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RESUMEN

El atipico agente causal de las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EET) o enfermedades
pridnicas, un conjunto de desérdenes neurodegenerativos mortales que afectan a varios mamiferos
incluidos los humanos, es una isoforma anormalmente plegada (PrP*) de la proteina del prion celular
(PrP¢) que adquiere propiedades neurotdxicas y la capacidad de inducir su conformacidon a otras
proteinas del prion. A pesar de las numerosas estrategias terapéuticas desarrolladas durante las
ultimas décadas, alcanzando algunas de ellas la fase de ensayo clinico, ninguna ha sido efectiva frente
a estas patologias en humanos. La escasez de modelos in vitro e in vivo adecuados para el estudio de
las EET humanas junto con la falta de conocimientos sobre los mecanismos moleculares implicados en
la patogenia de la enfermedad hacen que el cribado masivo de compuestos inhibidores de la
propagacion prionica en modelos de enfermedades pridnicas animales sea una de las estrategias mas
exploradas en la actualidad. Asi, la mayoria de las moléculas con potencial terapéutico estudiadas en
modelos no especificos para las EET humanas, ha revelado un problema de especificidad de especie e
incluso de cepa pridnica que ha llevado al fracaso de las opciones terapéuticas cuando se han
trasladado a humanos. Por ello, el desarrollo de un sistema in vitro de cribado masivo de compuestos
con potencial anti-pridnico especifico para EET humanas podria ayudar a superar estas limitaciones
que dificultan el desarrollo de una terapia, estableciéndose este como el objetivo principal de esta

tesis doctoral.

Basandonos en la metodologia de propagacidn pridnica in vitro PMSA, y tras la modificacidn de los
pardmetros fundamentales, se han obtenido distintas isoformas de PrP recombinantes humanas
malplegadas espontaneamente con caracteristicas de priones bona fide. Estos han mostrado una alta
resistencia a la digestién con proteasas, extraordinaria capacidad de auto-propagacién a partir de
cantidades infimas de semilla y potencial para causar una enfermedad pridnica in vivo. La adaptacién
de estas PrP recombinantes humanas malplegadas a un sistema de cribado masivo basado en
diluciones seriadas de la semilla pridnica humana, ha permitido evaluar la capacidad de inhibir su
propagacion de un grupo de 18 compuestos tetrapirrdlicos previamente detectados en un modelo de
roedor. Esta prueba de concepto ha evidenciado que no todos los tetrapirroles testados presentan la
misma capacidad anti-pridnica frente a las semillas humanas, demostrando la validez de esta
aproximacion. A su vez, se ha explorado la capacidad de adsorcién de las PrP recombinantes humanas
malplegadas a la superficie de particulas de zirconio — silice para implementar una metodologia
alternativa de propagacién pridnica in vitro. La exitosa utilizacién en PMSA de estas particulas con las
proteinas malplegadas adsorbidas, ha permitido desarrollar una novedosa metodologia de

propagacion sencilla, rapida, altamente reproducible y facilmente adaptable para la busqueda de



compuestos anti-pridnicos en practicamente cualquier laboratorio. De esta forma, los nuevos sistemas
de cribado masivo de compuestos anti-priénicos han mostrado la capacidad para detectar potenciales
inhibidores especificos de la propagacién pridnica humana, quedando validada esta nueva
aproximacién para la busqueda de compuestos terapéuticos frente a estas devastadoras

enfermedades neurodegenerativas.

SUMMARY

The atypical causal agent of Transmissible Spongiform Encephalopathies (TSE) or prion diseases, a
group of invariably fatal neurodegenerative disorders affecting several mammalians including humans,
is an abnormally folded isoform (PrP*¢) of the cellular prion protein (PrP¢) that acquires neurotoxic
properties and the capacity to induce its conformation to other cellular prion proteins. In spite of the
numerous therapeutic strategies developed during the last decades, some of them reaching clinical
trials, none has demonstrated efficacy in humans. The scarcity of adequate in vitro and in vivo models
for studying human TSE together with the lack of knowledge on the molecular mechanisms underlying
the pathological process makes the high throughput screening of prion propagation inhibitor
molecules in models of animal prion disorders, one of the most explored strategies for treatment
development nowadays. Thus, some of the molecules detected in these model systems, non-specific
for human prion diseases, have shown species or even prion strain specificity issues, leading to failure
when assayed in humans. In the light of such problems, the development of a high throughput
screening system specific for the detection of compounds effective against human prions, the main

purpose of this thesis, could help to overcome this limitation hindering the discovery of a therapy.

