaccién que conducen a la
muerte de las neuronas. Descubrimientos recientes en otras enfermedades neurodegenerativas
relacionadas con malplegamiento de proteinas como la enfermedad de Alzheimer o Parkinson, en las

gque especies oligoméricas precursoras de fibras amiloideas han sido también identificadas como las
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formas mds neurotodxicas ((Walsh, Klyubin et al. 2002), (Danzer and McLean 2011)), han centrado la
atencién en posibles mecanismos comunes de toxicidad, que resultan particularmente interesantes de
entre la gran variedad de mecanismos propuestos para las enfermedades pridnicas (revisado en (Aguzzi

and Calella 2009)).

Uno de los mecanismos comunes mds prometedores que relacionan el malplegamiento de
proteinas con la pérdida neuronal, es que la toxicidad viene mediada por una alteracién de la respuesta
a proteinas malplegadas (del inglés, Unfolded Protein Response, UPR). Este es un mecanismo de
proteccion que se dispara ante el aumento de proteinas malplegadas en el RE para hacer frente al estrés
celular y mantener la homeostasis proteica, reduciendo la sintesis de proteinas temporalmente y
aumentando la produccién de chaperonas. La reduccidon de la sintesis proteica se da mediante el
reconocimiento de proteinas malplegadas por la proteina BiP (del inglés, Binding immunoglobulin
Protein) en el RE 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 reduccion de la traduccion proteica ademas de inducir la traduccion de chaperonas y
la sintesis de lipidos para aumentar la capacidad del RE. Normalmente, la UPR es temporal y la elF2a es
rapidamente defosforilada, lo cual no sucede en los modelos de enfermedad pridnica estudiados, ni en
enfermos de Alzheimer o Parkinson, conduciendo a una sostenida inhibicidn de la expresién de
proteinas sindpticas que acaba en neurodegeneracion. La inhibicion farmacoldgica de la UPR sostenida
en ratones infectados por priones ha demostrado una proteccion neuronal extensa en el hipocampo,
donde no hay apenas pérdida neuronal ni cambios espongiformes (Halliday and Mallucci 2014). Sin
embargo, a pesar de este y otros avances prometedores hacia una mayor comprensién de los
mecanismos moleculares causantes de la neurodegeneracidn, ain queda mucho por entender acerca de

los complejos y probablemente diversos fendmenos que ocurren en el curso de las patologias pridnicas.

2.3.2. Rutas de adquisicion y dispersion

También cabe destacar otros aspectos de vital importancia en el caso de las enfermedades
pridnicas de origen infeccioso y que tampoco se conocen en detalle, que son las posibles rutas de
adquisicion de priones desde el medio y cémo alcanzan el sistema nervioso central (SNC). Aunque la
forma mas rapida y eficiente para inducir la enfermedad pridnica en modelos experimentales es la
inoculacion intracerebral con homogenizados de encéfalo de animales infectados (revisado por (Aguzzi
and Calella 2009)), es evidente que no sucede lo mismo en las infecciones que se dan de forma natural.

En el medio ambiente, la adquisicion de priones podria darse por diversas vias, algunas descubiertas en
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modelos experimentales y condiciones de laboratorio, y otras observadas en enfermedades transmitidas

de forma natural.

La via oral de adquisicién de priones es una de las formas mds conocidas de transmisién, tanto en
condiciones experimentales (Fox, Jewell et al. 2006) como en enfermedades que han adquirido tintes
epidémicos por consumo de tejidos infectados como en el caso del Kuru (Collinge, Whitfield et al. 2006),
la EEB (Anderson, Donnelly et al. 1996) o la vECJ (Hilton 2006). En el caso de la ingestion de priones, se
sabe que éstos se adsorben en la mucosa del intestino y las placas de Peyer, nédulos linfaticos que
recubren interiormente la mucosa del intestino, desde donde son transferidos a la superficie de las
células dendriticas foliculares del tejido linfatico que los transportan hasta los nervios entéricos donde

acaban invadiendo el SNC ((Aguzzi, Heikenwalder et al. 2007), (Wathne and Mabbott 2012)).

Para otras rutas de adquisicion, como pueden ser mediante inyeccién en la lengua, parece que la
invasion del SNC se da directamente a través de los nervios craneales (Bartz, Kincaid et al. 2003),
mientras que para otras vias que se han probado efectivas en animales de experimentacién como las
inyecciones intravenosas o intraperitoneales, el sistema linforeticular esta claramente implicado como
en el caso de la adquisicion oral. Se conoce desde hace mucho que tanto el bazo (Fraser and Dickinson
1970) como los nédulos linfaticos (Pattison and Millson 1962) de animales infectados son infecciosos y a
partir de esos primeros descubrimientos una gran cantidad de estudios han desvelado la participacion
de diversas células del sistema inmunoldgico en la patogénesis periférica de las EETs. Particularmente,
se detectaron niveles de expresién moderados de PrP¢ en linfocitos circulantes (Cashman, Loertscher et
al. 1990) y poco después se demostré que la ausencia de dichos linfocitos impedia la adquisicion de
priones por via periférica, mientras que no tenia ninglun efecto si los priones eran directamente
inyectados en el SNC (Kitamoto, Muramoto et al. 1991). El mismo estudio determino también que es en
las células dendriticas foliculares donde se acumula la PrP* en los nddulos linfaticos. Posteriormente se
observé que los linfocitos circulantes no requerian de expresiéon de PrP¢ para el desarrollo de la
patologia periférica, lo que sugiere que actian como simples transportadores de PrP> a los nédulos
linfaticos, donde la propagacién o acumulacién de PrP* parce ser dependiente de las células dendriticas
foliculares (Aguzzi 2001). No obstante, experimentos con diferentes cepas de priones revelaron
resultados contradictorios en este sentido, pues en algunos casos los linfocitos resultaron irrelevantes
para la progresion de la patologia periférica, indicando asi que distintas cepas requieren diferentes tipos

celulares para alcanzar el sistema linforeticular (Shlomchik, Radebold et al. 2001).
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Asi pues, aunque estd claro que el sistema inmunoldgico forma una parte importante de la
patologia periférica de las EETs, aun queda por aclarar qué células son responsables de dicha
propagacién periférica. La participacion del sistema inmunoldgico va mas alld en la patologia periférica
de las enfermedades pridnicas, puesto que una infeccion exitosa requiere la capacidad de evadirlo, lo
que no se sabe cdmo sucede en el caso de los priones. Probablemente, la respuesta inmunoldgica estd
restringida por el hecho de ser una proteina que se expresa también de forma enddgena aunque
malplegada y posiblemente también porque los epitopos conformacionales deben ser de dificil acceso
debido al empaquetamiento vy las grandes glicosilaciones de los multimeros de PrP* (Kraus, Groveman
et al. 2013). No obstante, una vez los priones alcanzan el SNC, se da una notable activacién de la
microglia cuya ablacién farmacolégica produce un incremento significativo de PrP*° (Heppner, Arrighi et
al. 2001). El proceso de transporte de los priones infecciosos del sistema linforeticular, generalmente
desde el bazo hasta el SNC, seria la segunda fase del proceso de neuroinvasidén y se cree que se da a
través de los nervios periféricos. Concretamente, la inervacion de los organos linfaticos es
principalmente simpatico (Felten, Felten et al. 1985) y diversos estudios han sugerido que es por esta via
por la que la PrP* alcanza el SNC, destacando que diversas formas de simpatectomia producen un
significativo retraso de la neuroinvasidn y por tanto, de las enfermedades pridnicas (revisado en (Aguzzi
and Calella 2009)). El mecanismo por el que la PrP* pasa del sistema linforeticular al sistema nervioso
sigue sin conocerse en detalle, aunque se ha sefalado el posible papel de las células dendriticas
foliculares en ello, puesto que la reduccion de la distancia entre estas células y las terminaciones
nerviosas que inervan los érganos linfaticos resulta en un aumento de la entrada de priones al SNC
(Prinz, Heikenwalder et al. 2003). Hay tres hipdtesis que proponen diferentes via por las que los priones
podrian alcanzar las neuronas desde el sistema linforeticular, i) mediante contacto célula-célula, ii)
mediante transporte vesicular o iii) bien, a través de priones que flotan libremente en el medio
extracelular. Hay evidencias in vitro que respaldan las tres hipdtesis, descartando asi un posible rol
exclusivo de alguna de las tres vias y por tanto, podria ocurrir que las tres formas de neuroinvasion

tengan su papel in vivo (revisado por (Aguzzi and Calella 2009)).

Cualquiera que sea la forma en la que los priones alcanzan el sistema nervioso periférico y aunque
se sabe que el nivel de expresién de PrP modula el transporte intranervioso, aun no se conoce en detalle
como son transportados los priones en los nervios periféricos (Glatzel and Aguzzi 2000). De acuerdo con
la hipétesis de “sélo proteina”, se podria suponer un mecanismo donde la PrP* infiltrada desde el tejido
linforeticular irfa malplegando la PrP® residente en la superficie de las células del sistema nervioso,

propagandose secuencialmente hasta llegar al SNC. Aunque puramente especulativo, este modelo
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encaja bien con la extremadamente lenta velocidad de propagacion neuronal de los priones (Kimberlin,
Field et al. 1983). Sin embargo, mecanismos de transporte axonal y no axonal podrian estar implicados,
asi como otras células del sistema nervioso como las células de Schwann (revisado en (Aguzzi and Calella
2009)). La mayor parte de las evidencias a favor de un transporte axonal, en el que la PrP** seria recogida
en las terminaciones de los nervios periféricos y transportado de forma retrégrada al SNC por algun
mecanismo posiblemente asociado a microtubulos, provienen de estudios realizados por inoculacién
intraocular, por donde se accede directamente al sistema nervioso periférico (Fraser 1982). La
adquisicion de enfermedades pridnicas humanas iatrogénicas debidas a trasplantes de cérnea también
respaldan la existencia de un mecanismo de transporte axonal, de forma retrégrada del cerebro a la
cornea y de forma anterdgrada desde la cornea al SNC (Maddox, Belay et al. 2008). No obstante, los
posibles mecanismos de transporte de priones dentro del SNC siguen sin aclararse dada la dificultad
para su estudio, pudiéndose volver aun mas complicado si cada una de las diferentes cepas de priones

utilizan distintas vias de propagacion tal y como se sospecha (Bartz, Dejoia et al. 2005).

Finalmente, e independientemente de cémo tenga lugar la neuroinvasion, el ciclo vuelve a empezar
cuando los priones son liberados al medio natural por un animal infectado por mecanismos igualmente
desconocidos. Asi, por ejemplo para la EDC de cérvidos, que es uno de los mejores ejemplos de
transmisibilidad in vivo por su caracter epidémico, se ha reportado infectividad en piel, heces, orina,
leche, secreciones nasales, saliva y placenta de animales infectados vivos y por supuesto, en los
cadaveres de animales ((Gough and Maddison 2010), (Haley, Mathiason et al. 2011), (Tamguney, Richt
et al. 2012)). Teniendo en cuenta la elevada resistencia de los priones a gran variedad de agentes que
inactivan otros patdgenos, no es dificil suponer que los priones que se liberan de animales infectados
persisten en el medio durante largos periodos de tiempo, de donde son adquiridos por animales sanos

(Kraus, Groveman et al. 2013).

2.3.3. Fenémeno de cepas

Uno de los fendmenos mas misteriosos de la biologia de los priones es la existencia de distintas
cepas. Este fendmeno es uno de los que mas ha hecho cuestionar la hipdtesis de “sélo proteina”, dado
gue una misma secuencia de aminodacidos puede dar lugar a distintas cepas de priones capaces de
generar distintos fenotipos de enfermedades pridnicas cuando son transmitidas a un mismo
hospedador. Estas caracteristicas fenotipicas no sélo son evidentes en cuanto a la sintomatologia, sino
también en relacién al patron de depdsitos de proteina agregada, periodo de incubacion, perfil de lesién

histopatoldgica y areas de dianas neuronales especificas (Bruce and Fraser 1991). El periodo de
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incubacion de la enfermedad y el perfil de lesiones se utilizan para la identificacion y su clasificacion

mayoritariamente (Bruce 2003).

La especificidad de las cepas, de acuerdo con la hipdtesis de “sélo proteina”, vendria determinada
por la estructura terciaria y/o cuaternaria de la proteina pridnica, como indicaron los estudios realizados
al respecto con dos cepas claramente distinguibles que pueden propagarse en hamsteres, Hyper (HY) y
Drowsy (DY). Ademas de observarse dos fenotipos completamente diferentes en cuanto a la
manifestacion de la enfermedad, durante la purificacién de la PrP*, también se observaron ciertas
diferencias en las propiedades fisicoquimicas de los priones causantes de una u otra sintomatologia en
cuanto a las velocidades de sedimentacion y resistencia al tratamiento con agentes desnaturalizantes
(Bessen and Marsh 1992). Asi mismo, también se observo que tras haber tratado las muestras extraidas
con PK, se generaban dos nucleos resistentes de diferentes tamafios de acuerdo con su distinta
movilidad electroforética (Bessen and Marsh 1994). Al no hallarse ninguna otra diferencia, se concluyé
que este procesamiento distintivo de dos proteinas con idéntica secuencia primaria de aminodacidos
podia explicarse como consecuencia de diferencias estructurales, de modo que el plegamiento
diferencial permite que se expongan residuos aminoacidicos que de otra forma serian inaccesibles a la
PK. De todas formas, dado el desconocimiento acerca de la estructura cuaternaria de la PrP*, resulta
imposible corroborarlo a dia de hoy, asi como determinar en qué consisten dichas diferencias

estructurales y como dictan las diferencias fenotipicas descritas.

Otro rasgo caracteristico y especifico de cada cepa pridnica es que presentan proporciones
distintivas de PrP diglicosilada, monoglicosilada y no glicosilada que se mantienen ademas estables
durante multiples pases de inoculacién seriados en modelos animales ((Collinge, Sidle et al. 1996),
(Race, Meade-White et al. 2002)) e in vitro (Castilla, Morales et al. 2008). Esto sugiere que las cepas de
prion podrian estar codificadas en una combinacion basada no sélo en la conformacién de la PrP, sino
también en su patrdén de glicosilacidn. Sin embargo, el descubrimiento de priones que no presentan este
patrén de tres bandas tras la digestién con PK ha hecho que se distingan dos grandes grupos de cepas
pridnicas. Por un lado, las clasicas, que presentan el patrén de tres bandas con diferentes proporciones
segun la cepa; y por otro lado las atipicas, que ademas de poder presentar las tres bandas aunque
generalmente mal definidas, se caracterizan por presentar fragmentos internos de la PrP resistentes a
PK y escindidos de los extremos amino y carboxilo de entre 6 y 8 kDa segln la cepa de prion. Se han
identificado cepas de priones atipicas en humanos con GSS ((Parchi, Chen et al. 1998), (Tagliavini,

Lievens et al. 2001)) o con una enfermedad pridnica de reciente descubrimiento y que se ha
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denominado VPSPr) (Gambetti, Dong et al. 2008). Por ultimo, también en pequefios rumiantes con
scrapie se ha descrito una cepa atipica denominada Nor98 (Pirisinu, Nonno et al. 2013). Curiosamente,
en el ganado bovino donde predomina la cepa clasica de EEB, se han detectado otras cepas que,
aunque se han denominado como atipicas, presentan un patrén tribanda sélo distinguibles por su

particular movilidad electroforética (Balkema-Buschmann, Fast et al. 2011).

Una de las caracteristicas mas sorprendentes de las cepas pridnicas es que afectan a diferentes
areas del cerebro, mostrando dianas neuronales especificas que llevan a distintos signos clinicos y
patrén de deposicion de PrP* en el cerebro. A pesar de que este fendmeno de tropismo celular se ha
estudiado de forma intensiva en una gran variedad de lineas celulares capaces de propagar distintas
cepas de priones, aun se desconoce qué es lo que define el tropismo de cada una (Mahal, Baker et al.
2007). Se ha postulado que el comportamiento de cepa podria estar definida por la estructura
supramolecular del prion que influiria en su habilidad de unirse o interaccionar con moléculas
especificas, como por ejemplo distintos receptores celulares, y que por consiguiente, su capacidad de
propagacion seria dependiente de un tipo celular especifico (revisado en (Aguzzi and Calella 2009)). Esta
hipdtesis implicaria que el tropismo celular de las distintas cepas de priones estaria controlado por la
existencia de cofactores celulares especificos, ya sean chaperonas, receptores especificos de captacidn,
especies de ARN, entorno lipidico particular, PrP modificadas post-traduccionalmente de forma
especifica o un entorno subcelular particular; basandose en la suposicién de que los cofactores que
sustentan la conversion de distintas cepas existen en tipos celulares definidos (Aguzzi, Heikenwalder et
al. 2007). Otras teorias proponen en cambio que, como el proceso de glicosilacién difiere en distintos
tipos celulares, el patrén de glicosilacién de la PrP* podria actuar como guia del mismo hacia una regién
determinada del SNC (Collinge, Sidle et al. 1996). Asi, se postula que las glicoformas concretas de Prp*
podrian propagarse de forma mas favorable en poblaciones neuronales que expresan una glicoforma
similar de PrP® en la superficie celular (Collinge 2001). No obstante, al igual que la mayoria de las
cuestiones planteadas en este apartado para la PrP*, parece que se requiere de la determinacién previa
de la estructura tridimensional del prion para una mayor comprensién de los mecanismos moleculares

que rigen el fendmeno de cepa.

3. Barrera de transmision

La capacidad de algunos priones para infectar individuos de otras especies diferentes a aquella de la
que proceden se conoce casi desde el inicio del descubrimiento de las EETs, cuando Gajdusek y

colaboradores pudieron inducir experimentalmente el Kuru en chimpancés (Gajdusek, Gibbs et al.
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1966). Desde entonces, la transmision interespecies de las enfermedades pridnicas se ha observado en
la naturaleza en algunas especies, como la transmisién de la EEB a seres humanos causando la variante
de la ECJ (Weissmann and Aguzzi 1997) y ha sido investigada intensivamente en modelos animales,
principalmente en ratones transgénicos que expresan PrP de otros mamiferos ((Scott, Foster et al.
1989), (Race, Priola et al. 1995), (Telling, Scott et al. 1995), (Castilla, Gutierrez Adan et al. 2003), (Castilla,

Gutierrez-Adan et al. 2004), (Kong, Huang et al. 2005)), debido a su potencial zoonético.

Sin embargo, la propagacion de priones entre diferentes especies animales esta restringida, al
menos en parte, por un fendmeno denominado barrera de transmisién o barrera de especie, que se
define como la dificultad que presentan algunas cepas de priones para transmitirse a una especie
diferente de la que proceden y que se traduce en una prolongacion del tiempo de incubacién y/o una
tasa de ataque incompleta, es decir, en que no todos los animales inoculados desarrollan la enfermedad
(Dickinson 1976). Habitualmente ocurre que en una primera inoculacién de un prion en animales de otra
especie, no todos los individuos desarrollen la enfermedad y que los que la desarrollan lo hagan con
periodos de incubacidon mas largos y variables que los observados para la transmisidon de priones entre
animales de una misma especie. Estos tiempos de incubacion se van reduciendo a lo largo de pases o
inoculaciones sucesivas en la nueva especie hasta que finalmente se estabilizan, pudiendo cuantificarse
en cierta manera el grado de barrera existente midiendo la reduccién del tiempo de incubacién que se
da entre un primer y segundo pase. Sin embargo, una cuantificacion mas rigurosa requiere de estudios
comparativos de titulacion, en que animales de la especie donante y de la especie receptora son
inoculados con diluciones seriadas del indculo pridnico comparandose la Dosis letal 50 (del inglés, Lethal
Dose 50%, LD50) media de cada especie (Collinge 2001). No obstante, la cuantificacién de una barrera es
posible Unicamente cuando ya se conoce su transmisibilidad, cuando lo realmente necesario seria un
método de prediccion del grado de barrera de transmision existente entre una especie y otra para
evaluar la posibilidad de nuevas epidemias de origen zoonédtico. Una herramienta inexistente
actualmente debido a que no se conoce en detalle qué determina el grado de la barrera de transmision

interespecies.

Se creia que dicha barrera podria deberse a un efecto acumulativo de factores tales como la
eficiencia de conversidén y la patologia causada por la cepa seleccionada ((Kimberlin, Cole et al. 1987),
(Kimberlin, Walker et al. 1989)). Sin embargo, parece ser que la causa principal de este fendmeno son
las diferencias en la estructura primaria de la PrP que puede haber entre la especie donante y en la

especie receptora ((Prusiner, Scott et al. 1990), (Scott, Foster et al. 1989), (Scott, Groth et al. 1993)). En
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estos estudios iniciales se utilizaron ratones transgénicos que expresaban la PrP de hamster junto con la
enddgena de ratén, donde se demostrd que al ser infectados con priones de ratdén se producian casi
exclusivamente agregados de PrP>° de ratén, mientras que al ser infectados con priones de hamster se
formaban mayoritariamente agregados compuestos por PrP*° de hamster (Prusiner, Scott et al. 1990). La
estrecha relacién entre el grado de barrera de transmision y las secuencias aminoacidicas de la PrP del
donante y receptor de la infeccion ha quedado posteriormente corroborada por una gran variedad de
estudios. Entre ellos, aquellos realizados en animales que expresan PrP de dos especies y que muestran
un retraso en la aparicidon de signos clinicos frente a animales que expresan Unicamente la PrP de
secuencia idéntica al prion utilizado ((Browning, Mason et al. 2004), (Windl, Buchholz et al. 2005)) o
aquellos experimentos realizados con animales que expresan PrP quiméricas, con la intencién de
localizar las regiones clave para la barrera ((Scott, Safar et al. 1997), (Kupfer, Eiden et al. 2007)). No
obstante, la situacién es mas compleja ya que también se ha observado que cada cepa de prion muestra
unas propiedades propagativas especificas en otras especies observandose que dos cepas distintas que
contienen la misma secuencia de aminoacidos, su transmisibilidad puede variar ((Collinge, Palmer et al.
1995), (Hill, Desbruslais et al. 1997)). La importancia de la similitud de secuencias también esta
respaldada por los fendmenos de barrera de transmisién observados en una misma especie que
presenta variantes polimédrficas de PrP, siendo los ejemplos mas conocidos de ello la diferente
susceptibilidad de los ratones de genotipo a y genotipo b, cuyas PrPs difieren en dos residuos
aminoacidicos y muestran tiempos de incubaciéon muy dispares en funcién de la cepa pridnica inoculada
(Carlson, Goodman et al. 1988), o los diversos polimorfismos que aparecen en las PrP ovinas y que
determinan su mayor o menor susceptibilidad a determinadas cepas de scrapie ((Laude, Vilette et al.
2002), (Truscott and Ferguson 2009)). No obstante, la relacién entre similitud de secuencias primarias
entre PrP* y PrP® y el grado de barrera de transmisién no es directa, ya que la sustitucion de
determinados residuos aminoacidicos puede tanto ejercer un efecto insignificante en la transmisibilidad,
como llegar a prevenir la transmision de la enfermedad o al menos su desarrollo en vida del animal
infectado ((Priola and Chesebro 1995), (Hill, Joiner et al. 2000), (Barron, Thomson et al. 2001), (Vorberg,
Groschup et al. 2003)). La deteccion de dichas regiones o residuos determinantes de la barrera de

transmision se ha tratado de llevar a cabo intensivamente en una gran variedad de modelos.

En modelos animales, los estudios mas significativos se realizaron inicialmente mediante el estudio
de la barrera de transmisidon entre hamster y ratén, ya que al ver que la barrera de transmisién era
mayor entre estas dos especies que entre especies mas cercanas entre si como diferentes especies de

hamster, se sospechd que la barrera de transmision dependia de las diferencias en las secuencias de PrP
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(Lowenstein, Butler et al. 1990). Esto llevé a los estudios ya descritos en que ratones transgénicos
coexpresan las PrP de hamster y raton (Prusiner, Scott et al. 1990), y de ahi a generar animales
transgénicos que expresan PrP quiméricas compuestas por diferentes partes de ambas proteinas, una
con 5 de las 16 mutaciones que distinguen la PrP de hamster de la de ratdn y la otra con sdlo dos de las
anteriores mutaciones. Al ser inoculados con priones de ratén o de hamster, se vio que los que mas
diferencias presentaban con la PrP de ratdén eran mas susceptibles a los priones de hamster, mientras
que los que presentaban soélo dos sustituciones correspondientes al hamster se comportaban
practicamente como ratones de genotipo salvaje al ser inoculados con la misma cepa, mientras que con
una cepa diferente mostraban mayor susceptibilidad (Scott, Groth et al. 1993). Asi, se corroboré que
pequefias variaciones de la secuencia de la PrP podian alterar de forma drastica la susceptibilidad del
hospedador, pero que ademas de la similitud de secuencias entre PrP¢ y PrP*, factores que determinan
las distintas cepas también ejercen una gran influencia. Y mas importante, que mediante la inoculacién
de los priones quiméricos, podia transmitirse la enfermedad pridnica originaria de hamster a ratones y
viceversa, demostrando que la superacion de determinadas barreras de transmision puede alterar las
propiedades de la cepa pridnica. Otra clara demostracidén de este fendmeno de adaptacion y cambio de
propiedades de una cepa al superar determinadas barreras de transmision se realizd mediante
inoculacion y adaptacion a través de tres inoculaciones seriadas de la EDC de cérvidos en hurones
(Mustela putorius). La EDC no puede infectar hamsteres directamente, pero si tras su adaptacion al
hurdn (Bartz, Marsh et al. 1998). Los modelos in vitro y cultivos celulares han servido para afinar qué
residuos o regiones son los mas relevantes en determinadas barreras, dado que permiten evaluar
diversas cepas sobre un gran numero de diferentes PrPs de forma mads rdpida que lo que permite la
experimentacién in vivo. De esta forma, se utilizé por ejemplo el ensayo libre de células para estudiar
en detalle la barrera de transmisién entre ratones y hamsteres la cual se habia estudiado previamente in
vivo. Los resultados mostraron que el grado de conversion in vitro se correlacionaba con lo visto in vivo y
se refinaron las posiciones criticas involucradas en la barrera entre raton y hamster a tres residuos

aminoacidicos concretos (Kocisko, Priola et al. 1995).

Dado que la PMCA replica la propagacion de priones que podria suceder in vivo, manteniendo las
propiedades de cepa, resulta una herramienta muy util para evaluar las barreras de transmision
(Fernandez-Borges, de Castro et al. 2009). Su correlacién con lo que sucede in vivo ha sido demostrada
en diversas ocasiones, como por ejemplo en el caso 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 muestran propiedades idénticas al ser inoculados en animales (Green, Castilla et al. 2008). Asi,
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la PMCA permite el uso de un gran numero de diferentes cepas de priones sobre diversas PrP
polimérficas y evaluar de esta forma las barreras de transmision dificiles de evaluar in vivo (Fernandez-
Borges, de Castro et al. 2009). Uno de los ejemplos mas claros de la utilidad de la PMCA para evaluar y
superar barreras de transmision es el realizado con priones de ratén y hamster, dos de los modelos mas
utilizados para el estudio de las enfermedades pridnicas. Mediante PMCA, se consiguié adaptar un prion
de hamster a ratén en 2-3 semanas, lo que in vivo requirié al menos 3 o 4 pases seriados de inoculacion,
demostrando asi que la PMCA permite cruzar las mismas barreras existentes in vivo con gran rapidez
(Castilla, Gonzalez-Romero et al. 2008). No obstante, la relativa facilidad con la que la PMCA supera las
barreras de transmisién in vitro la convierten en una de las mayores desventajas de la técnica. Este
hecho se evidencia cuando algunas barreras que nunca se habian cruzado in vivo, ni siquiera utilizando
animales transgénicos con sobreexpresion de PrP (Sigurdson, Manco et al. 2006) han sido superadas
utilizando la PMCA. Estos problemas, se han solucionado al menos parcialmente, estableciendo
parametros controlados empiricamente respecto a un estandar en lo que se refiere a numero de
sonicaciones en cada ronda de PMCA y nimero de rondas seriadas de PMCA, evitando asi la probable
conversion de cualquier PrP de mamifero en PMCA siempre que se utilicen las semillas adecuadas y un

suficiente numero de rondas (Fernandez-Borges, de Castro et al. 2009).

Los modelos celulares ofrecen también una alternativa a los estudios in vivo y no cuentan con la, a
veces excesiva, eficiencia de técnicas como la PMCA, aunque presentan otras desventajas. A pesar de
que en los ultimos 40 anos se han desarrollado diversos modelos celulares, tanto de cultivos primarios
como de lineas celulares establecidas, la mayoria solo son capaces de propagar un rango limitado de
cepas pridnicas generalmente de origen murino. Ademas, diferentes clones de una misma linea celular
muestran diferente susceptibilidad a las mismas cepas pridnicas, como es el caso de una de las lineas
celulares mas populares: las células derivadas de neuroblastoma de ratén denominadas N2a y sus
subclones (revisado en (Fernandez-Borges, Erana et al. 2013)). A pesar del limitado rango de barreras
que permiten estudiar, se han utilizado con éxito para el estudio de la barrera de transmisién entre
ratones y hamsteres, afinando los residuos criticos en la barrera a regiones y aminoacidos concretos
(Priola and Chesebro 1995). No obstante, algunas de las limitaciones mencionadas para los modelos
celulares han ido resolviéndose desde 2001, como la restriccion a priones de roedores mediante el
desarrollo de nuevas lineas celulares no necesariamente provenientes de células del SNC, capaces de
propagar una infeccién pridnica mediante expresiéon de PrP® de determinadas especies como la linea
celular epitelial RK13, proveniente de epitelio renal de conejo (revisado en (Fernandez-Borges, Erana et

al. 2013)). La utilidad de estos y otros muchos modelos in vitro e in cellulo de propagacién pridnica para
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evaluar barreras de transmisién es evidente por su mayor simplicidad y rapidez, a pesar de no
reproducir completamente aspectos importantes de las EETs como la neurotoxicidad, la compleja
estructura cerebral o la gran variedad de células y componentes del SNC que podrian jugar un papel en

la patologia.

No obstante, el uso coordinado de todo tipo de modelos y técnicas disponibles es necesario para la
determinacion de un tema tan complejo como las barreras de transmision interespecies, como
ejemplifica la identificacién de regiones de la PrP que podrian tener gran relevancia para un elevado
numero de especies y cepas como el denominado lazo rigido que separa la segunda hélice-a de la
segunda lamina-B. A pesar de que las secuencias primarias y las estructuras tridimensionales de la
proteina PrP determinadas por RMN estdan muy conservadas entre los distintos mamiferos (Wopfner,
Weidenhofer et al. 1999), el lazo rigido a2-B2 muestra una alta diversidad de secuencia y constituye una
caracteristica exclusiva de cérvidos (Gossert, Bonjour et al. 2005), equinos (Perez, Damberger et al.
2010) y lepdridos (Vorberg, Groschup et al. 2003) y puede ser una clave en la barrera interespecies
(Billeter, Riek et al. 1997). De hecho, las dos substituciones (S170N y N177T) que son responsables de la
rigidez del lazo en cérvidos (Gossert, Bonjour et al. 2005), modulan su susceptibilidad frente diferentes
cepas de prion y los ratones que expresan el lazo rigido (TgMoPrP170,174), muestran una barrera de
transmision para cepas murinas con tiempos de incubacién muy largos ((Sigurdson, Nilsson et al. 2010),
(Kyle, John et al. 2013)), mientras que la cepa de cérvido EDC fue capaz de infectar este modelo animal
mostrando tiempos de incubacidon muy cortos (Sigurdson, Nilsson et al. 2010). Mediante PMCA, se han
replicado los estudios realizados in vivo con gran rapidez y se ha estudiado qué residuos de esta zona
participan mas activamente en la barrera, permitiendo entre otros, el desarrollo de modelos
moleculares que podrian explicar y por tanto, predecir in silico las barreras de transmision interespecies

(Kurt, Jiang et al. 2014).

Por ultimo, cabe destacar que ademas de la secuencia primaria de la PrP y su estructura
tridimensional se ha sugerido la contribucién de otros componentes en la barrera de transmisién, como
cofactores de interaccion que intervienen en la eficiencia de la propagacion, aunque todavia no hayan

sido caracterizados (Deleault, Kascsak et al. 2010).
3.1. Especies resistentes a enfermedades pridnicas

Un aspecto particularmente interesante derivado de los experimentos de transmisidén, es el

desarrollo del concepto de especies resistentes a las enfermedades pridnicas. En el estudio de cualquier
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enfermedad infecciosa se aspira a encontrar individuos resistentes a la misma dada su incalculable
utilidad en el desarrollo de terapias y como tal, las enfermedades pridnicas, mortales y sin tratamiento
posible, no son una excepcién. Como se ha mencionado anteriormente, desde la descripcidn inicial de la
tembladera de las ovejas, la lista de EETs y animales susceptibles a esta familia de este tipo de
enfermedades ha ido aumentando. Sin embargo, al mismo tiempo se han ido describiendo especies
aparentemente resistentes a EETs, es decir, animales en los que no se ha descrito la enfermedad a pesar
de compartir nichos ecolégicos con especies que las padecen, como es el caso de conejos y ovejas
(Fernandez-Borges, Chianini et al. 2012). El caso de los conejos es particularmente interesante, puesto
que el hecho de utilizarse como animal de experimentacidn también ayudé a la consideracién de los
lepdridos como especies resistentes a las enfermedades pridnicas. Ya desde antes de que se tuviera idea
de la naturaleza del agente infeccioso, se realizaron diversos intentos de inoculaciones experimentales
de conejos con la cepa de scrapie adaptada a ratdn ME7 sin ningln éxito aunque esta misma cepa
resulta facilmente transmisible a ovejas, ratones, hamsteres y topillos rojos (Microtus agrestis) (Barlow
and Rennie 1976). Asi mismo, inoculaciones con otras cepas como ECJ o Kuru tampoco consiguieron
inducir la enfermedad (Gibbs and Gajdusek 1973), indicando la posibilidad de que los conejos fueran
resistentes a las enfermedades pridnicas independientemente de la cepa utilizada. La epidemia de EEB
acaecida en Europa contribuyé en gran medida a mantener el concepto de especies resistentes a EETs
frente al de virulencia dependiente de cepa. A esto contribuyd la existencia de informes de infeccidn
por EEB de diversos animales exdticos en zooldgicos pero ausencia de EETs en otros animales
igualmente expuestos a los mismos contaminantes (Fernandez-Borges, Chianini et al. 2012). La elevada
susceptibilidad de algunas especies frente a la aparente resistencia de otras filogenéticamente cercanas
y con tiempos de vida media similares, llevd a la consideraciéon de que equinos, canidos y lepdridos
podrian ser resistentes a las enfermedades pridnicas, pues no adquirian EEB a pesar de haber sido
expuestos a los mismos piensos contaminados ((Kirkwood and Cunningham 1994), (Sigurdson and Miller
2003)). Desde entonces, los conejos han sido principalmente estudiados como modelo experimental de
animal resistente, habiendo menos datos sobre canidos y equinos por las dificultades de uso como

animal de experimentacion (Fernandez-Funez, Zhang et al. 2011).

No obstante, el concepto de especies resistentes a enfermedades pridnicas debe manejarse con
extrema cautela, ya que el hecho de no haber casos naturales descritos, ni infecciones experimentales
exitosas, puede ser insuficiente para la clasificacion de una especie como resistente. Las
generalizaciones sobre la susceptibilidad o resistencia de una determinada especie a infecciones

pridnicas son practicamente imposibles dado que podria haber tantas enfermedades pridnicas
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diferentes como cepas identificadas. Ya se ha visto que diferentes cepas de EET pueden afectar a
diferentes especies y tejidos, con diferentes tiempos de incubacion y manifestaciones clinicas, por lo
que predecir si una cepa podria transmitirse o no a otra especie resulta imposible. Ademas, los
fendmenos de adaptacion que pueden padecer determinadas cepas pridnicas al infectar nuevas
especies hacen aln mds arriesgado clasificar determinadas especies como resistentes a priones, puesto
gue podria ser que simplemente no se hubiese dado con la cepa adecuada (Chianini, Fernandez-Borges
et al. 2013). También la ruta de infeccidén juega un importante papel en la transmisibilidad de las EETs asi
como la capacidad especifica de cepa de replicar de forma extraneural (Beringue, Herzog et al. 2012),
siendo habitualmente responsable de la virulencia que presenta cada cepa en una determinada especie.
Un ejemplo de transmisibilidad excepcional es el caso del scrapie, que a pesar de haber demostrado una
gran virulencia en ganado ovino y caprino durante siglos, nunca se ha visto transmisidén natural a otras
especies, hasta el punto de que se considera no virulento para humanos (Chianini, Fernandez-Borges et
al. 2013). Sin embargo, resulta imposible predecir su habilidad para adaptarse a otras especies y
descartar fendmenos como el observado para la EEB, que cuando es transmitido a oveja se vuelve mas
virulento para el ganado bovino y adquiere ademas un rango de hospedador mas amplio (Padilla,

Beringue et al. 2011).

También los nuevos métodos in vitro desarrollados para la propagacién de priones, han demostrado
la necesidad de extrema cautela a la hora de clasificar especies como resistentes a infecciones pridnicas.
El ejemplo mas claro de ello es el estudio realizado por Chianini y colaboradores que demuestra que los
conejos no son resistentes a enfermedades pridnicas. En este estudio, mediante la técnica de PMCA se
consiguieron propagar priones de diversos origenes en homogenizado de encéfalo de conejo, que
posteriormente causaron enfermedad pridnica en conejos al ser inoculados intracerebralmente. La
supuesta resistencia a las enfermedades pridnicas que se les adjudicé durante décadas, pudo refutarse
gracias a la capacidad de la PMCA para superar barreras de transmision. Aun asi, los tiempos de
incubacién resultaron muy prolongados respecto a otras especies, impidiendo el calculo de la tasa real
de infeccidon, que es aparentemente baja posiblemente debido a que el tiempo de incubacion excede el
de la vida media del animal (Chianini, Fernandez-Borges et al. 2012). A pesar de haberse demostrado su
susceptibilidad, ésta parece ser particularmente baja dados los largos tiempos de incubacién que
mostraron los animales infectados experimentalmente, la tasa de ataque incompleta y teniendo en

cuenta la ausencia de casos descritos en la naturaleza.

3.1.1. La PrP de conejo
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Aunque a priori no pueden descartarse otros factores que determinen la elevada resistencia a EETs
de los conejos, la PrP¢ de esta especie ha recibido una especial atencién en busca de las claves que
parecen hacerla resistente al malplegamiento. Estudios realizados en Drosophila que expresan la PrP¢ de
hamster, ratén o conejo mostraron neurodegeneracion al sobreexpresar la PrP de hamster, pero no asi
con la de ratén o la de conejo. Unicamente se observé disfuncién motora en los modelos que expresan
PrP de hamster y ratdn, sugiriendo una menor propensién de la PrP de conejo a formar agregados
neurotéxicos (Fernandez-Funez, Zhang et al. 2011). Dado que se dispone de la estructura de la PrP de
conejo (PrP91-228) realizada mediante RMN, se ha podido comparar ésta con otras PrPs como la de
humano, la bovina y la de ratdn. Este estudio comparativo ha desvelado que la PrP de conejo muestra
una inusual area continua de carga positiva en ambas superficies de la PrP, que podria inhibir
interacciones PrP/PrP o con cofactores que podrian ser necesarios para su malplegamiento. También se
han encontrado sutiles diferencias en el lazo rigido, que hacen que la PrP de conejo presente un lazo a2-
B2 altamente ordenado que podria contribuir tanto a la estabilidad local como a la global de la proteina.
De hecho, la alteracion de uno sélo de los residuos de esta zona, concretamente la sustitucion de la
Serina 173 del conejo por la Asparagina correspondiente a la PrP de ratén, causa profundos efectos en la
PrP como la alteracién local y global de la distribucidn de cargas, reduccién en el nimero de puentes de
hidrégeno que estabilizan la estructura terciaria o mayor movilidad del lazo rigido; aunque el efecto que

pudieran tener sobre la capacidad de malplegamiento es desconocido (Wen, Li et al. 2010).

También se han realizado numerosos estudios de simulacién de dindmica molecular con la intencién
de identificar las diferencias y similitudes estructurales que presentan la PrP¢ de conejo y las de perroy
caballo entre si y con la de especies susceptibles ((Zhang 2011), (Zhang and Liu 2011)). Aunque los
diferentes estudios se realizaron en diferentes condiciones de pH y otros parametros de simulacion
dificultando la interpretacién de los resultados, concluyeron que en lo concerniente a la region carboxilo
terminal, la PrP® de conejo muestra una mayor estabilidad especialmente en la hélice-a 2, debido al
caracteristico puente salino entre el Acido aspartico 177 y la Arginina 163 (D177-R163). También
identificaron otras estructuras que podrian contribuir a su estabilidad, como el puente salino entre el
Acido aspartico 201 y la Arginina 155 (D201-R155) que conectan la hélice3 y la hélice 1 o el puente de
hidrégeno entre la Histidina 186 y la Arginina 155 (H186-R155) (Zhang 2011).

Mas alld de detectar regiones en la PrP¢ de conejo que pudieran conferirle una mayor estabilidad y
por consiguiente reducir su tendencia al malplegamiento, un estudio realizado por Vorberg vy

colaboradores tratd de detectar residuos aminoacidicos concretos que explicaran la baja susceptibilidad
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del conejo a la infeccion por priones. De esta forma, mediante la utilizacion de células de neuroblastoma
de ratén que expresaban PrP° de ratén con sustituciones de conejo, mostraron que la resistencia a la
conversion de la PrP® a PrP* podia inducirse sustituyendo un solo residuo aminoacidico en la PrP de
raton, susceptible, por un aminoacido que se encuentra en la posicion correspondiente en la secuencia
de PrP de conejo, considerado resistente (Vorberg, Groschup et al. 2003). Este estudio se revisard en
mas detalle en el apartado de Discusidon de esta tesis, puesto que persigue los mismos objetivos de
determinar las posiciones clave para explicar la baja susceptibilidad del conejo, aunque mediante una
técnica radicalmente distinta, la PMCA. Ademas del estudio de Chianini y colaboradores descrito
anteriormente, otra prueba irrefutable de que la PrP® de conejo puede malplegarse in vivo vino de la
mano de Vidal y colaboradores. En este caso, se generaron ratones transgénicos que expresan la PrP de
conejo en lugar de la PrP endédgena de ratén, demostrando que la PrP® era malplegada a su forma
pridnica tras la inoculacién intracerebral de una serie de priones con origenes diversos (Vidal,

Fernandez-Borges et al. 2015).

Aunque los trabajos de Chianini, Vidal y colaboradores demostraron irrefutablemente que la PrP¢ de
conejo podia ser malplegada tanto in vitro como in vivo, el limitado éxito de las inoculaciones in vivo en
el estudio de Chianini, parecia sefialar hacia otros factores desconocidos e independientes de la PrP que
podrian explicar la baja susceptibilidad de los lepdridos a las enfermedades pridnicas. Pero la existencia
de estos factores independientes de PrP® que podrian existir en conejos y otras especies consideradas
resistentes, ha sido refutada recientemente utilizando también animales transgénicos. En este caso, con
el fin de estudiar la posible existencia de factores independientes de la PrP¢ que pudieran determinar la
baja susceptibilidad de los lepéridos, se generaron conejos transgénicos que expresan una PrP ovina
altamente susceptible a scrapie (PrP® ovina con polimorfismo V136 R154 Q171) junto con el gen
endégeno de conejo. Estos animales, una vez inoculados con una cepa de scrapie, fueron
completamente susceptibles sin mostrar interferencia aparente por parte de la PrP enddgena, dado que
no se encontro en las placas amiloideas localizadas en los encéfalos de los animales infectados (Sarradin,

Viglietta et al. 2015).

Asi pues, parece no existir ningtin factor independiente de la PrP® en los conejos que pueda explicar
su baja susceptibilidad a la infeccidon por priones. Por tanto, y a pesar de que los estudios de Chianini,
Vidal y colaboradores parecen sugerir que tampoco la PrP® es la responsable dltima de este fenémeno,

dado que esta PrP se puede malplegar, se cree que al menos parte de la explicaciéon de su elevada
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resistencia debe residir en su secuencia primaria, lo cual se pretende estudiar mediante PMCA en esta

tesis doctoral.

4. Sistemas de propagacion in vitro de priones

Uno de los avances mas significativos en el campo de la investigacién de los priones ha sido la
obtencidn de sistemas capaces de mimetizar in vitro el proceso de conversidén que tiene lugar in vivo en
animales y humanos afectados de las EETs. Por ello, con el objetivo de estudiar en detalle la naturaleza
del agente infeccioso se han desarrollado distintos sistemas in vitro que imitan el proceso de conversion
con una considerable reduccién tanto del coste, como del tiempo de incubacién observado con los
modelos animales. En este apartado, se describirdn algunos de estos sistemas de propagacién de
priones in vitro poniendo especial atencién en la PMCA, que ha sido la principal técnica utilizada durante

la realizacién de esta tesis.

4.1. Ensayo de conversion libre de células

El primer sistema descrito que mimetiza el proceso de conversion de PrP¢ a PrP* fue desarrollado
por el grupo de Byron Caughey. Este sistema se basa en el uso de las isoformas purificadas: PrP¢y PrP*.
Tras desnaturalizar la PrP* mediante el uso de agentes caotrépicos se permitié su renaturalizacién por
medio de una dilucién del agente desnaturalizante. Se observé que la PrP* renaturalizada era capaz de
inducir el cambio conformacional de la PrP¢ que previamente habifa sido marcada con radiactividad con

el fin de facilitar su deteccion (Kocisko, Come 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 (Raymond, Bossers et al. 2000). Sin
.z . .z . .7 Sc

embargo, la mayor aportacién de este sistema de propagacion ha sido la demostracion de que la PrP>" es
capaz de transformar la PrP¢ en una isoforma andmala sin la interaccién de ningtin otro componente, tal
como predice la hipdtesis de “sélo proteina”. No obstante, el bajo rendimiento de la conversion
observada junto con las condiciones no fisiolégicas empleadas durante el proceso de conversién y el
exceso de PrP> necesaria para iniciar la propagacién, ha dificultado mucho la evaluacién de la

infectividad de la proteina generada in vitro.
4.2. Amplificacion ciclica de proteinas malplegadas (PMCA)

En un intento de mejorar el sistema de conversidn libre de células (Kocisko, Come et al. 1994), en el

afio 2000 se realizé la primera transformacién de PrP¢ en PrP* partiendo de cantidades infimas de esta
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ultima mediante el uso de la sonicacion (Saborio, Permanne et al. 2001). Este estudio dio lugar al inicio
de la técnica de amplificacion ciclica de proteinas malplegadas o PMCA. Dos elementos fueron claves
para el desarrollo de esta técnica: i) el sistema previo del grupo de Caughey que demostro la capacidad
de replicacion de una proteina por si misma en un tubo de ensayo (Kocisko, Come et al. 1994) y ii) un
sistema ciclico basado en un bafio de ultrasonidos/incubacion que facilité el proceso (Saborio,
Permanne et al. 2001). Conceptualmente, la PMCA es analoga de la amplificacién de ADN mediante la
reaccion 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.

Aunque la PMCA inicialmente fue desarrollada para ser realizada manualmente, pronto fue
automatizada (PMCAa) con el fin de aumentar su sensibilidad, especificidad y rendimiento (Castilla, Saa
et al. 2005, Saa, Castilla et al. 2005, Castilla, Saa et al. 2006, Saa, Castilla et al. 2006). La técnica,
representada en la figura 8, se basa en un proceso ciclico que permite una replicacidén 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 PrP*° que actiia de molde es incubada en presencia de un gran exceso
de PrPS, el sustrato de la reaccién, lo cual induce la formacion de los agregados de PrP*. Tras esta fase
de incubacidn, las muestras se someten a la accién de ultrasonidos con el fin de romper los agregados
de PrP>, multiplicando asi el nimero de nucleos de crecimiento para la continua conversion posterior.
Con cada ciclo sucesivo, se produce un aumento exponencial de “semillas” acelerandose el proceso de
conversion exponencialmente (Saa, Castilla et al. 2005). De esta manera, tras varios ciclos de
incubacién-sonicacién se incrementan significativamente los niveles de priones en la muestra desde
valores indetectables hasta niveles facilmente detectables mediante técnicas bioquimicas (Saborio,

Permanne et al. 2001).
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Figura 8: Representacion esquematica de un ciclo de PMCA. Estan representadas las dos fases que comprenden
un ciclo de PMCA: i) fase de crecimiento de los agregados; vy ii) fase de multiplicacion de los nucleos.

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

o heterdlogas, temperatura, concentracién 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 replicacidon 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 reproducir gran parte de los fendmenos de barrera de especie y adaptacién caracteristicos de
muchas cepas de prion (Castilla, Gonzalez-Romero et al. 2008). Sin embargo, no podemos olvidar que la
PMCA nacié fundamentalmente para mejorar el diagndstico de las EETs y, por ello, ha sido utilizada para
la deteccion de priones en la mayoria de los tejidos y fluidos corporales. A modo de ejemplo, esta
metodologia se utilizd para detectar por primera vez priones en sangre proveniente de animales tanto

sintomaticos como presintomaticos (Castilla, Saa et al. 2005, Saa, Castilla et al. 2006).

Por otro lado, esta técnica también permitié confirmar algunos de los postulados centrales de la
hipéStesis de “sélo proteina”. De esta forma se observé cémo la conversion PrPS-PrP* tenia lugar de
forma ciclica y que la nueva PrP*° generada era capaz de propagar el cambio de conformacion a otras
PrP (Soto, Saborio et al. 2002). En la ultima década, la replicacion in vitro de priones ha sido decisiva
para confirmar esta hipdtesis, fundamentalmente gracias a la generacidn de priones infecciosos
mediante el uso de sustratos basados exclusivamente en PrP recombinante sin la necesidad de ningln

cofactor sintético o procedente de mamifero (Kim, Cali et al. 2010).

Todos estos logros de la PMCA anadidos a su capacidad para generar nuevos priones (de novo) in
vitro como en el caso de los priones de conejo (Castilla, Gonzalez-Romero et al. 2008, Chianini,
Fernandez-Borges et al. 2012), asi como su uso para la evaluacién de los riesgos potenciales de
diferentes cepas de priones en seres humanos y animales, hacen de esta técnica una de las

herramientas mas importantes de la uUltima década en el campo de los priones.
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4.2.1. El uso de PrP recombinantes en PMCA

En los ultimos afios se han realizado diferentes estudios con el objetivo de generar priones sintéticos
infecciosos mediante el uso de proteina PrP recombinante (rec-PrP). Esta proteina al generarse a través
de su expresion 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 vy 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 PrP*° generaron priones infecciosos utilizando sustratos
basados exclusivamente en PrP recombinante sin la necesidad de ningun otro cofactor. Aunque su
infectividad fue limitada, Unicamente utilizaron sales y detergentes ademas de la rec-PrP (Kim, Cali et al.
2010). La definicion de infectividad limitada responde a que no todas las PrP recombinantes

res

malplegadas in vitro en una isoforma resistente a PK, denominada PrP™® (PrP resistente a PK), resultan

tan infecciosas como las semillas de origen cuando se inoculan in vivo, siendo gran parte de estas PrP™*

no infecciosas o transmisibles.

Otro estudio desarrollado por el grupo del Jiyan Ma demostrdé que es posible la generacion de
priones recombinantes in vitro de una manera espontanea, sin la ayuda de ninguna semilla de PrP*.
Para ello, se utilizd un sustrato basado en la proteina rec-PrP complementada con la adicion de 2
cofactores: ARN vy lipidos. El estudio se realizé en condiciones libre de priones y dio lugar a una nueva
cepa de prion recombinante generada in vitro que demostrd tener una gran infectividad cuando se testo
en animales de genotipo salvaje (Wang, Wang et al. 2010, Wang, Wang et al. 2011). No obstante, a
pesar de que se han generado priones recombinantes infecciosos con un minimo de cofactores, la

res

técnica presenta mayor eficiencia para la generacion de PrP'™ cuando se complementa la PrP

recombinante del sustrato con homogenizado de encéfalo.

El uso de PrP recombinante como sustrato para PMCA presenta como una de sus principales
ventajas, la posibilidad de generar y evaluar la capacidad de propagacion de PrP con cualquier mutacién
o alteracidn. Por ello, resulta una de las mejores herramientas disponibles actualmente para el estudio
de las regiones o residuos aminoacidicos determinantes de barreras de transmisién interespecies,

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

4.3. Conversion Inducida por Agitacion (QUIC, QUaking Induced Conversion)
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No se puede concluir este apartado sin presentar otro de los métodos mas populares para el
malplegamiento de priones in vitro, denominado QUIC y derivado del procedimiento de PMCA con
sustrato basado en PrP recombinante. Este método, sustituye la sonicacién aplicada durante la PMCA
por agitacion, de forma que se elimina la variabilidad de la energia que alcanza a cada muestra segun su
posicidn propia de la sonicacion. Muestra una sensibilidad para la deteccién de cantidades infimas de
prion muy similar a la de la PMCA pero es mas rapido, simple y reproducible en cuanto a deteccion de
priones. Ya que se ha podido semi-automatizar utilizando placas de 96 pocillos y acoplando el sistema a
un lector de fluorescencia, que mediante el uso de Tioflavina T (ThT, del inglés, Thioflavine T) permite
monitorizar la formacién de fibras amiloides en tiempo real. No obstante, aunque se trata de una
importante herramienta para la deteccidén de priones y para el diagnéstico de enfermedades pridnicas,
su principal desventaja frente a la PMCA, es que las fibras amiloides producidas no son infecciosas,
limitando su utilidad para estudios de infectividad o estructurales entre otros ((Atarashi, Wilham et al.

2008), (Ryou and Mays 2008)).
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OBIJETIVOS

1. Determinacion de la capacidad de propagacién in vitro de la PrP recombinante de conejo

inducida por priones de diferentes origenes.

2. Evaluacién de los determinantes moleculares que modulan la resistencia al malplegamiento de

la PrP recombinante de conejo utilizando la PrP de ratén como modelo.

a. Generacion de PrP recombinantes de conejo con sustituciones aminoacidicas de ratén.

b. Estudio de la capacidad de propagacién in vitro de los priones murinos utilizando las PrP

recombinantes modificadas como sustrato.

c. Caracterizacidn bioquimica de los priones recombinantes generados.

3. Andlisis bioquimico y estructural del efecto de los aminoacidos con mayor influencia sobre el

malplegamiento de la PrP recombinante de conejo.
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MATERIALES Y METODOS

1. Construccion de los plasmidos de expresion de las PrP de conejo, ratén y hamster sirio

La generacion de las proteinas del prion recombinante de conejo, raton y hamster sirio se realizd
mediante la utilizacién de vectores plasmidicos especializados en la expresidon 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 disefiados para la clonacién mediante recombinacién homoéloga,
concretamente mediante el método de clonacidn In Fusion, que permite una alta expresion de la proteina clonada
(Berrow, Alderton et al. 2007). En este caso, se selecciond el vector pOPIN E, basado en el vector pTriEx2 cuyas
principales caracteristicas son su resistencia al antibidtico ampicilina, la presencia de un enhancer (del inglés,
potenciador) hibrido de Citomegalovirus (CMV), del promotor de B-actina que permite la expresion de proteinas
eucariotas en bacterias 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.

El vector pOPIN E fue digerido con las enzimas de restriccion Ncol y Pmel (New England Laboratories)
siguiendo el protocolo especificado por OPPF (A Guide to using the OPPF pOPIN Vector suite for HTP In-Fusion
Cloning). Una vez digerido, las bandas de ADN (acido desoxirribonucleico) fueron separadas 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). El vector linealizado de 5151 pares de bases fue purificado mediante QIAquick

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

Los extremos de las secuencias de los genes de las PrPs de conejo, ratén y hamster fueron adecuados
mediante la técnica de PCR para su posterior clonacion en el vector pOPIN E mediante el método de clonacidn In
Fusion. Para ello, los oligonucledtidos se disefiaron teniendo en cuenta las especificaciones sefialadas en el
protocolo de la OPPF. Cabe destacar que el disefio de estos oligonucledtidos es critico para una adecuada
recombinaciéon homadloga mediante este método de clonacion vy, por este motivo, los oligonucledtidos se disefiaron
para contener al menos 15 pares de bases que hibridaban en la secuencia del punto de insercidén del vector de
clonacién. Ademds, en el oligonucledtido del extremo carboxilo terminal fue introducido un coddn de terminacion
(TTA) en la posicion de la Lisina (K) de la cola de Histidinas con el fin de evitar el corte con carboxi-peptidasa A tras
la purificacidn. El uso de esta enzima es necesario para eliminar la cola de histidinas de la proteina purificada tal
como estd indicado en el protocolo del fabricante de los vectores pOPIN E. Las secuencias 5’3’ de los
oligonucledtidos disefiados fueron las siguientes (la secuencia en negrita pertenece a la secuencia del gen de la
PrP):

- Oligonucledtido del extremo amino terminal para la PrP de conejo:

AGGAGATATACCATGAAGAAGCGGCCGAAGCCTGG
- Oligonucledtido del extremo carboxilo terminal para la PrP de conejo:

GTGATGGTGATGTTAGCCGGCCGCCCTCTGGTAGGC
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- Oligonucleodtido del extremo amino terminal para la PrP de ratdn:
AGGAGATATACCATGAAAAAGCGGCCAAAGCCTGAA

- Oligonucledtido del extremo carboxilo terminal para la PrP de ratoén:
GTGATGGTGATGTTAGGATCTTCTCCCGTCGTAATA

- Oligonucleodtido del extremo amino terminal para la PrP de hamster:
AGGAGATATACCATGAAGAAGCGGCCAAAGCCTGG

- Oligonucledtido del extremo carboxilo terminal para la PrP de hamster:

GATGGTGATGGTGATGTTAGGACCTTCTTCCATC

Partiendo de los plasmido que contenian el gen de la PrP de conejo, (pCMV PrP Rabbit (PRNP))
procedente del laboratorio de Claudio Soto, el gen de la PrP de ratdn (pDrive mouse PrP) procedente del
laboratorio de Joaquin Castilla y el gen de la PrP de hamster (pCMV PrP Hamster (PRNP)) procedente también del
laboratorio de Claudio Soto, se realizé una PCR de cada uno, con el fin de amplificar la secuencia de ADN de interés
utilizando los oligonucledtidos especificamente disefiados y mostrados 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 LongAmp™ Taq DNA Polymerase (New England Biolabs), 10 ul 5X LongAmp™ Taqg Reaction Buffer (New
England Biolabs), 0,4 ul dNTP 10Mm (Sigma-Aldrich), H,O desionizada (hasta alcanzar un volumen final de reaccion
de 50 pl). Las condiciones de PCR aplicadas fueron en primer lugar, un ciclo inicial de desnaturalizacién del molde
de ADN de partida mediante calentamiento a 952C durante 5 min, a continuacidn, 35 ciclos de amplificacion y
finalmente, un periodo adicional de 10 min a 722C que permite la extensidn de los productos de PCR incompletos.
Cada ciclo de amplificacién consistié en un periodo de desnaturalizaciéon a 952C durante 20 s, seguido de un
periodo de 45 s a 562C que facilita la hibridacidn de los oligonucleétidos con el molde de ADN vy finaliza con un
periodo de 60 s a 722C que permite la polimerizacidon de las nuevas cadenas de ADN. El producto de PCR fue
almacenado y conservado a 42C. Para realizar las PCRs se empled el termociclador DNA Engine Peltier Thermal

Cycler, PTC-200 (Bio-Rad).

A continuacion y siguiendo el protocolo descrito por la casa comercial, el producto amplificado mediante
PCR se digirié con la enzima de restriccién 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 fueron

purificadas mediante QIAquick PCR purification kit (Qiagen) siguiendo las especificaciones del kit.

Finalmente, tras la linearizacion del vector pOPIN E y la adecuacién de los extremos de los insertos que
contienen el gen de la PrP descritos anteriormente, se realizaron las recombinaciones homdlogas necesarias para
la clonacién de estos fragmentos en el vector mediante el método de clonacién In Fusion Dry-Down PCR Cloning Kit
(Clontech), siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. Para ello y tras determinar las concentraciones de
vector e inserto mediante el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), los reactivos fueron mezclados en un ratio

molar 2:1 (vector : inserto), concretamente, 150 ng de vector y 45 ng de inserto.
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Con el fin de obtener vectores en alto numero de copia, las clonaciones por recombinacién fueron
transformadas en bacterias ultra-competentes Escherichia coli DH5 XL-Gold® (Stratagene) siguiendo el protocolo
estandar de transformacion mediante choque térmico descrito por Inoue et al (Inoue, Nojima et al. 1990). Todas
las colonias bacterianas obtenidas se cultivaron en 2 ml de medio de cultivo Luria Bertoni (LB) (Pronadisa) con 50
pg/ml de ampicilina (Sigma-Aldrich) y se incubaron a 372C en agitacidn toda la noche. Partiendo de estos cultivos,
los plasmidos procedentes de colonias bacterianas se purificaron empleando el QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)
y siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Para verificar que los plasmidos purificados tenian incorporados
los genes de las PrPs de conejo y ratdn se realizd un andlisis de restricciéon de los plasmidos con la enzima de
restriccién Aval (New England Biolabs) siguiendo el protocolo del fabricante. Finalmente, con el fin de asegurar que
los plasmidos obtenidos contenian las secuencias correcta, el gen de la PrP y los extremos adyacentes fueron
completamente secuenciados mediante el servicio de secuenciacidn de Stabvida (www.stabvida.com) empleando

el oligonucledtido universal T7 (5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’).

De este modo, se generaron los plasmidos pOPIN E de expresién de proteinas que contenia los genes de

las PrPs recombinantes de conejo, raton y hamster:

- pOPIN E PrP ,3.,3; de conejo
- PpOPIN E PrP »3,3; de ratén
- PpOPIN E PrP ,3,3; de hamster

Mediante esta metodologia que conlleva un proceso simple y muy eficiente se minimizé el nimero de

manipulaciones necesarias en la construccion de los vectores de expresion.

2. Construccion de los plasmidos de expresion de la PrP de conejo con sustituciones de la PrP de ratén
2.1. Seleccidn de las mutaciones
Con el fin de estudiar la barrera de transmisidon interespecies entre raton y conejo se realizd un
alineamiento comparativo de las secuencias primarias de las PrPs recombinantes de ratdén y conejo. Del
alineamiento realizado con ClustalW (EMBL-EBI) que se muestra en la figura 1, fueron seleccionadas varias de las

diferencias aminoacidicas que presentan ambas secuencias:
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recPrP Conejo MKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQSSPGGNRYPPOGGCWGQPHGGEWGQPHGGEWGQPHG
recPrPRatéh, =000 i sssiase Ol T e L . o | s

23 78
recPrP Conejo GGWGQPHGGGWGQGG THNQWGKPSKPK’I‘S}EKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMS
recPrPRatén e O N....... 5 1 1

79 134
recPrP Conejo RPLIHFGNDIEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVDQYSNQNSFVHDCVNITVKQHTVTTT
recPrP Raton T R T . T EL P  EER

135 191
recPrP Conejo TKGENFTETDIKIMERVVEQMCITQYQOESQAAY =
recPrPRatén ... B-E. ... ... o -8 ...V -

192 230

Mutaciones puntuales seleccionadas: G99N, S107N, M108L, L137M, Y144W, S173N, V183l, 1202V, 1204M, 1214V, Q219K

Figura 9. Alineamiento de secuencias primarias de las PrPs recombinantes de conejo y ratén. Mutaciones descartadas
sefialadas en gris y las seleccionadas en verde y listadas con la numeracién de aminodcidos correspondiente a la PrP de ratdn,
idéntica para el caso de la PrP de conejo.

Las diferencias aminoacidicas marcadas en gris no se escogieron para generar PrP de conejo mutadas por
su situacidn en la secuencia. Las mutaciones en residuos anteriores al 90 se descartaron porque, tal y como se
detalla en el apartado 2 de Resultados, se encuentran en la zona de las octa repeticiones que aunque implicada de
alguna forma en la fisiopatologia de las EETs, no es esencial para que un determinado prion cause enfermedad ni
para su propagacion (Yam 2010). Ademas, la ausencia de diferencias en el nimero de octa repeticiones y su gran
similitud con tan solo 4 sustituciones conservadas, llevé a la suposicidén de que esta regidn en particular podria ser
poco relevante para la barrera de transmisidn entre ambas especies. En cuanto a las sustituciones en el extremo
carboxilo terminal, también se han descartado debido a que es la zona de unién a GPI in vivo, aspecto que no
puede modelarse mediante la rec-PMCA al carecer las PrP recombinantes de dicha modificacién postraduccional.
Asi pues, se decidid realizar las siguientes construcciones de PrP recombinante de conejo mutadas:

=  Conejo G99N
= Conejo S107N
= Conejo M108L
=  Conejo L137M
= Conejo Y144W
= ConejoS173N
=  Conejo V183I
=  Conejo 1202V
=  Conejo 1204M
= Conejo 1214V
=  Conejo Q219K

2.2 Diseiio de oligonucledtidos
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Con el fin de realizar las sustituciones genéticas mencionadas anteriormente se disefiaron parejas de
oligonucledtidos que incorporaban el cambio de nucleédtido correspondiente (ver listado mas adelante). El tamafio
de los oligonucledtidos lo determiné el tipo de secuencia a los lados de la base a sustituir (aproximadamente 10
pares de bases hacia el extremo amino terminal y 10 pares de bases hacia el extremo carboxilo terminal).
Mediante este esquema de trabajo se disefié la secuencia del oligonucledtido 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 del oligonucledtido 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 muestran los oligonucledtidos forward y reverse empleados sefializando el
nucledtido que se ha modificado (en negrita) en el coddn (subrayado) que codifica el aminoacido sustituido:

GI99N (F): 5’-CACAACCAGTGGAACAAGCCCAGTAAG-3’

GI99N (R): 5’-CTTACTGGGCTTGTTCCACTGGTTGTG-3’

S107N (F): 5'-GCCGAAAACCAACATGAAGCACGTGG-3’

S107N (R): 5'-CCACGTGCTTCATGTTGGTTTTCGGC-3’

M108L (F): 5’-CCGAAAACCAGCCTGAAGCACGTGGC-3’

M108L (R): 5'-GCCACGTGCTTCAGGCTGGTTTTCGG-3’

L137M (F): 5’-CATGAGCAGGCCCATGATCCACTTCGGC-3’

L137M (R): 5’-GCCGAAGTGGATCATGGGCCTGCTCATG-3’

Y144W (F): 5’-CTTCGGCAACGACTGGGAGGACCGCTAC-3’

Y144W (R): 5’-GTAGCGGTCCTCCCAGTCGTTGCCGAAG-3’

S173N (F): 5'-CAACCAGAACAACTTCGTGCACGACTG-3’

S173N (R): 5'-CAGTCGTGCACGAAGTTGTTCTGGTTG-3’

V183l (F): 5'-CAACATCACGATTAAGCAGCACACGGTG-3’

V183l (R): 5’-CACCGTGTGCTGCTTAATCGTGATGTTG-3’

1202V (F): 5’-CGAGACCGACGTCAAGATCATGGAG-3’

1202V (R): 5’-CTCCATGATCTTGACGTCGGTCTCG-3’

1204M (F): 5’-CGACATCAAGATGATGGAGCGCGTG-3’

1204M (R): 5’-CACGCGCTCCATCATCTTGATGTCG-3’

1214V (F): 5’-GCAGATGTGCGTCACGCAGTACC-3’

1214V (R): 5’-GGTACTGCGTGACGCACATCTGC-3’

Q219K (F): 5'-CACGCAGTACCAGAAGGAGTCCCAGG-3’

Q219K (R): 5’-CCTGGGACTCCTTCTGGTACTGCGTG-3’

2.3 Mutagénesis dirigida secuencial en dos pasos
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Partiendo de los plasmidos pOPIN E que expresan la PrP,3;,3; de conejo, se efectuaron mutagénesis
dirigidas secuenciales de dos pasos. Para ello, ademas de los oligonucledtidos especificos para cada sustitucion, se
disefiaron dos oligonucleétidos que hibridan con una secuencia del vector pOPIN E PrP,;.,3; de conejo préxima al
gen que codifica la PrP, un oligonucledtido forward cerca del extremo amino terminal y un oligonucleétido reverse

cerca del extremo carboxilo terminal:

Oligonucledtido forward: 5'-CCGCGGGGGGACGGCTGCC-3’
Oligonucledtido reverse: 5'-GAACAGAGGTGCGTCTGGTG-3’

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

reverse que contiene la mutacién. En todos los casos y en esta primera fase, las PCRs empleadas contenian:

- 2ngde pldsmido de pOPIN E PrP,3.,3; de conejo.

- 50 ng de cada oligonucledtido.

- 1,25 unidades de la enzima Pfu DNA Polymerase (Fermentas).

- 5ul del buffer (del inglés, tampdn) 10X para la enzima Pfu (20mM MgSQ,).
- 0.4 plde dNTP 10 mM.

- H,0 (hasta 50 pl).

Las condiciones de PCR aplicadas fueron en primer lugar, un ciclo inicial de desnaturalizacién del molde de
ADN de partida mediante calentamiento a 952C durante 5 min, a continuacion, 40 ciclos de amplificacién y
finalmente, un periodo adicional de 10 min a 722C que permite la extensién de los productos de PCR incompletos.
Cada ciclo de amplificacién consistid en un periodo de desnaturalizaciéon de 952C durante 20 s, seguido de un
periodo de 45 s a 562C que facilita la hibridacion de los oligonucledtidos con el molde de ADN vy finaliza con un
periodo de 60 s a 722C que permite la polimerizacion de las nuevas cadenas de ADN. Los productos de PCR fueron

almacenados y conservados a 42C.

Como resultado de esta primera fase se obtuvieron dos fragmentos de ADN, que contenian cada uno de
ellos un fragmento del gen que codifica la PrP de conejo con la mutacion de interés. La purificacidon 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 consistio en la reconstitucion completa del gen que codifica la

PrP de conejo conteniendo la mutacion de interés. Para ello se realizé de nuevo una PCR empleando como moldes
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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 ultima fase, las PCRs empleadas contenian:

- 50-100 ng fragmentos de ADN purificados de la primera fase.
- 50ngde los oligonucledtidos forward y reverse.

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

- 0.4 plde dNTP 10 mM.

- H,0 (hasta 50 pl).

Las condiciones de PCR aplicadas fueron idénticas a las empleadas en el primer paso. Los fragmentos

amplificados se purificaron con GenelJet PCR Purification Kit (Fermentas) siguiendo el protocolo del fabricante.

2.4 Clonacion de los genes que codifican las PrP,3;,3; de conejo mutadas en el vector de expresion de

proteinas pOPIN E

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

detallan a continuacion.

En primer lugar, los fragmentos de ADN que codifican la PrP,3.,3; de conejo se digirieron con la enzima de
restriccion Xbal (Fermentas) y posteriormente, tras realizar una purificacion con GenelJet PCR Purification Kit
(Fermentas), se digirieron con la enzima de restriccion Pagl (Fermentas), en todos los casos, siguiendo las
especificaciones del fabricante. La enzima de restriccidn Xbal reconoce una secuencia de ADN ubicada en el vector
cerca del extremo amino terminal de la secuencia del gen que codifica la PrP,3.,3; de conejo, mientras que Pagl
digiere en una zona del vector cercana al extremo carboxilo terminal, dando lugar a un fragmento de 1078 pares
de bases. Para la eleccion de las enzimas de restriccidn 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 EtBr 0,1% (p/v) y QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo del fabricante.

El plasmido pOPIN E PrP,3.,3; de conejo fue digerido con las enzimas de restriccidon Xbal y Pagl, siguiendo
el procedimiento mencionado anteriormente. Los fragmentos de 4707 pares de bases fueron purificados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%, tincién con EtBr 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,3;.,3; de conejo

mutadas fueron clonados en el vector pOPIN E de conejo obtenido en el paso anterior. Para ello, plasmido e
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inserto fueron mezclados en un ratio molar 3:1 (vector : inserto) y se efectud la ligacién mediante la enzima T4
DNA ligasa (Fermentas) incubando la mezcla reactiva a 162C, como indica el protocolo del fabricante. Los
productos de la ligacidon se transformaron en bacterias ultra-competentes E. coli DH5 XL-Gold® (Stratagene)
siguiendo el protocolo estandar de transformacion por choque térmico. De cada transformacion 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 el gen que codifica la PrP,;.,3, se realizd 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 mutacidn introducida, el gen que codifica la PrP,3.,3;
fue completamente secuenciado mediante el servicio de secuenciacion de Stabvida con el oligonucledtido
universal T7 (5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’). A continuacion se listan los plasmidos generados mediante la

metodologia detallada:

= pOPIN E PrP,3,3; conejo G99N
=  pOPIN E PrP,3,3; conejo S107N
= pOPIN E PrP,3.,3; conejo M108L
= pOPIN E PrP,3,3; conejo L137M
= pOPIN E PrP,3,3; conejo Y144W
= pOPIN E PrP,3.,3;, conejo S173N
=  pOPIN E PrP,3.,31 conejo V183l
= pOPIN E PrP,3.,31 conejo 1202V
= pOPIN E PrP,3.,3; conejo 1204M
= pOPIN E PrP,3.,3; conejo 1214V
= pOPIN E PrP,3.,31 conejo Q219K

3. Construccion de los plasmidos de expresion de las PrPs de conejo mutadas mas susceptibles a RML con
sustituciones alternativas a las de la PrP de ratén
3.1. Seleccidon de las mutaciones

Con el fin de conocer en mayor detalle el papel que juegan las sustituciones realizadas en aquellas PrPs de
conejo mutadas que han resultado mas susceptibles al prion murino RML y aclarar si la ausencia del aminodcido
original es suficiente para incrementar la susceptibilidad o el aminoacido por el que se sustituye resulta ser el
factor mas critico, se realizd un alineamiento comparativo de las secuencias primarias de las PrP recombinantes de
conejo y diversas especies de mamifero. Centrandonos en las 3 sustituciones de ratén que confirieron mayor
susceptibilidad a la PrP de conejo al prion murino RML y con la idea de no alterar excesivamente la estructura
global de la PrP, se decidid realizar sustituciones alternativas en las mismas posiciones basandonos en los

aminoacidos que presentan en dichas posiciones otras especies aparte del conejo y el ratén. En la figura 2 se
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muestra el alineamiento de las PrPs recombinantes de conejo (Oryctolagus cuniculus), raton (Mus musculus),
topillo rojo (Myodes glareolus), hamster sirio (Mesocricetus auratus), oveja (Ovis aries, con polimorfismo ARQ),
vaca (Bos taurus), ciervo mula (Odocoileus hemionus), caballo (Equus ferus caballus), cerdo (Sus scrofa), humano
(Homo sapiens, con polimorfismo M129M), perro (Canis lupus familiaris), gato (Felis silvestris catus) y vison
(Neovison vison). A partir de este alineamiento realizado con ClustalW (EMBL-EBI) se escogieron sustituciones
alternativas para las posiciones 108 y 202, mientras que para la posicion 107 no se encontrdé ningln residuo
alternativo. Las PrPs de conejo con las sustituciones alternativas son:

= Conejo M108I

= Conejo 1202M
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Figura 10. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las PrPs recombinantes de diversas especies de mamifero. Las
secuencias de PrP recombinante de conejo, ratdn, topillo rojo (vole), hamster sirio, oveja (con polimorfismo ARQ), vaca, ciervo
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mula, caballo, cerdo, humano (con polimorfismo M129M), perro, gato y visén fueron comparadas mediante alineamiento con
ClustalW. Los aminoacidos iguales a los de la secuencia de conejo se indican por un punto. Sefaladas en verde se muestran las
posiciones 107, 108 y 202, segun la numeracion de la PrP de conejo.

3.2 Diseiio de oligonucleédtidos

De la misma forma que en el apartado 2.2., se disefiaron parejas de oligonucleétidos que incorporaban el
cambio de nucleétido correspondiente para la generaciéon de los mutantes mencionados anteriormente. A
continuacion se listan los oligonucledtidos forward y reverse sefializando el nucledtido que se ha modificado (en
negrita) en el coddn (subrayado) que codifica el aminodcido sustituido:

M108I (F): 5'-GCCGAAAACCAGCATCAAGCACGTGGCCGGGG-3’

M108lI (R): 5’-CCCCGGCCACGTGCTTGATGCTGGTTTTCGGC-3’

1202M (F): 5’-CACCGAGACCGACATGAAGATCATGG-3’

1202V (R): 5’-CCATGATCTTCATGTCGGTCTCGGTG-3’

3.3 Mutagénesis dirigida secuencial en dos pasos

Igual que en el apartado 2.3., partiendo de los plasmidos pOPIN E que expresan la PrP,;,3; de conejo, se
efectuaron mutagénesis dirigidas secuenciales de dos pasos. Para ello, ademas de los oligonucledtidos especificos
para cada sustitucidn, se utilizaron los mismos dos oligonucleétidos que hibridan con el vector pOPIN E PrP,s_,3, de
conejo, el forward cercano al extremo amino terminal y el oligonucledtido reverse cercano al extremo carboxilo
terminal:

Oligonucledtido forward: 5'-CCGCGGGGGGACGGCTGCC-3’

Oligonucledtido 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 del gen que codifica la PrP; y la
otra con el oligonucledtido forward del extremo amino terminal del gen que codifica la PrP y el oligonucleétido
reverse que contiene la mutacion. En todos los casos las PCRs fueron realizadas de forma idéntica a las del
apartado 2.3. con:

- 2ngde pldsmido de pOPIN E PrP,3.,3; de conejo.

- 50 ng de cada oligonucledtido.

- 1,25 unidades de la enzima Pfu DNA Polymerase (Fermentas).

- 5uldel buffer (del inglés, tampdn) 10X para la enzima Pfu (20mM MgS0,).

- 0.4 plde dNTP 10 mM.

- H,0 (hasta 50 pl).
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También las condiciones de PCR se mantuvieron inalteradas, con un ciclo inicial de calentamiento a 952C
durante 5 min, a continuacion, 40 ciclos de amplificacidn y finalmente, un periodo adicional de 10 min a 729C.
Cada ciclo de amplificacidén consistid en un periodo de desnaturalizacién de 952C durante 20 s, seguido de un
periodo de hibridacion de 45 s a 562C y finaliza con un periodo de 60 s a 729C. Los productos de PCR fueron
almacenados y conservados a 42C.

Como resultado de esta primera fase se obtuvieron dos fragmentos de ADN, que contenian cada uno de
ellos un fragmento del gen que codifica la PrP de conejo con la mutacion de interés. La purificacion de los mismos
se llevd 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 consistio en la reconstitucion completa del gen que codifica la
PrP de conejo conteniendo la mutacién de interés. Para ello se realizé de nuevo una PCR igual que la del apartado
2.3., empleando como moldes los dos fragmentos obtenidos en el paso anterior y los oligonucleétidos forward y
reverse que hibridan con el vector. En todos los casos y en esta ultima fase, las PCRs empleadas contenian:

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

- 50ngde los oligonucledtidos forward y reverse.

- 1,25 unidades de la enzima Pfu DNA Polymerase (Fermentas).

- 5yl del buffer 10X para la enzima Pfu (20mM MgS0O,).

- 0.4 plde dNTP 10 mM.

- H,0 (hasta 50 pl).

Las condiciones de PCR aplicadas fueron idénticas a las empleadas en el primer paso. Los fragmentos amplificados

se purificaron con GenelJet PCR Purification Kit (Fermentas) siguiendo el protocolo del fabricante.

3.4 Clonacion de los genes que codifican las PrPs,;.,3; de conejo con mutaciones alternativas en el vector de

expresion de proteinas pOPIN E

De forma idéntica a como se hizo para las sustituciones de ratén en la PrP de conejo, se llevaron a cabo
las siguientes digestiones con enzimas de restriccion y purificaciones con el fin de ligar los distintos fragmentos de

ADN codificantes generados en el apartado anterior en el vector de expresién pOPIN E.

En primer lugar, los fragmentos de ADN que codifican las PrPs,;.,3; de conejo con las sustituciones
deseadas se digirieron con la enzima de restriccidn Xbal (Fermentas) y posteriormente, tras realizar una
purificacion con Genelet PCR Purification Kit (Fermentas), se digirieron con la enzima de restriccion Pagl
(Fermentas), dando lugar a un fragmento de 1078 pares de bases. Los fragmentos digeridos se purificaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v), tincion con EtBr 0,1% (p/v) y QIAquick Gel Extraction Kit

(Qiagen), siguiendo el protocolo del fabricante.