Based on the in vitro prion propagation methodology PMSA and after the modification of
fundamental parameters, we were able to obtain different isoforms of spontaneously misfolded
recombinant human PrP with several characteristics expected for bona fide prions. They are highly
resistant to protease digestion, show an extraordinary capacity of self-propagation from insignificant
amounts of seed and the potential to induce a prion disease in vivo. The adaptation of these misfolded
recombinant human proteins to be used in a high throughput screening system based on serial
dilutions, allowed us to evaluate the capacity of 18 tetrapirrolic compounds previously detected in a
rodent prion-based assay, to inhibit the propagation of the human seeds. These proof of concept
revealed that not all the tetrapirrols tested present the same anti-prion capacity against the human
seeds, in contrast to the findings in the rodent based system, demonstrating the utility of this
approach. Moreover, the capacity of the misfolded recombinant human PrP seeds to be adsorbed in
the surface of glass beads was explored in order to implement an alternative methodology for in vitro

prion propagation. The success on using the human seed-containing glass beads in PMSA permitted



the development of a novel propagation method which is fast, simple, highly reproducible and easily
adaptable to the search of anti-prion molecules in any laboratory. Thus, two novel high throughput
screening methods have been developed that have demonstrated the ability to detect potential prion
propagation inhibitors specific for human seeds, validating this approach for the search of therapeutic

compounds against the devastating human prion disorders.
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ug: microgramo

pl: microlitro

pm: micrémetro

nm: nandémetro

°C: grado centigrado

3F4: anticuerpo monoclonal anti-PrP denominado 3F4

4RpS: modelo de hoja-B en solenoide de cuatro pisos

AFM: microscopia electrénica de fuerza atémica, del inglés, atomic force microscopy
ASO: oligonucleétido antisentido, del inglés, Antisense Oligonucleotide
BSE: del inglés, Bovine Spongiform Encephalopathy

CC: del inglés, charged cluster

CD: del inglés, Circular Dichroism

CJD: del inglés, Creutzfeldt-Jakob Disease

CPEB: del ingles, cytoplasmic polyadenylation element binding protein
CMV: cytomegalovirus

C-terminal: extremo carboxilo terminal

CWD: del inglés, Chronic Wasting Disease

cryoEM: criomicroscopia electrénica

Da: dalton

DMSO: Dimetilsulféxido

DNA: acido desoxirribonucleico

DNAsa: deoxiribonucleasa

dNTP: del inglés, deoxynucleotide triphosphates

DOsoo:  densidad éptica a 600nm

dpi: dias post-inoculacion

DY: Drowsy, cepa de prion de hamster

D18: anticuerpo monoclonal anti-PrP denominado D18

EA: enfermedad de Alzheimer

E. coli:  Escherichia coli, bacteria gramnegativa de la familia de las enterobacterias

ABREVIATURAS/GLOSARIO

utilizada extensivamente en la produccién de proteinas recombinantes

EDTA:
EET:

etilendiaminotetraacético
encefalopatia espongiforme transmisible
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EP:
EUE:

FFI:
FSE:
FTIR:

g:

gCJD:
GPI:
GSS:
GFAP:
Gdn-HCl:

HC:
HY:
HET-S:

iCJD:
IPTG:

kDa:
Kd:
KO:

KO-PrP:

LB:
LCP:

MD:
mg:
min:
ml:
mm:
mM:
MAVS:

enfermedad de Parkinson
del inglés, Exotic Ungulate Encephalopathy

del inglés, forward

del inglés, Fatal Familial Insomnia

del inglés, Feline Spongiform Encephalopathy

del inglés, fourier transform infrared spectroscopy

fuerza centrifuga relativa

del inglés, genetic Creutzfeldt-Jakob Disease
del inglés, glycosylphosphatidylinositol
Gerstmann-Straussler-Scheinker