87



El plasmido pOPIN E PrP,;.,3; de conejo fue digerido con las enzimas de restriccion Xbal y Pagl, siguiendo
el procedimiento mencionado anteriormente. El fragmento de 4707 pares de bases fue purificado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%, tincidn con EtBr 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,;,3; de conejo con
las sustituciones alternativas fueron clonados en el vector pOPIN E de conejo obtenido en el paso anterior. Para
ello, plasmido e inserto fueron mezclados en un ratio molar 3:1 (vector : inserto) y se efectud la ligacion mediante
la enzima T4 DNA ligasa (Fermentas) incubando la mezcla reactiva a 162C, como indica el protocolo del fabricante.
Los productos de la ligacidon se transformaron en bacterias ultra-competentes E. coli DH5 XL-Gold® (Stratagene)
siguiendo el protocolo estandar de transformacion por choque térmico. De cada transformacion se seleccionaron
4-6 colonias bacterianas y los plasmidos procedentes de estas colonias bacterianas se purificaron mediante
GenelET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Para verificar que los
plasmidos purificados tenian incorporado el gen que codifica la PrP,3.,3; se realizd un analisis de restriccién con las
enzimas de restriccion Xbal (Fermentas) y Pagl (Fermentas) siguiendo el protocolo del fabricante. Finalmente, el
gen que codifica la PrP,3.,3; fue completamente secuenciado mediante el servicio de secuenciacién de Stabvida con
el oligonucledtido universal T7 (5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’). A continuacidn se listan los plasmidos generados

mediante la metodologia detallada:

=  pOPIN E PrP,3.,3; conejo M108I
= pOPIN E PrP,3.,3; conejo 1202M

4. Construccion de los plasmidos de expresién de las PrPs de ratén con sustituciones de la PrP de conejo
4.1. Seleccion de las mutaciones
Con la idea de evaluar el papel de las sustituciones realizadas en la PrP de conejo pero en el contexto de la

PrP de ratén y conocer en mayor detalle los residuos determinantes en la barrera de transmisidn en estudio, se
decidié realizar las sustituciones inversas a las realizadas en el apartado 2. Es decir, los mismos residuos
aminoacidicos mutados en la PrP de conejo inicialmente, se sustituyeron en la PrP recombinante de ratén por los
aminoacidos que presenta la PrP de conejo en esas mismas posiciones, con la intencién de verificar si los mismos
que susceptibilizan la PrP de conejo al prion murino RML podrian bloquear la propagacién del mismo en las PrPs de
raton mutadas. Asi se decidid generar los mutantes listados a continuacién, basados de nuevo en la alineacion
entre las PrP recombinantes de conejo y raton que se muestran en la figura 1:

=  Ratdn N99G

=  Ratdn N107S

=  Ratén L108M

=  Ratén M137L

= Ratdén W144Y
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=  Ratdén N173S
=  Ratdn 1183V
= Ratén V202l
=  Ratdon M204l
= Ratdn V214l
= Ratén K219Q

4.2. Disefo de oligonucleétidos

De la misma forma que en el apartado 2.2., se disefiaron parejas de oligonucleétidos que incorporaban el
cambio de nucledtido correspondiente para la generacion de los mutantes mencionados anteriormente. A
continuacion se listan los oligonucledtidos forward y reverse sefializando el nucledtido que se ha modificado (en
negrita) en el coddn (subrayado) que codifica el aminodcido sustituido:

N99G (F): 5’-CATAATCAGTGGGGCAAGCCCAGC-3’

N99G (R): 5'-GCTGGGCTTGCCCCACTGATTATG-3’

N107S (F): 5’-CCAAAAACCTCCCTCAAGCATGTGG-3’

N107S (R): 5’-CCACATGCTTGAGGGAGGTTTTTGG-3’

L108M (F): 5’-CCAAAAACCAACATGAAGCATGTGGCAG-3’

L108M (R): 5'-CTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGG-3’

M137L (F): 5’-GAGCAGGCCCCTCATCCATTTTGG-3’

M137L (R): 5’-CCAAAATGGATGAGGGGCCTGCTC-3’

W144Y (F): 5-GCAACGACTACGAGGACCGCTAC-3’

W144Y (R): 5’-GTAGCGGTCCTCGTAGTCGTTGC-3’

N173S (F): 5’-CAGTACAGCAACCAGAACAGCTTCGTGCACGACTGCGTC-3’

N173S (R): 5'-GACGCAGTCGTGCACGAAGCTGTTCTGGTTGCTGTACTG-3’

1183V (F): 5’'-CGACTGCGTCAATATCACCGTCAAGCAGCACACGGTCACC-3’

1183V (R): 5’-GGTGACCGTGTGCTGCTTGACGGTGATATTGACGCAGTCG-3’

V202I (F): 5-GAACTTCACCGAGACCGATATAAAGATGATGGAGCGCG-3’

V202l (R): 5'-CGCGCTCCATCATCTTTATATCGGTCTCGGTGAAGTTC-3'

M204l (F): 5’-GATGTGAAGATCATGGAGCGCGTG-3’

M204I (R): 5’-CACGCGCTCCATGATCTTCACATC-3’

V214l (F): 5'-GCAGATGTGCATCACCCAGTACC-3’

V214l (R): 5'-GGTACTGGGTGATGCACATCTGC-3’

K219Q (F): 5’-CAGTACCAGCAGGAGTCCCAGG-3’

K219Q (R): 5’-CCTGGGACTCCTGCTGGTACTG-3’
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4.3. Mutagénesis dirigida secuencial en dos pasos

Igual que en el apartado 2.3., partiendo de los plasmidos pOPIN E que expresan la PrP,3.,3; de ratén, en
este caso, se efectuaron mutagénesis dirigidas secuenciales de dos pasos. Para ello, ademds de los
oligonucledtidos especificos para cada sustitucion, se utilizaron los mismos dos oligonucleétidos que hibridan con
el vector pOPIN E PrP,;.,3; de ratdn, el forward cercano al extremo amino terminal y el oligonucledtido reverse
cercano al extremo carboxilo terminal:

Oligonucledtido forward: 5'-CCGCGGGGGGACGGCTGCC-3’

Oligonucledtido 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 del gen que codifica la PrP; y la
otra con el oligonucledtido forward del extremo amino terminal del gen que codifica la PrP y el oligonucleétido
reverse que contiene la mutacion. En todos los casos las PCRs fueron realizadas de forma idéntica a las del
apartado 2.3. con:

- 2ngde pldsmido de pOPIN E PrP,3 ,3, de ratén.

- 50ngde cada oligonucledtido.

- 1,25 unidades de la enzima Pfu DNA Polymerase (Fermentas).

- 5ul del buffer (del inglés, tampdn) 10X para la enzima Pfu (20mM MgSQ,).

- 0.4 plde dNTP 10 mM.

- H,0 (hasta 50 pl).

También las condiciones de PCR se mantuvieron inalteradas, con un ciclo inicial de calentamiento a 95°C
durante 5 min, a continuacion, 40 ciclos de amplificacidn y finalmente, un periodo adicional de 10 min a 729C.
Cada ciclo de amplificacidon consistid en un periodo de desnaturalizaciéon de 952C durante 20 s, seguido de un
periodo de hibridacion de 45 s a 562C y finaliza con un periodo de 60 s a 729C. Los productos de PCR fueron
almacenados y conservados a 42C.

Como resultado de esta primera fase se obtuvieron dos fragmentos de ADN, que contenian cada uno de
ellos un fragmento del gen que codifica la PrP de conejo con la mutacion de interés. La purificacion de los mismos
se llevo 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 consistio en la reconstitucion completa del gen que codifica la
PrP de ratdon conteniendo la mutacidon de interés. Para ello se realizd de nuevo una PCR igual que la del apartado
2.3., empleando como moldes los dos fragmentos obtenidos en el paso anterior y los oligonucleétidos forward y
reverse que hibridan con el vector. En todos los casos y en esta ultima fase, las PCRs empleadas contenian:

- 50-100 ng fragmentos de ADN purificados de la primera fase.
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- 50ngde los oligonucleétidos forward y reverse.
- 1,25 unidades de la enzima Pfu DNA Polymerase (Fermentas).
- 5ul del buffer 10X para la enzima Pfu (20mM MgSO,).
- 0.4 plde dNTP 10 mM.
- H,0 (hasta 50 pl).
Las condiciones de PCR aplicadas fueron idénticas a las empleadas en el primer paso. Los fragmentos amplificados

se purificaron con GenelJet PCR Purification Kit (Fermentas) siguiendo el protocolo del fabricante.

4.4. Clonacion de los genes que codifican las PrPs,; ,3; de raton con sustituciones de la PrP de conejo en el

vector de expresion de proteinas pOPIN E

De forma idéntica a como se hizo para las sustituciones de ratéon en la PrP de conejo, se llevaron a cabo
las siguientes digestiones con enzimas de restriccion y purificaciones con el fin de ligar los distintos fragmentos de

ADN codificantes generados en el apartado anterior en el vector de expresién pOPIN E.

En primer lugar, los fragmentos de ADN que codifican la PrP,3.,3; de ratén con cada mutacién deseada se
digirieron con la enzima de restriccion Xbal (Fermentas) y posteriormente, tras realizar una purificacién con
GenelJet PCR Purification Kit (Fermentas), se digirieron con la enzima de restriccion Pagl (Fermentas), dando lugar a
un fragmento de 1078 pares de bases. Los fragmentos digeridos se purificaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% (p/v), tincion con EtBr 0,1% (p/v) y QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo del

fabricante.

El plasmido pOPIN E PrP,;.,3, de ratén fue digerido con las enzimas de restriccion Xbal y Pagl, siguiendo el
procedimiento mencionado anteriormente. El fragmento de 4707 pares de bases fue purificado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%, tincién con EtBr 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,;.,3; de ratdn con las
sustituciones de conejo fueron clonados en el vector pOPIN E de ratén obtenido en el paso anterior. Para ello,
plasmido e inserto fueron mezclados en un ratio molar 3:1 (vector : inserto) y se efectud la ligacion mediante la
enzima T4 DNA ligasa (Fermentas) incubando la mezcla reactiva a 162C, como indica el protocolo del fabricante.
Los productos de la ligacidn se transformaron en bacterias ultra-competentes E. coli DH5 XL-Gold® (Stratagene)
siguiendo el protocolo estandar de transformacion por choque térmico. De cada transformacion 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 el gen que codifica la PrP,;.,3, se realizd un analisis de restriccion con las
enzimas de restriccion Xbal (Fermentas) y Pagl (Fermentas) siguiendo el protocolo del fabricante. Finalmente, el

gen que codifica la PrP,3.,3; fue completamente secuenciado mediante el servicio de secuenciacién de Stabvida con
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el oligonucledtido universal T7 (5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’). A continuacion se listan los plasmidos generados

mediante la metodologia detallada:

= pOPIN E PrP,3.,3; raton N99G
=  pOPIN E PrP,3.,3; raton N107S
=  pOPIN E PrP,5.,3; raton L108M
= pOPIN E PrP,3,3; ratén M137L
=  pOPIN E PrP,3.,3; raton W144Y
=  pOPIN E PrP,5.,3; raton N173S
= pOPIN E PrP,3,3; ratén 1183V
= pOPIN E PrP,3.,3; raton V2021
=  pOPIN E PrP,3.,3; raton M204l
=  pOPIN E PrP,3.,3; raton V214l
= pOPIN E PrP,3,3; raton K219Q

5. Construccion de los plasmidos de expresion de las PrPs de conejo con sustituciones miiltiples de la PrP de
raton

5.1. Seleccidon de las mutaciones

Con la intencion de saber si las mutaciones que mas susceptible vuelven a la PrP de conejo al
malplegamiento inducido por RML, S107N, M108L e 1202V, podrian de forma conjunta o cooperativa eliminar
totalmente la barrera interespecies entre ratén y conejo, se generaron variantes de PrP recombinante de conejo
con multiples sustituciones. Se decidid, por tanto, generar tres mutantes dobles con dos de las tres sustituciones y
un triple mutante que incluye las tres sustituciones mencionadas en el contexto de la PrP recombinante de conejo.
Asi, en caso de que cualquier combinacién de estas mutaciones determinase la existencia de la barrera
interespecies existente entre raton y conejo, su presencia combinada, aun en el contexto de la PrP recombinante
de conejo, podria permitir la propagacion de recRML en una sola ronda de rec-PMCA. A continuacion se listan los

mutantes que se decidieron generar:

=  Conejo S107N M108L

= Conejo S107N 1202V

=  Conejo M108L 1202V

=  Conejo S107N M108L 1202V

5.2. Diseiio de oligonucledtidos

En este caso, resulta innecesario generar una pareja de oligonucledtidos por cada mutante que se planed

generar. Por una parte, porque las mutaciones S107N 1202V y M108L 1202V pueden generarse utilizando los
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mismos oligonucledtidos disefiados para las mutaciones individuales pero utilizando como molde el plasmido que
contiene la otra mutacién (descritos en el apartado 2.4.), y por otra parte, porque el triple mutante también podria
generarse de forma similar utilizando los oligonucledtidos disefiados para el doble mutante S107N M108L sobre el
plasmido que contiene la mutacidn puntual 1202V. A continuacidn se listan los oligonucledtidos utilizados, de los
que solo hubo que disefiar nuevos los que introducen la doble mutacién S107N M108L que como son adyacentes
no pueden aprovecharse los oligonucledétidos disefiados para cada mutacion por separado.

S107N (F): 5'-GCCGAAAACCAACATGAAGCACGTGG-3’

S107N (R): 5'-CCACGTGCTTCATGTTGGTTTTCGGC-3’

M108L (F): 5'-CCGAAAACCAGCCTGAAGCACGTGGC-3’

M108L (R): 5’-GCCACGTGCTTCAGGCTGGTTTTCGG-3’

S107N M108L (F): 5'-GCCGAAAACCAACCTGAAGCACGTGG-3’

S107N M108L (R): 5’-CCACGTGCTTCAGGTTGGTTTTCGGC-3’

5.3. Mutagénesis dirigida secuencial en dos pasos

Partiendo de los plasmidos pOPIN E que expresan la PrP,3;,3; de conejo de genotipo salvaje o con la
mutacién puntual 1202V descrita en el apartado 2.4., se efectuaron mutagénesis dirigidas secuenciales de dos
pasos. Para ello, ademas de los oligonucledtidos descritos, se utilizaron dos oligonucleétidos que hibridan con una
secuencia del vector pOPIN E PrP,3,3; de conejo (tanto salvaje como con la mutacién 1202V) préxima al gen que
codifica la PrP, un oligonucledtido forward cerca del extremo amino terminal y un oligonucleétido reverse cerca
del extremo carboxilo terminal:

Oligonucledtido forward: 5’-CCGCGGGGGGACGGCTGCC-3’

Oligonucledtido reverse: 5'-GAACAGAGGTGCGTCTGGTG-3’

En un primer paso se realizaron dos PCRs, para cada uno de los mutantes multiples de interés. Para el
doble mutante N107S M108L se utilizaron por una parte, el oligonucledtido forward que contenia las dos
mutaciones a introducir y el oligonucleétido reverse del extremo carboxilo terminal del gen que codifica la PrP; y
por otra el oligonucledtido forward del extremo amino terminal del gen que codifica la PrP y el oligonucleédtido
reverse que contiene ambas mutaciones. Como molde de ambas reacciones se utilizé en este caso el pOPIN E PrP,s.
231 de conejo salvaje. Para los dobles mutante S107N 1202V y M108L 1202V se utilizaron por una parte, los
oligonucledtidos forward que contenian la mutacion S107N y la mutacion M108L respectivamente y el
oligonucledtido reverse del extremo carboxilo terminal del gen que codifica la PrP; y por otra el oligonucleétido
forward del extremo amino terminal del gen que codifica la PrP y los oligonucledtidos reverse que contienen las
mutaciones S107N y M108L respectivamente. Como molde de las 4 reacciones se utilizé en este caso el pOPIN E
PrP,3,31 de conejo 1202V. Finalmente, para la generacidon del triple mutante, se utilizaron por una parte, el

oligonucleédtido forward que contenia las mutaciones N107S M108L y el oligonucledtido reverse del extremo
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carboxilo terminal del gen que codifica la PrP; y por otra el oligonucledtido forward del extremo amino terminal
del gen que codifica la PrP y el oligonucledtido reverse que contiene las mutaciones N107S M108L. Como molde

221 de conejo 1202V. Asi pues, en todos los casos y en

para estas dos reacciones también se utilizo el pOPIN E PrP
esta primera fase, las PCRs empleadas contenian:
- 2ngde plasmido de pOPIN E PrP,3 ,3; de conejo salvaje o con mutacion 1202V.
- 50 ng de cada oligonucledtido.
- 1,25 unidades de la enzima Pfu DNA Polymerase (Fermentas).
- 5ul del buffer (del inglés, tampdn) 10X para la enzima Pfu (20mM MgSQ,).
- 0.4 plde dNTP 10 mM.

- H,0 (hasta 50 pl).

Las condiciones de PCR aplicadas fueron idénticas a las descritas para los apartados anteriores. Un ciclo
inicial de calentamiento a 952C durante 5 min, 40 ciclos de amplificacién y finalmente, 10 min a 72°C.
Comprendiendo cada ciclo de amplificacion de los siguientes pasos: desnaturalizacion a 952C durante 20 s,
hibridacion a 45 s a 562C y polimerizacion de 60 s a 722C. Los productos de PCR fueron almacenados y conservados
a4ecC.

Como resultado de esta primera fase se obtuvieron dos fragmentos de ADN, que contenian cada uno de
ellos un fragmento del gen que codifica la PrP de conejo con las mutaciones de interés. La purificacion de los
mismos se llevé a cabo mediante la utilizacion del kit Q/Aquick Gel Extraction Kit (Qiagen) siguiendo el protocolo
del fabricante (QIAquick® Spin Handbook).

Para la reconstitucién completa del gen que codifica la PrP de conejo conteniendo la mutacién de interés,
se realizéd de nuevo una PCR empleando como moldes los dos fragmentos obtenidos en el paso anterior y los
oligonucledtidos forward y reverse que hibridan con el vector. Igual que en anteriores apartados, las PCRs
empleadas contenian:

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

- 50ngde los oligonucledtidos forward y reverse.

- 1,25 unidades de la enzima Pfu DNA Polymerase (Fermentas).

- 5yl del buffer 10X para la enzima Pfu (20mM MgS0O,).

- 0.4 plde dNTP 10 mM.

- H,0 (hasta 50 pl).

Las condiciones de PCR aplicadas fueron idénticas a las empleadas en el primer paso. Los fragmentos

amplificados se purificaron con GenelJet PCR Purification Kit (Fermentas) siguiendo el protocolo del fabricante.

5.4. Clonacién de los genes que codifican las PrPs,;.,3; de conejo con miltiples mutaciones en el vector de

expresion de proteinas pOPIN E
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Con el fin de ligar los distintos fragmentos de ADN codificantes generados en el apartado anterior en el
vector de expresion pOPIN E, se llevaron a cabo las mismas digestiones con enzimas de restriccidn y purificaciones

que se detallan en el apartado 2.4. y que se resumen a continuacion.

En primer lugar, los fragmentos de ADN generados en el apartado anterior se digirieron con la enzima de
restriccion Xbal (Fermentas) y tras realizar una purificacion con Genelet PCR Purification Kit (Fermentas), se
digirieron con la enzima de restriccidon Pagl (Fermentas), dando lugar a un fragmento de 1078 pares de bases. Los
fragmentos digeridos se purificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v), tincién con EtBr 0,1%

(p/Vv) y QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo del fabricante.

El plasmido pOPIN E PrP,s.,3; de conejo fue digerido con las enzimas de restriccion Xbal y Pagl, siguiendo
el procedimiento mencionado anteriormente. Los fragmentos de 4707 pares de bases fueron purificados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%, tincién con EtBr 0,1% y QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) siguiendo el

protocolo del fabricante.

Los fragmentos correspondientes a las secuencias de las PrPs,;,3; de conejo con mutaciones multiples
fueron clonados en el vector pOPIN E de conejo obtenido en el paso anterior. Para ello, pldasmido e inserto fueron
mezclados en un ratio molar 3:1 (vector : inserto) y se efectud la ligacién mediante la enzima T4 DNA ligasa
(Fermentas) incubando la mezcla reactiva a 162C, como indica el protocolo del fabricante. Los productos de la
ligacion se transformaron en bacterias ultra-competentes E. coli DH5 XL-Gold® (Stratagene) y de cada
transformacién se seleccionaron 4-6 colonias bacterianas cuyos plasmidos se purificaron mediante GeneJET™
Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Para verificar que los plasmidos
purificados tenian incorporado el gen que codifica la PrP,3_,3, 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 las mutaciones deseadas, el gen que codifica la PrP,3.,3; fue
completamente secuenciado mediante el servicio de secuenciacidn de Stabvida con el oligonucledétido universal T7
(5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’). A continuacién se listan los plasmidos generados mediante la metodologia

detallada:

®  POPIN E PrPys.53; conejo S107N M108L
= pOPIN E PrP,3.,3; conejo S107N 1202V
= pOPIN E PrP,3,3; conejo M108L 1202V
=  pOPIN E PrP,3,3; conejo S107N M108L 1202V

6. Generacion de las proteinas PrP recombinantes
6.1. Transformacion de plasmidos en bacterias mediante choque térmico
Con el fin de producir las proteinas recombinantes de PrP completas (rPrP(23-231)), a partir de los

plasmidos de expresidon pOPIN E generados descritos en los apartados previos, los vectores fueron transformados
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en bacterias supercompetentes E. coli Rosetta (DE3)™ (EMD Millipore), desarrolladas para mejorar la expresidon de
proteinas eucaridticas que contienen codones raramente usados en E. coli. Los plasmidos pOPIN E fueron
transformados especificamente en estas bacterias mediante el protocolo estandar de transformacién por choque

térmico (Inoue, Nojima et al. 1990) y conservadas a -802C en medio LB:glicerol 1:1 (v:v).

6.2. Expresion y purificacion de las proteinas PrP recombinantes

Las bacterias Rosetta (DE3) transformadas con los plasmidos de interés fueron cultivadas en 2 litros de
medio Luria Bertoni (LB) (Lennox) en presencia de ampicilina a una concentracion de 20 pg/ml (Sigma-Aldrich) e
incubadas a 372C en agitacion a 200 rpm (Agitador Orbital SSL1, Stuart) hasta alcanzar una densidad 6ptica en la
longitud de onda de 600 nm (DOgy) 0,6 - 0,8. Con el fin de inducir la sintesis de la proteina de expresion en las
bacterias cultivadas, se afadid sobre el cultivo bacteriano Isopropil-B-D-1-tiogalactopiradsido (IPTG) (Gold
Biotechnology) a una concentracién final de 1 mM y se mantuvo durante 3 horas mas en las condiciones de

temperatura y agitacién descritas.

La induccién de proteina recombinante mediada por la adicidn de IPTG se finalizé con la incubacion de los
cultivos bacterianos en hielo durante 15 min. Finalmente, las bacterias fueron centrifugadas durante 15 min a una

velocidad de 4500 g y a una temperatura de 42C (Centrifuga Sorvall Legend XTR, Thermo Scientific).

El precipitado bacteriano se resuspendi6 en 50 ml de buffer de lisis (50 mM
tris(hidroximetil)Jaminometano hidrocloruro Tris-HCI (Fisher Bioreagents), 5 mM acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) (Sigma-Aldrich), 1% Triton X-100 (Amresco), 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma-Aldrich),
100 ug/ml Lisozima (Sigma-Aldrich), pH ajustado a 8.0) y a continuacién fue incubado durante 30 min en agitacion
a 200 rpm a temperatura ambiente en presencia de 100 U/ml de deoxyribonucleasa (DNAsa) (Sigma-Aldrich) y 20
mM de cloruro de magnesio (MgCl,) (Sigma-Aldrich). El lisado fue centrifugado a 4°C durante 1 hora a una
velocidad de 8500 g (Centrifuga Sorvall ST 16R, Thermo Scientific) y el material precipitado obtenido fue
resuspendido 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
fue centrifugado en las condiciones anteriormente descritas y el material precipitado fue disuelto en 6 ml de buffer
de inclusion (20 mM Tris-HCI (Fisher Bioreagents), 0.5 M NaCl (Sigma-Aldrich), 6 M cloruro de guanidina
(GndCl)(Fisher Scientific), pH ajustado a 8.0) e incubado a 372C en agitacidn durante toda la noche con el fin de
disolver los cuerpos de inclusién y solubilizar al medio la proteina recombinante de interés. A continuacion, las
muestras fueron centrifugadas a 42C durante 1 hora a una velocidad de 8500 g y los sobrenadantes fueron

filtrados a través de un tamafio de poro de 0,20 um (Minisart, Sartorius Stedim) antes de su purificacién.

La purificacién de las proteinas recombinantes fue llevada a cabo utilizando metodologias distintas en

funcién de su posterior aplicacion. Las proteinas utilizadas para la rec-PMCA se purificaron mediante cromatografia
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de afinidad, mientras que las utilizadas en los estudios de Dicroismo circular se purificaron primero mediante la
misma técnica, seguida de didlisis para su plegamiento (se detalla el procedimiento de dilisis en el apartado 7) y
una purificacién adicional mediante cromatografia de gel filtraciéon acoplado a un sistema de cromatografia liquida

rapida de proteinas (del inglés, Fast Protein Liquid Chromatography, FPLC).

6.2.1. Purificacion de las PrPs recombinantes mediante columnas de afinidad de histidinas

Este procedimiento estd 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 uniéon (20 mM Tris-HCl (Fisher
Bioreagents), 500 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 5 mM Imidazol (Sigma-Aldrich), 2 M GndCl (Fisher Scientific), pH
ajustado 8.0), la muestra filtrada que contenia la PrP recombinante soluble fue cargada en la columna mediante la
utilizacion de agujas de calibre de 22 G y longitud de 1 % pulgadas (Terumo). La columna fue lavada con 75 ml de
buffer de unidn y las proteinas recombinantes eluidas con 30 ml de buffer de elucidon (20 mM Tris-HCI (Fisher
Bioreagents), 500 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 500 mM Imidazol (Sigma-Aldrich), 2 M GndCl (Fisher Scientific), pH
ajustado a 8.0). Las proteinas eluidas fueron desnaturalizadas mediante la adicion GndCl (Sigma-Aldrich) hasta una
concentracidn final de 6 M y posteriormente concentradas a una concentracién de 4-5 mg/ml mediante unidades
de filtros de centrifugacién de 10 KDa, (Amicon Ultra-15 10KDa Centrifugal filter unit, Millipore). Finalmente, las

proteinas recombinantes generadas fueron almacenadas a -802C.

La calidad y pureza de las proteinas recombinantes obtenidas se evalué mediante tincion de Coomassie
tras electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico (SDS-PAGE) 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 fueron
precipitados afiadiendo 56,7 ul de metanol frio (Fisher Chemical) y tras centrifugar durante 30 min a una velocidad
de 19000 g y a 4°C de temperatura (Centrifuga Sorvall ST 16R, Thermo Scientific), el material precipitado fue
resuspendido en 16 pl de buffer NuPAGE (Invitrogen Life Technologies) y fue cargado 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 decoloracion
del mismo se realizod con el buffer conteniendo 200 ml metanol, 50 ml acido acético glacial y 250 ml H,0 destilada,

cambiando el buffer cada 30 min durante aproximadamente tres horas.

6.2.2. Post-purificacion de las PrP recombinantes mediante gel filtracion acoplado a un sistema de FPLC

En el caso de las PrP recombinantes utilizadas para el estudio de la propension a adquirir conformacion
estado-B frente al tratamiento con agentes caotrdpicos seguido por Dicroismo circular (descrito en el apartado 8
de Resultados), se requiere una mayor pureza y homogeneidad de las mismas, por lo que se les aplicé una post-

purificacion. Este procedimiento de purificacion de proteinas esta basado en el uso de una columna
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cromatografica de gel filtracion (HiLoad 16/600 Superdex 75pg (GE Healthcare)) acoplada a un sistema de FPLC
(AKTAWI (GE Healthcare)), a la que se sometieron las PrPs recombinantes de hamster, ratén, conejo y conejo

1202V.

En estos casos, la expresion de proteinas se lleva a cabo exactamente igual a lo descrito en el apartado
previo. Sin embargo, la purificacién difiere en que una vez eluidas y desnaturalizadas mediante la adicién GndCl
(Sigma-Aldrich) hasta una concentracidn final de 6 M, no se concentran como el resto a 4-5 mg/ml. En cambio, se
concentran hasta un volumen final de 10-12 ml (Amicon Ultra-15 10 KDa Centrifugal filter unit (Millipore)) y se
dializan directamente empleando una membrana de didlisis de 10 KDa, (SnakeSk/nTM Dialysis Tubing 10K MWCO
22mm, Thermo-Pierce) durante 6-8 horas a 42C frente a buffer de PBS (del inglés, Phosphate Buffered Saline, PBS)
(Fisher Bioreagents) con 2 M de GndCl. Después se cambia el buffer a PBS sin GndCl, frente al cual la proteina se
dializa durante otras 6-8 horas a 42C. De ahi se pasa a buffer PBS con el pH ajustado a 6 con HCl para seguir la
didlisis durante otras 6-8 horas 42C y finalmente se dializa en buffer de Acetato sddico a pH 4 (5mM acetato sddico
(Sigma-Aldrich), 67 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 5 mM EDTA (Sigma-Aldrich)). Con el fin de descartar la proteina
recombinante insoluble, el producto de la didlisis es centrifugado a una velocidad de 19.000 g durante 15 minutos
y a 4 2C de temperatura (Centrifuga Sorvall ST 16R, Thermo Scientific) y el sobrenadante filtrado a través de un
filtro con tamafio de poro de 0.20um (Minisart, Sartorius Stedim). Durante todo el proceso se mantiene la proteina

en hieloo a4 °C.

Una vez filtrada la proteina dializada y previo a su paso por la columna de gel filtraciéon con el mismo
buffer de Acetato sdédico a pH 4 utilizado durante el ultimo paso de didlisis, éste debe ser filtrado y desgasado,
mediante un filtro con poro de 0.22 um (Corning?® filter system (Sigma-Aldrich)) acoplado a una bomba de vacio

(Vacum-pres., JP Selecta) y con agitacién magnética.

Una vez con el buffer filtrado y desgasado, la columna de gel filtracién se equilibra con 1.2 volimenes de
columna del buffer de acetato sddico a pH 4 y a continuacién se inyecta la proteina. La cromatografia se realiza a
un flujo constante del buffer de 1-2 ml/min controlando los pardmetros mediante el software Unicorn Manager
(Amersham Biosciences), hasta la elucidn de toda la proteina (aproximadamente 1.5 volumenes de columna). Las
fracciones resultantes de la elucion en las que se detecta proteina mediante la medida de la absorbancia del eluido
a 280 nm, se recolectan y mezclan para una posterior concentracion de la muestra mediante unidades de filtros de
centrifugacién de 10 KDa, (Amicon Ultra-15 10 KDa Centrifugal filter unit (Millipore)), hasta un volumen final de 1-2

ml que se conservan a 42C hasta un maximo de 3 dias.
7. Preparacion de sustratos para PMCA

Con el objetivo de realizar distintos experimentos utilizando la técnica de PMCA, se prepararon distintos

tipos de sustratos basados o bien en PrP recombinante o bien en homogenizados completos de encéfalo, que
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contienen la PrP completa, incluyendo glicosilaciones y anclaje a membrana mediante GPI. Durante todo el
proceso de la preparacidon de estos sustratos, todos los componentes han sido mantenidos a 42C con el fin de
mantener la estabilidad de los mismos. Tras haber preparado los sustratos, estos fueron conservados a -802C en
alicuotas idéneas para evitar ciclos de congelacidén-descongelacion, dado que este proceso favorece la degradacion

de la PrP.
7.1. Sustratos basados en homogeneizados completos de encéfalo

Los encéfalos de ratones de diverso origen fueron extraidos tras sacrificar los animales mediante
inhalacidn de dioxido de carbono (CO,) y tras ser perfundidos mediante puncion cardiaca con 50 ml de buffer de
perfusion (PBS (HyClone -Ca, -Mg) 5 mM EDTA (Sigma-Aldrich)). El objetivo de este procedimiento es eliminar
restos de sangre que pudieran afectar negativamente tanto al proceso de amplificacién de priones, como al
tratamiento posterior con PK. La homogenizacion se lleva a cabo con la ayuda de un homogeneizador de tejidos
Elvehjem de 15 ml (Fisherbrand), empleando un buffer de conversién (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) y manteniendo la muestra a 42C a lo largo
de todo el proceso. Los encéfalos utilizados en esta tesis doctoral provienen de la siguiente linea de ratén:

0 TgRab: Ratones transgénicos que expresan la PrPC de conejo de genotipo salvaje, sin presencia de la

PrP¢ murina enddgena. El nivel de expresidon de PrP en estos animales es de 5-6x respecto al nivel de
expresién de Prp° enddgena en conejo y 10-12x respecto al nivel de expresidén de la PrP enddgena

murina. (Vidal, Fernandez-Borges et al. 2015)

7.2. Sustratos basados en PrP recombinante complementada con homogeneizado de encéfalo.

Las proteinas recombinantes purificadas a través de columnas de afinidad, tal y como se describe en el
apartado 6.2.1., se diluyen 1:5 en PBS (Fisher Bioreagents) y se dializan frente a PBS durante 1 h a 42C empleando
casetes de didlisis 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 didlisis, las muestras se
centrifugan a 19.000 g durante 15 min a 49C (Centrifuga Sorvall ST 16R, Thermo Scientific) y se recoge el

sobrenadante que contiene la proteina soluble plegada.

Con el objetivo de complementar los sustratos con factores que fomentan la amplificacion de priones se
emplean encéfalos de ratones transgénicos carentes de PrP (ratones transgénicos PRNP” (Bueler, Fischer et al.
1992)) o encéfalos procedentes de pollo (Gallus gallus domesticus), cuya proteina PrP no interfiere en el fenédmeno
de amplificacion de priones por no ser convertible. El uso de sustratos complementados con encéfalo de pollo,

responde a la observacién de que presenta mayor eficiencia de propagacion por dilucién seriada de inéculo que los
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sustratos complementados con encéfalo de ratén PRNP'/', reservandose su uso para los estudios de dilucién

principalmente.

En el caso de la utilizacion de encéfalos de ratones transgénicos PRNP’/’, tras el sacrificio de los animales,
los encéfalos fueron perfundidos con el buffer de perfusidn tal como se describe en el apartado 7.1. En el caso de
los encéfalos de pollo, dada la complejidad de llevar a cabo la perfusién descrita anteriormente, tras el sacrificio
del animal se realizé un lavado del tejido en el buffer de perfusidn, eliminando la mayor fraccién de sangre posible.
Los encéfalos obtenidos se homogenizan al 10% (p/v) en buffer de conversidon manteniendo la muestra a 42C a lo
largo de todo el proceso. Con el fin de eliminar restos de tejido no homogeneizados correctamente la muestra se
centrifuga a 19.000 g durante 15 min a 49C (Centrifuga Sorvall ST 16R, Thermo Scientific) y el precipitado es

descartado.

Finalmente la PrP recombinante previamente cuantificada por BCA Protein Assay (Thermo-Pierce)) para
conseguir una concentracién final aproximada de 50-100 ng/ul, fue mezclada para su complementacién con el
homogenizado de encéfalo en una proporcion 1:10 (PrP recombinante : encéfalo). Durante el proceso de
preparacién de estos sustratos, los componentes se mantienen a 42C con el fin de mantener la estabilidad de los
mismos y posteriormente son congelados a -80°C en alicuotas idéneas para evitar ciclos de congelacion y

descongelacidn.

8. Cepas de priones

Durante la realizacidn de esta tesis doctoral se han empleado un gran nimero de cepas de priones como

inéculos en PMCA, con distintos origenes y caracteristicas que se detallan en la tabla 1.

Tabla 2. Listado de las distintas cepas de pridn utilizadas en este trabajo. En la columna de Inéculo se utiliza la denominacién
mas habitual para cada cepa, o en su defecto (como en caso de las cepas experimentales obtenidas por PMCA) el nombre
asignado que hace referencia a la especie actual y la de origen, que es también la que se utiliza en este trabajo. En
caracteristicas se definen la especie original de la que proviene el aislado natural del inéculo; la especie actual, que es aquella
de la que se ha obtenido el indculo utilizado finalmente y la procedencia, que especifica si se trata de un indculo obtenido
directamente de encéfalo de animales afectados (Encéfalo), adaptado previamente a PMCA basada en homogenizado de
encéfalo (PMCA) o adaptado previamente a PrP recombinante mediante rec-PMCA (rec-PMCA). La columna de Fuente, hace
referencia al laboratorio del que se ha obtenido. En la columna de Referencias se muestra una publicacién cientifica por indculo
en la que se puede ampliar la informacidn sobre sus caracteristicas y origen. ND: no descrito mediante publicacién cientifica.

Inéculo Caracteristicas Fuente Referencia
Especie de | Especie Tipo
origen actual (Procedencia)
RML Oveja Raton Encéfalo Dr.Tomds Mayoral | Chandler 1961
(LCV, Madrid)
ME7 Oveja Ratén Encéfalo Dr. Francesca Dickinson 1969
Chianini (Moredun,
Edimburgo)
CWD Ciervo mula Ciervo mula | Encéfalo Dr.Jean E. Jewell Williams 1992
(University of
Wyoming)
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BSE

Vaca

Vaca

Encéfalo

Dr.Tomas Mayoral
(LCV, Madrid)

Wilesmith 1988

sheepBSE

Vaca

Oveja

Encéfalo

Dr Olivier
Andreoletti (INRA,
Toulouse, Francia )

Foster 1994

SSBP/1

Oveja

Oveja

Encéfalo

TSE Resource
Centre

Stack 2002

De novo RaPrP**

Conejo

Conejo

Encéfalo

Dr. Joaquin Castilla
(CIC bioGUNE,
Bilbao)

Chianini 2012

Conejo-RML

Oveja

Conejo

PMCA

Dr. Joaquin Castilla
(cic bioGUNE,
Bilbao)

Chianini 2012

Conejo -ME7

Oveja

Conejo

PMCA

Dr. Joaquin Castilla
(cic bioGUNE,
Bilbao)

Chianini 2012

Conejo -CWD

Ciervo mula

Conejo

PMCA

Dr. Joaquin Castilla
(c1c bioGUNE,
Bilbao)

Chianini 2012

Conejo -BSE

Vaca

Conejo

PMCA

Dr. Joaquin Castilla
(c1c bioGUNE,
Bilbao)

Chianini 2012

Conejo -De novo RaPrP*

Conejo

Conejo

PMCA

Dr. Joaquin Castilla
(cic bioGUNE,
Bilbao)

Chianini 2012

recRatén-RML-SuperHigh

Ratdn

Ratdn (rec)

rec-PMCA

Dr. Joaquin Castilla
(c1c bioGUNE,
Bilbao)

ND

recRatén-RML

Ratdn

Ratdn (rec)

rec-PMCA

Dr. Joaquin Castilla
(cIc bioGUNE,
Bilbao)

Tesis SRE

Las cepas previamente adaptadas a PMCA o rec-PMCA fueron obtenidas en el laboratorio de la siguiente
forma. Cada una de las cepas de priones fue mezclada 1:10 (v/v) con un homogenizado al 10% en CB de encéfalo
que expresa la PrP de interés o de sustrato con la PrP recombinante de interés y se realizaron 10-15 rondas
seriadas 1:10 (v/v) manteniendo las caracteristicas de cada una de las cepas de inicio al menos en el caso de las
PMCAs con homogenizados de encéfalo (Castilla, Morales et al. 2008). Todas las cepas, tanto las provenientes de

homogenizados de encéfalo como las previamente adaptadas a PMCA o rec-PMCA se conservan a -802C.

9. Propagacion in vitro de priones mediante PMCA

La propagacién in vitro de priones fue realizada basandose en el procedimiento de PMCA descrito por
Castilla y colaboradores (Saborio, Permanne et al. 2001, Castilla, Saa et al. 2005, Saa, Castilla et al. 2006) que
permite replicar priones in vitro mimetizando la replicacion in vivo, pero con una cinética mas acelerada (Saborio,

Permanne et al. 2001).
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Todos los experimentos de PMCA se llevaron a cabo utilizando tubos eppendorf de 0.2 ml y de pared fina
(Fisherbrand) para favorecer una penetracion mas efectiva de las ondas ultrasdnicas. Los volimenes finales

empleados fueron de 50 — 100 pl dependiendo del tipo de experimento y del sustrato empleado.

El modelo de sonicador utilizado y los parametros empleados durante la sonicacidn son especificos en

funcidn del tipo de sustrato, descritos en el apartado 7, que se emplea para la propagacion de priones in vitro:

0 Sustratos basados en PrP recombinante: se utiliza el sonicador Misonix Q-700 con sistema de microplaca
(Qsonica) programado para llevar a cabo ciclos de 30 minutos de incubacién, seguidos de pulsos de
sonicacion de 15 s a una potencia de 50-60%. Todo el proceso fue llevado a cabo a una temperatura
media de 399C regulada mediante un bafio de agua circulante.

0 Sustratos basados en PrP® de encéfalo: se utiliz6 el sonicador Misonix S-4000 con sistema de microplaca
(Qsonica) programado para efectuar ciclos de 30 minutos de incubacién, seguidos de pulsos de 20 s de
sonicacion a una potencia de 80%. Todo el proceso fue llevado a cabo a una temperatura media de 372C

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 describirdn a continuacién:

Estudio de las barreras de especie y de propagacion persistente de los priones. A lo largo de esta tesis
doctoral, se ha estudiado la capacidad in vitro de los priones para adaptarse a una nueva especie o variante de PrP
y para ello se llevaron a cabo rondas sucesivas de PMCA en las que las cepas de prién se diluyeron 1:10 en el
sustrato de interés. Tras un ciclo de 24 horas de PMCA se realizd una dilucidon 1:10 del producto de la primera
ronda de PMCA en sustrato fresco y el proceso se repitié hasta un total de 10-20 rondas de PMCA. En cada
experimento de este tipo se incluyeron multiples réplicas de cada muestra, entre 4 y 6 en este caso, ya que debido

res

a la estocasticidad que presenta la PMCA, no en todos los duplicados aparece PrP " ni lo hace en el mismo nimero
de ronda de PMCA. Es por ello que para evaluar barreras de transmision se utilizan tantas réplicas como sea
posible, como control de la variabilidad intrinseca de la PMCA. Asi mismo, se incluyo el mismo nimero de tubos sin

semilla inicial en cada ronda, como control de aparicion espontanea o de contaminaciones cruzadas.

Capacidad de amplificacion de un prion mediante diluciones seriadas. Una de las caracteristicas que
define una cepa de pridn es su capacidad de replicarse en un sustrato mediante PMCA, por ello se llevaron a cabo
PMCAs en las que empleando el mismo sustrato, se realizaron diluciones seriadas del indculo en estudio (entre 10™
y 10’10) y se establecio la capacidad de propagacion del mismo mediante determinacién de la dilucion maxima del
inéculo a la que la sefial de PrP™ es visible después de la ronda de PMCA. Este tipo de PMCA consistié en una
Unica ronda de PMCA de 48 horas y la homogeneidad del resultado se garantizé mediante el empleo de bolitas de

zirconia y silica de 1 mm de diametro (BioSpec Products) (Fernandez-Borges, de Castro et al. 2009). En aquellos
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casos en que se desconoce la capacidad de propagacion de un determinado indculo, se incluyé también un control
inoculado a la misma dilucion minima que la utilizada para el experimento, que no fue sometido a PMCA, sino que

res

se congeld inmediatamente. Este control, denominado no amplificado (NA), permite distinguir la sefial de PrP

correspondiente al indculo inicial de la sefial de PrP™ debida a la propagacién de ese mismo inéculo.

10. Estudios bioquimicos de los priones

10.1.Estudio de resistencia de los priones a la digestion con proteinasa K (PK)

res

La resistencia a PK, caracteristica de la PrP ", se evalta en todos los casos incubando las muestras durante

1 hora a 422Cy a una agitacion 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 era recombinante, la concentracion de PK final necesaria fue de 25
pg/ml, mientras que si el sustrato se basaba en homogenizado de encéfalo completo, la digestidn se llevaba a cabo
con 50-100 ug/ml de PK. Del mismo modo, con el objetivo de mejorar la reaccion de digestion se diluyeron las
muestras con diferentes detergentes (buffer de digestidn): Dilucién 1:2 en PBS con 10% de sarkosyl (Sigma-Aldrich)
en el caso de muestras con PrP recombinante y dilucion 1:10 en PBS con 2% de Tween-20 (Sigma-Aldrich) + 2% de
Nonidet P40 (Sigma-Aldrich) en el caso de PrP¢ de encéfalo. En todos los casos, la digestion se detuvo mediante la

adicion 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 indicara convenientemente.

Para el estudio de resistencia a PK que se presenta en el apartado 5 de Resultados, las condiciones de

res

digestidon son idénticas a las descritas anteriormente, pero una misma dilucion de PrP™ en buffer de digestion se

dividio para digerir con concentraciones de PK de 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 y 3200ug/ml.

10.2. Deteccion de proteinas mediante la técnica de Western blot (WB)

La inmunodeteccidn de proteinas mediante la metodologia de Western blot (WB) se lleva a cabo tras la
separacién proteica mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE, del
inglés sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). En funcion de la naturaleza de la muestra se
eligio un sistema de electroforesis u otro, de modo que en muestras procedentes de PMCA recombinante se optd
generalmente por el sistema Criterion TGX gel 4-15% (Bio-Rad) y en el caso de muestras procedentes de PMCA
empleando PrP¢ de encéfalo se utilizé generalmente NUuPAGE Midi gel 4-12% (Invitrogen Life Technologies). Del
mismo modo, el sistema de transferencia se adaptd al sistema de electroforesis empleado, seleccionando

membranas adsorbentes de polifluoruro de vinilideno (PVDF) (Trans-Blot Turbo Transfer Pack PVDF, Bio-Rad) y
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electrotransferencia con el equipo Trans Blot Turbo System (Bio-Rad) en el caso de muestras procedentes de PMCA
recombinante y membranas de nitrocelulosa (Protran BA85, GE Healthcare) y electrotransferencia con el equipo
Trans-blot Cell (Bio-Rad) en el caso de PMCA empleando PrP® de encéfalo. Tras bloquear las membranas con leche
deslipidada al 5% y Tween-20 0,05% en PBS durante 1 hora, se procedié a la inmunodetecciéon con el anticuerpo
primario Saf84 (1:400, Cayman Chemical) en el caso de especificidad a PrP de conejo con o sin mutaciones, Saf83
(1:400, Cayman Chemical) en el caso de la PrP de ratén con o sin mutaciones y 12B2 (1:2.500, Central Veterinary
Institute) en el caso de querer detectar en una misma membrana PrP de tanto de conejo como de ratén. En todos
los casos se utilizdé el anticuerpo secundario policlonal conjugado con peroxidasa de rdbano Goat anti-mouse IgG-
HRP (1:3.000, Santa Cruz Biotechnology). Tras la incubacion con cada anticuerpo durante 1 hora a temperatura
ambiente se realizaron lavados con una solucion 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 visualizacidén de imagenes digitales se llevd a cabo mediante el equipo FluorChem Q (Alpha Innotech) y
el software AlphaView (Alpha Innotech).

10.3. Cuantificacién de bandas inmunoreactivas de PrP™*

El andlisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas obtenidas tras la metodologia de WB se llevd a
cabo 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 dptica y se trasladd a porcentajes.

11. Anadlisis comparativo de la propension a adquirir conformacion estado-f de las PrP recombinantes frente al

tratamiento con agentes caotrépicos seguido por Dicroismo circular

Tras la post-purificacidén descrita en el apartado 6.2.2., la concentracidn de PrP recombinante se midid a
través de la medida de absorbancia a 280 nm en NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), y se diluyd en buffer de
acetato sodico a pH 4 igual al descrito en el apartado 6.2.2. pero sin EDTA, hasta una concentracién de 20.4 uM
para aquellas que se incubaron con GndCl (Sigma-Aldrich) (de 0 a 4 M) y hasta una concentracién de 39.4 uM para
aquellas que se incubaron con Urea (Sigma Aldrich) (de 0 a 8 M). Se prepararon también soluciones stock de
acetato sédico pH4 a 1M, NaCl a 6 M y GndCl y urea a 9.25 M. La solucion de urea se traté con Amberlite (Sigma-
Aldrich), ya que las soluciones de urea tienden a dar lugar a iones reactivos de cianato, que podrian interferir en el
estudio.

Con las soluciones stock y las PrPs preparadas a concentraciones adecuadas, se prepararon 30 muestras
de cada PrP a concentraciones de GndCl que van desde 0 a 4 M o de urea que van desde 0 a 8 M siguiendo los
calculos que se muestran en las tablas 2 y 3. Asi, se consiguieron 30 muestras con una concentracién final de 10
MM de PrP recombinante para el caso del GndCl y 5 uM en el caso de la urea, con concentraciones crecientes de

ambos agentes caotrdpicos en un buffer de acetato sddico a5 mM con NaCla 67 mM.
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Tabla 3. Calculo del volumen necesario de cada solucién stock en la preparacion de muestras para evaluar la propensiéon a

adquirir estado-p de una PrP recombinante ante la desnaturalizacion con Urea.

Urea 9,25M Acetato 1M NaCl 6M PrP 39.4 uM
Muestra | Urea (M) | (ul) H,0 (ul) | (ul) (1) (ul)
1 0.00 0.00 562.17 1.66 3.69 82.48
2 0.50 35.14 527.03 1.66 3.69 82.48
3 1.00 70.27 491.90 1.66 3.69 82.48
4 1.50 105.41 456.76 1.66 3.69 82.48
5 2.00 140.54 421.63 1.66 3.69 82.48
6 2.50 175.68 386.49 1.66 3.69 82.48
7 2.73 191.65 370.52 1.66 3.69 82.48
8 2.97 208.37 353.80 1.66 3.69 82.48
9 3.20 225.09 337.07 1.66 3.69 82.48
10 3.44 241.82 320.35 1.66 3.69 82.48
11 3.68 258.54 303.62 1.66 3.69 82.48
12 3.92 275.27 286.90 1.66 3.69 82.48
13 4.16 291.99 270.17 1.66 3.69 82.48
14 4.39 308.72 253.45 1.66 3.69 82.48
15 4.63 325.44 236.73 1.66 3.69 82.48
16 4.87 342.17 220.00 1.66 3.69 82.48
17 5.11 358.89 203.28 1.66 3.69 82.48
18 5.35 375.61 186.55 1.66 3.69 82.48
19 5.58 392.34 169.83 1.66 3.69 82.48
20 5.82 409.06 153.10 1.66 3.69 82.48
21 6.06 425.79 136.38 1.66 3.69 82.48
22 6.30 442.51 119.65 1.66 3.69 82.48
23 6.54 459.24 102.93 1.66 3.69 82.48
24 6.77 475.96 86.21 1.66 3.69 82.48
25 7.01 492.68 69.48 1.66 3.69 82.48
26 7.25 509.41 52.76 1.66 3.69 82.48
27 7.49 526.13 36.03 1.66 3.69 82.48
28 7.73 542.86 19.31 1.66 3.69 82.48
29 8.00 562.16 0.00 1.66 3.69 82.48

Tabla 4. Calculo del volumen necesario de cada solucién stock en la preparacion de muestras para evaluar la propensiéon a

adquirir estado-B de una PrP recombinante ante la desnaturalizacion con cloruro de Guanidina.

GndCl 8M H20 Acetato 1M PrP 20.4 pM
Muestra | GndCl (M) | (ul) (ul) (1) NaCl 6M (ul) | (ul)
1 0,00 0,00 | 160,36 0,82 1,82 157
2 0,14 5,52 | 154,85 0,82 1,82 157
3 0,28 11,03 | 149,33 0,82 1,82 157
4 0,41 16,55 | 143,81 0,82 1,82 157
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5 0,55 22,07 | 138,30 0,82 1,82 157

6 0,69 27,59 | 132,78 0,82 1,82 157

7 0,83 33,10 | 127,26 0,82 1,82 157

8 0,97 38,62 | 121,74 0,82 1,82 157

9 1,10 44,14 | 116,23 0,82 1,82 157
10 1,24 49,66 | 110,71 0,82 1,82 157
11 1,38 55,17 | 105,19 0,82 1,82 157
12 1,52 60,69 99,68 0,82 1,82 157
13 1,66 66,21 94,16 0,82 1,82 157
14 1,79 71,72 88,64 0,82 1,82 157
15 1,93 77,24 83,12 0,82 1,82 157
16 2,07 82,76 77,61 0,82 1,82 157
17 2,21 88,28 72,09 0,82 1,82 157
18 2,34 93,79 66,57 0,82 1,82 157
19 2,48 99,31 61,05 0,82 1,82 157
20 2,62 104,83 55,54 0,82 1,82 157
21 2,76 110,34 50,02 0,82 1,82 157
22 2,90 115,86 44,50 0,82 1,82 157
23 3,03 121,38 38,99 0,82 1,82 157
24 3,17 126,90 33,47 0,82 1,82 157
25 3,31 132,41 27,95 0,82 1,82 157
26 3,45 137,93 22,43 0,82 1,82 157
27 3,59 143,45 16,92 0,82 1,82 157
28 3,72 148,97 11,40 0,82 1,82 157
29 3,86 154,48 5,88 0,82 1,82 157
30 4,00 160,00 0,36 0,82 1,82 157

Las muestras preparadas segun las tablas de calculos, se incubaron durante al menos 5 dias a temperatura
ambiente antes de tomar las medidas por DC. Las medidas se realizaron en un espectropolarimetro Jasco J-810
(Jasco) utilizando una cubeta de cuarzo de 2 mm (Suprasil 110-QS, 2mm, Hellma Analytics) a 259C. Para todas las
muestras se midié el espectro de DC desde 280 a 198 nm, con 2 acumulaciones por cada muestra, a 4 segundos,
0.2 nm de data pitch, con un ancho de banda de 4 nm y una velocidad de escaneo de 20 nm/s. Las medidas a 220 y
229nm para cada concentracién de agente caotrdpico se utilizaron para dibujar las curvas de desnaturalizacién a
distintos pH. A partir de estos se calcularon las fracciones de cada PrP recombinante que adquieren conformacion
estado-B, utilizando las féormulas que se presentan en el apartado 10 de Resultados.

Los cambios de pH para cada proteina se hicieron mediante didlisis de la PrP recombinante post-
purificada sobrante, dializdndola en un casete de 10 KDa (Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette 10K MWCO, Thermo

Scientific), frente al nuevo buffer de acetato sddico a pH 4.5 0 a pH 5, a 42C y durante 8 horas.

106



RESULTADOS

1. Malplegamiento sin éxito de la proteina pridnica recombinante de conejo in vitro mediante

inoculacidn con cepas de diversa procedencia

Para el estudio de los mecanismos moleculares que rigen la susceptibilidad de una determinada PrP
mediante el uso de proteinas recombinantes y PMCA, es necesario obtener primero PrP™
recombinantes con capacidad de inducir malplegamiento en otras PrP recombinantes. El
malplegamiento de PrP recombinante puede darse in vitro de dos maneras: 1) De forma espontdnea, a
través de rondas seriadas de rec-PMCA en que esporadicamente puede formarse PrP™ con la capacidad
de inducir malplegamiento si se utiliza como semilla en posteriores reacciones o 2) Mediante la adicién
al sustrato de reacciéon que contiene la PrP recombinante, de una semilla consistente en priones

provenientes de aislados naturales o experimentales, asi como de cepas obtenidas in vitro en PMCA o

rec-PMCA previamente.

En el caso de los lepdridos, la supuesta resistencia a las enfermedades pridnicas que se les adjudicé
durante décadas, pudo refutarse recientemente gracias a la obtencién de priones de conejo mediante
pases seriados en PMCA, utilizando homogenizado de encéfalo de conejo como sustrato. La inoculacién
de algunas de estas cepas pridnicas generadas in vitro, produjo una clara encefalopatia espongiforme en
conejos inoculados intracerebralmente. Los tiempos de incubacidn resultaron muy prolongados
respecto a otras especies, lo cual impidid el cdlculo de la tasa real de infeccion que es aparentemente
baja, posiblemente debido a que el tiempo de incubacion excede el de vida media del animal (Chianini,
Fernandez-Borges et al. 2012). Asi pues, a pesar de haberse demostrado su susceptibilidad, esta parece
ser particularmente baja dados los largos tiempos de incubacidon que mostraron los animales infectados

experimentalmente y teniendo en cuenta la ausencia de casos descritos en la naturaleza.

Tras conseguirse también con éxito la generacion de priones recombinantes infecciosos a través de
la rec-PMCA en otras especies como topillo rojo, ratén, hamster u oveja (ref. tesis SER y CHF), se decidio
tratar de obtener priones recombinantes de conejo mediante el mismo método. Para ello, como se
detalla en el apartado 6 de Materiales y Métodos, la PrP recombinante de conejo expresada en E. coli,
purificada y plegada mediante didlisis, se complementé con homogenizado de encéfalo de ratdn PRNP”
para generar el sustrato de la reaccion. El aporte al sistema in vitro de gran parte de los factores entre

los que se encuentra en condiciones fisioldgicas la proteina pridnica, ha demostrado en experimentos
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previos con otras especies que favorece el malplegamiento de la PrP recombinante en rec-PMCA, a

pesar de no ser estrictamente necesario para tal objetivo (ref. tesis SRE).

Inicialmente, y como en el caso de otras especies cuyas PrP recombinantes pudieron ser
malplegadas mediante pases seriados en rec-PMCA, se escogieron diversas cepas de priones
provenientes de encéfalos homogenizados de animales afectados. Utilizamos los indculos listados en la
primera parte de la Tabla 1 cuya eleccion se basd en multiples criterios. Por una parte, se eligieron
aquellas que pudieron malplegar homogenizado de encéfalo de conejo en PMCA previamente, dando
lugar a priones capaces de infectar conejos in vivo en algunos casos (Chianini, Fernandez-Borges et al.
2012). Ademas, se tuvo en cuenta la relevancia que tienen dichas cepas en la naturaleza, siendo de las
mas extendidas en animales que cohabitan con conejos y por consiguiente con mayores probabilidades
de ser transmitidas a lepéridos, como el scrapie y la EEB en ovinos y bdvidos respectivamente en Europa
o la EDC en cérvidos en Estados Unidos y Canada ((Jeffrey and Gonzalez 2007), (Bradley, Collee et al.
2006), (Saunders, Bartelt-Hunt et al. 2012)). La eleccion de cepas de scrapie previamente transmitidas a
modelos murinos responde al mayor conocimiento que se tiene de las mismas en modelos
experimentales tanto in vitro como in vivo ademas de la cercania entre ambas especies de roedores, que
podria influir en la barrera de transmision. También con la idea de reducir en la medida de lo posible la
barrera de transmisidn interespecies, se escogid el inéculo generado de novo previamente mediante
pases seriados de PMCA en homogenizado de encéfalo de conejo sin semilla y que como ya se ha

mencionado, resulté infeccioso en conejos in vivo (Chianini, Fernandez-Borges et al. 2012).

Tal y como se detalla en el apartado 9 de Materiales y Métodos, se realizaron 20 pases seriados en
rec-PMCA con cada una de las semillas provenientes de homogenizados de encéfalos de animales
afectados en sustrato de rec-PMCA que contenia la PrP recombinante de conejo. La inoculacion inicial se
realizo diluyendo cada semilla 1:10 en el sustrato y tras cada ronda de 24 horas de PMCA se iniciaba la
siguiente diluyendo también 1:10 el producto de la ronda anterior de PMCA en sustrato fresco. Cada
cepa se utilizé como semilla por sextuplicado (duplicados intraexperimentales) y se incluyé el mismo
numero de tubos sin semilla inicial en cada ronda, como control de aparicion espontanea o de

contaminaciones cruzadas.

Ante la ausencia de aparicién de PrP™®

mediante adicién como semilla de diversas cepas de priones
provenientes de encéfalos de animales afectados y pases seriados en rec-PMCA, se optd por tratar de
obtener priones recombinantes de conejo con indculos previamente generados por PMCA en

homogenizados de encéfalo de conejo. Asi, se pretendia facilitar el malplegamiento de la proteina
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recombinante de conejo con semillas que, ademds de no presentar barrera interespecies al tener la
misma secuencia aminoacidica que la PrP recombinante, estdn adaptados al sistema de propagacion in
vitro a diferencia del grupo anterior. Concretamente, tal y como se muestra en la segunda parte de la
Tabla 1, se escogieron todas las cepas disponibles del primer grupo de indculos que habian propagado el
malplegamiento en el homogenizado de encéfalo de conejo y fueron utilizadas posteriormente para las

inoculaciones in vivo.

Igual que con el grupo anterior y a pesar de redoblar esfuerzos realizando dos intentos de 20 rondas
seriadas de rec-PMCA para cada semilla (duplicados interexperimentales), tampoco pudimos obtener
PrP recombinante de conejo malplegada a una conformacién resistente a PK con ninguno de los inéculos

utilizados.

Finalmente, se pensd que la obtencién directa de priones recombinantes de conejo mediante
adicion de semilla y rondas seriadas en rec-PMCA podria verse impedida por las diferencias existentes
entre la PrP recombinante y la proveniente del encéfalo homogenizado. Tal y como se detalla en el
apartado 4.2.1. de la Introduccion, a diferencia de la PrP de encéfalo, la recombinante carece de
glicosilaciones asi como del GPI que le permite el anclaje a la membrana plasmatica, siendo también
mas pequefia por la ausencia de péptido sefial en el extremo amino terminal y la zona de unién a GPI en
el extremo carboxilo terminal. Por ello, se decidié utilizar inéculos recombinantes obtenidos
previamente en el laboratorio, utilizando las mismas estrategias a las descritas aqui, para la obtencién
de priones recombinantes de conejo. A pesar de presentar diferencias aminoacidicas respecto a la
secuencia primaria de la PrP recombinante de conejo que podrian manifestarse como barrera de
transmision interespecies, se pretendia al menos reducir la posible barrera de propagacion in vitro que
podria estar regida por las diferencias entre las PrPs recombinante y proveniente de encéfalo. Con este
fin, se escogieron dos cepas de priones recombinantes de ratdn, ambas obtenidas a partir del prion
murino RML mediante rondas seriadas de rec-PMCA pero con un patrén bioquimico distinguible por
Western Blot que se manifiesta en tamafios ligeramente diferentes de las PrP™ (ref. tesis SER). La
eleccidon de ambas cepas se hizo basandose en que eran los priones recombinantes infecciosos, testados
in vivo, de la especie mas cercana a conejo disponibles en el laboratorio en el momento en que se

plante¢ el estudio presentado aqui.

De la misma forma que con los dos grupos de indculos anteriores, las 20 rondas seriadas a dilucion

1:10 de rec-PMCA con una dilucién inicial de la semilla de 1:10 y con las muestras por sextuplicado junto
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con sus respectivos controles sin semilla, no resultaron en malplegamiento a una forma resistente a PK

de la PrP recombinante de conejo.

Asi pues, a pesar de los esfuerzos realizados y de todas las cepas de priones de diversos origenes

res

utilizados, no se pudo obtener ninguna PrP™ recombinante de conejo de forma directa mediante
adicion de semilla y pases seriados en rec-PMCA. Ni las cepas provenientes de encéfalos de animales
afectados, ni las previamente obtenidas mediante PMCA en homogenizados de encéfalos de conejo, ni
las cepas recombinantes murinas pudieron propagar su malplegamiento directamente a la PrP

recombinante de conejo complementada con homogenizado de encéfalo de ratén PRNP”".

Tabla 5. Semillas utilizadas y rondas seriadas realizadas en sustrato basado en PrP recombinante de conejo.
Listado de los indculos utilizados clasificados seguin su procedencia (Encéfalo, proveniente de homogenizados de
encéfalo de animales afectados; PMCA, proveniente de PMCA con sustrato basado en homogenizado de encéfalo; y
rec-PMCA, proveniente de PMCA con sustrato basado en PrP recombinante y homogenizado de encéfalo de ratdn
PRNP’/’). *(Chianini, Fernandez-Borges et al. 2012)

Inéculo Origen Repeticiones N2 rondas
PMCA
Sin inocular - 10 20
RML Encéfalo 1 20
ME7 Encéfalo 1 20
CWD Encéfalo 1 20
BSE Encéfalo 1 20
Sheep BSE Encéfalo 1 20
De novo RaPrP> * Encéfalo 1 20
Conejo-RML PMCA 2 20
Conejo -ME7 PMCA 2 20
Conejo -CWD PMCA 2 20
Conejo -BSE PMCA 2 20
Conejo -De novo RaPrP**  PMCA 2 20
recRaton-RML-SuperHigh rec-PMCA 2 20
recRaton-RML rec-PMCA 2 20

2. Generacion de PrP recombinantes de conejo con sustituciones especificas de la PrP de raton

Ante la imposibilidad de malplegar la PrP recombinante de conejo directamente por medio de la

adiciéon de semilla y rondas seriadas de rec-PMCA como se hizo previamente para otras especies, se
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decidié abandonar dicha estrategia y explorar otras vias tanto para obtener priones recombinantes de

conejo como para estudiar la causa de dicha resistencia al malplegamiento in vitro.

Podria pensarse que la baja susceptibilidad de los lepdridos a las enfermedades pridnicas pudiese
determinar la imposibilidad de malplegamiento in vitro de la PrP recombinante de conejo. Sin embargo,
este hecho no concuerda con la relativa facilidad con la que se obtuvieron priones de conejo mediante
PMCA utilizando homogenizado de encéfalo de conejo como sustrato (Chianini, Fernandez-Borges et al.

res

2012), ni con la consecucidén de PrP™ en PMCA para PrP de otros mamiferos considerados resistentes

como canidos o equinos.

Descartada a priori la imposibilidad de malplegar la PrP recombinante de conejo, se planted la
posibilidad de que la barrera de transmision existente entre los priones provenientes de encéfalo y la
PrP recombinante fuese mayor para la proteina de conejo que para otras especies con las que se han
obtenido PrP™ recombinantes. Asi, esta barrera estaria impidiendo la propagacién en sustrato
recombinante de las semillas provenientes de encéfalos, mientras que la barrera interespecies entre las
PrP recombinantes de ratén y conejo impediria la obtencién de priones recombinantes de conejo a
partir de las cepas recombinantes murinas. Como se detalla en el apartado 2.3.3. de la Introduccidén, una
de las caracteristicas mas peculiares de las distintas cepas de priones es su capacidad de propagarse
Unicamente sobre determinadas especies o variantes polimoérficas. Este fenédmeno, conocido como
barrera de transmisién esta determinada tanto por la secuencia aminoacidica del prion como por la de
la PrP de la especie susceptible de ser infectada. Dado que no hubo problemas para obtener, mediante
la estrategia de inoculacién y pases seriados de rec-PMCA, priones recombinantes de ratén y siendo
especies cercanas en términos de secuencia primaria de PrP, se decidid generar una serie de PrP
recombinantes de conejo con sustituciones especificas de ratén y posteriormente tratar de malplegar

estas in vitro.

En la figura 11 se muestra el alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las PrP recombinantes

de conejo y de ratdn con las sustituciones escogidas sefialadas.
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Mutaciones puntuales seleccionadas: G99N, S107N, M108L, L137M, Y144W, S173N, V183, 1202V, 1204M, 1214V, Q219K

Figura 11. Alineamiento de las secuencias primarias de las PrP recombinantes de conejo y ratén. Mutaciones
descartadas sefialadas en gris y las seleccionadas en verde y listadas con la numeracion de aminoacidos
correspondiente a la PrP de ratdn, idéntica para el caso de la PrP de conejo.

Aunque inicialmente se pretendia generar una PrP de conejo con cada sustitucion que muestra el
alineamiento, se decidié descartar algunas de ellas principalmente por su situacion en la secuencia. Es el
caso de las 4 sustituciones de la regién de las octa repeticiones, que aunque implicada de alguna forma
en la fisiopatologia de las EETs, no es esencial para que un determinado prion cause enfermedad ni para
su propagacioén (Yam, Gao et al. 2010). Este hecho esta respaldado por evidencias como la infectividad
de la PrP™ tras su digestion con PK que digiere todo el extremo amino terminal incluida la region de las
octa repeticiones ((Hayashi, Yokoyama et al. 2005), (Howells, Anderson et al. 2008)) o como que la
expresion de PrP sin dicha region en ratones PRNP” restaura la susceptibilidad de los mismos a las
infecciones pridnicas (Flechsig, Shmerling et al. 2000). A pesar de ello, la existencia de inserciones de
octa repeticiones asociadas a diversas formas familiares de ECJ (Hiraga, Kobayashi et al. 2009) y que se
han podido reproducir en diversos modelos experimentales ((Hiraga, Kobayashi et al. 2009), (Castilla,
Gutierrez-Adan et al. 2004)) demuestran su implicacion en el desarrollo de EETs. No obstante, en el caso
de las PrPs de conejo y ratén, la ausencia de diferencias en el nimero de octa repeticiones y su gran
similitud con tan solo 4 sustituciones conservadas, llevo a la suposicion de que esta regidn en particular
podria ser poco relevante para la barrera de transmisién entre ambas especies. Respecto a las

sustituciones en el extremo carboxilo terminal, también se han descartado debido a que es la zona de
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unién a GPI in vivo, aspecto que no puede modelarse mediante la rec-PMCA al carecer las proteinas
recombinantes producidas en E. coli de dicha modificacién postraduccional. Ademds, aunque la
implicacién del GPI en el desarrollo de la patologia pridnica ya ha sido demostrada principalmente
gracias a modelos animales que expresan una PrP sin GPI, los mecanismos moleculares por los que la
presencia o ausencia de GPl conducen a un cambio en la patologia no estdn claros. El modelo
desarrollado por Chesebro y colaboradores que expresa la PrP murina sin GPI, presenta malplegamiento
y grandes placas de PrP* al ser infectado por priones de ratdn, y aunque presentan la misma
infectividad que sus homdlogos wt, muestran también un significativo retraso en la aparicion de signos
clinicos de la enfermedad (Chesebro, Race et al. 2010). La ausencia de la marcada espongiosis que
caracteriza la gran mayoria de EETs sugiere ademas una reducciéon de neurotoxicidad independiente de
la deposicién de PrP>, lo que concuerda con lo visto en otros modelos que expresan PrP con GPI de
otras proteinas no relacionadas (Puig, Altmeppen et al. 2014). También cabe destacar que la eliminacion
por medios quimicos de la GPI en priones preformados no disminuye su infectividad al ser inoculados en
animales que expresan PrP anclada por GPI (Lewis, Properzi et al. 2006). De forma que diversas
evidencias apuntan a que el efecto del GPI en la patologia es independiente de la capacidad de
malplegarse e inducir malplegamiento de la PrP. Teniendo esto en cuenta junto con el hecho de que la
PMCA sélo replica el evento de malplegamiento de la patologia pridnica y que ademas las PrP
recombinantes utilizadas para rec-PMCA no presentan anclaje por GPI, se descartd realizar los cambios

del extremo carboxilo terminal.

Tras generar las construcciones plasmidicas para cada una de las sustituciones sefialadas en la Figura
1, los diferentes mutantes de PrP recombinante de conejo junto con la PrP wt se expresaron en E. coli y
se purificaron mediante cromatografia de afinidad tal y como se detalla en el apartado 6 de Materiales y
Métodos. Tras la elucidn y la posterior desnaturalizacion de las PrP recombinantes mediante la adicién
de hasta 6 M de cloruro de guanidina para su conservacion, se determind su pureza mediante
separacion por electroforesis en geles SDS-PAGE seguida de tincion por Coomassie y se llevaron a la

concentracion de trabajo de 4-6 mg/ml.

3. Malplegamiento in vitro de las PrP mutantes recombinantes de conejo

Una vez generadas todas las PrP recombinantes de conejo con las mutaciones puntuales listadas en

la Figura 11, se procedid a la preparacidén de sustratos para rec-PMCA con cada una de las proteinas
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producidas. De la misma forma en que se hizo para el sustrato de PrP recombinante de conejo utilizada
para la parte previa, las proteinas recombinantes se dializaron frente a PBS y se complementaron con
homogenizados al 10% en PBS (p/v) de encéfalos de ratones PRNP”". Al querer comparar la capacidad de
malplegamiento de los diferentes mutantes entre si y con respecto a su homadlogo wt, se aseguré que
todos los sustratos contenian la misma concentracién de PrP recombinante (siempre en el rango de 50 a
100 ng/ul) mediante BCA Protein Assay y posterior analisis de los sustratos por electroforesis en geles de

SDS-PAGE seguido por Western blot, tal y como puede observarse en la Figura 12.

Substratos con PrP recomhinantes mutadas de conejo
PrPS rRatén wt G99N S107N M108L L137M Y144W S173N V18311202V 1204M 1214V Q219K  Mw

Conejo rPrP  rPrP rPrP rPrP rPrP  rPrP  rPrP  rPrP rPrP rPrP rPrP rPrP rPrP
= 40 KDa

~4
-30KDa
- 10KDa

PK - PN R R e s B e e e

Figura 12. Western blot de los sustratos generados con las distintas PrP recombinantes mutadas de conejo. Se
incluye también un homogenizado de encéfalo de conejo para ver la diferencia de tamafio respecto a las PrP
recombinantes. Las cantidades de PrP recombinante afiadidas a cada sustrato fueron igualadas mediante medicion
por BCA protein Assay y dilucidn en PBS. Revelado con el anticuerpo monoclonal Saf84 (con menor afinidad en el
reconocimiento de la PrP recombinante de ratén que en la de conejo, lo que puede explicar la diferente intensidad
de sefial observada).

3.1.Malplegamiento inducido mediante RML recombinante

Viendo la resistencia que presenté la PrP recombinante de conejo al malplegamiento in vitro y dado
que las sustituciones realizadas reducen las diferencias entre las secuencias primarias de las PrPs de
conejo y ratén, se decidié favorecer el malplegamiento de las PrP mutantes con uno de los priones
recombinantes de raton derivado de la cepa RML (recRML) (ref. tesis SER). De esta forma se pretendia
facilitar la propagacion del malplegamiento a las PrP recombinantes de conejo mutadas. Eliminando por

un lado la barrera de transmisidon derivada de las diferencias entre las PrP recombinantes y las
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provenientes de encéfalo y esperando por otro lado, que alguna de las mutaciones puntuales realizadas

en la PrP de conejo redujese suficientemente la barrera de transmisidn interespecies existente.

De forma similar a como se realiz6 en la primera parte, a cada sustrato que contenia una PrP
mutada diferente se aiadio inicialmente el prion recRML como semilla a dilucién 1:10 y tras cada ronda
de 24 horas de PMCA, se afiadia también a dilucion 1:10 a la siguiente ronda de PMCA parte del
producto de la anterior como semilla. En este caso, se utilizaron cuadruplicados de cada mutante con
semilla junto con el mismo nimero de tubos sin semilla inicial, tanto como control de aparicién

espontanea de PrP recombinante malplegada como de contaminaciones cruzadas.

Los resultados pueden verse esquematizados en la Figura 13, donde se indica el porcentaje de tubos
del cuadruplicado que muestran PrP™ en cada ronda de rec-PMCA, es decir, el porcentaje de tubos

res

positivos. Como puede apreciarse, no en todos los duplicados aparecid PrP™® en la misma ronda de

PMCA, habiendo diferencias en la aparicion en diferentes tubos del mismo sustrato de hasta 6 rondas en

res

algln caso mientras que en otros ni siquiera llegd a obtenerse PrP™™ en todos los tubos. Precisamente, el
uso de cuadruplicados responde a estos fendmenos debidos a la estocasticidad del sistema, que hacen
necesario el uso de tantos duplicados como sea posible como control de esta variabilidad intrinseca que

presenta la PMCA.
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Figura 13. Representacién grafica de la aparicion de PrP™ durante la propagacion in vitro de las PrP
recombinantes de conejo con sustituciones de ratén con el prion murino recombinante RML como semilla.
Evaluado tras analisis mediante Western blot de cada una de las rondas de rec-PMCA (sefialadas como R01-R20) a
las que fueron sometidos los sustratos. El porcentaje de tubos positivos tras cada ronda de rec-PMCA se ha
sefialado con distintas intensidades de grises, tal y como se indica en la leyenda inferior de la figura.

1214V

Q219K

De las 11 PrP recombinantes de conejo mutadas, 8 pudieron ser malplegadas por el inéculo recRML

res

murino a PrP™ y uno de ellos, la PrP de conejo con la sustitucién S107N, se malplegd incluso
espontdneamente aunque sélo en el 25% de los tubos. En todos los casos se observd mediante Western

blot la aparicién de una banda resistente a PK de 16-17 KDa, sin diferencias apreciables de patrdon entre

116



ellas tal como puede verse en las Figuras 15 y 18. A pesar de que se ha visto que la aparicion mas

res

temprana de PrP™ podria correlacionarse con una mayor susceptibilidad a las enfermedades pridnicas
in vivo (ref. tesis Chas), la diferencia en el nimero de rondas necesarias para la primera aparicion de
PrP™ carece de relevancia en este caso. Principalmente porque el objetivo del experimento consistia en
discernir qué sustituciones favorecen la capacidad de malplegamiento de la PrP recombinante de
conejo, sin tratar de evaluar cual de ellas podria ser mas relevante o tener un mayor efecto. Es por ello
también, por lo que no se realizaron duplicados interexperimentales para reducir el efecto de la
estocasticidad en los resultados y establecer una jerarquia entre las sustituciones. Ademas, la
estocasticidad interexperimental también limita la utilidad de las repeticiones a la hora de evaluar las

posiciones mas o menos criticas en la susceptibilizacion al malplegamiento de las PrP recombinantes de

conejo mutadas.

3.2.Malplegamiento inducido mediante RML procedente de encéfalo de ratén afectado

Con la intencidon de seleccionar aquéllas mutaciones que tienen un mayor efecto en la reduccién de
la barrera de transmision entre las PrPs de raton y conejo, optamos finalmente por realizar el mismo
experimento que el previo pero utilizando directamente la cepa pridnica RML derivada de encéfalo de
ratones afectados (BrainRML). Asi, afiadiendo la dificultad que presenta la barrera existente entre las
PrP recombinantes y provenientes de encéfalo para el malplegamiento de las PrP recombinantes, se
pretendian seleccionar aquellas PrP recombinantes de conejo mutadas capaces de ser malplegadas,
siendo las que presentarian una mayor reduccion de la barrera interespecies. Para ello, con las PrP
recombinantes de conejo capaces de ser malplegadas por recRML, se realizd el mismo experimento de
rondas seriadas en rec-PMCA con cada muestra por cuadruplicado afiadiendo BrainRML de ratén como
semilla a dilucidn inicial de 1:10. Igualmente, se realizaron 20 rondas seriadas de PMCA utilizando el
mismo factor de dilucidn entre cada ronda e incluyendo también el mismo nimero de tubos sin semilla
inicial como control. De esta forma, los controles sin semilla se han repetido 2 veces para cada uno de

res

los mutantes positivos para PrP™" en el experimento anterior, descartando las contaminaciones cruzadas

o la aparicion de malplegados espontdaneamente salvo en el caso de la sustitucion S107N cuya

res

conversion espontdanea a PrP™ fue confirmada. Los resultados del experimento se muestran en la Figura

4 en el mismo formato que para el experimento anterior.
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Figura 14. Representacién grafica de la aparicion de PrP™ durante la propagacién in vitro de las PrP

recombinantes de conejo con sustituciones de ratén con el prion murino RML proveniente de encéfalo de
animales afectados como semilla. Evaluado tras analisis mediante Western blot de cada una de las rondas de rec-
PMCA (sefialadas como R01-R20) a las que fueron sometidos los sustratos. El porcentaje de tubos positivos tras
cada ronda de rec-PMCA se ha sefialado con distintas intensidades de grises, tal y como se indica en la leyenda
inferior de la figura.

Como puede apreciarse en la Figura 14, Unicamente 3 de las PrP recombinantes de conejo mutadas
fueron malplegadas por el BrainRML de las 8 que habian sido malplegadas por la semilla recombinante.
Asi pues, las sustituciones S107N, M108L y 1202V parecen ser las que mas reducen la barrera de

transmision interespecies entre ratones y conejos, ya que independientemente del nimero de ronda de

res

PMCA en que aparece la PrP™ por primera vez, son las 3 unicas PrPs que han podido ser malplegadas

res

por el prion murino proveniente de encéfalo. Al comparar los resultados de la aparicidon de PrP™ en los

sustratos que contienen PrP recombinante de conejo con sustituciones especificas de ratén con las
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rondas seriadas de rec-PMCA necesarias para la generacion de priones recombinantes murinos, queda
patente una vez mas que el nimero de rondas requerido para el malplegamiento no es el mejor
indicador del grado de barrera de transmisidon. Pues a pesar de no existir barrera interespecies, el
malplegamiento de la PrP recombinante de ratdn inducida por BrainRML requirié en su dia 13 rondas,

mas que la PrP de conejo S107N.

'* en cada mutante

Si se presta atencion al nimero de ronda de PMCA en que aparece PrP
comparando la aparicidn en los que se aifiadié recRML y en los con que se afiadié BrainRML tal y como se
muestran en la figura 15, puede apreciarse que el nimero de rondas necesario para la aparicién de

PrP™ inducida por recRML no muestra una correlacién directa con la aparicién de PrP™*

inducida por
BrainRML. Tal y como apuntan los mutantes G99N, L137M y Q219K, que a pesar de ser malplegados por
recRML en rondas igual de tempranas que el S107N, el M108L o el 1202V, no pudieron ser malplegadas
mediante adicién de BrainRML. Sin embargo, puede observarse cierta correlacién entre la aparicion mas

temprana de malplegamiento inducida por recRML y la aparicién de malplegamiento inducida por

res res

BrainRML, puesto que a mas temprana aparicion de PrP™ derivada de recRML, antes aparece PrP
derivada de BrainRML en el caso de las 3 PrP mutadas de conejo que fueron malplegadas por ambas

semillas.
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Figura 15. Representacién grafica de la aparicion de PrP™ durante la propagacién in vitro de las PrP
recombinantes de conejo con sustituciones de ratén con el prion murino RML recombinante y proveniente de
encéfalo de animales afectados como semillas. Resumen de los resultados de aquellas PrPs de conejo mutadas
que pudieron ser malplegadas por recRML y/o BrainRML. Evaluado tras analisis mediante Western blot de cada
una de las rondas de rec-PMCA (sefialadas como R01-R20) a las que fueron sometidos los sustratos. El porcentaje
de tubos positivos tras cada ronda de rec-PMCA se ha sefialado con distintas intensidades de grises, tal y como se
indica en la leyenda inferior de la figura.
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3.3.Evaluacion de la capacidad de propagacion en sus propios sustratos

res

Con intencidn de verificar que las PrP™ recombinantes obtenidas en las rondas seriadas de rec-

PMCA son realmente capaces de transmitir el malplegamiento y descartar que sean artefactos o

agregados sin las caracteristicas esperadas para los priones ademas de la resistencia a PK, realizamos

res

diluciones con cada una de las PrP™ obtenidas como semilla en sus propios sustratos. Tal y como se

detalla en el apartado 9 de Materiales y Métodos, la semilla inicial fue eliminada por medio de un

res

minimo de 15 rondas seriadas de rec-PMCA, de forma que la PrP"® obtenida tras la ultima ronda de rec-

PMCA correspondia a una dilucién 1:10"™ de la semilla inicial, que basandose en el nimero de Avogadro

res

asegura la dilucion completa de todas las moléculas de PrP'® de la semilla inicial (Saa, Castilla et al.