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 heterocarién

del inglés, iatrogenic Creutzfeldt-Jakob Disease
Isopropil-B-D-1-tiogalactopiradsido

kilodalton
Constante de afinidad
animal transgénico que no expresa un determinado gen

animal transgénico que no expresa el gen que codifica la PrP

Luria Bertoni, medio de cultivo de bacterias
del inglés, Luminiscent Conjugated Polythiophenes

molar

del inglés, Molecular Dynamics

miligramo

minuto

mililitro

milimetro

milimolar

del inglés, Mitochondrial Antiviral Signaling

12



ng: nanogramo

nm: nanémetro

N-terminal: extremo amino terminal

Nor98: cepa de prion ovino atipica

N2a: linea celular de neuroblastoma de ratén

OPRI: del inglés, Octapeptide Repeat Insertions

OPRD: delinglés, Octapeptide Repeat Deletions

ORF: marco de lectura abierto, del inglés, open reading frame

OR: octa repeticiones, del inglés, octapeptide repeats

p/v: peso/volumen

PBS: del inglés, phosphate buffered saline

PCR: del inglés, polymerase chain reaction

PIRIBS: modelo de hoja-p paralela en registro

PK: proteinasa K

PM: marcador de peso molecular

PMCA: delinglés, Protein Misfolding Cyclic Amplification

PMSA: del inglés, Protein Misfolding Shaking Amplification

PMSF:  fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PRNP: gen que codifica la proteina PrP

PRNP7-:  animal transgénico KO para el gen que codifica la proteina PrP
PRNP*~: animal transgénico hemicigoto para el gen que codifica la proteina PrP
PRNP**: animal transgénico homocigoto para el gen que codifica la proteina PrP
PrP: proteina del prion, del inglés, Prion protein

Prp*: PrP en un estado conformacional transitorio, intermedio entre PrP¢y Prp>°
PrP27-30;  PrP resistente a PK de 27-30 kDa

PrP¢: isoforma celular de PrP, del inglés, cellular prion protein

Prpres: PrP resistente a la digestion con PK

Prpsc: isoforma patdgena de PrP, del inglés, Scrapie associated Prion Protein
PVDF: polifluoruro de vinilideno

Quic: del inglés, quaking induced conversion

R: del inglés, reverse

rec-PrP: PrP recombinante

rec-Prpres; PrP recombinante malplegada resistente a PK

RL: del inglés, Rigid Loop

RML: cepa de prion ovino adaptado a ratén en el Rocky Mountain Laboratory
RNA: acido ribonucleico
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RNA;: acido ribonucleico de interferencia
RNAm: 4acido ribonucleico mensajero

rpm: revoluciones por minuto
RER: reticulo endoplasmadtico rugoso
RMN: resonancia magnética nuclear

RT-QuIC: del inglés, Real Time - Quaking Induced Conversion

s: segundo

SAF83: anticuerpo monoclonal denominado SAF83
SAXS: dispersién de rayos X de dngulo pequefio
sCID: del inglés, sporadic Creutzfeldt-Jakob Disease
SsFI: del inglés, sporadic Fatal Insomnia

Sinc: gen Sinc, del inglés, Scrapie Incubation

SIP: gen SIP, del inglés, Shorter Incubation Period
SNC: sistema nervioso central

Sup35: gen de levadura que codifica un factor terminador de transcripcién
SDS-PAGE: del inglés sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

Tris-HCl: tris(hidroximetil)aminometano hidrocloruro

TEM: microscopia electrénica de transmision, del inglés, transmission electron
microscopy
ThT: del inglés, Thioflavine T

TME: del inglés, Transmissible Mink Encephalopathy
TMPyP-Felll: del inglés, Iron (lll) meso-Tetra(N-methyl-4-pyridyl)porphine