2006). Ademas de eliminar la PrP* inicial, se igualaron en la medida de lo posible las cantidades de PrP™
en cada producto de rec-PMCA por dilucién en encéfalo de ratén PRNP” comprobado por electroforesis

'® se muestran en

seguido de Western blot. Las diluciones seleccionadas para igualar cantidades de PrP
la Figura 16 junto con los sustratos, con lo que se pretendia eliminar la variabilidad en la maxima
dilucion de semilla con la que puede detectarse el malplegamiento, que depende tanto de la cantidad

de semilla como de la concentracion de PrP en el sustrato.

A

Substratos con PrP recombinantes mutadas de conejo

Prpc WT G99N S107N M108L L137M Y144W 1202V 1204M Q219K Mw
Conejo rPrP rPrP (PP (PP tPrP [PIP  PIP  [PIP [PIP

= 40 KDa

“ = 30 KDa
Biindbaun

PK - - - - - - - - - -
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B PrP'®s recombinantes obtenidas con PrP recombinantesmutadas de conejo

Ratén G99N S107N S107N M108L M108L L137M Y144W 1202V 1202V 1204M Q219K rPrP Mw
rRML rRML rRML BrRML rRML BrRML rRML rRML rRML BrRML rRML rRML Conejo
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Figura 16. Western blot de sustratos con PrP recombinantes de conejo mutadas y de las PrP™ recombinantes

obtenidas mediante adicidn de semilla y pases seriados de rec-PMCA con RML recombinante y proveniente de
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encéfalo. A) La cantidad de PrP recombinante en cada sustrato se igualé mediante BCA protein Assay y B) las
cantidades de PrP™ se ajustaron mediante dilucién con homogenizado de encéfalo de ratén PRNP”" y visualizacién
mediante Western blot. Revelado con el anticuerpo monoclonal Saf84 (con menor afinidad en el reconocimiento
de la PrP recombinante de ratén que en la de conejo, lo que puede explicar la diferente intensidad de sefial
observada).

Se afiadid semilla en 8 tubos de cada sustrato que contenian PrP recombinantes de conejo con
sustituciones de ratdén, la semilla generada en ese mismo sustrato se afiadio a diluciones 1:10, 1:10%,
1:10°, 1:10* 1:10°, 1:10° 1:10’ y 1:10%. Asi, en una sola ronda de 48 horas de rec-PMCA se verificé que
las nuevas semillas generadas tenian capacidad para propagar su malplegamiento, al menos a la misma
PrP recombinante. Se realizd el experimento por triplicado para reducir la variabilidad que podria
derivar de la rec-PMCA. Los resultados de estas rondas de rec-PMCA con diluciones de las semillas
generadas en los experimentos previos se muestran en la Figura 17 junto con los Western blot de un

experimento representativo.

122



A

Propagacion de rPrP™* de conejo mutados sobre sus propio substrato

9 -
8 -
=)
g7
|
2 &
£ 51
3 4
£
S 3
3
= 2 1
[a]
1
0 -
Raton 99rec 107rec 107Br 108rec 108Br 137rec 1d4drec 202rec 202Br 204rec 219rec
PrP*recombinante
Dilucién seriada (Log,,) Dilucién seriada (Logyo)
Substrate Inéeule ctrl. NA -1 2 3 4 5 -6 7 -8 Substrato Indculo Curl, NA 1 -2 -3 4 -5 -6 -7 -8
recPrp recPrp
rRaton recRML “ Ifei13M —— “
rCoN99G-
rCoN99G recRML ’ - rCoY144w :S;;TW' ' m
- —
rCoS107N- TCol202V- .
rCoS107N ' rCol202V
rCoS107N- ' |
BeEMI Col202V-
e e B'"ML - -
rCoM108L- Col204M- '
e | am— | e -
rCoM108L
rCoM108L- ' | i . |
= -
- r- - R ream - -
PK + + + + + + + + PK + + + + + + + + +

Figura 17. Estudio de la capacidad de propagacién de las PrP™ de conejo mutadas sobre sus propios sustratos.
A) Representacion grafica de la media (incluyendo la desviacion estandar de la media) de las diluciones maximas a
la que pudo propagar cada PrP™ en un sustrato que contenia la PrP recombinante con la misma mutacién. En el

eje horizontal se identifican la PrP

res

utilizadas por la posicidon de su mutacién y por la semilla de origen, rec para las

malplegadas por RML recombinante y Br para las malplegadas por RML proveniente de encéfalo. La PrP
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recombinante de ratén y el RML recombinante original se utilizaron como controles positivos. B) Western blot de
uno de los experimentos representativo de las 3 réplicas realizadas. Las PrP™ fueron diluidas 1:10, 1:102, 1:103,
1:104, 1:105, 1:106, 1:10 y 1:10° y sometidas a una ronda de 48 horas de rec-PMCA en sustratos que contienen la
PrP recombinante con la misma mutacién. La primera columna indica la PrP recombinante en el sustrato y la
segunda describe la PrP™ utilizada, por la posicién de su mutacién y por la semilla de origen, rec para las
malplegadas por RML recombinante y Brain para las malplegadas por RML proveniente de encéfalo. En todos los
casos se incluye un control del sustrato sin digerir y un control de la dilucién 1:10 de PrP"™ sin someter a rec-PMCA
que se denomina no amplificado (NA) para distinguir la sefial de la semilla original de las que realmente fueron
propagadas. Revelados con el anticuerpo monoclonal 12B2.

'®s generadas en las distintas PrP recombinantes de conejo mutadas

Como puede verse, todas las PrP
son capaces de propagar el malplegamiento en su propio sustrato con ligeras diferencias en su
capacidad de propagacion. A pesar de haber sido generados a partir de una misma semilla, la dilucion
méxima que alcanzan en ausencia de barreras de transmision varia desde 10* a 10® poniendo de
manifiesto las diferencias debidas a las mutaciones puntuales, que como en el caso de otras especies
tendrian un efecto sobre la susceptibilidad de la PrP del sustrato, asi como de la capacidad propagativa
de cada indculo generado. Sin embargo, al tratar de correlacionar la eficiencia de propagacion con los
anteriores estudios de malplegamiento, no se observa ninguna relacion entre la aparicién temprana de
PrP™ con una mayor o menor capacidad de autopropagacién como demuestran por ejemplo los

mutantes L137M y Q219K que dan lugar a PrP™ en rondas similares de rec-PMCA pero muestran

capacidades de propagacion opuestas.

Cabe prestar especial atencion a las 3 PrP recombinantes que pudieron ser malplegadas tanto con
recRML como con el BrainRML como semilla, puesto que se ha considerado por ello que estas
mutaciones son las que mas reducen la barrera de transmisién o las que hacen a la PrP de conejo mas
susceptible al malplegamiento. En lo que respecta a su capacidad de propagacion, puede verse que no
son las mas eficientes, quedando siempre a diluciones menores que el recRML en su propio sustrato con

res

PrP recombinante de ratén. De hecho, la PrP™ obtenida con la PrP M108L con BrainRML como semilla

es una de las que muestra peor capacidad de propagacion mientras que las obtenidas en PrP S107N o

1202V se acercan a los niveles de propagacidn vistos en el control de ratén, evidenciando otra vez la

res

escasa relaciéon entre aparicidén de PrP™ y la capacidad propagativa. Resulta también destacable, la gran

res

similitud que muestran en su capacidad de propagacién las PrP™ obtenidas tanto con recRML como con
BrainRML entre si, indicando que o bien la mutacién en la PrP recombinante es la que rige la capacidad

de propagacion o que posiblemente no hay diferencias de cepa debidas al indculo original.
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4. Superacion de la barrera de transmision entre conejo y ratéon mediante las PrP"™ recombinantes

de conejo con sustituciones de ratén

res

Una vez verificado que las PrP™ obtenidas que difieren del conejo wt en una Unica sustitucion

podian ser propagadas in vitro en su propio sustrato, se tratd de superar la barrera de transmision que

res

impide la conversion directa de la PrP recombinante de conejo wt a través de las PrP™ mutadas. Se

'®* obtenidas, al ser tan similares en su secuencia aminoacidica a la PrP

esperaba que las PrP
recombinante de conejo wt, pudieran favorecer su malplegamiento in vitro, superando la barrera de
transmision mediante adaptacidon de los priones murinos en los mutantes de PrP recombinantes de

conejo.

res

Para obtener una PrP recombinante de conejo wt malplegada, se afiadieron cada una de las PrP
obtenidas en los experimentos previos como semillas a 8 tubos de sustrato que contenia PrP
recombinante de conejo complementado con homogenizado de encéfalo de pollo en lugar de encéfalo
de ratén PRNP”". Dado gue se ha visto que la PrP de pollo no interfiere con el malplegamiento de otras
PrPs y confiere una mayor eficiencia en la propagacion de diluciones seriadas de indculo (ref. tesis Chas).
Cada semilla se diluyé de forma seriada en los 8 tubos de sustrato con PrP recombinante de conejo a
diluciones 1:10, 1:10% 1:10°, 1:10%, 1:10°, 1:10°% 1:10’ y 1:10% tras una sola ronda de 48 horas de rec-
PMCA se evalud por Western blot si la PrP recombinante de conejo wt pudo ser malplegada por alguno
de las PrP™ generadas previamente. Cabe destacar, que igual que en el experimento previo de dilucién

res

seriada, se realizaron 3 repeticiones y que la cantidad de todas las PrP™ se iguald en la medida de lo

posible por dilucidn en encéfalo de ratén PRNP”" tal y como se muestra en la figura 6B.

"** recombinantes sobre la PrP recombinante

Los resultados de la propagacion de las diferentes PrP
de conejo wt se muestran en la figura 18, donde puede apreciarse que todas las PrP recombinantes de
conejo con mutaciones de ratén malplegadas por RML son capaces de inducir el cambio conformacional
en la PrP recombinante de conejo wt en una sola ronda de rec-PMCA, cosa que no pudo conseguirse

utilizando directamente priones murinos o priones provenientes de encéfalos de conejos wt infectados

ni tras 20 rondas seriadas de rec-PMCA.
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Figura 18. Estudio de la capacidad de propagacién de las PrP™ de conejo mutadas sobre sustrato con PrP

recombinante de conejo wt. A) Representacion grafica de la media (incluyendo la desviacién estandar de la media)
de las diluciones maximas a las que pudo propagar cada PrP™ en el sustrato que contenia la PrP recombinante de
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conejo wt. En el eje horizontal se identifican las PrP™* utilizadas por la posicién de su mutacién y por la semilla de

origen, rec para las malplegadas por RML recombinante y Br para las malplegadas por RML proveniente de
encéfalo. B) Western blot representativo de uno de los experimentos de las 3 réplicas. Las PrP™ fueron diluidas
desde 1:10 hasta 1:10° y sometidas a una ronda de 48 horas de rec-PMCA en sustratos que contienen la PrP
recombinante de conejo wt. La primera columna indica la PrP recombinante del sustrato y la segunda describe la
PrP™ utilizada, por la posicién de su mutacién y por la semilla de origen, rec para las malplegadas por RML
recombinante y Br para las malplegadas por RML proveniente de encéfalo. En todos los casos se incluye un control
del sustrato sin digerir y un control de la dilucién 1:10 de PrP™ sin someter a rec-PMCA que se denomina no
amplificado (NA) para distinguir la sefial de la semilla original de las realmente propagadas. Revelados con el
anticuerpo monoclonal 12B2.

Llama la atencidn el hecho de que a pesar de tener el mismo origen, las PrP™ que se distinguen
entre si en dos posiciones y una sola respecto al genotipo wt, propagan con diferentes capacidades en

res

un mismo sustrato. En las diluciones previas de cada PrP"® en su propio sustrato, las diferencias en la

capacidad de propagacién podian achacarse a las diferencias tanto de los sustratos como de los

res

inéculos. Sin embargo, en este caso en que el sustrato es el mismo para todas las PrP™, puede

res

apreciarse mas claramente la barrera que supone la mutacion en la PrP™ respecto a la PrP de conejo wt.

res

Asi, algunas PrP"™™ muestran una mayor eficiencia de propagacién en PrP de conejo wt. Entre ellas, las
que contienen las mutaciones S107N e 1202V, que a pesar de ser las que mds reducen la barrera entre el
prion RML de ratén y la PrP de conejo, no parecen suponer una barrera importante para la propagacion
de malplegamiento a la PrP de conejo wt. Mientras tanto, otros muestran una capacidad reducida de
propagacién como el G99N y el Q219K, apuntando hacia una mayor barrera interespecies debida a estos
cambios aminoacidicos. Tampoco podemos descartar que a pesar de compartir el indculo de origen, las
diferencias en las capacidades de propagacion observadas para los distintos mutantes puedan deberse a

la generacion de distintas cepas, ya sea a consecuencia de las diferentes mutaciones o por el propio

proceso de la rec-PMCA (Noble, Wang et al. 2015).

res

Una vez visto que las PrP™ generadas en las PrP recombinantes de conejo con mutaciones de ratén
pueden inducir en una sola ronda de rec-PMCA el malplegamiento de la PrP recombinante de conejo wt
y dada la posibilidad de que se hubieran generado distintas cepas, se decidié adaptar todos los indculos
generados a PrP recombinante de conejo wt diluyendo el inéculo original mediante pases seriados hasta

su eliminacién.

Como se ha descrito previamente, la semilla inicial fue eliminada por medio de un minimo de 15

res

rondas seriadas de rec-PMCA, de forma que la PrP™ obtenida tras la ultima ronda de rec-PMCA

correspondia a una dilucién 1:10" de la semilla inicial, que basandose en el nimero de Avogadro
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asegura la dilucién completa de todas las moléculas de PrP™*

de la semilla inicial (Saa, Castilla et al.
2006). Asi, se pretendia estudiar en mayor detalle si las diferencias de propagacién observadas en
experimentos previos son debidas a las diferencias aminoacidicas o realmente se han generado distintas
cepas, que una vez adaptadas a PrP recombinante de conejo wt deberian mostrar caracteristicas que las

distingan.

Con este objetivo, se realizé un primer estudio de propagacién mediante diluciones seriadas de cada
PrP™* en sustrato con PrP recombinante de conejo wt complementado con homogenizado de encéfalo
de pollo. Igual que para los anteriores estudios de dilucion seriada, se realizaron 3 réplicas y se tratd de

res

igualar en la medida de lo posible la cantidad de PrP™ presente en cada semilla mediante dilucién con

encéfalo de ratén PRNP”", como puede verse en la figura 19.

PrPs obtenidas con PrP mutadas de conejo pasadas a conejo wt

rCoWt rCoWt rCoWt rCoWt rCoWt rCoWt rCoWt rCoWt rCoWt rCoWt rCowt

CLF;:TO G99N S107N S107N M108L M108L L137M Y144W 1202V 1202V 1204M Q219K Mw
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Figura 19. Western blot de las PrP" recombinantes obtenidas mediante adicién de semilla y pases seriados de
rec-PMCA con las PrP™ de conejo mutadas como semilla en sustrato con PrP recombinante de conejo wt. Las
cantidades de PrP™ se ajustaron mediante dilucién con homogenizado de encéfalo de ratén PRNP”" y visualizacién
mediante Western blot. Reveladas con el anticuerpo monoclonal Saf84.

res

Finalmente, se afiadié cada PrP™ como semilla en 8 tubos del sustrato a diluciones seriadas de 1:10,
1:10% 1:10° 1:10* 1:10°, 1:10° 1:10° y 1:108 gue se sometieron a una sola ronda de 48 horas de rec-

PMCA y cuyos resultados se muestran en la figura 20.

128



>

Propagacion de PrP™* de conejo mutados pasados a
conejo wt en sustrato con PrP de conejo wt

Dilucién maxima (1/Log,,)
B

3 -
2 -
1 -
0 -
(Y
qg‘zb 6\«00 é\g Qq,‘z(; 6&\ P;\@g b’P‘&Q,(.v Q":\?’ 61?7\ (?5' "9‘?’0

O S I I G A I R R

o <) [9)
&Q NN R Y« Y ¢ R T S <

PrPs recombinante
Dilucidn seriada (Logy,) Dilucién seriada (Log,q)
Substrato Inéculo Ctrl. NA 12 3 4 5 6 T 8 Substrato Inéeulo ctrl. NA 1 2 3 4 5 6 7 8

recPrp

rCowt-
N99G-

rCoWt-
recRML

Y144W-
recRML

rCoWt-
S107N-
recRML

rCoWt-
1202v-
recRML

rConejo rCowt- .

BrRML

rConejo

1202v-
CoWt- BrRML
M108L-
recRML

rCoWt-
1204M-
recRML

rCowt-
M108L-
BrRML

CoWt- .
S107N-

rCoWwt-
Q219K-
recRML

rCoWt-
L137M-
recRML

PK - 0+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ % PK - + + + + + + + + +

res

Figura 20. Estudio de la capacidad de propagacion de las PrP " de conejo mutadas adaptadas a PrP de conejo wt
sobre sustrato con PrP recombinante de conejo wt. A) Representacion grafica de la media (incluyendo la
desviacién estandar de la media) de las diluciones méaximas a las que pudo propagar cada PrP™ adaptada a PrP de
conejo wt en el sustrato que contenia la PrP recombinante de conejo wt. En el eje horizontal se identifican la PrP™*
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utilizada por la posicién de la mutacién de la PrP™ de la que derivan y por la semilla de origen, rec para las

malplegadas por RML recombinante y Br para las malplegadas por RML proveniente de encéfalo. El prefijo rCoWt
indica que estan adaptadas a la PrP recombinante de conejo wt. B) Western blot de un experimento representativo
de una de las 3 réplicas llevadas a cabo. Las PrP™ fueron diluidas a 1:10, 1:10% 1:10°, 1:10%, 1:10°, 1:10°%, 1:10" y
1:10° y sometidas a una ronda de 48 horas de rec-PMCA en sustrato que contiene la PrP recombinante de conejo

wt. La primera columna indica la PrP recombinante del sustrato y la segunda describe la PrP™ utilizada, por la

posicién de la mutacidn de la PrP™ de la que derivan y por la semilla de origen, rec para las malplegadas por RML

recombinante y Br para las malplegadas por RML proveniente de encéfalo. En todos los casos se incluye un control
del sustrato sin digerir y un control de la dilucién 1:10 de PrP™ sin someter a rec-PMCA que se denomina no
amplificado (NA) para distinguir la sefial de la semilla original de las realmente propagadas. Revelados con el
anticuerpo monoclonal 12B2.

Sorprendentemente, puede apreciarse una reduccion significativa en la capacidad de propagacion

res

de practicamente todas las PrP'™ adaptadas a conejo wt respecto a los indculos originales con las
mutaciones de ratén, a pesar de la eliminacién de cualquier tipo de barrera debida a las diferencias
aminoacidicas entre las PrPs del indculo y del sustrato. Ademas, se reducen también las diferencias de
propagacion observadas con las PrP™ con mutaciones sobre sustrato con PrP de conejo wt, apuntando
hacia la existencia de una sola cepa. Puesto que las diferencias vistas entre las distintas semillas en la
prueba anterior no se mantienen, a pesar de la conocida capacidad de la PMCA para mantener las

res

caracteristicas de cepa (Castilla, Morales et al. 2008), y puesto que todas las PrP™ adaptadas a PrP
recombinante de conejo wt muestran capacidades de propagacidon muy similares, podria pensarse que o
bien las diferencias vistas en el experimento previo se deben exclusivamente a las diferencias
aminoacidicas y no a caracteristicas de cepa o por el contrario, que a pesar de haberse generado
distintas cepas debidas a las mutaciones, las rondas seriadas de rec-PMCA en el sustrato con PrP de

res

conejo wt hace que converjan a una sola cepa de PrP™.

5. Analisis de las caracteristicas bioquimicas de los indculos generados mediante ensayo de
resistencia a Proteinasa K

Con la intencién de estudiar en mas detalle la posible existencia de cepas diferentes de PrP™ de

res

conejo wt derivadas de las PrP™ de conejo con diversas mutaciones, se realizé un ensayo de resistencia
a PK, puesto que se sabe que es una de las propiedades que define a los priones y se utiliza como
marcador patognomonico de la enfermedad (McKinley, Bolton et al. 1983) y que es ademdas una

caracteristica distintiva de diferentes cepas pridnicas.

res

El grado de resistencia a PK de todas las PrP™ obtenidas en PrP de conejo wt junto con el del

recRML original en PrP de ratdn, se evalud tratando éstas con cantidades crecientes de PK a lo largo de 3
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experimentos independientes. Concretamente, las muestras fueron tratadas durante 1 hora a 422C con

25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 y 3200 pg/ml de PK y su grado de resistencia fue evaluado mediante

Western blot y analisis densitométrico como puede observarse en la figura 21.
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Figura 21. Estudio de la resistencia a PK de las distintas PrP— obtenidas en sustrato con PrP de conejo wt A)
Representacion grafica del andlisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas obtenidas por Western blot tras
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la digestion de las muestras con concentraciones crecientes de PK en 3 experimentos independientes. La densidad
de la sefial obtenida tras digerir con 25 pg/ml se consideré como 100% vy los calculos posteriores se hicieron en
relacion a ésta. B) Western blot representativo de la resistencia a concentraciones crecientes de PK de las muestras

res

PrP™ obtenidas en sustrato con PrP recombinante de conejo wt in vitro. Se ha incluido PrP recombinante de
conejo wt sin digerir como control. Revelado con el anticuerpo monoclonal 12B2.

Si se observan Unicamente los Western blot que muestran un experimento representativo de las tres
repeticiones realizadas, pueden apreciarse a simple vista diferencias entre los patrones de resistencia a
PK. No obstante, tras el analisis densitométrico realizado sobre los Western blot de las 3 réplicas y su
representacion grafica, las diferencias en los perfiles de resistencia a PK ya no resultan tan claras. Sobre
todo, teniendo en cuenta la gran desviacidn estandar respecto a la media que muestran la mayoria de
PrP™, probablemente debidas tanto a la variabilidad de la técnica de Western blot y cuantificacion por

res

densitometria, asi como a las ligeras variaciones en la cantidad de PrP™ en cada indculo y experimento,

que resultan imposibles de igualar con precisién. Por tanto, los resultados de dilucién seriada en que

res

todas las PrP™ muestran una capacidad de propagacidn muy similar en PrP recombinante de conejo wt

y la gran similitud de los patrones de resistencia a PK apuntan hacia la existencia de una sola cepa en PrP

res

recombinante de conejo wt a pesar de proceder de PrP™ con distintas mutaciones. Sin embargo, a pesar
de mostrar caracteristicas bioquimicas similares tanto en dilucién seriada como en lo concerniente a su
resistencia a PK, no puede descartarse completamente la posible existencia de varias cepas, cuya
distincidn podria requerir su inoculacién en modelos animales adecuados que aporten informacion

res

sobre su infectividad, tiempos de incubacidn o patrones de deposicidn de PrP™, imposibles de distinguir

in vitro.

6. Estudio de la capacidad de propagacion de PrP recombinantes de conejo con muiltiples
mutaciones de ratén

Dado que el principal interés del presente estudio consiste en detectar los aminoacidos clave en la
resistencia al malplegamiento de la PrP de conejo, se centra la atencidon en el estudio de las tres

mutaciones que causan una mayor susceptibilizacion de la PrP recombinante de conejo frente a RML.

Con la intencién de saber si las mutaciones S107N, M108L e 1202V podrian de forma conjunta o
cooperativa eliminar totalmente la barrera interespecies entre ratén y conejo, se generaron todas las
variantes de PrP recombinante de conejo con dos de las tres sustituciones y un triple mutante que

incluye las tres sustituciones mencionadas en el contexto de la PrP recombinante de conejo. Asi, en caso
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de que cualquier combinacién de estas mutaciones determinase la existencia de la barrera interespecies
existente entre raton y conejo, su presencia combinada, aun en el contexto de la PrP recombinante de

conejo, deberia permitir la propagacion de recRML en una sola ronda de rec-PMCA.

Una vez mas, la estrategia utilizada para esclarecer si los cambios mencionados pudieran de forma
cooperativa ser las responsables de la resistencia de los conejos frente a priones murinos, fue la
generacion de las distintas PrP recombinantes con mutaciones y su utilizacion como sustratos de rec-
PMCA complementados con encéfalo de ratdn PRNP”, tal y como se detalla en el apartado de
Materiales y métodos. Igual que en experimentos previos y para que los resultados fueran comparables,
se igualaron las cantidades de PrP recombinante de cada sustrato, como puede verse en la figura 22,
entre los que se han incluido ademas de las PrPs con mutaciones dobles y las que contienen las tres

mutaciones, los mutantes individuales y las PrP recombinantes wt tanto de ratén como de conejo como

controles.
Substratos con PrP recombinantes mutadas de conejo
PrP¢ rRatén WT S107N M108L 1202y J_07N S107N MIOSL SIO7N
(ot [PrP PrP  rPrP Prp Prp M108L 1202V 1202V M108L
o e e T e PP rPrP 1202V
rPrP = 40 KDa
- ¥
I ‘ ; i - =30 KDa
=10 KDa
PK - - - - - - - - - -

Figura 22. Western blot de los sustratos generados con las distintas PrP recombinantes mutadas de conejo. Se
incluye también un homogenizado de encéfalo de conejo para ver la diferencia de tamafio respecto a las PrP
recombinantes generadas. Las cantidades de PrP recombinante afiadidas a cada sustrato fueron igualadas tras
medicidn por BCA protein Assay y dilucidn en PBS. Revelado con el anticuerpo monoclonal 12B2.

Reproduciendo el experimento inicial en que toda la bateria de PrP recombinantes de conejo
mutadas se sometié a rondas seriadas de rec-PMCA, a cuatro tubos de cada uno de los 9 sustratos se
afiadio recRML como semilla a una dilucién 1:10 y tras cada ronda de 24 horas de rec-PMCA, se volvia a
diluir el producto de PMCA a 1:10 en sustrato fresco realizando asi hasta un maximo de 10 rondas. En

paralelo, se utilizaron ademas cuatro tubos sin semilla como control de posibles contaminaciones o
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aparicion espontanea de PrP'®. Igual que en anteriores experimentos, los resultados muestran la ronda

res res

de aparicién de PrP™ y el porcentaje de tubos en que se detecta PrP™.

RO1 RO2 RO3 RO4 RO5 RO& RO7 RO8 RO9 R10
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Figura 23. Representacion grafica de la aparicion de PrP™ durante la propagacion in vitro de recRML sobre las

PrP recombinantes de conejo con sustituciones unicas y multiples de ratén con el prion murino recombinante
RML como semilla. Se han utilizado sustratos basados en PrP recombinante de ratén y conejo wt como controles
positivo y negativo respectivamente. Evaluado tras andlisis mediante Western blot de cada una de las rondas de
rec-PMCA (sefaladas como R01-R10) a las que fueron sometidos los sustratos. El porcentaje de tubos positivos tras
cada ronda de rec-PMCA se ha sefialado con distintas intensidades de grises, tal y como se indica en la leyenda
inferior de la figura.

res

El nimero de rondas en las que aparece PrP'™ por primera vez, es muy similar tanto para las
proteinas que tienen una mutacion puntual como para las que tienen multiples mutaciones. Ni siquiera
la PrP con la mutacién triple, la mas similar en secuencia al RML, muestra mayor capacidad de

malplegamiento que mutantes simples como el S107N o el 1202V, de forma que puede descartarse que
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estas 3 posiciones de la PrP recombinante de conejo puedan tener un efecto cooperativo en la
determinacion de la barrera interespecies entre ratédn y conejo. Ademas, las PrP recombinantes con

res

combinaciones de 2 mutaciones dan lugar a PrP™ en rondas aun mas tardias que las mutantes simples,
sobre todo en presencia de la mutacion 1202V, sugiriendo que mas que actuar de forma cooperativa
podrian incluso reducir el efecto que puedan estar ejerciendo individualmente sobre la capacidad de

malplegamiento de la PrP recombinante de conejo.

7. Refinando el papel de las sustituciones que mas susceptible hacen la PrP recombinante de
conejo al malplegamiento por RML

La necesidad de conocer en mayor detalle el papel que juegan las sustituciones realizadas en
aquellas PrPs de conejo mutadas que han resultado mds susceptibles al prion murino RML, llevé al
planteamiento de la siguiente cuestion: ¢es la ausencia del aminoacido sustituido o la presencia del
nuevo aminoacido el que vuelve al conejo susceptible a RML? Es decir, se pretendia aclarar si la ausencia
del aminoacido original es suficiente para incrementar la susceptibilidad o el aminodcido por el que se
sustituye resulta ser el factor mas critico. Para ello, se escogieron los tres mutantes que muestran una
mayor susceptibilidad frente al RML, el S107N, el M108L y el 1202V, aquéllos que pudieron ser
malplegados tanto por recRML como por BrainRML y se decidié realizar una sustitucidn alternativa a
cada mutacién en la misma posicion de la secuencia. A pesar de que se podria haber escogido cualquier
aminodcido para realizar la sustitucion alternativa, se optd por escoger el cambio en funcién de los
aminodcidos que ya existen en esas mismas posiciones en otras especies de mamifero, como una forma
de garantizar que la estructura general de la PrP mutada no sufriera alteraciones estructurales drasticas.
Asi, mediante alineamiento de las secuencias de PrPs de diversas especies, que se muestran en la figura
24, se identificaron los aminoacidos que pueden encontrarse en las citadas posiciones y se escogieron
para realizar sustituciones alternativas que permitan estudiar el efecto local, suponiendo un cambio

menor en la estructura global de la PrP.

Centrandose en las posiciones 107, 108 y 202 de la PrP de conejo y observando los aminoacidos que
se encuentran en otras especies en esas mismas posiciones, puede verse que en el caso del 107, sdlo
aparece la Serina en el conejo y que el resto de especies presentan una Asparagina en esa posicion, por
lo que no se cuenta con alternativas para la sustitucion inicial de S107N. No obstante, en lo concerniente
a la posicién 108, ademads de la Metionina que aparece en la PrP conejo y en la gran mayoria de especies

y la Leucina que presenta la PrP de ratdn, el topillo rojo presenta una Isoleucina en esa posicién de
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forma que se ha seleccionado la mutacion alternativa M108l. También en el caso de la posicion 202 en
que la PrP de conejo presenta una Isoleucina igual que las PrPs de hamster, vaca, oveja y ciervo mula,
puede encontrarse en otras especies una Valina, como es el caso del ratdn, topillo rojo, caballo, cerdo y
humano o por el contrario una Metionina como en el caso de las PrPs de perro, gato y vison. Asi pues,

para la posicion 202 se escogio la sustitucidn alternativa 1202M.

Una vez generadas las nuevas PrP recombinantes de conejo con las sustituciones alternativas y
producir las PrP recombinantes, éstas se utilizaron para llevar a cabo experimentos idénticos a los
realizados con las PrP mutadas de conejo iniciales. Es decir, se probd su susceptibilidad al
malplegamiento por recRML y BrainRML de ratén mediante pases seriados de rec-PMCA, utilizando al
igual que anteriormente cuadriplicados a los que se afiade semilla a una dilucién inicial de 1:10.
Igualmente, se realizaron 20 rondas seriadas de rec-PMCA utilizando el mismo factor de dilucién entre

cada ronda e incluyendo también el mismo nimero de tubos sin semilla inicial como control.

136



Consjo MEEKRDEKPCOGHNTGGSRY PEOSS PECNRY PPOG - CONGO PH-GoCWEOPHE - - — - - —— - c

Ratén = =rssm=s=- WNTG=rrsw == Bromssmvrnnnan Teerrrmernasrsns GESWCOPHG -
Vole = swssmssas WNTG-+ s rs=sn Geronsrmanms GeTrsssrmnsnsssons GGWGEOPHG -
Himeter = ~  -+esce-a- WHNTS- - - s === Brmesnsneae o2 R AR COEWCEQPHS -
Owaja = ~rmcsecssrersse e e T G-c---= L —— -
Vaca @ crremesessasrrserreew Errrrrrrann Brrrrrrrmr s CCWEOPHG -
Cigrwm & =ésssssesassdmssmemnw e . L
Caballe @ swss=ssas WHTG=+ v omalFresmssmenss Grecsstsmesnnnsses GEWGEOPHG-
Cerdn 3 =ssssssssssssssssssss e R " AR e A e -
Bummano =0 srieesssee WHIG—»» +s = wn G+ e A LR AT e COWGOPHE-
Perrg @ =we-e=e==s WHTS-»r-r=== Errrrerran Sevrere= T A CCEWCEOPHG-
Batos 0 srrrmrsasrrssrerrewaew Errrrrrrrnns Grrrrrre f TITTCIT: ——
Vimén e R Grrevsmnanns S P —
Conejo CWIQPH- CoCWE0PHE - GEWE0C - CTHROWC KPS EPETEMFHVACAR A RCAVVEELECYM
Ratfim @ =  ——c———m—— I e s T T vwiwie ). H AR BhL---=----r-s-ceacea-n=
Vole L uEnu S . PR, ' R 3 i S R
HAMBESE $3 ~—;c;ccccs=ss st nmb s am s Geosomoffonnnnma B -Mevscsrrnsnsncmnnss
Oveja = sesses mEE s [ PR —— BeBe sMrewnnns BWr:r--cssrsrssmnnssmnnns
Vaca = ceee-- e G------ " o LT L
Cierwvo = ceee-- e e O isiess EEEG e  dera Bi-rrmmerrmmrr s
Caballo @ ===—=—===tresaesd Erwenes it i LR IURLE S R R R RO R
Cerdo = =+sssscssssamsns [+ R . I B, S e T
HUMAND &z —==ccem-ssssassrmtsssss EesoGosBrmnnnns BH--M-vorrearoanssnanas
Perro = = =  csscescaoarrsssess Lveenes @+ Hs5rrnns L L R
Bato 0 creees R BQs e e - R
WissST ol el e ke e ' [ e M o B i i e ﬁ_.. ....................
Conajo LGSAMSRE PLIHFGNDY EDRYYRENMYRYPNOVYYRIVDQ Y SHONSFVHDC VNI TVEQHTV
Rat&n 3 tssscsss Mesones Wi s snasadassbaa s annnhasne Weroonsais ) (PP
Vole 00 selaseessy P AR R B e e e i e e e Lie=mezacs
Hamater T . R R T B-r-Mrrremmmns LT---=~
o L T e R R Herrrmmmmenrmen o
VYECE $ 090909092 sesessssswsas Bersnsamenma Hevwsssnannnmanssnns Wesownamanann E- -+
CL@EWE 3z sesssssssssssssnsssasssnsasnnsn paannmnnn MessTornsnnsnssnsnns
Caballo = s+ s-s-scrrsssscrerscsscttssnsss e SE----- Herrrmoomeoenns
Cerdo = srs=s=srerea- R AR R R R RIS i
Humano @ rrceeeecs I - e Herrrrrrnns M-Err»=- Mrrrrnmems )
PErro = sessssssssassssrssssmasa e Brrrwemmnnasmas MW-rRevmomanmenms
GRED 3 sesssssessssesssssEsmssssssEsssRsEEEE e Messonmnmns Re===
Visdn SR A S R SRR RS SR R A e e Kevoomrees Merrssrcnsrencss
Conejo TTTTEGERNFTETHIEITHERVVEQMC I TOYDOESQAAYORARG

Ratéfim @ =+ swssweswsea W-Meverwnnns Weoer-Ks == -¥DERRS

Vole = =ssssssssssns W-Mrvsrworms WessEs=»-¥+-BEGRES

Himmteay srsrssscssrcsdBerasnssnnsae Tees K=« ¥- DARRS

- R LR REE - LR R R-=--¥---03-5

Vaca = memeeessssraes B Reer-¥--+3:5

Cierve @ sresmemaevoasoms | I Rrrre¥r-r3+5

Caballes = =+sssssssnsas W-rrnmmmsnmanssns K-YE-FQ--G-8

Cerda = sisssssssnsnd WML sssssnassnsna E-¥YE-TA+3-5

Humasno == s+s-sssssrsas WM s resiiisien ER+---¥---G+5

Perro @ =+e=ssmsereas R Were-E--E-Tr--3-5

Gatg @ oereeeesesraas M-rrrmmmn WereeFrrE-Fr-@Z5

Vil @00 sesemsssswaen M- rrvmmmnrns WesssRe s E-YrKEZ+5

Figura 24. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las PrP recombinantes de diversas especies de
mamifero. Las secuencias de PrP recombinantes de conejo (Oryctolagus cuniculus), ratén (Mus musculus), bank
vole (Myodes glareolus), hamster sirio (Mesocricetus auratus), oveja (Ovis aries, con polimorfismo ARQ), vaca (Bos
taurus), ciervo mula (Odocoileus hemionus), caballo (Equus ferus caballus), cerdo (Sus scrofa), humano (Homo
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sapiens, con polimorfismo M129M), perro (Canis lupus familiaris), gato (Felis silvestris catus) y vison (Neovison
vison) fueron comparadas mediante alineamiento con ClustalW. Los aminoacidos idénticos a los de la secuencia de
conejo se indican por un punto. Sefaladas en verde se muestran las posiciones 107, 108 y 202, segun la
numeracion de la PrP de conejo.

Los resultados, comparados con los obtenidos para las mutaciones originales, pueden observarse en

res

la figura 25, que muestra el porcentaje de tubos en que aparece PrP™ en cada ronda de rec-PMCA.

RO1 RO2 RO3 RO4 RO5 RO6 RO7 RO8 R0O9 R10 R11 R12 R13 R14 R15 R16 R17 R18 R19 R20
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Figura 25. Representacién grafica de la aparicion de PrP™ durante la propagacién in vitro de las PrP
recombinantes de conejo con sustituciones alternativas inoculadas con los priones murinos RML recombinante y
proveniente de encéfalo de animales afectados. Evaluado tras analisis mediante Western blot de cada una de las
rondas de rec-PMCA (sefialadas como R01-R20) a las que fueron sometidos los sustratos. El porcentaje de tubos
positivos tras cada ronda de rec-PMCA se ha sefialado con distintas intensidades de grises, tal y como se indica en
la leyenda inferior de la figura.

En el caso de la PrP con la mutacion M108lI, parece que la Isoleucina la hace tan susceptible como
sucede con la Leucina de la sustitucion M108L. Dado que tanto el recRML como el BrainRML son capaces
de inducir el malplegamiento en ambos mutantes con pocas rondas de diferencia, 4 con recRMLY 7 con

res

BrainRML para la primera aparicién de PrP™™, lo cual no es de extrafiar teniendo en cuenta la gran

similitud de ambos aminodcidos. Asi pues, aunque estos resultados pudieran apuntar a que la ausencia
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de Metionina en la posicion 108 es el factor critico para la susceptibilizacion de la PrP de conejo, no
puede descartarse que en realidad, el factor mas critico sea la presencia de algin aminodacido ramificado

como podrian ser la Leucina, Isoleucina o Valina.

En lo que concierne a la PrP con la mutacidn 1202M, no es malplegada por BrainRML y el
malplegamiento inducido por recRML es un poco mas tardio, indicando una menor susceptibilidad del
mutante 1202M que la del mutante 1202V frente a RML. De cualquier manera, el hecho de que ambos
mutantes puedan malplegar apunta a que el factor critico en esta posicidn para la elevada resistencia de
la PrP de conejo al malplegamiento es la presencia de Isoleucina, puesto que su sustitucion con
aminodcidos similares en cuanto a la carga de su grupo lateral, que en los tres casos se incluyen en el
grupo de aminodcidos apolares, es suficiente para hacerla susceptible al malplegamiento por RML. La
mayor susceptibilidad del mutante 1202V a RML bien podria explicarse porque la presencia del mismo
aminodcido en la PrP del sustrato y del inéculo causa mayor reduccion de la barrera interespecies
(Moore, Vorberg et al. 2005), siendo la diferencia de un aminodcido mas entre el mutante 1202M y RML

responsable de su menor susceptibilidad.

8. Estudio de la capacidad de las PrP recombinantes de ratdn con mutaciones de conejo de
bloquear la propagacion del prion murino RML recombinante

Debido a al interés por conocer las posiciones y los residuos aminoacidicos mas relevantes para la
baja susceptibilidad al malplegamiento de la PrP de conejo mediante el estudio de la barrera
interespecies entre ratdn y conejo, se decidid generar una bateria de PrP recombinantes mutadas de
ratdn, con las sustituciones de la PrP de conejo. Asi, los 11 residuos aminoacidicos mutados en la PrP de
conejo, se estudiaron en el contexto de la PrP de ratdn, sustituyéndolos por los residuos que presenta la
PrP de conejo en las mismas posiciones. La idea consistia en averiguar si alguna de las sustituciones que
causan una mayor susceptibilidad al malplegamiento de la PrP recombinante de conejo podria en el
contexto de ratdn, aumentar la resistencia de la PrP recombinante murina al malplegamiento por RML.
Aunque la barrera interespecies para la transmisibilidad de priones esta condicionada por las diferencias
en la secuencia aminoacidica, es bien conocido también que estas diferencias no son el Unico
componente para las restricciones en la transmisibilidad de los priones. Mas bien, parece regirse
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principalmente por propiedades conformacionales de la PrP™™, a lo cual afectan no sélo las diferencias

aminoacidicas si no también la diversidad estructural que presentan las cepas de priones con una misma
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secuencia aminoacidica (Hagiwara, Hara et al. 2013). No obstante, mediante la generacién de los
mutantes inversos, es decir, mutaciones de conejo en la PrP de ratdn, se pretendia confirmar la
importancia de las posiciones que dieron lugar a una mayor susceptibilidad de la PrP de conejo en caso
de que se observe bloqueo de la capacidad de propagacién del recRML en la PrP de ratén debido al

cambio inverso o localizar otros posibles residuos clave en la barrera.