Ure2: gen de levadura que codifica un transportador de ureidosuccinato
UPR: del inglés, unfolded protein response

uv: radiacion ultravioleta

v/v: volumen/volumen

vCJD: del inglés, variant Creutzfeldt-Jakob Disease

VPSPr:  delinglés, Variably Protease-Sensitive Prionopathy

WT: del inglés, Wild-Type

Y145Stop: mutacion asociada al GSS
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Tabla de los 20 aminoacidos junto con su abreviatura y cédigo

:r::::;ii:z Abreviatura | Cédigo :n::::;ii:z Abreviatura | Cédigo
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 GIn Q Serina Ser S
Acido glutamico Glu E Treonina Thr T
Glicina Gly G Triptofano Trp W
Histidina His H Tirosina Tyr Y
Isoleucina lle I Valina Val \Y

15




iNDICE

RESUIMEN .....ceeiiiiuteiiiiteeiiiitetiiiseeeiissssesiisstessssssesssssssessssssesssssssessssssesssssasesssssssessssssesssssasesssssasesssssnsesssssneesssne 8
SUIMIIMIARY ....uueeiiiisureiiisssnessisssnesssssssesssssesssssssesssssssessssssssssssssesssssssesssssssessssssesssssssesssssasesssssssesssssssessssaneessssanesss 9
ABREVIATURAS/GLOSARIOD ....cocuuuuiiiiiirrmnnniiisiiimmmmssssssiimmssmsssssssimmssmsssssssimmsssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssnss 11
1] 3T 16
LT 0] 1o of [ ] 19
1. Definicién de las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles y busqueda del agente causal................... 19

1.1. Descubrimiento de las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles y primeros avances hacia la

determinacion del ageNte CAUSAl.......uiicuiiie e e e e e e ara e e e ra e e e earaeeens 21

1.2. Las evidencias conducen hacia la hipdtesis de “solo proteina” .........cccccveeeeciiiecciiiee e, 25

1.3. HipAtesis de “S0I0 Proteina” .........eeeiiiiiiiiiee ettt sttt et sab e st e sbeeearee s 26

1.4. Confirmacion de la hipdtesis de “S0lo Proteina” ........coecveiiieieieiieere e 30

1.4.1. Los estudios con modelos animales apoyan la hipdtesis de “solo proteina” ........cccceevveeveenne 30

1.4.2. Los modelos in vitro generados respaldan la hipdtesis de “solo proteina”........cccceeceerieeeveennns 32

B - 1] (oY= = e [N Fo N oY o) o 1= RS RR 35
2L ELGEN PRINP ..ttt ettt et st st st s bt e b e e st s ae e e a e e b e bt e b e e et e sabesheenheenbe e bt enneenreen 35

2 R 4 USSR 36

2.3. MEeCaniSMOS A& CONVEISION. ...c..ieuiiiiriieetieiteete et st st st e ste et et st esbeesbe e b e e b e sabesabesaeesbeesbeenbeenseenseans 42

T TP 46

2.4.1. Heterogeneidad de los agregados de PrP recombinantes obtenidos in vitro ..........cccccueeeu..... 47

2.4.2. Modelos estructurales de 1as fibras de PrPC..........cccocioveieiiievieiiereeeeereeee et 48

2.4.3. Mecanismos de NeUrotoXiCidad ........ccoceiieiiiiiiiieiie e 53

2.4.4. Rutas de entrada y diseminacion por el Organismo ........cccccociieeeeiiieeeeciee e e 55

3.  Fendmenos de cepas y barrera de tranSmiSion .........cccceiiiiiieeeciiiee e e et e erae e et e e e eata e e e eanaeas 58
I R =Y o Vo T g o V=T o Lo N [N ol =T o T F SRRSO 58

3.2. Barrera de tranSmISION ......c.coviiiuiiiiiieieee ettt s e e st 61

4.  Encefalopatias Espongiformes Transmisibles hUmanas.........ccoeoeiivieriiiinienniieicec e 63
5.  Sistemas de propagacion in Vitro de PriONES .......cc.eieeecuvereiciieeeiieeeseiteeeseteesestaeeesseeeesnseeeesssreesssseeesnnsees 66
5.1. Sistemas de ProPagaCiON N VItr0 ..........cccueeeeiuuieeeiiieeeeeiee e eetee e e e ette e e e ete e e eeateeestaeeeesabeeeeeasaeeestraaaans 68

5.1.1. Ensayo de conversion libre de CEIUIAS .........eiiiiiie it 68

5.1.2. Amplificacidn ciclica de proteinas malplegadas: PMCA ............ccoooiiiieeiiieeeeciiee e e 68

5.1.3. Conversidn inducida por agitacion en tiempo real: RT-QUIC.........cccceeeeiiiiieiiiiieeeciee e 70

5.1.4. Amplificacion de proteinas malplegadas por agitacion: PMSA .........cccccoiiiiiieeeviee e 72

6. Estrategias terapéuticas contra las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles humanas....................... 73
6.1. Estrategias basadas en el sistema iNMUNItArio ......c.ceeeecieii i 74

6.2. Estrategias basadas en la reduccion de la cantidad de PrPC..........cooooeeieeieeeeeeeeeeeeeee e 75

6.3. Estrategias basadas en la degradacion de PrP5C..........ouoiiiiiieiiieeceeeeeee ettt 76

6.4. Estrategias basadas en compuestos quimicos con actividad anti-pridnica ........cccceeecivieeieeeiccinnnes 77

16



OBIETIVOS .....cooiinmiiiiiiiiininniitiiiiisansieseiisssessssessisssssnsssessssssssasssassssssssssssssassssssssssssssasssssssssssnsnssssssssssans 80
MATERIALES Y IMETODOS........cueueueuuenennesessssssesssesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssses 81

1.  Construccion de los plasmidos de expresion de las PrP de humano M129 y V129, humano M1091 M129 y
M1091 V129, de topillo rojo y de 0veja ARQL......cc.eeiuiiiiieiiii ettt ettt sttt sbe e s s nee s e e nnee e 81

1.1. Generacién de plasmidos con PrP humana M129 y V129, topillo rojo 1109 y oveja ARQ mediante
recombinacion NOMOIOZA .......uevi i e s e et e e et ae e e s tbe e e e staeeseastaeesnsaeeesnsaeeeannns 81

1.2. Generacién de plasmidos con PrP humana M1091 V129 y M109] M129 mediante mutagénesis

dirigida SECUENCIal €N dOS PASOS ...cuvvieeeiiiieceiree e ctee e e stre e e eee e e s rte e e e streeesstaeessssseeesatseeeesseeesnnsseeesnsseeenns 84
2. Obtencidn de proteinas reCOMBDINANTES. .......c.uiiiiiiiie et e see e e ee e e e ar e e e s raae e e s atreeeeasaeeeernnaeas 87
2.1. Transformacidn en bacterias E. coli ROSSEtA (DE3)™ .......oouvoueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 87

2.2. Expresion y purificacion de las PrP recombinantes para su uso en los sistemas de propagacion in

/1 4 PP 87
3.  PMSA como método de generacion y propagacion de proteinas malplegadas in vitro..........ccccceeevveeennenn. 89
3.1. Preparacion de sustratos Para PIMSA ... ...ttt ettt e e et e e estae e e s s ta e e e esatee e seasaeeesraeaeans 89
3.2. Ensayo para determinar la adsorcion de las PrP recombinantes a superficies de vidrio.................. 91
3.3. PMSA para propagacion de PrP malplegada in Vitro..........cccceeeecuieeeeciieee e 91
3.4. PMSA para la generacién de PrP malplegada in vitro de forma espontanea........cccccccvevecveeevnnennn. 92
4. Generacién espontanea de fibras amiloides en presencia de hidrocloruro de guanidinio........ccccccceeeenneen. 93
5. Generacidn espontanea de agregados amorfos de PrP mediante agitacion .......cccocccveveviereniieeeecieee e, 94
6. Propagacion de PrP malplegada mediante PIMICA.........cooiiiiiiiiieneeeiee sttt sttt sttt s 94
6.1. Preparacién de sustratos para PMCA basada en PrP recombinante complementada con encéfalos
B FALON KO-PIP ..ttt sttt s bt e bttt e et e ehe e s b e e b e et e e et e sabesaeesbeesbeenbeenbeenteans 94
6.2. Preparacién de sustratos para PMCA basada en homogeneizados de encéfalos de raton.............. 95