Para ello, se siguid un esquema experimental muy similar al utilizado con las PrP recombinantes
mutadas de conejo. Tras generar, producir y purificar todas las versiones de PrP de ratdén con
sustituciones de conejo, se prepararon todos los sustratos dializando las proteinas recombinantes frente
a PBS y se complementaron con un homogenizado al 10% en PBS (p/v) de encéfalos de ratones PRNP”".
Con el fin de comparar la capacidad de malplegamiento de los diferentes mutantes entre si y con
respecto al ratén wt, se tratd de igualar la concentracion de cada PrP recombinante (siempre en el rango
de 50 a 100 ng/ul) mediante BCA Protein Assay y posterior analisis de los sustratos por electroforesis en

geles de SDS-PAGE seguido por Western blot, que puede verse en la figura 26.

Substratos con PrP recombinantes mutadas de ratén

WT N99G N107S L108M M137LW144Y N173S 1183V V2021 M2041 V2141 K219Q Mw
rPrP rPrP PP rPrP rPrP PrP rPrP rPrP rPrP rPrP rPrP rPrP - 30 KDa

=20 KDa

PK = = = = = = = = = = = =

Figura 26. Western blot de los sustratos generados con las distintas PrP recombinantes de ratén con mutaciones
de conejo. Las cantidades de PrP recombinante afiadidas a cada sustrato fueron igualadas tras medicién por BCA
protein Assay y dilucién en PBS. Revelado con el anticuerpo monoclonal Saf83.

A diferencia de los experimentos con las PrPs de conejo mutadas en las que se hicieron pases
seriados con recRML, como la diferencia aminoacidica entre la PrP del indculo y la del sustrato es en
este caso de un solo residuo, se probd a realizar una prueba de propagacién por dilucién seriada del
indculo en una sola ronda de rec-PMCA. Asi, se afiadié recRML como semilla a 10 tubos de cada sustrato
en diluciones seriadas a 1:10, 1:107, 1:10°%, 1:10*, 1:10°, 1:10°, 1:107, 1:10%, 1:10° y 1:10™°y se sometieron
a una ronda de 48 horas de PMCA. Los resultados de las tres réplicas realizadas pueden verse en la

figura 27, junto con los Western blot de un experimento representativo del triplicado.
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Figura 27. Estudio de la capacidad de propagacion del indculo recRML de ratén sobre sustratos con PrP
recombinantes de raton con mutaciones de conejo. A) Representacion grafica de la media (incluyendo la
desviacion estandar de la media) de las diluciones méaximas a las que pudo propagar el recRML en cada sustrato
que contenia PrP recombinantes de ratén con sustituciones de conejo. En el eje horizontal se identifican la PrP
recombinante de cada sustrato por la posicion de la mutacidén. B) Western blot representativo de uno de los
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experimentos de las 3 réplicas. El recRML fue diluido desde 1:10 hasta 1:10" en los distintos sustratos y estos
sometidos a una ronda de 48 horas de rec-PMCA. La primera columna indica el inéculo utilizado y la segunda la PrP
recombinante del sustrato. En todos los casos se incluye un control del sustrato sin digerir y un control de la
dilucién 1:10 de recRML sin someter a rec-PMCA que se denomina no amplificado (NA) para distinguir sefial de la
semilla original de las realmente propagadas. Revelados con el anticuerpo monoclonal 12B2.

Aunque todas las PrP recombinantes de ratén con mutaciones de conejo presentan una barrera de
transmision para la propagacion del recRML, ya que ninguna alcanza los niveles de propagacion
mostrados por la PrP de ratéon wt, sélo la PrP con la mutacién N99G bloquea completamente la
propagacién del inéculo recRML. Sin embargo, pudo observarse que utilizando este mismo sustrato con
res

recRML afiadido como semilla a dilucion 1:10 y mediante rondas seriadas de rec-PMCA, aparece PrP

en solo cuatro rondas de 24 horas (resultados no mostrados).

Si se comparan los resultados con los obtenidos para las PrP recombinantes mutadas de conejo, no
se aprecia una correlacion perfecta entre las posiciones que parecian hacer mas susceptible a la PrP de
conejo con las posiciones que hacen mas resistentes a la PrP recombinante de ratén. Aunque en el caso
del N99G, el mutante inverso en el contexto de PrP de conejo es uno de los que malplegd en menos
rondas de PMCA con recRML como semilla, pudiendo explicarse asi su capacidad para hacer menos
susceptible la PrP de ratén al indculo, esta correlacion no se observa para la mayoria de las PrP
recombinantes mutadas en ratdon. Este es el caso, por ejemplo, de los que se han considerado los
mutantes que mas susceptible volvian la PrP de conejo al malplegamiento inducido por RML, es decir los
de las mutaciones en las posiciones 107, 108 y 202. Al mutar estas mismas posiciones en ratoén, la
reduccion en la capacidad de propagacion de recRML observada es igual o incluso menor que para las
PrP mutadas en posiciones que no parecian tan criticas en la susceptibilizacion de la PrP de conejo como
los mutados en las posiciones 144, 173, 183 o 214. No obstante, cabe destacar que las mutaciones en
estas Ultimas dos posiciones, que no tuvieron ningtn efecto sobre la susceptibilidad de la PrP de conejo
a RML, muestran a su vez la menor reduccidn de la capacidad de propagacion de recRML en las PrP
recombinantes de raton 1183V y V214l. Por tanto, aunque no se de una correlacién perfecta, en algunas
posiciones si que parece existir cierta relacion entre el efecto de esos cambios aminoacidicos en el
contexto de la PrP de conejo y el efecto de las mutaciones inversas en el contexto de la PrP de raton.
Esto podria permitir establecer un criterio mas, junto con los ya mostrados, para la identificacién de

posiciones o residuos aminoacidicos mas relevantes para la determinacién de la barrera interespecies.

142



9. Estudio de la capacidad de propagacion de otros indculos en sustratos basados en las PrP
recombinantes mutadas de conejo mas susceptibles a RML

Otra de las preguntas surgidas durante el estudio de las claves de la baja susceptibilidad del conejo a
las enfermedades pridnicas mediante la barrera de transmision interespecies entre ratdon y conejo, fue si
las mutaciones mas relevantes detectadas para la susceptibilizacion frente a RML, ejercian un efecto
especifico para la barrera estudiada o si en cambio, podrian estar causando una mayor facilidad para el
malplegamiento por priones no sélo murinos. En el primero de los casos, el efecto de las sustituciones se
deberia Unicamente a la similitud de las secuencias primarias entre las PrPs de ratdn y conejo, mientras
que en el segundo caso, estas posiciones podrian estar ejerciendo un efecto desestabilizante

generalizado sobre la PrP recombinante de conejo.

Para probarlo, se realizaron una vez mas, rondas seriadas de rec-PMCA con los sustratos que
contienen las PrPs de conejo con las mutaciones seleccionadas S107N, M108L e 1202V, afiadiendo como
semilla en este caso priones de origen ovino y bovino ademas de otro prion murino diferente a RML.
Para la eleccién de los indculos, se tuvo en cuenta ademas, que previamente hubieran podido malplegar
la PrP de encéfalo de conejo (Chianini, Fernandez-Borges et al. 2012) pero que no hubieran sido capaces
de malplegar la PrP de conejo recombinante (mostrado en el apartado 1), por lo que se decidi6 utilizar el
prion de origen murino ME7, los priones scrapie SSBP/1 y EEB adaptado a oveja (sBSE, del inglés, sheep
Bovine Spongiform Encephalopathy) de origen ovino y EEB (BSE) de origen bovino. Cada uno de ellos se
afiadié como semilla a 4 tubos de cada sustrato, incluyendo sustratos basados en PrP recombinantes de
ratédn y conejo wt como controles, a dilucién 1:10 para rondas seriadas de 24 horas de PMCA diluyendo
también el producto de cada ronda de PMCA en sustrato fresco a la misma dilucion 1:10. Junto con los
tubos inoculados utilizamos 4 tubos sin semilla inicial pero que también se sometieron a rondas seriadas

de PMCA como control de contaminaciones o aparicién espontanea de Prp™

. Igual que en experimentos
previos y para reducir en lo posible la variabilidad debida a las diferencias de concentracién de PrP
recombinante en los sustratos, se ajustaron las concentraciones mediante BCA protein Assay y se
confirmaron por Western blot tal y como se muestra en la figura 28. Sin embargo, en este caso no se

res

igualo la cantidad de PrP™ presente en cada indculo, puesto que mas que comparar los indculos entre

si, la intencion es comparar la capacidad de propagacion de cada inéculo en los diferentes sustratos.
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Substratos con PrP recombinantes mutadas de
conejo
PrPC  rRatén WT S107N M108L 1202V Mw
Conejo rPrP rPrP rPrP rPrP rPrP
= 40 KDa
=30 KDa
PK - _ - _ _ _  =10KDa

Figura 28. Western blot de los sustratos generados con las distintas PrP recombinantes mutadas de conejo. Se
incluye también un homogenizado de encéfalo de conejo para ver la diferencia de tamafio respecto a las PrP
recombinantes. Las cantidades de PrP recombinante afiadidas a cada sustrato fueron igualadas mediante medicion
por BCA protein Assay y dilucidn en PBS. Revelado con el anticuerpo monoclonal 12B2.

Igual que en experimentos previos en que toda la bateria de PrP recombinantes de conejo
mutadas se sometié a rondas seriadas de rec-PMCA, a cuatro tubos de cada uno de los 5 sustratos se
afiadieron los distintos indculos anteriormente mencionados como semilla a dilucién 1:10 y tras cada
ronda de 24 horas de rec-PMCA, se volvia a diluir el producto de PMCA a 1:10 en sustrato fresco

realizando asi hasta un maximo de 20 rondas. En paralelo, se utilizaron ademas cuatro tubos sin inocular

res

como control de posibles contaminaciones o aparicion espontanea de PrP™. Igual que en anteriores

res

experimentos, los resultados de la figura 29 muestran la ronda de aparicion de PrP™ y el porcentaje de

res

tubos en que se detectd PrP™.
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Figura 29. Representacion grafica de la aparicién de PrP™ durante la propagacion in vitro de los inéculos ME7 y
SSBP1 sobre las PrP recombinantes de conejo mutadas mas susceptibles a la propagacién con el prion murino
RML. Se han utilizado sustratos basados en PrP recombinante de ratén y conejo wt como controles positivo y
negativo respectivamente. Evaluado tras analisis mediante Western blot de cada una de las rondas de rec-PMCA
(sefialadas como R01-R20) a las que fueron sometidos los sustratos. El porcentaje de tubos positivos tras cada
ronda de rec-PMCA se ha sefialado con distintas intensidades de grises, tal y como se indica en la leyenda inferior
de la figura.

10. Analisis comparativo de la propension a adquirir conformacion estado-f de las PrP
recombinantes de ratén, conejo y conejo 1202V frente al tratamiento con agentes
caotropicos seguido por Dicroismo circular

Viendo que el experimento anterior parece apuntar a una susceptibilidad general de las PrP
recombinantes mutantes mas susceptibles a RML, puesto que también se han revelado susceptibles a
priones de origen ovino y bovino, surgié la pregunta de si la susceptibilidad causada por estas
mutaciones puntuales podria deberse a una desestabilizacion de la conformacion nativa de la PrP
recombinante que facilitaria su malplegamiento. Aunque aun no se sabe si la estabilidad de la
conformacién nativa de determinada PrP estd relacionada con la susceptibilidad a enfermedades

priénicas que presenta dicha especie, se sabe que la formacién de PrP* implica un cambio estructural de
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la PrP, mayoritariamente a-helicoidal, a una estructura mayoritariamente compuesta por hoja-p. Por
tanto, la estabilidad de la estructura nativa de la PrP podria influir en su propensién al malplegamiento
inducido por priones. Ademds, se sabe desde hace mucho, que bajo condiciones ligeramente
desestabilizantes la PrP puede adquirir un estado mayoritariamente [B-estructurado (denominado
estado-B), que como propusieron Horneman y colaboradores podria tratarse de un intermediario entre
los estados nativo y desplegado en la via de plegamiento de la PrP ((Zhang, Stockel et al. 1997),
(Hornemann and Glockshuber 1998)). Poco mas tarde, Baskakov y colaboradores mostraron que el
estado-B de la PrP estaba compuesto mayoritariamente por formas oligoméricas (Baskakov, Legname et
al. 2001) que posteriormente se determinaron como predominantemente octaméricas al menos para las
PrPs de raton y hamster ((Baskakov, Legname et al. 2002), (Sokolowski, Modler et al. 2003)). A pesar de
la controversia acerca de la existencia de mondémeros B-estructurados ((Baskakov, Legname et al. 2001),
(Gerber, Tahiri-Alaoui et al. 2008)), un estudio realizado recientemente por Qasim Khan y colaboradores
demuestra que pequefios cambios en una solucién de PrP, como la adicion de agentes caotropicos, tiene
gran influencia sobre la fraccion de PrP que adquiere estado-B, proponiendo esta propensién a la
adquisicion de estado-f como determinante para la susceptibilidad de dicha especie de mamifero a

enfermedades pridnicas.

En este estudio, desarrollaron un método para la medicién cuantitativa de la propensidon de
determinada PrP a adquirir el estado-f mediante DC en presencia de concentraciones crecientes de un
agente desnaturalizante en entornos ligeramente acidos. Asi, pudieron comparar la propensién de las
PrP recombinantes de hamster, ratén, conejo, perro y caballo a adquirir el estado-p y correlacionarlo
con la susceptibilidad que presenta cada especie a las enfermedades pridnicas. Mediante la medicién de
las transiciones estructurales inducidas en la PrP por adicion de urea utilizando el DC a dos longitudes de
onda, vieron que las PrP de las 5 especies podian presentar al menos 3 estados conformacionales
distintos (nativo, desplegado y estado- intermedio) y que la mayor propensién a adquirir el estado-p en
pH menos acidos se correlacionaba con una mayor susceptibilidad a las enfermedades pridnicas (Khan,

Sweeting et al. 2010).

El método desarrollado por Qasim Khan y colaboradores, parte de que la existencia de la mezcla de
mondmeros y octdmeros descrita por Baskakov hace que un modelo simple de 3 estados (nativo,
desplegado y estado-) resulte inadecuado para el analisis de las curvas bifasicas de desplegamiento de
PrP inducido por urea, mientras que un modelo de equilibrio de 4 estados (nativo, desplegado, estado-

monomérico y estado-p oligomérico) con su mayor complejidad, también dificultaria considerablemente
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un ajuste adecuado. Por ello, se decidieron por una aproximacién que no hace suposiciones sobre el
estado de oligomerizacidn de las PrPs y se aprovecha de que el estado-f de la PrP presenta un espectro
de DC caracteristico de hoja-B y distinto del espectro a-helicoidal de la PrP nativa o del tipo random coil
gue presenta la PrP desplegada. Como un espectro de DC es la suma de las contribuciones de todas las
moléculas proteicas presentes en sus conformaciones particulares, se puede expresar la elipticidad

molar (0) observada de determinada muestra mediante la siguiente ecuacion:

6220,obs. = 6220,nativa [Nativa] + 9220,estadoﬁ [EStadOﬁ] + 9220,desplegada [Desplegada]

Donde [Nativa], [Estado-B] y [Desplegada] son las fracciones de PrP en cada estado y 8,50 xxx son las
elipticidades molares correspondientes a cada conformacién. Esto puede simplificarse normalizando los
datos de DC a fracciones aparentes, donde los valores de las fracciones aparentes nativa y desplegada

serian 1y 0 respectivamente:

ezzo,obs._9220,desplegada _ 9220,nativa_ezzo,desplegada [Nativa] + 9220,estad0B_9220,desplegada [Estadoﬁ] +

9220,nativa_9220,desplegada 9220,nativa_9220,desplegada 9220,nativa_9220,desplegada

ezzo,desplegada_9220,desplegada [Desplegada]

9220,nativa_ezzo,desplegada
Quedando la ecuacién de la siguiente forma:
Fapzzo = [Nativa] + Zzzo[EStadOﬁ]

Donde Fap220 €5 la sefial observada en DC normalizada, Z, es la sefial del estado-f a 220 nm en DC
normalizada y [Nativa] y [Estado-B] son las concentraciones fraccionales de la conformacién nativa y del

estado-B respectivamente.

Para despejar [Estado-f], siguen el desplegamiento de PrP a una segunda longitud de onda, lo que
permite establecer un sistema de 2 ecuaciones. Para ello, la sefial normalizada de Z, para el estado-8
debe ser diferente de Z,,0 y también diferente de las sefiales de DC de las formas nativa y desplegada.
Basandose en los espectros de DC para una misma PrP en estado nativo, en estado-B y totalmente

desplegada, seleccionaron la longitud de onda de 229 nm de donde sale la segunda ecuacidn necesaria:
Fapzzg = [Nativa] + Z229[E5tad0ﬁ]

Asi, se obtienen dos curvas de desnaturalizacion para cada PrP en medios con diferente grado de
acidez y combinando las ecuaciones de cada curva a las diferentes longitudes de onda, se puede

resolver la fraccion que se encuentra en estado-3 para cada PrP a un pH determinado:
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(FapZZO - Fap229)
(ZZZO - 2229)

[EstadoB] =

Se decidié aplicar esta técnica para averiguar si, al igual que Qasim Khan y colaboradores hicieron
para las PrPs de diferentes especies, puede correlacionarse la susceptibilidad que muestra la PrP
recombinante de conejo con la mutacién 1202V, que se ha mostrado como la mas susceptible a distintos
priones, con su propension a adquirir el estado-B. También se han incluido en el estudio las PrP
recombinantes de hamster, como control de la técnica, y de ratdén y conejo wt para compararlos con la
PrP recombinante de conejo 1202V. Por dificultades técnicas, el estudio se realizd con cloruro de
guanidina (GndCl) en lugar de urea como agente desnaturalizante, ya que con urea se necesitan hasta 8
M para la desnaturalizacién completa mientras que con el GndCl es suficiente con 4 M, lo que permitia
una mayor dilucion de la PrP recombinante facilitando igualar la concentracién de PrP recombinante en
cada muestra. Por tanto, en primer lugar se comprobd que el efecto observado con GndCl fuera igual al
que se observa mediante desnaturalizacion con urea, utilizando para ello la PrP de hamster
recombinante de la que se hicieron hecho curvas de desnaturalizacion tanto en presencia de urea como
de GndCl a pH 4, pH 4.5 y pH 5 tal y como se detalla en el apartado 11 de Materiales y métodos. Los

resultados ya extraidos siguiendo las ecuaciones presentadas anteriormente se muestran en la figura 30.

2 15 ,
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Figura 30. Representacion grafica de la fraccion de PrP recombinante de hamster que adquiere conformacién de
estado-B al ser sometida a concentraciones crecientes de urea y GndCl a pH4, pH4.5 y pH5. En el eje vertical se
describe la fraccidn de PrP recombinante que adquiere conformacién de estado-p. En el eje horizontal se muestra
la concentracién del agente caotrépico utilizado en cada caso. Las medidas se tomaron a pH4, pH4.5 y pH5 puesto
que la propensidn a adquirir estado-p es mayor a pHs mas acidos.
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Esta figura muestra los resultados de la comparacion entre urea y GndCl como agentes
desnaturalizantes. Tal y como puede verse, el patrdn de propensidn a adquirir el estado-B es muy similar
en ambos casos, con gran parte de la PrP en estado-Ba pH 4y pH 4.5 entre 2 My 4 M en el caso de la
urea y entre 1 My 2 M en el caso del GndCl. Cabe destacar ademas, que los resultados son muy
similares a los obtenidos por Qasim Khan y colaboradores, salvo que ellos detectan también cierta
propension a adquirir estado-B a pH 5, mientras que en nuestro caso no resulta tan evidente, indicando
gue en nuestras manos, el método podria ser ligeramente menos sensible. Dado que el método
funciona y que podia usarse cualquiera de los dos agentes caotrdpicos, las curvas de desnaturalizacidn
de las PrP recombinantes de ratén, conejo y conejol202V se hicieron en presencia de GndCl a estos
mismos valores de pH. La figura 31 muestra la fraccion de cada PrP recombinante testada que adquiere

el estado-B, agrupadas por pH.

pH4 pH4.5

+ Hamster + Hémster

® Raton ® Ratdn

Conejo Conejo

Fraccion PrP estado-p
o
n

Fraccion PrP estado-p

% Col202V % Col202V

* -0.6 +

[Gndcl], (M) [Gndcl], (M)

pH5

+ Hamster
B Raton

Conejo

Fraccion PrP estado-p

% Col202V

[Gndcl], (M)

Figura 31. Representacion grafica de la comparacion de las fracciones de cada PrP que adquieren conformacion
de estado-B al ser sometidas a concentraciones crecientes de GndCl a pH4, pH4.5 y pH5. En el eje vertical se
describe la fraccidn de PrP recombinante que adquiere conformacién de estado-p. En el eje horizontal se muestra
la concentracidn del agente caotrdpico utilizado en cada caso. Las mismas medidas se tomaron a pH4, pH4.5 y pH5
para cada PrP distinta y se agrupan por pH, puesto que las PrP recombinantes que mayor propension muestran a
adquirir conformacion de estado-B son aquellas que a pH menos acidos muestran PrP en dicho estado.
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A pH 4 todas las PrPs muestran una gran propension a adquirir el estado-p pero a pH 4.5y pH 5 sélo
la PrP recombinante de hamster mantiene dicha propensién, seifialandola como la PrP mas susceptible a
adquirir estado-B y por consiguiente a ser malplegada por priones. Sin embargo, no pueden apreciarse
diferencias entre las PrP recombinantes de ratdn, conejo y conejol202V, por lo que podria decirse que la
susceptibilidad que muestran las PrP recombinantes de ratén y conejo 1202V respecto a la PrP de conejo
wt no se debe a una mayor propension a adquirir estado-p. Particularmente, en el caso de la PrP
recombinante de conejo con la mutacion 1202V el mecanismo por el que resulta mas susceptible al
malplegamiento que la PrP recombinante de conejo wt a priones de distintos origenes, seria
independiente a su propension a adquirir estado-f3, indicando que mas que un efecto global en la via de

plegamiento, la susceptibilizacién podria ser debida a cambios estructurales mas sutiles y locales.
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DISCUSION

La principal idea tras el desarrollo de esta tesis doctoral consistia en descifrar los mecanismos
moleculares que podrian determinar la baja susceptibilidad a enfermedades pridnicas de una de las
especies considerada durante mucho tiempo resistente a las mismas, mediante las posibilidades que

ofrece la técnica de propagacion in vitro de PrP recombinantes malplegadas, la rec-PMCA.

Se habla de especies consideradas resistentes a enfermedades pridnicas, porque evidencias muy
recientes han puesto en entredicho la existencia del propio concepto de especie resistente a EETs. Como
ya se ha comentado extensamente durante la Introduccion, la transmisibilidad interespecies de EETs
(Gajdusek, Gibbs et al. 1966) y la existencia de barreras de transmisidn interespecies que limitan la
capacidad de un determinado prion para causar enfermedad en una especie diferente a la de origen
(Dickinson 1976), se conocen practicamente desde los inicios de la investigacion de EETs. El potencial
zoonotico derivado de la transmisibilidad entre especies, asi como la descripcion de posibles
transmisiones ocurridas en la naturaleza, impulsé la investigacion en esta drea, realizdndose
principalmente transmisiones experimentales en modelos animales, en los que la barrera de transmision
se manifiesta como una prolongacion del tiempo de incubacion y/o una tasa de ataque incompleta en la
nueva especie inoculada (Hill and Collinge 2004). Aunque a lo largo de los afos se han propuesto
diversos factores que podrian determinar dicha barrera, el Unico realmente probado es el inicialmente
propuesto por Dickinson y colaboradores, que sugirieron que un gen (al que denominaron Sinc) propio
del hospedador regulaba el tiempo de incubacién y la susceptibilidad del mismo a EETs (Dickinson,
Meikle et al. 1968). Mas tarde, se confirmd que el gen Sinc era en realidad el gen que codifica la PrP,
conocida como PRNP, y por consiguiente que eran diferencias aminoacidicas en la secuencia primaria de
la PrP lo que determina la susceptibilidad a EETs (Moore, Redhead et al. 1995). En paralelo a los avances
en biologia molecular, que centraban la atencién en las secuencias de PrP de las especies implicadas, y
gracias también en parte a los estudios de transmision, la lista de EETs y de animales susceptibles a los
mismos fue en aumento. No obstante, también se describieron animales aparentemente resistentes a
las enfermedades pridnicas, bien porque no sucumbian a las inoculaciones experimentales ((Gibbs and
Gajdusek 1973), (Barlow and Rennie 1976)), como en el caso de los conejos, o bien porque no se habian
reportado casos de infecciones naturales, incluso habiendo sido probablemente expuestos a los mismos
alimentos contaminados por EEB durante la conocida epidemia de Reino Unido, como en el caso de los
canidos (Polymenidou, Trusheim et al. 2008). Asi mismo, algunos experimentos con modelos celulares

también parecian respaldar la supuesta resistencia de estas especies a EETs ((Vorberg, Groschup et al.
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2003), (Polymenidou, Trusheim et al. 2008)). Sin embargo, el desconocimiento de los factores
implicados en la determinacién de las barreras interespecies, mas alld de las diferencias de secuencia
primaria entre las PrP del donante y del receptor, desaconsejaban y hacian imposibles las
generalizaciones sobre la susceptibilidad o resistencia de una determinada especie a infecciones
pridnicas. Ya solo la existencia de diversas cepas que muestran tropismo por diferentes especies y
tejidos, con diferentes tiempos de incubacion y manifestaciones clinicas, asi como capacidad de
adaptacion al ser transmitidas a otras especies, podria resultar en que simplemente no se haya dado con
la cepa adecuada a la que las especies supuestamente resistentes sean susceptibles (Chianini,
Fernandez-Borges et al. 2013). Otros factores como un prolongado tiempo de incubacién respecto a la
vida media del animal, la ruta de infeccion (Beringue, Herzog et al. 2012) o la posible existencia de
cofactores aun desconocidos que podrian influir en la eficiencia de propagacién de un determinado
prion en una especie en particular (Deleault, Kascsak et al. 2010), también podrian haber llevado a
considerar errbneamente estas especies como resistentes. Inicialmente, los estudios de transmisibilidad
y evaluacion de resistencia o susceptibilidad estuvieron muy limitados debido a los modelos disponibles,
ya que se contaba Unicamente con modelos naturales de infeccion. El desarrollo de animales
transgénicos, mayoritariamente ratones que podian expresar toda una bateria de PrP diferentes, supuso
un gran avance en este sentido permitiendo la evaluaciéon de nuevas barreras de transmision y la
confirmacidén de otras previamente estudiadas. Este es el caso por ejemplo, de los estudios de campo
llevados a cabo en ganado ovino y caprino que presentan diversas PrP polimérficas para establecer la
susceptibilidad de cada uno frente a scrapie, que fueron confirmados posteriormente en ratones
transgénicos que expresan las distintas variantes genéticas ovinas o caprinas (Vilotte, Soulier et al.
2001). A pesar del avance que supuso el desarrollo de animales transgénicos, como técnica in vivo sigue
requiriendo elevados tiempos de incubacién que requieren largos periodos de estabulacion en
instalaciones de bioseguridad muy costosas, por lo que se han ido desarrollando nuevos modelos que
permitan el estudio de las barreras de transmision, la evaluacion de susceptibilidad o resistencia al
malplegamiento que presentan determinadas PrPs y las regiones que podrian determinar el grado de

susceptibilidad.

En las ultimas décadas se han desarrollado diversos modelos celulares tanto de cultivos
primarios como de lineas establecidas y aunque inicialmente presentaban una capacidad de
propagacién limitada a cierto rango de cepas, generalmente de origen murino por la procedencia de las
células (Fernandez-Borges, Erana et al. 2013), esta limitacidn va resolviéndose mediante el desarrollo de

nuevas lineas celulares. Gracias, entre otros, al uso de cultivos primarios derivados de animales
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transgénicos, a la expresion de PrP¢ heterdlogas en lineas celulares establecidas, asi como al
descubrimiento de nuevas lineas celulares no necesariamente provenientes del SNC. Estas ultimas, son
capaces de sustentar una infeccién priénica mediante expresion de PrP¢ de determinadas especies,
como es el caso de la linea celular epitelial RK13 proveniente de epitelio renal de conejo (Sakudo,
Nakamura et al. 2007). No obstante, a pesar de todos estos avances, los modelos ex vivo siguen
presentando limitaciones principalmente porque la susceptibilidad de una determinada linea celular
solo puede determinarse empiricamente. Por razones desconocidas, la mayoria de las lineas que
expresan PrP® no sustentan la propagacion de priones y ademds, las cepas pridnicas presentan un
estricto tropismo, razén por la cual diversas cepas nunca han podido ser propagadas ex vivo (Kraus,

Groveman et al. 2013).

Otro importante grupo de metodologias ampliamente utilizadas para evaluar barreras de
transmision son los sistemas de propagacion in vitro, entre los que destaca la PMCA. Tal y como se
comentaba en la Introduccidn, al replicar esta técnica la propagacion de priones que podria suceder in
vivo pero con una cinética aceleraday al ser capaz de propagar priones manteniendo las propiedades de
cepa, resulta una herramienta muy Util para evaluar barreras de transmision (Fernandez-Borges, de
Castro et al. 2009). Su correlacion con lo que sucede in vivo ha sido demostrada en diversas ocasiones,
como por ejemplo en el caso 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 muestran
propiedades idénticas al ser inoculados en animales (Green, Castilla et al. 2008). Asi, la PMCA permite el
uso de un gran numero de diferentes cepas de priones sobre diversas PrP polimorficas y testar asi
barreras de transmisidon dificiles de evaluar in vivo (Fernandez-Borges, de Castro et al. 2009). La
necesidad de material encefalico que contenga la PrP a estudiar ha limitado el uso de esta técnica a
aquellos polimorfismos frecuentes y con facil acceso en la naturaleza, lo que ha sido superado
recientemente gracias a la utilizacién de proteina recombinante, de facil preparacion en el laboratorio,

como sustrato en la variante denominada rec-PMCA (Wang, Wang et al. 2010).

Precisamente de la mano de la técnica de PMCA ha podido refutarse el concepto de especies
resistentes a la infeccidon pridnica, debido a la gran eficiencia que presenta al propagar priones
superando barreras de transmision que no habian podido superarse ni siquiera in vivo en animales
transgénicos con sobreexpresion de PrP, que suele facilitarlo (Sigurdson, Manco et al. 2006). De hecho,
la gran eficiencia de la PMCA requiere el establecimiento de parametros controlados empiricamente

respecto a un estandar. Principalmente, en lo que se refiere a nimero de sonicaciones en cada ronda de
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PMCA y nimero de rondas seriadas, para evitar la probable conversién de cualquier PrP¢ en PMCA
siempre que se utilicen las semillas adecuadas y suficiente nimero de rondas (Fernandez-Borges, de
Castro et al. 2009). Precisamente, mediante el uso de homogenizados de encéfalo de conejo como
sustrato de PMCA, se consiguido malplegar tanto de manera espontanea como por adicion de diversas
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cepas, la PrP¢ de conejo a PrP™ que posteriormente causé enfermedad pridnica in vivo al ser inoculados
intracerebralmente en conejos (Chianini, Fernandez-Borges et al. 2012). Aun asi, los tiempos de
incubacion resultaron muy prolongados respecto a otras especies, impidiendo el calculo de la tasa real
de infeccion, que es aparentemente baja posiblemente debido a que el tiempo de incubacion excede el
de vida media del animal (Chianini, Fernandez-Borges et al. 2013). Asi pues, a pesar de haberse
demostrado su susceptibilidad, ésta parece ser particularmente baja dados los largos tiempos de
incubacién que mostraron los animales infectados experimentalmente y teniendo en cuenta la ausencia
de casos descritos en la naturaleza. A pesar de haber demostrado la susceptibilidad de los lepéridos a las
enfermedades pridnicas, el limitado éxito de las inoculaciones in vivo, parecia sefialar hacia otros
factores desconocidos e independientes de la PrP que podrian explicar la baja susceptibilidad de los
conejos a las enfermedades pridnicas. Pero la existencia de estos factores independientes de PrP¢ que
podrian existir en conejos y otras especies consideradas resistentes, ha sido refutada recientemente
utilizando también animales transgénicos. En este caso, se generaron conejos transgénicos que
expresan una PrP ovina altamente susceptible a scrapie (PrP® ovina con polimorfismo VRQ) junto con el
gen enddgeno de conejo. Mediante inoculacién de estos animales con cepas de scrapie, pudieron
constatar que los animales eran completamente susceptibles a dicha enfermedad y ademas sin
interferencia aparente por parte de la PrP enddgena, que no se encuentra en las placas amiloideas de

los encéfalos de los animales infectados (Sarradin, Viglietta et al. 2015).

Por tanto, aunque queda claro que la PrP® de conejo puede ser malplegada a PrP*, también es
evidente su baja susceptibilidad a enfermedades pridnicas, lo que condujo al planteamiento de Ia
presente tesis doctoral, que pretende ahondar en las regiones de la PrP de conejo que podrian explicar
su relativamente elevada resistencia al malplegamiento. El interés en introducir mutaciones en la PrP de
conejo para el estudio de las regiones que podrian ser determinantes para su capacidad de propagacion,
llevo a la eleccidon de la rec-PMCA como técnica de evaluacién. Como ya se ha explicado en el apartado 1

res

de Resultados, para ello es necesario obtener primero PrP™ recombinantes con capacidad de inducir
malplegamiento en otras PrP recombinantes. Asi que, tal y como se hizo para la obtencién de PrP™ de
conejo con sustrato basado en homogenizado de encéfalo y como se ha hecho también con éxito para la

obtencion de priones recombinantes en otras especies como topillo rojo, raton, hamster u oveja (ref.
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tesis SER y CHF), se decidié tratar de malplegar PrP recombinante de conejo de la misma forma

mediante adicién de diversas cepas como semilla y pases seriados de rec-PMCA.

Sorprendentemente, y a pesar de haber utilizado diversas cepas (mostradas en la Tabla 1 de
Resultados) que habian sido capaces de malplegar la PrP de encéfalo de conejo en menos de 10 rondas
seriadas de PMCA, no se consiguio malplegar la PrP recombinante de conejo ni siquiera tras 20 rondas
de rec-PMCA. Es mas, las rondas seriadas de PMCA con encéfalo de conejo también dieron lugar a la
aparicidon espontdnea de PrP™, fendmeno que tampoco pudo reproducirse en rec-PMCA a pesar de los
multiples intentos realizados. Inicialmente, se achacaron estas diferencias a que a la barrera
interespecies existente entre las distintas secuencias primarias de PrP de indculos y sustrato, igual que la
observada en el estudio de Chianini y colaboradores, se le sumaba la barrera debida a las diferencias
entre las PrP de encéfalo y recombinantes. Tal y como se adelantaba en la Introduccién, aunque la PrP
recombinante utilizada en rec-PMCA presenta importantes diferencias respecto a la PrP¢ de encéfalo,
como son un tamafio menor debido a la ausencia de péptido sefial en el extremo amino terminal, la
ausencia de glicosilaciones y del anclaje a membrana mediante GPI, las estructuras secundarias y
terciarias son muy similares a la de la PrP de encéfalo (Hornemann, Schorn et al. 2004). Como la rec-
PMCA es una técnica desarrollada muy recientemente, aiin no ha podido aclararse el efecto de barrera
que podrian ejercer estas diferencias en la propagacién de malplegamiento de una cepa proveniente de
encéfalo en sustrato basado en PrP recombinante. La existencia de algun tipo de barrera es evidente en
cuanto a que se necesitan varias rondas seriadas de rec-PMCA para inducir el malplegamiento de
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practicamente todas las PrP recombinantes para las que se ha obtenido PrP™ por adicion de cepas

provenientes de encéfalo, incluso sin ninguna diferencia aminoacidica entre las PrP de la semilla y el

sustrato. En nuestro laboratorio se han obtenido asi PrP"™

recombinantes bioquimicamente distinguibles
de ratén por adicién como semilla de los priones murinos RML, 301C y 22L tras un niumero variable de
rondas seriadas de rec-PMCA (ref. tesis SER). También diversas PrP ovinas con polimorfismos naturales
pudieron ser malplegadas a PrP™ por una cepa de scrapie proveniente de ratones transgénicos que
expresan PrP ovina y por una cepa de EEB proveniente de los mismos animales, aunque incluso en el
mejor de los casos se requirieron mas de 10 rondas seriadas de rec-PMCA (ref. tesis CHF).
Desgraciadamente, aun no pueden encontrarse prdacticamente estudios de transmisidén realizados
mediante rec-PMCA y la mayoria de investigaciones que aplican dicha técnica o bien no reportan si se
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requirid mas de una ronda de PMCA para la obtencidn de PrP™ recombinante (Kim, Cali et al. 2010), o
bien se basan en el malplegamiento espontaneo de la PrP recombinante ((Makarava, Kovacs et al. 2010),

(Wang, Wang et al. 2010), (Yuan, Yang et al. 2015)), impidiendo la observacion de la posible barrera
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mencionada entre PrP® de encéfalo y PrP recombinante. Sin embargo, cabe destacar unos pocos
estudios en los que se trata de determinar la relevancia de las glicosilaciones y el GPI en la propagacion
por PMCA y que podrian ayudar a esclarecer las razones de las diferencias observadas en nuestros
resultados. Los primeros estudios en los que se compara la capacidad de propagacion de una PrP¢ de
encéfalo frente PrP recombinante en PMCA, surgen de la intencion de comprobar si las diferentes
glicoformas de PrP podrian regir la especificidad de conversiéon en PMCA, viendo que los patrones de
glicosilacién para las distintas cepas se conservan en pases seriados tanto in vitro (Castilla, Morales et al.
2008) como in vivo (Collinge, Sidle et al. 1996). Partiendo de esta base, Nishina y colaboradores
generaron distintos sustratos de PMCA con: i) PrP® purificadas de encéfalo de ratén y hamster, ii) estas
mismas PrP® pero tratadas con PNGasa para eliminar glicosilaciones v iii) PrP recombinante expresada
en E.coli, todas complementadas con encéfalo de ratones PRNP”". Observaron, que ninguna de las
recombinantes era capaz de propagar cepas provenientes de encéfalo en hasta 5 rondas seriadas de
PMCA, mientras que para las Prp° purificadas podia conseguirse propagacion en una sola ronda aunque
cada especie presentara especificidad para sustrato glicosilado o no glicosilado (Nishina, Deleault et al.
2006). Ademas de las glicosilaciones, también el efecto de la ausencia de GPI para la propagacion in vitro
se ha estudiado mediante PMCA. En un estudio publicado por Kim y colaboradores, se mostraba cdmo la
ausencia de GPI, tanto en PrP recombinante como en purificada de encéfalo y tratada con PI-PLC
(phosphatidylinositol-specific phospholipase C) impedia la formacién de PrP™ en PMCA en hasta 4
rondas seriadas, mientras que la PrP® con GPI era capaz de propagar el inéculo en una sola ronda (Kim,
Surewicz et al. 2009). No obstante, este mismo grupo pudo malplegar la misma PrP recombinante poco
mas tarde por PMCA, dando lugar a priones infecciosos aunque tras 9 rondas seriadas y sin que estas
conserven caracteristicas propias de la semilla al ser propagadas in vitro, fenédmeno que achacan a la
ausencia de GPI que podria ser relevante para mantener las propiedades de cepa (Kim, Cali et al. 2010).
También apuntan en este sentido, los estudios realizados por Imamura y colaboradores y Fabuary y
colaboradores, que utilizan PrP recombinante expresada en células de insecto infectadas con
baculovirus, que dan lugar a una PrP recombinante con glicosilaciones y GPI similar a la de encéfalo.
Utilizdndolo como sustrato complementado con encéfalo de ratén PRNP”" consiguen propagar en una
sola ronda de PMCA indculos en PrP recombinantes de hamster, oveja y ciervo. Sin embargo, la
eliminacion de esta GPI con PI-PLC o expresion de una PrP mutada sin GPI, impedia la formacion de
PrP™ en las mismas condiciones, mientras que una PrP mutada no glicosilada expresada en el mismo
sistema conservaba la capacidad de propagacion ((Imamura, Kato et al. 2011), (Faburay, Tark et al.

2014)). Por ultimo, cabe mencionar la observacion de esta posible barrera entre PrP recombinante y de
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encéfalo en PMCA en un reciente estudio publicado por Yuan y colaboradores, en que una PrP
recombinante humana expresada en E.coli parece inhibir una PMCA basada en encéfalo de ratdn
transgénico que expresa la misma PrP humana. Sugiriendo que probablemente, a pesar de que la PrP
recombinante puede unirse a la PrP** preferentemente, su conversién se vea impedida o dificultada por
la ausencia de GPI y glicosilaciones (Yuan, Zhan et al. 2013). Aunque también puede encontrarse algun
estudio en que se consigue la propagacion por rec-PMCA de algin prion en una sola ronda, las
condiciones de PMCA son ligeramente diferentes en cuanto a mayor presencia de detergentes en el
sustrato, hecho que podria facilitar su malplegamiento (Atarashi, Moore et al. 2007). Tampoco en otros

res

sistemas de propagacién in vitro utilizados para la generacién de PrP™ recombinantes, como en el caso
del ensayo libre de células, parece haberse observado este fendmeno (Legname, Baskakov et al. 2004),
(Colby, Giles et al. 2009)). De forma que la eficiencia de conversion de PrP recombinante bacteriano al
afiadir semillas consistentes en priones provenientes de encéfalo es muy similar a la que muestran PrP®
purificada de encéfalos o expresada en sistemas celulares eucariotas ((Raymond, Bossers et al. 2000),
(Kirby, Birkett et al. 2003)). De todas formas, esta diferencia también podria achacarse a las diferencias
entre ambos sistemas como pueden ser la presencia de agentes caotrdpicos en el ensayo libre de células
o la sonicaciéon en PMCA. Por tanto, todo parece apuntar a que a pesar de que puede conseguirse el
malplegamiento de PrP recombinante con indculos provenientes de encéfalo in vitro en una sola ronda,

en condiciones mas restrictivas la conversidon parece estar dificultada por las diferencias entre la PrP

recombinante y la proveniente de encéfalo.

Esta barrera entre PrP recombinante y de encéfalo también puede intuirse en el sentido inverso,
es decir, cuando se utilizan priones recombinantes para inoculaciones in vivo. A diferencia de lo que
ocurre con los indculos obtenidos por PMCA basada en homogenizados de encéfalo, donde
habitualmente se da una ligera prolongacién del tiempo de incubacién pero se mantiene una tasa de
ataque similar en un primer pase ((Castilla, Saa et al. 2005), (Castilla, Morales et al. 2008)), los inéculos
recombinantes infecciosos suelen presentar tiempos de incubacién mucho mas prolongados y una tasa
de ataque muy baja en un primer pase que aumenta espectacularmente en pases sucesivos ((Makarava,
Kovacs et al. 2010), (Wang, Wang et al. 2010)). Cabe mencionar que se han sugerido muchas
posibilidades para explicar estos fendmenos, ya que los priones recombinantes fueron generados
espontaneamente y ademads con sustratos de composicién minima. Entre otros, se ha adjudicado esta
baja infectividad a que las cepas generadas de novo pudieran ser intrinsecamente lentas (Makarava,
Kovacs et al. 2010), o a la generacién de una mezcla de cepas de las que sdlo una minima fraccion es

infecciosa y que los diferentes cofactores del sustrato pudieran favorecer unas u otras (Wang, Wang et
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al. 2010). El hecho de que los cofactores del sustrato minimo pudiesen influir en la capacidad de
infeccidon, no por seleccion de cepas sino por ser necesario para la infectividad in vivo, quedaria
descartado a la luz de una investigacién realizada por Deleault y colaboradores. Priones de hamster
formados por PMCA con Prp° purificada y sustrato de composicion minima, muestran una tasa de
ataque igual a la obtenida con priones obtenidos de encéfalo, demostrando que los cofactores del
medio minimo no tienen tanta influencia en la infectividad como la propia PrP (Deleault, Harris et al.
2007). Un estudio particularmente interesante publicado este mismo afio, mediante comparacion de
dos cepas de PrP™ recombinante con el mismo origen pero infectividad muy diferente, pretende aclarar
los factores que determinan estas distintas capacidades de propagacién in vivo. Una de las PrP™,
generada en presencia de cofactor PE (phosphatidylethanolamine) y que presenta mayor infectividad,
fue el origen de la segunda cepa, la de baja infectividad, obtenida mediante pases seriados de la primera
en sustrato con la misma PrP recombinante pero sin PE. Ambas presentan ligeras diferencias
estructurales en regiones muy concretas (residuos ~91-115 y 144-163), donde probablemente se de la
unidén con el cofactor PE en el caso de la de mayor infectividad y también difieren en su capacidad de
propagar el malplegamiento en PMCA con sustrato basado en homogenizado de encéfalo. Asi, la PrP™
de alta infectividad es la Unica que puede malplegar PrPS, tanto glicosilada como sin glicosilar. Por tanto,
sugieren que las modificaciones postraduccionles que presenta la PrPS limitan el numero de
conformaciones que puede adoptar una determinada PrP, mientras que las PrP recombinantes no
padecerian esta restriccion y podrian adquirir muy diversas conformaciones en PMCA. Entre todas estas
conformaciones, solo aquellas con estructuras compatibles con las estructuras de PrP*° restringidas por
la presencia de glicosilaciones y GPI serian capaces de propagar su malplegamiento a PrP® (Noble, Wang
et al. 2015). Si se plantea la situacion inversa, la conversion de la PrP recombinante del sustrato a una
conformacién compatible con la PrP* con glicosilaciones y GPI estaria desfavorecida por la gran cantidad

de conformaciones que podria adquirir la PrP recombinante, dificultando la aparicion y seleccién de una

conformacion compatible.

Fruto de la sospecha de que a la barrera de transmisidn interespecies se le estuviera sumando la
barrera entre PrP recombinante y de encéfalo, se decidid eliminar al menos la barrera interespecies
utilizando inéculos previamente obtenidos por PMCA en encéfalos de conejos afectados, tal y como se
ve en el apartado 1 de Resultados. Asi se pretendian obtener diversas cepas en PrP recombinante de
conejo para los que el Unico impedimento serian las diferencias entre PrP recombinante y de encéfalo.
El hecho de que los indculos utilizados hayan sido previamente adaptados a PMCA mediante pases

seriados en homogenizados de encéfalos de conejo supone una ventaja adicional, al tratarse de PrP™

158



habituada al entorno y sistema de propagacion in vitro. Ademas, las caracteristicas demostradas de la
PMCA basada en homogenizados de encéfalo para replicar la infectividad de los priones obtenidos in
vivo de los que proceden (Castilla, Saa et al. 2005) y la conservacién de propiedades especificas de cepa
(Castilla, Morales et al. 2008), como también demuestran los estudios con EEB pasado a conejo (Vidal,
Fernandez-Borges et al. 2015), sugieren que utilizar estas cepas adaptadas para la conversion de PrP
recombinante de conejo no suponga demasiada diferencia respecto a utilizar los indculos originales. Sin
embargo, ni siquiera la eliminacion de la barrera interespecies y el uso de indculos adaptados
previamente a PMCA parece haber sido suficiente para superar la elevada resistencia al malplegamiento
que presenta la PrP recombinante de conejo. Probablemente por las mismas diferencias entre PrP
recombinante y de encéfalo, que parecen ser mas limitantes en el caso del conejo que para las otras
especies para las que se han obtenido priones recombinantes previamente. Por ello, se decidio utilizar
las PrP™ recombinantes de ratén, como especie mas cercana al conejo de la que se disponian PrP™

recombinantes en el laboratorio, ambas obtenidas a partir del prion murino RML mediante rondas

seriadas de rec-PMCA pero con un patron bioquimico distinguible por Western Blot que se manifiesta en
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tamanos ligeramente diferentes de la PrP™ (ref. tesis SER). Tampoco asi pudo obtenerse una PrP
recombinante de conejo, aparentemente no pudo superarse la barrera de transmisién interespecies que
en PMCA basada en homogenizados de encéfalo si pudo hacerse en 3 rondas seriadas de PMCA
(Fernandez-Borges, de Castro et al. 2009). Este hecho no es tan sorprendente si se tiene en cuenta que
la PMCA predice semi-cuantitativamente las barreras de transmision, de forma que en PMCA basada en
homogenizados de encéfalo, el RML proveniente de ratones afectados requiere de una sola ronda de
PMCA, mientras para malplegar PrP® de conejo necesita 3 rondas seriadas, reflejando la existencia de
barrera de transmisién entre ambas especies. Si se traslada todo esto a la mas desfavorecida rec-PMCA,
el RML de encéfalo requirio mas de 10 rondas seriadas para malplegar la PrP recombinante de raton
(resultados no publicados), por lo que no es de extrafiar que una PrP intrinsecamente mas resistente al
malplegamiento como la PrP recombinante de conejo (Fernandez-Funez, Zhang et al. 2010), pueda
requerir mas de 20 rondas seriadas incluso en ausencia de barrera interespecies. Pero si ademas
tenemos en cuenta la diferencia de 3 rondas de PMCA requeridas para saltar la barrera de transmisidn
entre ratdén y conejo en PMCA basada en homogenizados de encéfalo, es perfectamente posible que
para saltar la barrera de transmision entre estas mismas PrP recombinantes se requieran también mas

"®* transmisible

de 20 pases. Fendmeno que podria explicarse por la menor eficiencia de conversion a PrP
que presentan las PrP recombinantes debido a la ausencia de modificaciones postraduccionales que

puedan restringir las posibles conformaciones realmente transmisibles (Noble, Wang et al. 2015).
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Como la imposibilidad de malplegar la PrP de conejo queda descartada a la vista de los
resultados obtenidos por Chianini y colaboradores (Chianini, Fernandez-Borges et al. 2012) y dado que
no hubo problemas para obtener, mediante la estrategia de adicién de semilla y pases seriados de rec-
PMCA, priones recombinantes de ratdn, siendo especies cercanas en términos de secuencia primaria de
PrP, se decidié generar una serie de PrP recombinantes de conejo con sustituciones especificas de ratén.
Posteriormente se traté de malplegar estas in vitro, tanto para obtener priones recombinantes de
conejo, como para estudiar las regiones que determinan su resistencia al malplegamiento in vitro. Esta
misma estrategia ha sido previamente utilizada para estudios de barreras de transmisiéon y para la
determinacién de residuos aminoacidicos claves en la susceptibilidad o resistencia de una determinada
especie o variante de PrP, mediante diversos modelos de propagacioén in vitro ((Kocisko, Priola et al.
1995), (Bossers, Belt et al. 1997), (Yan, Huang et al. 2014), (Faburay, Tark et al. 2014)) o ex vivo ((Priola
and Chesebro 1995), (Priola, Chabry et al. 2001), (Vorberg, Groschup et al. 2003)). Concretamente, la
PMCA seriada basada en homogenizados de encéfalo ha demostrado sobradamente su utilidad para el
estudio de barreras de transmision interespecies y su correlacion con lo que sucede in vivo ((Castilla,
Gonzalez-Romero et al. 2008), (Fernandez-Borges, de Castro et al. 2009), (Saa, Sferrazza et al. 2012)).
Aunque la gran eficiencia que presenta para superar barreras de transmisidén y generar nuevos priones
también puede suponer una desventaja, puesto que en algin caso se han superado mediante PMCA
barreras que nunca se habian cruzado in vivo, ni siquiera en animales transgénicos con sobreexpresién
de PrP (Sigurdson, Manco et al. 2006). Pero estos problemas, se han solucionado al menos parcialmente,
estableciendo parametros controlados empiricamente respecto a un estandar en lo que se refiere a
numero de sonicaciones en cada ronda de PMCA y nimero de rondas seriadas, evitando asi la probable
conversion de cualquier PrP de mamifero en PMCA siempre que se utilicen las semillas adecuadas y
suficientes rondas (Fernandez-Borges, de Castro et al. 2009). Para los métodos in vitro basados en
proteinas recombinantes, en los que la conservacién de las propiedades de cepa no es clara (Saa,
Sferrazza et al. 2012) y tal y como se ha comentado previamente, parecen producirse tanto PrP™
infecciosas como no, ya van apareciendo estudios en los que se trata de validarlos y correlacionarlos con
lo que sucede in vivo. Asi, para diversos sistemas de malplegamiento in vitro como ensayo libre de
células y similares, se ha ido viendo correlacion entre los datos in vivo e in vitro ((Raymond, Bossers et al.
2000), (Panza, Luers et al. 2010), (Kyle, John et al. 2013), (Luers, Bannach et al. 2013)). La ventaja que la
rec-PMCA puede suponer respecto a estos otros métodos es la posibilidad de generar priones
recombinantes que conserven caracteristicas de infectividad y de cepa similares a los inéculos de origen,

tal y como sucede con la PMCA basada en homogenizados de encéfalo. Mientras que otras técnicas de
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propagacion in vitro se centran principalmente en la observacién de si un determinado indculo puede o
no malplegar determinadas PrP recombinantes, sin importar si las fibras resultantes son realmente
infecciosas o incluso amiloideas (Ryou and Mays 2008). No obstante, para la rec-PMCA basada en PrP
recombinante de origen bacteriano, aliin no se encuentran publicaciones que utilicen esta técnica para
evaluar barreras de transmisién o que puedan correlacionar los datos obtenidos de susceptibilidad in
vitro con in vivo. Aunque resultados obtenidos recientemente en nuestro laboratorio parecen sefialar a
gue ademas de poder obtenerse distintas cepas en PrP recombinante de ratén, de humano (ref. tesis
SER), de oveja o de ciervo mula (ref. tesis CHF), el sistema de generacion de mutantes y testado de su
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capacidad para propagar PrP™ recombinantes provenientes de diversas cepas, si que tiene cierta
correlacion con lo que sucede in vivo. Particularmente, el método ha sido utilizado con éxito para
evaluar la susceptibilidad o resistencia de diversas variantes polimérficas de la PrP ovina frente a priones
recombinantes derivados de scrapie y EEB adaptados a oveja, correlaciondndose su mayor resistencia al
malplegamiento in vitro con una mayor resistencia a la infeccion in vivo (ref. tesis CHF). También se ha
utilizado este mismo sistema para estudiar la barrera de transmision entre priones de scrapie ovino y la
PrP de cérvido, que presenta solo 4 diferencias aminoacidicas respecto a la PrP ovina, generandose PrP
recombinantes de oveja con mutaciones puntuales de ciervo y midiendo su capacidad de propagacién
por scrapie in vitro. Asi se localizaron residuos especificos que podrian ser determinantes en la barrera

de transmisidén y que concuerdan con regiones criticas propuestas mediante la utilizacién de otras

aproximaciones (ref. tesis Chf).

Por tanto, tal y como se detalla en el apartado 2 de Resultados, se generaron 11 PrP
recombinantes de conejo mutadas con sustituciones especificas de la PrP de ratén, abarcando todas las
diferencias de la region central entre ambas PrP recombinantes, con la intencién de localizar los
residuos criticos para la resistencia al malplegamiento presentada por la PrP recombinante de conejo
wt. Sorprendentemente, en el caso de 8 de los 11 mutantes, la sustitucidn Unica que llevan respecto a la
PrP de conejo salvaje fue suficiente para permitir su conversion por el prion recombinante de ratén
derivado de RML. La necesidad de mas de una ronda de rec-PMCA para su generacion indica que
ninguna de ellas por si sola es responsable de la barrera interespecies, aunque todos y cada uno de los 8
cambios reducen en cierto grado la barrera presente entre ratdén y conejo. En principio, podria
establecerse una semi-cuantificacion del grado de reduccién de la barrera de transmisién en funcién de
las rondas necesarias para la obtencion de cada PrP™, de forma que las que se malpliegan en un menor
numero de rondas serian aquellas que mayor influencia tienen sobre la resistencia de la PrP de conejo

(Fernandez-Borges, de Castro et al. 2009). Sin embargo, la estocasticidad propia de la PMCA vy la
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ausencia de réplicas interexperimentales lo desaconsejan y se prefirid utilizar pruebas complementarias
que pudieran sefialar las sustituciones mas criticas para la susceptibilizacion de la PrP de conejo frente a
priones murinos. Es por ello por lo que se decidid afiadir la barrera extensamente mencionada
anteriormente entre las PrP recombinantes y de encéfalo, a la dificultad de malplegamiento debida a las
diferencias aminoacidicas. Como se muestra en el apartado 3.2. de Resultados, Unicamente 3 de los 8
mutantes susceptibles pudieron malplegar con RML procedente de encéfalo (BrainRML) y ademas de
forma consistente con lo esperado, pues se generan en todos los casos en rondas de PMCA mas tardias
que las malplegadas con RML recombinante (recRML). Sin embargo, no puede establecerse una

res

correlacidn directa entre el nimero de rondas necesario para la aparicién de PrP™ inducida por recRML

res

con la aparicion de PrP™ inducida por BrainRML. Tal y como demuestran los mutantes G99N, L137M y
Q219K, que a pesar de ser malplegados por recRML en rondas igual de tempranas que el S107N, el
M108L o el 1202V, no pudieron ser malplegados mediante adicién de BrainRML, probando que el

res

numero de ronda en que aparece PrP’™™ no es un método totalmente fiable para establecer una

jerarquia entre las mutaciones.

Otro criterio mas utilizado para identificar posiciones criticas en la barrera de transmision en
estudio, o mas bien confirmar su importancia, es la que se presenta en el apartado 7 de Resultados.
Mediante la generacion de PrP recombinantes de ratén con los mismos 11 residuos sustituidos por los
que presenta la PrP de conejo, se pretendia averiguar si alguna de las sustituciones que causan una
mayor susceptibilidad al malplegamiento de la PrP recombinante de conejo podria en el contexto de
ratdn, aumentar la resistencia de la PrP recombinante murina al malplegamiento por RML. En este caso,
uno soélo de los mutantes fue incapaz de malplegar en una sola ronda de PMCA, el N99G, que pudo
malplegarse en 4 rondas seriadas. El resto también mostraron cierta barrera aunque mucho menor, ya
que la capacidad de propagacidn se ve reducida entre 2 y 5 logaritmos de dilucién maxima de inéculo.
Entre las que mas parecen reducir la propagacién estan las PrP recombinantes que contienen las

mutaciones N173S, V202l y K219 y las que menor barrera parecen suponer son el M137L, 1183V y V214l.

La correlacion entre las sustituciones criticas en el contexto de la PrP de conejo y en el contexto
de la PrP de ratén no es perfecta, tal y como se esperaba, puesto que es bien sabido que la barrera de
transmisidn no estd condicionada Unicamente por las diferencias en la secuencia aminoacidica si no que

parece regirse mas bien por propiedades conformacionales de la PrP™

y la PrP nativa, a las cuales las
diferencias aminoacidicas puntuales afectan de distinta forma en funcion del entorno (Hagiwara, Hara et

al. 2013). No obstante, llama la atencién el hecho de que el efecto mas débil o mds pronunciado sobre la
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barrera de transmision se conserva en el caso de las mutaciones en las posiciones 202, 183 y 214,
sefialando la primera como critica en la determinacién de la barrera de transmisién interespecies
mientras que las dos ultimas parecen ser irrelevantes. Por el contrario, la mayor incongruencia entre el
efecto de una misma sustitucion sobre la PrP recombinante de conejo y la PrP recombinante de ratdn se
da en la posicion 173, que aunque parezca irrelevante en el contexto de la PrP de conejo, si que muestra

cierto efecto de barrera en el contexto de la PrP de ratén.

A pesar de que no se encuentran muchos estudios en torno a los determinantes de la barrera
interespecies entre conejo y ratdon, ni estudios de transmisibilidad exitosos en conejo salvo las
publicaciones recientes mencionadas ((Chianini, Fernandez-Borges et al. 2012), (Vidal, Fernandez-Borges
et al. 2015)), se tratara de analizar si las posiciones detectadas por nuestro sistema in vitro que influyen
en la barrera, han sido sefaladas por otros como claves en la resistencia o susceptibilidad al

malplegamiento en distintos modelos o especies.

Uno de los mejores puntos de partida para ello, es el Unico otro estudio encontrado en la
literatura cientifica en que se tratan de discernir los aminoacidos clave que determinan la barrera
interespecies entre ratén y conejo, realizado por Vorberg y colaboradores (Vorberg, Groschup et al.
2003). En primer lugar cabe destacar que realizaron el estudio en una linea celular de neuroblastoma de
raton persistentemente infectada con RML, denominada Sc’-MNB (del inglés, scrapie positive mouse
neuroblastoma), en la que expresan PrP de conejo, quimeras de PrP de conejo y ratén o PrP mutadas de

res

ratdn con determinadas sustituciones de conejo y observan la formacién o no de PrP™. Igual que en
nuestro caso, no pudieron inducir el malplegamiento de la PrP de conejo expresada en las Sc’-MNB
directamente, por lo que testaron diferentes quimeras de ambas PrPs para determinar las regiones
responsables de esta resistencia al malplegamiento. Todas las quimeras llevan el epitopo del anticuerpo
monoclonal L42 que se introduce en la PrP de ratdon mediante la sustitucion W144Y, para distinguir las
PrP™ generadas del RML con el que las células estan persistentemente infectadas. La introduccién de
esta mutacién apenas perturba la capacidad del RML de malplegar la PrP de ratdén, posicion
aminoacidica que nuestros experimentos tampoco han revelado como critica en la barrera. Las quimeras
construidas y expresadas en esta misma linea celular incluian una PrP con la regién central de raton
(aminoacidos del 111 al 177) y extremos de conejo, que no pudo malplegar en absoluto, una PrP con el
extremo amino terminal (aminoacidos de 1 a 111) de conejo, que tampoco pudo ser malplegada y una
PrP con el extremo carboxilo terminal (aminodacidos de 177 a 254) de conejo, que redujo drasticamente

res

pero no abolid completamente la formaciéon de PrP™, indicando que diferencias aminoacidicas de
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cualquier region de la PrP influyen en la barrera, con aparentemente una mayor relevancia de las
mutaciones en las regiones central y N-terminal. También esto concuerda a grandes rasgos con nuestros
hallazgos, ya que hemos detectado sustituciones que afectan a la barrera en todas las regiones de la PrP

recombinante de conejo.

Después de estudiar regiones enteras, se decidieron por estudiar aminoacidos concretos que

res

podrian prevenir la formacién de PrP™ a partir de la PrP de conejo. Igual que en nuestro caso, descartan

las sustituciones en los residuos que van desde el 1 hasta el 94, puesto que diversos estudios in vitro e in

vivo ya han demostrado que esa region de la proteina no es critica para la formacién de PrP™

((Rogers,
Yehiely et al. 1993), (Fischer, Rulicke et al. 1996), (Lawson, Priola et al. 2001)), de forma que en el
extremo amino terminal de la proteina deciden realizar sustituciones en las mismas posiciones que
nosotros, 99, 107 y 108. Generaron 3 PrPs de ratdon con el epitopo del L42 y con cada una de las
sustituciones mencionadas, N99G, N107S y L108M, de las que Unicamente el N99G y L108M impiden la

res

formacion de PrP™™. No obstante, mediante la generacién del doble mutante N107S L108M, el efecto

inhibitorio para la formacién de PrP™

causado por la sustitucion L108M desaparece, demostrando que
el efecto negativo de una sustitucion aminoacidica puede ser compensado por la introduccién de una
sustitucion adicional. Este fendmeno, apunta nuevamente a que es la estructura tridimensional en
general y no necesariamente la similitud de secuencias primarias, la que determina las barreras de
transmision. En nuestro caso, los resultados obtenidos con las sustituciones en PrP recombinante de
raton coinciden en el caso del N99G y el N107S, pero no en el caso del L108M y concuerdan menos aun
con los resultados obtenidos en PrP recombinantes de conejo con sustituciones de ratdn, en las que las
posiciones 107 y 108 parecen de las mas relevantes. Asi mismo, en nuestro caso, la generacion de una
PrP con ambas sustituciones 107 y 108, no modifica significativamente el efecto de cada mutacién
individualmente aunque la diferencia bien podria deberse al contexto aminoacidico, que en su caso es
de raton, mientras en el nuestro es PrP de conejo. También las diferencias existentes entre ambas
técnicas podrian justificar las diferencias observadas, probablemente por motivos sobradamente
discutidos como las glicosilaciones o el anclaje a membrana mediante GPI. Esta region amino terminal,
aparentemente flexible y desestructurada, podria estar implicada en interacciones intra o
intermoleculares con el nucleo central de la proteina, la superficie celular o con ligandos naturales
(Billeter, Riek et al. 1997), como se discutira mas adelante y también se ha demostrado su importancia
en la formacion de PrP™ ((Rogers, Yehiely et al. 1993), (Holscher, Delius et al. 1998), (Lawson, Priola et
al. 2001), (Yan, Huang et al. 2014)) y la transmisidn interespecies ((Fischer, Rulicke et al. 1996),

res

(Supattapone, Muramoto et al. 2001)). Asi mismo, se cree que durante la formacién de PrP™ el dominio
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amino terminal padece un drastico cambio conformacional debido a que cuando adquiere

res

conformacién de PrP™ queda parcialmente protegido de la digestion por proteasas ((Stahl, Baldwin et

al. 1993), (Peretz, Williamson et al. 1997)), por lo que un posible mecanismo por el que estas

mutaciones afectan en la formacién de PrP™

, es que impidan este cambio conformacional mayor. En
este sentido, la Serina en posicidon 107, que presentan casi exclusivamente lepdridos y macacos, es uno
de los residuos que mas poderosamente llama la atencion, puesto que los macacos presentan
resistencia a la infeccion in vivo por EDC de cérvidos, mientras que otros primates como los monos
ardilla, con secuencias muy similares de PrP son altamente susceptibles al mismo agente ((Race, Meade-
White et al. 2009), (Race, Meade-White et al. 2014)), aunque se desconoce la implicacion concreta que
podria tener dicho residuo aminoacidico. También la posicion 108 ha demostrado cierta relevancia en
otras especies, con el mas claro ejemplo del topillo rojo en que un polimorfismo natural, es decir la
presencia de Isoleucina en lugar de Metionina en esa misma posicién (topillo rojo 109! o topillo rojo
109M), induce el malplegamiento espontaneo tanto in vivo como in vitro y desarrollo de una EET
esporadica ((Watts, Giles et al. 2012) y datos no mostrados de nuestro laboratorio). Ademas, esta misma
PrP polimérfica ha permitido el desarrollo del modelo de enfermedad pridnica in vivo con menor tiempo
de incubacién descrito, mediante transmisidn de una cepa de EDC a esta especie (Di Bari, Nonno et al.
2013). También en raton, los genotipos a y b definidos en funcion de la susceptibilidad que presentan a
scrapie y que se distinguen entre si en Unicamente 2 residuos aminoacidicos implican la posicién 108, en
que la presencia de Leucina o Fenilalanina influye en la transmision y los tiempos de incubacion de las
EETs (Moore, Hope et al. 1998). En diversas ocasiones se ha propuesto para el extremo amino terminal
de la PrP una funcién relacionada con su capacidad para coordinar iones de cobre, por lo que cambios
en esta zona que podrian tener su relevancia para la realizacién de esta funcién y probablemente
también con su capacidad de agregacién ((Badrick and Jones 2009), (Rivillas-Acevedo, Grande-Aztatzi et
al. 2011)). Otra posible explicacién de la relevancia de esta regidn amino terminal para la transmision
interespecies, podria derivarse de lo poco que se conoce del mecanismo de conversion de PrP¢ a PrP*.
Como ya se ha comentado extensamente en la Introduccion, la conversién de PrP¢ a PrP*° comprende
probablemente dos etapas secuenciales, con una primera fase en que se da la interaccion entre ambas y
con una segunda en la que tiene lugar la reordenacion estructural hacia una mayoria de hoja-pB (Hara,
Okemoto-Nakamura et al. 2012). Un estudio realizado por Enari y colaboradores con intencion de
ahondar en el mecanismo de conversion mostrd que el anticuerpo monoclonal 6H4, dirigido contra la
hélice-a 1, tiene la capacidad de prevenir la infeccidn con scrapie en la linea celular N2a, sugiriendo que

la primera hélice-a es clave para la interaccion de ambas isoformas (Enari, Flechsig et al. 2001). Otro
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estudio similar basado en anticuerpos monoclonales que mapean regiones concretas de la PrP¢ de ratén
.7 . .z C Sc .z .
establece también dos zonas de interaccién entre PrP~y PrP™, por un lado la regién entre los residuos

89y 112y por otro lado, del 136 al 158 (Moroncini, Kanu et al. 2004).

En cuanto a la regidn central de la PrP, Vorberg y colaboradores realizaron sustituciones en los
residuos 137, 144, que ya se ha comentado es el que determina el epitopo para el anticuerpo L42 y no
tiene un papel importante en la capacidad de malplegamiento de la PrP de ratén, y 173 (Vorberg,
Groschup et al. 2003). En esta regién, Unicamente bloquea la propagacion la PrP de ratén con la
sustitucion N173S, mientras que las otras dos sustituciones no muestran practicamente ningin efecto

en la formacién de PrP™*

. Estos resultados, sefialan las posiciones 137 y 144 como irrelevantes, a pesar
de que su posicién en uno de los sitios de interaccion PrP-PrP* sefialados por Moroncini y
colaboradores hace pensar que, aunque no vital, el efecto visto en nuestros estudios podria relacionarse
con este sitio de interaccion, que también ha sido identificado y relacionado con la susceptibilidad
asociada a determinados polimorfismos de la PrP ovina ((Goldmann, Martin et al. 1996), (Vaccari,
D'Agostino et al. 2007), (Rigter, Langeveld et al. 2007), (Papasavva-Stylianou, Kleanthous et al. 2007)). En
cuanto a la posicion 173, los resultados son totalmente opuestos a nuestros hallazgos, que descartan
que las sustituciones 173 y 183 tengan relevancia alguna para la barrera de transmisién. No obstante,
igual que en el estudio de Vorberg y colaboradores, la posicién 173 y los residuos adyacentes,
localizados en el giro entre la hoja-B 2 y la hélice-a 2 conocido como lazo rigido, han sido implicados en
la determinacion de la barrera de transmision entre diversas especies. Entre otros, esta implicado en la
barrera de transmision entre visdn (Neovison vison) y hurén (Mustela putorius) (Bartz, McKenzie et al.
1994), en la barrera de transmision de scrapie entre diferentes razas de ovinas y murinas ((Westaway,
Goodman et al. 1987), (Westaway, Zuliani et al. 1994), (Moore, Hope et al. 1998)), asi como en la

res

formacion de PrP™ in vitro ((Bossers, Belt et al. 1997), (Bossers, de Vries et al. 2000)) y también en la
barrera que muestran diversas especies a la infeccion con EDC de cérvidos ((Kurt, Telling et al. 2009),
(Sigurdson, Nilsson et al. 2010), (Kyle, John et al. 2013), (Kurt, Jiang et al. 2014)). De hecho, la rigidez del
lazo B2-a2 es una de las caracteristicas mas significativas de la PrP de cérvidos (Gossert, Bonjour et al.
2005) y se considera clave en su transmisibilidad interespecies (Billeter, Riek et al. 1997). Cuando en
1996 se describid la primera estructura de la PrP® murina, no se detectaron resonancias en la zona del
lazo B2-a2, sugiriendo que esta regidén de la proteina es altamente heterogénea en cuanto a su
conformacién (Riek, Hornemann et al. 1996), aunque la posterior obtencién de la estructura cristalina

de la PrP¢ de conejo mediante rayos X mostré una estructura bien definida de esta regién, llegando a

describirse la interaccion de la Prolina 165 y la Valina 166 con la Glutamina 168 y la Tirosina 169
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mediante un puente de hidrégeno (Khan, Sweeting et al. 2010). Mediante la resolucion de la estructura
de otras PrPs por RMN se sugirid que cambios aminoacidicos en dicho lazo mantienen la estructura
global de la proteina pero alteran los enlaces de hidrégeno mencionados antes, pudiendo influir en las
interacciones proteina-proteina necesarias para la conversion de PrP® a PrP* (Billeter, Riek et al. 1997).
Concretamente, mediante estudios de simulacion de dindmica molecular se ha determinado que el
residuo 169 (en muchos casos numerado como 170 por basarse en otras secuencias primarias de PrP
murina) en la PrP® de ratén es el principal determinante de la movilidad del lazo y que la introduccién de
mutaciones propias del lazo rigido bloquean la movilidad de esta regién presumiblemente por la ruptura
de los puentes de hidrogeno ((Gorfe and Caflisch 2007), (Kyle, John et al. 2013)). Asi, se ha demostrado
por ejemplo en ratones transgénicos cuya secuencia de PrP fue modificada introduciendo las
sustituciones S169N y N173T, que conforman el lazo rigido B2-a2, que su susceptibilidad a priones
murinos se reduce drasticamente, con tiempos de incubacién muy superiores a los presentados por los
ratones wt, mientras aumenta su susceptibilidad a EDC de cérvidos ((Kyle, John et al. 2013), (Sigurdson,
Nilsson et al. 2010)). Fendmeno que también se ha reproducido en modelos celulares murinos (Kurt,
Jiang et al. 2014). Un estudio muy similar llevado a cabo en ratones transgénicos que expresan PrP
humana modificada con lazo rigido también demostrd la importancia de esta zona en la barrera entre
humanos y cérvidos, ya que se incrementa su resistencia a ECJ mientras que se reduce en el mismo
grado para la EDC de cérvidos (Kurt, Jiang et al. 2015). Sin embargo, resultados recientemente obtenidos
en el laboratorio mediante rec-PMCA aplicada al estudio de la barrera entre ovinos y cérvidos, aunque
concuerdan a grandes rasgos con los estudios previos en cuanto al aumento de la resistencia frente a
cepas de scrapie y EEB, también dieron lugar a resultados inesperados al afiadir la cepa de EDC como
semilla. La PrP recombinante ovina modificada para contener el lazo rigido (S173N N177T) fue incapaz
de propagar el malplegamiento de la cepa EDC a pesar de la identidad casi completa de la estructura del
lazo B2-a2. No obstante, la adicidn a esta PrP mutada de un Unico cambio aminoacidico que aumentaba
aun mas la similitud entre las secuencias primarias de la PrP ovina y de ciervo, la mutacién 1208M, altero
completamente los resultados. La introduccion de la mutacion del extremo carboxilo terminal,
concretamente en la hélice-a 3, no sélo incremento la capacidad de propagacién de la EDC, sino
también la de los indculos de scrapie y EEB. Lo cual indica que para una propagacion eficiente de la EDC
se requiere ademas de un lazo rigido, un entorno aminoacidico adecuado en el extremo carboxilo
terminal o mas concretamente alrededor de la posiciéon 208. De hecho, el hecho de que estos resultados
no se vieran alterados por la eliminacion de la mutacién S173N, refuerza la hipdtesis de que el entorno

aminoacidico en el extremo carboxilo terminal es un importante modulador de la barrera ejercida por
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diferencias en el lazo rigido (ref. tesis CHF). Coincidiendo con estos resultados, varios estudios basados
en RMN parecen también indicar que la alta resistencia frente a las enfermedades que presenta
especies de lepdridos o equinos, podria estar determinada por la presencia del lazo rigido y su
interaccion con la zona carboxilo terminal, mas concretamente la hélice-a 3 ((Perez, Damberger et al.
2010), (Wen, Li et al. 2010)). Por tanto, la poca relevancia de la mutacién en la posicién 173 en las PrPs
de conejo y raton que reflejan nuestros resultados, ademads de por las diferencias ya discutidas entre
ambas técnicas, podria explicarse por la ausencia de un entorno adecuado en la hélice-a 3 o también
podria ser que a diferencia de lo que ocurre con la barrera entre cérvidos y otras especies, el lazo rigido
no sea determinante en esta barrera a pesar de tener cierto efecto. De todas maneras, tras discutir la
influencia del resto de mutaciones puntuales ubicadas en la region carboxilo terminal, se analizaran las
diversas publicaciones que mediante analisis estructural de la PrP¢ de conejo tratan de localizar regiones

posiblemente involucradas en su elevada resistencia al malplegamiento.

Volviendo al estudio realizado por Vorberg y colaboradores, sélo estudian el efecto de una uUnica
mutacion en el dominio carboxilo terminal basandose en un estudio previo en que se mostraba cierta

importancia del codén 214 en la conversién a PrP™

de PrP quiméricas de humano y ratén en cultivos
celulares murinos persistentemente infectados con priones murinos (Kaneko, Zulianello et al. 1997). Al
expresar la PrP de ratén con la sustitucién V214l en la linea celular Sc*-MNB, la formacion de PrP™* se
reduce drasticamente, probando la influencia de esta posicion en la barrera entre ambas especies
(Vorberg, Groschup et al. 2003). Los autores alegan que tanto el codéon 173 como el 214 son parte de
una misma region superficial formada por el lazo B2-02 y parte del extremo carboxilo terminal, que
podria funcionar como zona de interaccion inicial entre PrP¢y PrP* (residuos 164 a 173 y de 205 a 222)
(Horiuchi and Caughey 1999). Aunque se cree que las sustituciones S173N y V214l no alteran la
estructura global de la zona de interaccion, si que podrian modificar su especificidad mediante
alteracion de interacciones electrostaticas y puentes de hidrégeno con otras proteinas (Billeter, Riek et
al. 1997). Ademas, residuos aminoacidicos en esta misma regién superficial (residuos 167, 171, 214 y
218) han sido propuestos como zona de unién del siempre controvertido factor X que a opinion de
algunos podria estar implicado en la conversion (Kaneko, Zulianello et al. 1997), aunque experimentos

res

en ensayo libre de células han demostrado que PrPs heterdlogas se unen a la PrP™ en esta region,

res

blogueando la formacion de PrP™ (Horiuchi and Caughey 1999). Asi pues, defienden que cambios en el

res

residuo 214 afectan a la formacién de PrP'™ mediante competicién directa con otras PrPs por un lugar

res

de interaccién comun en la PrP™ (Vorberg, Groschup et al. 2003). Una vez mas, estos resultados difieren

de los obtenidos mediante rec-PMCA, en que la sustitucion en la posicién 214 no afecta la conversion de
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la PrP en el contexto de conejo, mientras que la introduccion del aminodcido correspondiente a la
secuencia de conejo en el contexto de la PrP de ratén, si que da lugar a una barrera de propagacion,
aunque con muy poca influencia. En nuestro caso ademas, se han estudiado los codones 183, 202, 204 y
219, entre los que las alteraciones en el 183 tampoco causan ningun efecto significativo, mientras que el
resto afectan a la susceptibilidad siendo la sustitucién en el codén 202 la que mayor efecto parece
tener. La importancia de la mayoria de estas posiciones que muestran un considerable efecto,
concuerda con las propuestas que involucran la regién formada por el lazo f2-a2 y la hélice-a 3, pues
todas y cada una de ellas podrian alterar las interacciones entre proteinas que tendrian lugar en esta
regiéon. Otros autores también han apuntado hacia la hélice-a 3 como regidn critica para el proceso de
oligomerizacion y formacién de fibras segin observaciones realizadas por simulaciones de dindmica
molecular. Concretamente, utilizando la PrP ovina vieron que el dominio conformado por las hélices-a 2
y 3 (a2-a3), bajo determinadas condiciones de pH y temperatura tuvo la capacidad de malplegarse in
vitro en una estructura de horquillas B que actia como semilla para el proceso de fibrilizacidon
(Chakroun, Prigent et al. 2010). En la misma direccién apunta el estudio realizado por Chen vy
colaboradores, que mediante un anadlisis estadistico de acoplamiento de multiples secuencias de PrP
determinaron una red de residuos que son evolutivamente importantes y localizaron una probable
region de iniciacién del cambio conformacional entre PrP® y PrP*, que implicaria cambios estructurales
en las hélices-a 2 y 3 (Chen and Thirumalai 2013). Si se contempla este escenario, todos los cambios del
extremo carboxilo terminal ubicados en la hélice-a 3 que parecen interferir con la propagacion podrian
estar alterando la hélice-a 3 o las interacciones existentes entre ambas hélices, interfiriendo con el inicio
de la conversién. Para alguna de estas posiciones, se puede encontrar cierta correlaciéon a lo descrito
para las barreras de transmisidn en otras especies, como es el caso de la mutacion en el codén 204,
equivalente a la posicion 208 en la PrP ovina previamente mencionada. Ademas de los estudios
presentados, cabe destacar otros que refuerzan la idea de la importancia de alteraciones en la hélice-a 3
y que conectan la relevancia del lazo f2-a2 y su interaccién con la hélice-a 3 con la relevancia en la
iniciacion del malplegamiento de las hélices a2-a3. El estudio llevado a cabo por Prigent y colaboradores
también con PrP ovina demostré la importancia del lazo $2-a2 en la formaciéon y diversidad
conformacional de los oligdmeros y determind que el aumento de la rigidez del lazo f2-a2, debida a la
introduccién de puentes disulfuro entre el lazo y la hélice-a 3, reducia significativamente la formacién
de oligdmeros in vitro mediante tratamiento térmico (Prigent and Rezaei 2011). Ya se ha visto ademas
gue numerosos estudios sugieren que el evento que precede al proceso de polimerizacidén consiste en

un distanciamiento del dominio a2-a3 del resto de la proteina, respaldado por el estudio realizado por

169



Hafner-Bratkovic y colaboradores en que mediante introduccion de puentes disulfuro conectando los
dominios B1-al-f2 y a2-a3 en la PrP murina en un modelo celular persistentemente infectado
observaban un bloqueo de la propagacion (Hafner-Bratkovic, Gaedtke et al. 2011). Por ultimo, un
estudio de intercambio de hidrégeno-deuterio en mondmeros y oligémeros de PrP ovina sintetizados in
vitro mostraron un elevado nivel de intercambio en la zona del lazo B2-a2, mostrando la elevada
exposicidn a solvente que tiene esta region (Eghiaian, Daubenfeld et al. 2007) y que por tanto, podria
actuar como bisagra de los dominios B1-al-B2 y a2-a3 (Eghiaian, Daubenfeld et al. 2007), (Prigent and
Rezaei 2011)). Asi pues, en concordancia con estas ideas, las mutaciones realizadas en el extremo
carboxilo terminal que podrian afectar a la estabilidad de la hélice-a 3 o su interaccién con la hélice-a 2
y por consiguiente con la capacidad de malplegamiento son en nuestro caso los codones 202, del que se
ha descrito como mutacién causante de la forma familiar de la ECJ, V203l con la numeracién
correspondiente a la PrP humana, demostrando su relevancia en el malplegamiento (Peoc’h, Manivet et
al. 2000); 204, que ya se ha demostrado muy importante en PrP ovina ((Chakroun, Prigent et al. 2010),
(Chakroun, Fornili et al. 2013), ref. tesis CHF) y 219, adyacente al coddn 222 en ganado caprino cuyo
polimorfismo Q222K concede cierta resistencia a la infeccion con scrapie in vivo (Vaccari, Di Bari et al.
2006) y también observado por rec-PMCA en PrP ovina (ref. tesis Chas), asi como al codén 219 en PrP
humana, equivalente al 222 ovino, que confiere cierta proteccion frente a la infeccién por la ECJ (Biljan,

Giachin et al. 2012).

La resolucion mediante RMN, cristalografia de rayos X y depdsito en el PDB (Protein Data Bank,
(Berman, Battistuz et al. 2002)) de las estructuras tridimensionales de las regiones central y carboxilo
terminal de la PrP¢ de conejo wt (124-228) (Cédigo PDB para estructura resuelta por RMN: 2FJ3; para
estructura resuelta por rayos X: 3079) y de los mutantes S173N (124-228) (Cddigo PDB 2JOH) e 1214V
(124-228) (Codigo PDB 2JOM) atrajo rapidamente la atencidn de diversos grupos de investigacion que
mediante simulaciones de dinamica molecular han tratado de determinar caracteristicas Unicas de esta
PrP que pudieran explicar su elevada resistencia a las EETs. Los estudios realizados por Wen y
colaboradores con las estructuras obtenidas por RMN para las PrP de conejo wt, S173N e 1214V,
muestran ciertas caracteristicas particulares de la PrP de conejo. En comparacion con los mutantes, la
PrP de conejo wt muestra un lazo B2-a2 (165-172) bien estructurado y una distribucién de cargas
superficiales caracteristica con un gran area continua de carga positiva (formada por las regiones 125-
135, 150-160 y 180-190). También detectan toda una red de puentes de hidrégeno entre los siguientes
residuos: M128-Y162, G130-V160, 1138-Y149, R155-N201, R155-D148, H176-E210, H186-R155 y S221-

D166 que podrian participar en la elevada estabilidad estructural de dicha PrP. La introduccién de la
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mutacidn S$173N, causa cambios significativos en estas estructuras caracteristicas de la PrP® de conejo
wt, como un aumento en la flexibilidad del lazo B2-a2 que interfiere en la interaccién del lazo con la
hélice-a 3, llevando a una reduccién de estabilidad conformacional global demostrado por
desnaturalizaciéon frente a urea. También altera la distribucion de cargas superficiales, provocando la
aparicidn de carga negativa alrededor del residuo 173 ademds de neutralizar las cargas en la zona del
residuo 219, de forma que la plausible zona de interaccion PrP-PrP o con la hipotética proteina X
(regiones 90-144 y 180-205) se ve alterada (Figura XX). Ademas, altera completamente la red de puentes
de hidrégeno observada, reduciendo su nimero y probablemente afectando también a la estabilidad de
la estructura global frente a agentes desnaturalizantes (Wen, Li et al. 2010). La introduccién de la
mutacion 1214V, causa igualmente una reduccién en el nimero de puentes de hidrégeno y altera la
distribucidn superficial de cargas, aunque en este caso no altera la carga superficial en la misma zona de
la mutacidn, sino alrededor de los residuos 124 y 164 (Figura 32). Estos cambios observados, se traducen
también en una menor estabilidad conformacional global frente a la desnaturalizacion por urea, de
forma que ademas de la alteracion de las interacciones entre el lazo B2-a2 y la hélice-a 3, la distribucion
de cargas superficial y la red de puentes de hidrégeno parecen ser determinantes para la resistencia al

malplegamiento de la PrP de conejo wt (Wen, Li et al. 2010).

B

Figura 32. Distribucion de las cargas superficiales de A) PrP recombinante de conejo wt (Cédigo PDB 2FJ-), B) PrP
recombinante humana (Cédigo PDB 1QM3), C) PrP recombinante de raton (Cédigo PDB 1XYX) y D) PrP
recombinante de vaca (Cédigo PDB 1DWZ). Estructuras tridimensionales determinadas en buffer de Acetato de
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sodio a pH 4.5. La coloracidn azul indica carga positiva y la coloracion roja, carga negativa. Generadas utilizando
MolMol (De (Wen, Li et al. 2010)).

Figura 33. Distribucion de las cargas superficiales de PrP recombinante de conejo wt (Codigo PDB 2FJ:) y PrP
recombinante de conejo $173N (Cédigo PDB 2JOH). A) Posicion 173 en la PrP recombinante de conejo wt, B)
Posicién 173 en la PrP de conejo recombinante S173N, C) Posicidn 219 de la PrP recombinante de conejo wt y D)
Posicion 219 de la PrP recombinante de conejo S173N. Estructuras tridimensionales determinadas en buffer de
Acetato de sodio a pH 4.5. La coloracién azul indica carga positiva y la coloracion roja, carga negativa. Generadas
utilizando MolMol (De (Wen, Li et al. 2010)).
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Figura 34. Distribucion de las cargas superficiales de PrP recombinante de conejo wt (Cédigo PDB 2FJ:) y PrP
recombinante de conejo 1214V (Codigo PDB 2JOM). A) Posicion 214 en la PrP recombinante de conejo wt, B)
Posicidn 214 en la PrP de conejo recombinante 1214V, C) Posiciones 124 y 164 de la PrP recombinante de conejo
wt y D) Posiciones 124 y 164 de la PrP recombinante de conejo 1214V. Estructuras tridimensionales determinadas
en buffer de Acetato de sodio a pH 4.5. La coloracién azul indica carga positiva y la coloracién roja, carga negativa.
Generadas utilizando MolMol (De (Wen, Li et al. 2010)).

Por otro lado, diversos estudios de simulacidon de dindmica molecular realizados por Zhang y
colaboradores, detectan otras caracteristicas Unicas. Mediante comparacién de las PrPs de conejo, raton
y humano encontraron que la mayor estabilidad de la PrP de conejo parecia deberse al efecto
estabilizante del puente salino D177-R163, que une el lazo B2-a2 con la hélice-a 2, asi como a la
contribucion del puente salino D201-R155, que une las hélices-a 1 y 3 y del puente de hidrégeno H186-
R155. Ademads encuentran que el puente disulfuro propio de la PrP que une las hélices-a 2 y 3 mantiene
la integridad de varios puentes salinos. Mediante la incubacién a pH mds acidos, estos puentes salinos
desaparecen y aunque dejan la estructura global de las PrPs de ratén y humana prdacticamente intactas,
provocan el colapso de la estructura tridimensional de la PrP de conejo, demostrando su relevancia en la
estabilidad de esta PrP. De entre todas estas caracteristicas, la Unica conservada entre las PrPs de
conejo, caballo y perro (utilizados todos como modelo de PrP resistentes al malplegamiento) es el
puente salino D177-R163 y su ruptura a pH bajo implica un gran cambio estructural en las hélices-a 1y

3, de forma que lo proponen como la principal razén de la elevada estabilidad conformacional de las
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PrPs de conejo, perro y caballo ((Zhang 2009), (Zhang 2011)). En un estudio muy similar a los anteriores,
utilizan las PrPs de conejo wt y los mutantes S173N e 1214V, donde observan que la introduccién de
cualquiera de las dos mutaciones altera la red de puentes salinos y de hidrégeno (Zhang and Zhang
2014), contribuyendo a una mayor inestabilidad estructural. Concretamente, ambos mutantes impiden
la formacion del puente salino D177-R163, respaldando su relevancia en la estabilidad de la PrP de
conejo (Zhang 2010). Cabe destacar, que las condiciones de pH utilizadas en cada estudio varian y que
esto puede alterar las uniones que se detectan en cada caso, lo que podria explicar las diferencias entre
las estructuras detectadas por cada grupo de investigaciéon, aunque a pH neutrales se encuentran
muchos elementos coincidentes como la presencia del puente de hidrégeno R155-N201 (Zhang and
Zhang 2014). En cualquier caso, todos los estudios apuntan a una gran relevancia de las interacciones
intramoleculares en la estabilidad de la PrP de conejo, con una mayor contribucién aparente de residuos
que participan en las interacciones entre el lazo 2-a2 y las hélices-a 2 y3. No obstante, los resultados
también demuestran que mutaciones puntuales pueden causar cambios imprevisibles y en zonas
alejadas de la propia mutacién, por lo que seria de gran interés estudiar los cambios que causa cada
mutacion puntual critica observados a lo largo de esta tesis doctoral, como la mutacién 1202V en la
estructura tridimensional de la PrP de conejo, de forma similar a como se ha hecho con los mutantes
S173N e 1214V. Por ultimo, no se puede dejar de lado el estudio realizado por Qasim Khan y
colaboradores, una parte del cual se explica en detalle en el apartado 10 de Resultados, donde tratamos
de reproducir el andlisis comparativo de la propension a adquirir conformacion estado-f de las PrP
recombinantes de ratén, conejo y conejo 1202V frente al tratamiento con agentes caotrdpicos seguido
por DC. Sin embargo, apenas se menciona una segunda parte del mismo estudio en que resuelve por
cristalografia de rayos X la estructura de la PrP de conejo (121-230) con la intenciéon de dar con el
mecanismo por el que la PrP de conejo con la mutacion N173S presenta una mayor tendencia a adquirir
conformacién estado-B que la PrP de conejo wt. Asi, describen la formacién de una corta hélice 349
(también vista por RMN) en el lazo f2-a2 mediante puentes de hidrégeno entre P164-D166 y V165-
Q167 y mas importante, encuentran una estructura nueva cerca de la hélice-a 2 formada por el doble
puente de hidrégeno entre N169 y S173. Ademds de estas interacciones fuertes, los residuos
flanqueantes hidrofébicos V165, Y168, F174 e Y217 forman un bolsillo hidrofébico que estabilizan el lazo
B2-a2 y las hélices-a 2 y 3 (Figura 35). Juntas estas interacciones hidrofilicas e hidrofébicas forman un
motivo estructural que ejerce de tapa de la hélice y que denominaron “grapa hidrofébica” (del inglés,

hydrophobic staple).
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Figura 35. Interacciones de largo alcance entre el lazo B2-a2 y la hélice-a 3. Los residuos V165 y F174 forman
contactos hidrofébicos con el residuo Y217. También se forman interacciones polares entre el residuo N171 y la
hélice-a 3 (De (Khan, Sweeting et al. 2010)).

La infrecuente aparicién de Serina en la posicién 173, clave para el segundo puente de
hidrégeno, sugiere que esta grapa hidrofébica podria ser la responsable directa de la elevada estabilidad
conformacional de la PrP de conejo, viendo que el mutante S173N presenta una mayor tendencia a
adquirir estado-B (Khan, Sweeting et al. 2010). La relevancia de este motivo estructural viene también
respaldada por otro estudio similar, en que los residuos 169 y 173 se sustituyen en la PrP de hamster
por los aminoacidos que presenta la PrP de conejo y viceversa. Mediante la resolucién de sus
estructuras cristalogréficas y observacion de su propension a adquirir estado-f frente a Ia
desnaturalizacion con urea, revelaron que estas mutaciones deshacian el motivo descrito en la PrP de
conejo y lo incorporaban en el caso de la PrP de hamster mutada y afectaban a su propension a adquirir
estado-B de la forma esperada, reduciéndolo en el caso del hamster y aumentandolo en el caso del
conejo (Sweeting, Brown et al. 2013). No obstante, los estudios que implican la adquisicién de estado-
por efecto de agentes desnaturalizantes deben considerarse con extrema cautela, puesto que no se
conoce cdmo se correlaciona la propensién a adquirir estado-B in vitro, con la susceptibilidad a EETs in

vivo, aspecto que se discutird en mayor profundidad mds adelante.
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Asi pues, a pesar de haberse detectado diversos motivos estructurales Unicos, caracteristicos de
lepdéridos que se han correlacionado con su tendencia al malplegamiento in vitro, en la mayoria de casos
se desconoce si realmente son relevantes para el malplegamiento in vivo. Ademas, la imprevisibilidad
del efecto que tienen cambios puntuales en regiones determinadas sobre regiones distantes de la PrP
(Fernandez-Funez, Zhang et al. 2011), hace que sea necesario determinar el mayor nimero de
estructuras de PrP mutadas posibles, correlacionandolos, siempre que se pueda, con estudios de
malplegamiento in vitro y ex vivo o de transmisibilidad in vivo. La informacion acerca de cambios
posiblemente relevantes para la susceptibilidad al malplegamiento de la PrP de conejo que se han
obtenido en esta tesis doctoral, seria un buen punto de partida para la seleccién de mutaciones cuyo

estudio estructural detallado seria de gran interés.

180°

Figura 36. Estructura obtenida por RMN de la PrP de conejo wt (124-228) (Codigo PDB: 2FJ3) con los residuos
que se sustituirdan por aminoacidos de la PrP de raton sefialados. Residuos L137 (naranja), Y144 (gris), S173 (azul
claro), V183 (amarillo), 1202 (morado), 1204 (azul marino), 1214 (marrén) y Q219 (rojo). El L137 se encuentra en el
lazo entre la hoja-B 1 y hélice-a 1, probablemente con poca relevancia en interacciones intramoleculares y su
sustitucién por el aminoacido de la PrP de ratdn presumiblemente no deberia causar perturbaciones mayores en la
estructura de la proteina. El resto de residuos se encuentran dentro de estructuras secundarias bien definidas y
por consiguiente, su sustitucion por aminodcidos de la PrP de ratén podria tener un mayor efecto en la estructura
tridimensional global de la PrP. El residuo 1202 (morado), uno de los que mayor efecto parece tener sobre la
susceptibilidad al malplegamiento in vitro de la PrP de conejo, se encuentra en una zona de la hélice-a 3 que por su
cercania a la hélice-a 2 podria ser una zona de interaccidn entre ambas, cuya alteracion explicaria el cambio en la
capacidad de malplegamiento. Figuras creadas con el software PyMol.

176



Ademas, el estudio de barreras de transmision mediante rec-PMCA permite también estudios
mas detallados de las posiciones clave detectadas, aportando informacién adicional que podria ser de
gran utilidad a la hora de seleccionar mutantes para estudios estructurales y su posterior interpretacion.
Con esta intencion se han realizado, por ejemplo, cambios aminoacidicos alternativos en posiciones con
mayor influencia sobre la capacidad de propagar el malplegamiento de la PrP recombinante de conejo;
combinaciones de mutantes para ver si podrian tener efectos cooperativos o, en cambio, interferir entre
si; o la adicion de semillas de diversos origenes sobre los mutantes mas susceptibles a RML, con la
intencién de comprobar si dichas mutaciones afectan Unica y especificamente a la barrera interespecies
entre raton y conejo o si, por el contrario, podrian estar facilitando el malplegamiento de la PrP de

conejo frente a cualquier cepa pridnica.

Tal y como se detalla en el apartado 6 de Resultados, el estudio del efecto de los cambios
aminoacidicos alternativos pretendia aclarar si la ausencia del aminoacido original es suficiente para
incrementar la susceptibilidad o el aminoacido por el que se sustituye resulta ser el factor mas critico.
Para ello, escogimos los mutantes que muestran una mayor susceptibilidad frente al RML, el M108L y el
1202V y a pesar de que podriamos haber escogido cualquier aminodacido para realizar la sustitucién
alternativa, optamos por escoger el cambio en funcidn de los aminoacidos que ya existen en esas
mismas posiciones en otras especies de mamifero, como una forma de garantizar que la estructura
general de la PrP mutada no sufriera alteraciones estructurales drasticas (Billeter, Riek et al. 1997).
Ademas, este experimento podria resultar también interesante para comprobar si la identidad de
secuencia entre las PrPs del sustrato y del inéculo son tan determinantes en la barrera de transmision
como se creia (Scott, Foster et al. 1989) o si por el contrario, esta regida por compatibilidad estructural,
gue no necesariamente dependeria de la similitud de secuencias primarias (Moore, Vorberg et al. 2005).
Nuestros resultados muestran que las PrPs de conejo mutadas, tanto M108L como el alternativo M108I,
no resultan en diferencias significativas en su capacidad de propagar el malplegamiento de RML, lo que
no es de extrafiar teniendo en cuenta la similitud de ambos aminoacidos. En este caso, la similitud de
ambas secuencias parece irrelevante frente a la similitud estructural, ya que probablemente el cambio
estructural que podria causar la sustitucion de una Metionina por una Leucina no diferiria mucho del
causado por una Isoleucina, aminoacidos isoméricos, en una region sin estructura secundaria definida
como es el extremo amino terminal de la PrP. Respecto a la posicidn 1202, si que se detectan diferencias
en la capacidad de propagacion de RML, pareciendo mas susceptible a la misma la que contiene Ila
sustitucion de la PrP de ratdén, 1202V. La sustitucion alternativa, aunque también susceptible al

malplegamiento con recRML, no pudo malplegarse con BrainRML en 20 rondas de rec-PMCA, por lo que
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en este caso, pareceria que la identidad de secuencia primaria de las PrPs del sustrato y del indculo es
relevante. Sin embargo, al desconocerse el efecto estructural tanto de la sustitucién por Valina como
por Metionina de la Isoleucina 202, tampoco podria descartarse que en realidad sea la conformacién
tridimensional local la que determina la capacidad de propagar el malplegamiento de la RML, siendo
mas probable que el cambio a un aminodcido idéntico confiera mayor similitud estructural entre las PrPs

de conejo y ratén.

La evaluacién del efecto de varias mutaciones simultaneas en la PrP de conejo sobre su
susceptibilidad al malplegamiento que se muestra en el apartado 8 de Resultados, es imprescindible en
vista de los resultados previamente mencionados obtenidos en nuestro laboratorio durante el estudio
de la barrera de transmision entre ganado ovino y cérvidos. Como se ha comentado previamente, la PrP
recombinante ovina modificada para contener lazo rigido (5173N N177T) fue incapaz de propagar el
malplegamiento de la cepa EDC a pesar de la identidad casi completa de la estructura del lazo 2-a2. No
obstante, la adicion a esta PrP mutada del cambio aminoacidico 1208M que aumentaba adn mas la
similitud entre las secuencias primarias de la PrP ovina y de ciervo, alteré completamente los resultados,
demostrando que determinados cambios aminoacidicos pueden tener una gran influencia sobre otros
distantes (ref. tesis CHF). Asi mismo, varios de los estudios estructurales discutidos también apuntan a
que interacciones de largo alcance podrian resultar criticas ((Wen, Li et al. 2010), (Wen, Li et al. 2010)),
respaldando la necesidad de evaluar posibles efectos cooperativos en PrPs con multiples mutaciones.
Por limitacion de tiempo, resulté imposible evaluar todas las combinaciones de mutaciones puntuales
con efecto individual sobre la capacidad de propagacion de RML, por lo que se decidié centrarse en las
combinaciones de las tres mutaciones que mayor efecto parecen tener sobre la susceptibilidad al
malplegamiento de la PrP de conejo. Por tanto, se escogieron las mutaciones S107N, M108L e 1202V,
que en caso de actuar de forma cooperativa en la determinacidn de la barrera de transmision
interespecies, aun en el contexto de la PrP recombinante de conejo, deberian permitir la propagacién de
recRML en una sola ronda de rec-PMCA. No obstante, no se apreciaron diferencias significativas entre
los mutantes con una Unica mutacion puntual y los dobles mutantes y el triple. La PrP con la mutacién
triple, que es la mas similar en secuencia al RML, no muestra mayor capacidad de malplegamiento que
mutantes con sustituciones unicas, descartando el efecto cooperativo de las mismas en la
determinacion de la barrera de transmisidn y apuntando ademas a que la mayor similitud de secuencias

primarias no necesariamente implica una menor barrera de transmision.
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A lo largo de esta tesis doctoral ya se ha mencionado cémo los polimorfismos en el gen del PrP
de una misma especie pueden influir en gran medida en su susceptibilidad o resistencia a la infeccion
por determinada cepa pridnica, como demuestran ampliamente los numerosos estudios de
transmisibilidad en ganado ovino (Baylis and Goldmann 2004). Principalmente los polimorfismos que
aparecen en las posiciones 136, 154 y 171 se han relacionado con la susceptibilidad a scrapie, llevando al
genotipado sistematico y puesta en practica de programas de seleccion genética para erradicar el
scrapie y la EEB ovina ((Belt, Muileman et al. 1995), (Goldmann, Baylis et al. 2005)). Para ello, se ha
establecido una clasificacién que relaciona el genotipo con el riesgo de contraer scrapie basado en los

138x 134171 con las siguientes seis

haplotipos descritos en las posiciones 136, 154 y 171 en la PrP ovina (X
combinaciones que muestran una mayor frecuencia de aparicién en la naturaleza, ordenados segln su
susceptibilidad a scrapie: VRQ>ARQ>AHQ>ALQ>ARK>ARR ((Dawson, Hoinville et al. 1998), (Baylis,
Houston et al. 2000)). No obstante, la susceptibilidad de estos genotipos a nuevas cepas de scrapie
denominadas atipicas, debido entre otros al distinto patrén bioquimico que muestra la PrP* frente al del
scrapie clasico, cambia completamente, siendo el haplotipo ARR el que presenta mayor riesgo de
padecer scrapie atipico, mientras el VRQ es de los menos susceptibles (Fediaevsky, Calavas et al. 2010).
Aplicado a una especie altamente resistente a enfermedades pridnicas como el conejo, se planteé si el
efecto de susceptibilizacion al malplegamiento causado por las sustituciones introducidas resulta
especifico para la barrera entre conejo y ratén, y concretamente para la cepa RML, o si por el contrario,
podrian tener un efecto mas general sobre la capacidad de malplegamiento de la PrP recombinante de
conejo frente a diversos priones de origenes diferentes. Para ello, tal y como se detalla en el apartado 9
de Resultados, se anadieron semillas de otras especies utilizadas inicialmente para tratar de malplegar la
PrP recombinante de conejo a los sustratos basados en las PrP mutantes de conejo mas susceptibles,
S107N, M108L e 1202V: ME7, una cepa de scrapie previamente adaptada a ratdon y preveniente del
encéfalo de un ratdn afectado; SSBP-1 (del inglés, Sheep scrapie brain pool 1), una cepa de scrapie ovina
obtenido de encéfalo de ovejas afectadas; sheepBSE, una cepa de EEB previamente adaptada a ovejas y
proveniente del encéfalo de un ratén transgénico para la PrP ovina afectado y la cepa causante del EEB
en ganado bovino, proveniente del encéfalo de una vaca afectada (mds detalles en la Tabla 1 de
Materiales y Métodos). Inesperadamente, las 3 PrP recombinantes mutadas fueron capaces de propagar
todas las semillas utilizadas, con ciertos casos especialmente llamativos como la gran susceptibilidad del
1202V que da lugar a PrP™ en un nimero de rondas de rec-PMCA inferior al que se necesitd para el RML

de encéfalo y es tan susceptible al SSBP-1 como el ratén.
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Por tanto, los resultados anteriores, parecen apuntar hacia una susceptibilidad general de la PrP
de conejo mads que especifica para ratén o el RML. Como se ha discutido previamente, la PrP de conejo
wt presenta ciertas caracteristicas estructurales Unicas, que se han propuesto como elementos que
confieren una gran estabilidad a la conformacién nativa de dicha PrP y por consiguiente responsables de
su elevada resistencia al malplegamiento. Aunque aun no se sabe si la estabilidad de la conformacion
nativa estd relacionada con la susceptibilidad a enfermedades pridnicas, se sabe que la formacion de
PrP* implica un cambio estructural de la PrPS, mayoritariamente o-helicoidal, a una estructura
mayoritariamente compuesta por hoja-B. Por tanto, la estabilidad de la estructura nativa de la PrP
podria influir en su propensién al malplegamiento inducido por priones. Ademas, se sabe desde hace
mucho, que bajo condiciones ligeramente desestabilizantes la PrP puede adquirir un estado
mayoritariamente B-estructurado (denominado estado-B), que como propusieron Horneman vy
colaboradores podria tratarse de un intermediario entre los estados nativo y desplegado en la via de
plegamiento de la PrP ((Zhang and Rich 1997), (Hornemann and Glockshuber 1998)). A pesar de la
controversia acerca de la existencia de mondmeros B-estructurados ((Baskakov, Legname et al. 2001),
(Gerber, Tahiri-Alaoui et al. 2008)), un estudio realizado por Qasim Khan y colaboradores demuestra que
pequefios cambios en una solucién de PrP, como la adicion de agentes caotrdpicos, tiene gran influencia
sobre la fraccion de PrP que adquiere estado-B, proponiendo esta propension a la adquisicion de
estado-f como determinante para la susceptibilidad de dicha especie de mamifero a enfermedades
pridnicas. Asi, mediante la medicion de las transiciones estructurales inducidas en la PrP por adicion de
urea utilizando el DC a dos longitudes de onda, vieron que las PrPs de las 5 especies podian presentar al
menos 3 estados conformacionales distintos (nativo, desplegado y estado-B intermedio) y que la mayor
propensién a adquirir el estado-f en pH menos acidos se correlacionaba con una mayor susceptibilidad
a las enfermedades pridnicas in vivo (Khan, Sweeting et al. 2010). Tal y como muestran los resultados
obtenidos por Qasim Khan y colaboradores (Figura X) la PrP recombinante de hamster es la que tiene
mayor propension a adquirir estado-B en entornos menos acidos, seguida por la de ratdn, conejo,

caballo y perro, coincidiendo con la susceptibilidad a EETs que se les achaca in vivo.
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Figura 37. Comparacion de la fraccién de PrP recombinante que adquiere estado-B entre las PrP recombinantes
(90-231) de hamster (rojo), raton (verde), conejo (azul), caballo (amarillo) y perro (morado) en funcién de la
concentracion de ureaa pHA) 7, B) 5, C) 4.5 y D) 4 (De (Khan, Sweeting et al. 2010)).

Ademas de las PrPs de diferentes especies, utilizaron el mismo método para analizar si la
mutacion S173N en la PrP de conejo influia en su propensién a adquirir estado-f3, de forma que pudieran
establecer una correlacion entre los resultados obtenidos por Vorberg y colaboradores en que dicho
cambio bloqueaba la capacidad de propagacion de priones murinos. Y vieron que, tal y como esperaban,
la mutacién S173N daba a la PrP de conejo una mayor propensién a adquirir el estado-B. Interesados en
si realmente este método podria predecir la susceptibilidad de una determinada PrP al malplegamiento
y también en comprobar si la mutacién que mas parece susceptibilizar la PrP de conejo al
malplegamiento lo hace por desestabilizacién de la estructura nativa de la misma, se decidié aplicar este
método a nuestras PrP recombinantes de conejo y conejo 1202V, utilizando las PrPs de raton y hamster
como controles. En contraposicién con lo que observaron Qasim Khan y colaboradores, aunque se
detectan diferencias similares entre hamster y el resto de PrPs, no se aprecian diferencias significativas
en la propensidn a adquirir estado-B entre las PrPs de ratdn, conejo wt y conejo 1202V. Este mismo

método ha sido utilizado posteriormente en otro estudio procedente del mismo grupo de investigacion,
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en que realizan sustituciones de hamster en los codones 169 y 173 de la PrP de conejo y viceversa, y
relacionan la disrupcién de la grapa hidrofébica previamente mencionada con una mayor propension a
adquirir estado-B y por consiguiente con la susceptibilidad (Sweeting, Brown et al. 2013). Sin embargo,
aunque puede que en el caso del motivo estructural del lazo f2-a2, si que se de una desestabilizacion de
la conformacidn nativa que se traduce en una mayor facilidad a adquirir estado-f en presencia de
agentes caotrépicos; por una parte no se sabe como se relaciona este fendmeno con la susceptibilidad a
EETs in vivo, y por otra parte, puede que no todos los cambios que vuelvan determinada PrP mas
susceptible al malplegamiento inducido por priones la vuelvan también mads sensible a Ia
desnaturalizacidén por agentes caotrdpicos. De hecho, un estudio realizado por Julien y colaboradores en
que investigan si PrPs de diferentes especies presentan diferencias en el patron de desplegamiento de
regiones especificas ante la desnaturalizacion con urea seguido por RMN, sugieren que la formacion de
PrP> no esta necesariamente relacionada con la estabilidad global de la PrP®. Mediante la comparacién
de los patrones de desplegamiento de las PrP recombinantes de hamster, ratén, conejo y vaca,
pretendian estudiar si hay realmente correlacién entre la estabilidad global y regional de la PrP nativa
ante agentes desnaturalizantes y su susceptibilidad a padecer enfermedades pridnicas in vivo. Segun sus
resultados, la PrP de hamster presenta la menor estabilidad, seguida de la PrP de ratén, de conejo y
finalmente la de vaca, lo que no concuerda con la susceptibilidad relativa que presentan estas especies a
la infeccién con priones in vivo. Ademds, también estudian mediante el mismo método, la PrP
recombinante de conejo S173N y no observan diferencias significativas en la estabilidad comparada con
la PrP de conejo wt, sugiriendo que esta mutacion no afecta a la estabilidad global de la PrP, aunque no
pueden descartar que cause desestabilizacion a nivel local. De cualquier forma, defienden que el evento
inicial durante el malplegamiento de PrP inducido por urea, es la disociacién de las hojas-B
independientemente de la especie estudiada, en concordancia con la hipoétesis de que la disociacion de
las hojas-B es un evento temprano y esencial en el malplegamiento de la PrP® inducido por PrP*
(Paramithiotis, Pinard et al. 2003). Y que la propension de la PrP al malplegamiento a una forma
infecciosa no puede predecirse en funcién de la susceptibilidad que presenta cada PrP a la
desnaturalizacién con agentes caotrdpicos, puesto que especies mas resistentes a EETs como el conejo
muestran menor estabilidad estructural que especies susceptibles como el ganado bovino (Julien,

Chatterjee et al. 2011).

Ademas de detectar residuos de interés que podrian tener gran influencia en la baja

res

susceptibilidad a EETs y obtener in vitro PrP™ recombinantes de conejo wt a partir de las PrPs con

sustituciones de ratéon malplegadas, en esta tesis doctoral se ha tratado de caracterizar

182



res

bioquimicamente estas nuevas PrP'®. Por un lado, impulsados por la necesidad de asegurar que ademas

de la resistencia a PK presentan otras caracteristicas propias de los priones como la capacidad de
autopropagacion; y por otro, porque partiendo de las diferentes PrP mutadas malplegadas con RML
como semilla podrian haberse generado diversas cepas con distintas caracteristicas. De hecho, la
generacion de multiples cepas no seria de extrafiar de acuerdo con lo propuesto por Charles Weissmann
y colaboradores. Se basan en diversas observaciones como el hecho de que la eficiencia de transmision
interespecies de priones es generalmente baja pero se incrementa tras pases seriados en la nueva
especie huésped, lo que sugiere un proceso de adaptacidén que podria implicar mutacidn y seleccién. O

el hecho de que incluso en una misma especie, la transmisidén de priones entre distintos tipos celulares

res

implica una seleccion de cepas o “sub-cepas” favorecidas, o en la deteccion de sub-poblaciones de PrP
que adquieren resistencia a inhibidores del malplegamiento presentes durante su propagacion. En vista

de estos fenédmenos, propusieron que durante su malplegamiento una determinada PrP puede adquirir

res

una gran variedad de conformaciones, de forma que las PrP™, sobre todo las generadas in vitro, se

presentan como una poblacion heterogénea de cepas o “sub-cepas” de las que, la que propaga con

mayor eficiencia en un determinado ambiente es seleccionada (Weissmann, Li et al. 2011). Asi pues,

res

ademds de las mutaciones puntuales que podrian dar lugar a diversidad estructural de las PrP

recombinantes generadas, el propio proceso de malplegamiento podria estar dando lugar a poblaciones

res

heterogéneas de PrP™™ de las que surgirian cepas y sub-cepas bajo cualquier presion selectiva como la

propagacion en un nuevo sustrato.

En nuestro caso, ya se ha demostrado mediante propagacion en una Unica ronda de rec-PMCA,

que las PrP™ generados tienen capacidad autopropagativa y su resistencia PK también ha quedado més

res

qgue probada. A pesar de provenir todas las PrP"™ de la misma cepa de prion murino, las distintas

res

capacidades autopropagativas que muestran las PrP™" de conejo con mutaciones puntuales pueden

explicarse facilmente por las diferencias en la secuencia primaria de cada PrP y teniendo en cuenta la
capacidad de la PMCA para replicar la adaptacién de cepa que se da in vivo (Castilla, Morales et al.
2008). No obstante, que una vez adaptadas a PrP recombinante de conejo wt sigan mostrando distintas

eficiencias de autopropagacion, nos llevd a pensar que la adaptacién del RML al conejo wt a través de

res

las PrP mutadas podria haber dado lugar a la seleccion de de PrP'™ con distintas propiedades

res

bioguimicas y por consiguiente bioldgicas (Weissmann, Li et al. 2011). La generacion de PrP
recombinantes con distintas propiedades de cepa también ha sido previamente documentada (Colby,

res

Giles et al. 2009), por lo que viendo las distintas capacidades de propagacion de las PrP™ generadas,

decidimos analizar en mayor detalle otra de las propiedades bioquimicas distintivas de las diferentes
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cepas como el patrén de resistencia a PK (Colby, Giles et al. 2009). Como se muestra en el apartado 5 de

res

Resultados, todas las PrP™ generadas en sustrato basado en PrP recombinante de conejo wt, presentan
un patrén de resistencia a PK muy similar entre si y en comparaciéon con el RML recombinante murino
original. Asi pues, teniendo en cuenta que las diferencias en la capacidad de propagacion entre las
distintas PrP™ se reducen al pasarlas todas a PrP recombinante de conejo wt y que ademds muestran
una resistencia a PK muy similar, parece que las caracteristicas de cepa del RML podrian haberse
mantenido tal y como sucede en la PMCA basada en homogenizados de encéfalo (Castilla, Gonzalez-
Romero et al. 2008). De hecho, algunas propiedades de la PMCA basada en homogenizados de encéfalo,
ya empiezan a verse también en sistemas de propagacion in vitro basados en PrP recombinante, como la
especificidad de especie (Kocisko, Priola et al. 1995), la capacidad de reproducir barreras de transmision

((Kirby, Birkett et al. 2003), (Panza, Luers et al. 2010), ref. tesis CHF) o la posibilidad de obtener PrP™

con distintas caracteristicas bioquimicas y bioldgicas (Colby, Giles et al. 2009).

Ya se ha comentado al principio de este mismo apartado, que los distintos sistemas de
malplegamiento de PrP in vitro, sobre todo los basados en PrP recombinante como sustrato, pueden dar
lugar a agregados de diversos tipos. Y que éstos, a pesar de presentar caracteristicas bioquimicas
propias de la PrP*, pueden ser tanto infecciosos como no infecciosos in vivo por factores desconocidos
((Timmes, Moore et al. 2013), (Noble, Wang et al. 2015) y revisado en (Diaz-Espinoza and Soto 2012)).
En este sentido, cabe destacar que se ha intentado evitar la utilizacién del concepto de prion

recombinante o PrP* recombinante a favor de Prp™

, ya que la principal caracteristica que define un
prion es su capacidad de causar enfermedad en animales inoculados y durante la realizacién de este
trabajo ha sido imposible realizar inoculaciones in vivo. Por lo que a pesar de presentar determinadas
caracteristicas propias de PrP*, las PrP™ generadas durante esta tesis podrian no resultar infecciosas in
vivo, lo cual es imposible de predecir y sélo podria esclarecerse definitivamente mediante inoculacién en
modelos animales adecuados. Sin embargo, la PMCA basada en homogenizados de encéfalo ya ha
demostrado su utilidad para evaluar la infectividad in vitro y su correlacion con los resultados in vivo
((Castilla, Gonzalez-Romero et al. 2008), (Castilla, Morales et al. 2008)), por lo que se decidid evaluar la
infectividad de las PrP™ recombinantes generadas in vitro, utilizando homogenizados de encéfalo de
ratones transgénicos que expresan la PrP¢ de conejo wt (TgRab) como sustrato de PMCA. Debido a la
barrera entre PrP recombinante y de encéfalo previamente discutida, la propagacion en homogenizado

res

de encéfalo de PrP™™ recombinante suele estar altamente desfavorecida, demostrado también por los

res

largos tiempos de incubacidon que presentan la mayoria de PrP™ recombinantes infecciosas al ser

inoculados en modelos animales ((Legname, Baskakov et al. 2004), (Makarava, Kovacs et al. 2010)). Por
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ello, en lugar de utilizar encéfalos de conejo wt homogenizados, nos decantamos por el uso de los
encéfalos de TgRab, que presentan unos niveles de expresion de PrP® 5-6 veces superiores a los
encéfalos de conejo. Ya que la sobreexpresién de PrP se ha demostrado de gran utilidad in vivo para
deteccion de priones que presentan muy baja infectividad y/o tiempos de incubacién muy prolongados

((Sigurdson, Manco et al. 2006), (Makarava, Kovacs et al. 2010)).

A falta de validar los resultados obtenidos en la rec-PMCA en modelos animales y a pesar de que
pueden no correlacionar perfectamente con lo observado in vitro, queda demostrada la utilidad de la
rec-PMCA como herramienta para evaluar el efecto de cambios aminoacidicos en la propagacién de
priones y su transmisibilidad interespecies. Es mds, en este caso particular, ha permitido el estudio
detallado de la PrP de una especie que presenta una elevada resistencia a contraer enfermedades
pridnicas, por lo cual resulta practicamente imposible de realizar en modelos animales. Las
incongruencias que hayan podido observarse frente a otros modelos o que pudieran observarse al
trasladar los estudios a modelos in vivo, aunque en algunos casos no vayan a poder solucionarse por
deberse a caracteristicas propias del sistema de propagacion in vitro, pueden resultar de gran interés
para una mayor comprensiéon del mecanismo de malplegamiento de PrP® a PrP*, de los factores que
determinan las caracteristicas de cepa o de las regiones que rigen la transmisibilidad. Asi pues, ademas
de aportar informacidn y material de interés sobre la PrP de conejo para investigaciones posteriores, a
lo largo de esta tesis doctoral, se han mostrado la versatilidad y las posibilidades que ofrece la rec-PMCA

y se ha tratado de aportar un grano mas de arena en el desarrollo de esta metodologia.
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CONCLUSIONES

10.

11.
12.

La PrP recombinante de conejo no fue capaz de malplegarse por ninguno de los priones
utilizados como semilla tras veinte rondas de PMCA, independientemente de su origen
encefdlico o recombinante.

Se generaron once PrP recombinantes de conejo con sustituciones aminoacidicas de raton.

Ocho de las once PrP recombinantes mutadas propagaron el malplegamiento del prion murino
recombinante.

Tres de las ocho PrP recombinantes capaces de malplegar el prion murino recombinante
propagaron también un prion murino procedente de encéfalo, demostrando un
comportamiento similar al de la PrP de raton.

Aquellas PrP recombinantes modificadas capaces de propagar el malplegamiento proteico,
mostraron propiedades pridnicas caracteristicas como la capacidad de autopropagacion y la alta
resistencia a proteasas.

Todos los priones recombinantes generados a partir de las proteinas recombinantes mutadas
indujeron el malplegamiento de la PrP recombinante de conejo de genotipo salvaje después de
una Unica ronda de PMCA.

Todos los priones recombinantes de conejo de genotipo salvaje resultantes mostraron un
comportamiento de cepa similar.

Se generaron cuatro PrP recombinantes de conejo con multiples sustituciones aminoacidicas,
seleccionadas por mostrar una mayor influencia en su propensién al malplegamiento.

La combinacidon de estas tres sustituciones no representd diferencias en su capacidad de
propagaciéon de priones recombinantes murinos respecto a las proteinas con mutaciones
individuales.

La sustitucion aminoacidica alternativa de dos de las proteinas mutadas con una mayor
propension al malplegamiento, sugirié que este comportamiento viene determinado por la
ausencia del residuo aminoacidico correspondiente a la PrP de conejo mds que por la presencia
de un aminoacido existente en la PrP murina.

Se generaron once PrP recombinantes de ratén con sustituciones aminoacidicas de conejo.

A excepcion de una de las proteinas mutantes generadas, todas propagaron el malplegamiento

de un prion murino recombinante en una Unica ronda de PMCA. Esto sugiere que cada uno de
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13.

14.

los aminoacidos distintivos de conejo requiere de un contexto determinado para conferir
resistencia al malplegamiento.

Las PrP recombinantes de conejo mutadas, seleccionadas por su comportamiento frente al prion
murino RML, se evaluaron utilizando cepas de priones de otras especies mostrando
inespecificidad en cuanto a su mayor tendencia al malplegamiento.

La PrP recombinante de conejo mutada con mayor propension al malplegamiento, 1202V, se
estudio en su capacidad de adquirir un estado intermedio de malplegamiento en respuesta a la
desnaturalizacién, no observandose diferencias significativas respecto a la PrP recombinante de

conejo.
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