6.3. Propagacion de priones recombinantes y procedentes de encéfalo mediante PMCA en presencia de
COMPUESTOS INNIDIAOIES ... it e e e e e st e e seaae e e e ssbaeeeesnseeesenneeeessseaenns 96

6.4. Propagacion de PrP malplegadas obtenidas por PMSA en PMCA basadas en homogeneizados de

encéfalos para la determinacidn de la infectividad in vivo potencial ........ccoceeeveiriiinieniiienecieeeee 97
7.  Deteccion de PrP mMalplegada.. ... ettt et e et e et e e et a e e e e bt e e e enraeeeearaeas 98
7.1. Digestion de PrP malplegada con proteinasa K .........coccuveiiiiiieeiiiiieececieee e e etre e e sire e eeare e e s saree e 98
7.2. Deteccidn de proteinas mediante electroforesis y tincion de proteina total con BlueSafe ............. 99
7.3. Deteccidn de proteinas mediante electroforesis y Western Blot ...........ccccoueeeccueeeeccieeeeciieeeecvennn. 100
7.4. Deteccion de fibras amiloides mediante Tioflavina T ......c.ccooveriinieniecincee e 101

8. PMSA adaptada al cribado masivo de compuestos con potencial actividad anti-pridnica especificos para

[ 1T oYLt == o - TN a0 T T [ - T 102
9.  Adsorcién de PrP recombinante malplegada a particulas esféricas y propagacion por PMSA................... 103
10. PMSA basada en particulas esféricas adsorbidas adaptada al cribado masivo de compuestos con

potencial actividad @anti-PriONiCa........ccccuiiiiiiiee ettt eee e et eee e e e et eeeeeabaeeeeaaaeeeabeeeeetteaeeasraeeeanraeas 104
RESULTADOS ... iituuiiiitneiiiieanieimensieimsssieimsssisissssietssssstssssstssssstssssssssssssstsssssssssssssssssssstsssssssssssssssnssssssnssssssnssns 106
1. Especificidad de especie y cepa de los compuestos inhibidores detectados mediante un sistema de

cribado masivo desarrollado con PrP de topillo r0JO .......eeeeiiiiee it 106
2. Generacién de PrP recombinantes humanas malplegadas mediante PMSA ...........ccoveeecieieccieeeeccivee e 107

17



2.1. Generacion de PrP recombinantes humanas malplegadas mediante el uso de cepas pridnicas
humanas de 0rigen ENCETAIICO .......uuiieeiiec e e e st e e e e ea e e e anaeeesareeeens 108

2.2. Generacion espontanea de PrP recombinantes humanas malplegadas mediante PMSA............... 111

3. Adaptacion de los pardmetros del sistema de PMSA para la generacién espontanea de PrP recombinantes

huMaNas MalPIEGATAS ....c.eeeiieee ettt e b e st sbee s b e e e sbe e s be e e sbbesbe e e snneennees 114
I Y 1Yo = T Y A W= I UL A o T PRSP 114
3.2. Optimizacion de las particulas esféricas y la velocidad de agitacion ...........cccoccveeeeviieeccciee e, 119

4. Aplicacion del sistema de PMSA adaptado para la obtencion de cepas recombinantes humanas

1T oo 1] =L a1 LSRR 123
5.  Caracterizacion de las rec-PrP"™* recombinantes humanas generadas .......ccccccevueeviienieeniieniieeniee e, 126
5.1. ENSay0 de reSiSteNCia @ PK......oiiueiiiiiieiieeet ettt ettt st st st sab e eanee s 126
5.2. Capacidad de propagacion mediante diluciones seriadas por PMSA .......cccceveieeeerieeeencieeeecieeens 126
5.3. Comparativa entre las proteinas malplegadas producidas por PMSA y otros agregados de rec-PrP...
............................................................................................................................................................... 129
5.4. Determinacion de la infectividad potencial por PMCA ...........cooouiieeiiiiie et e 136
6. Adaptacion de las rec-PrP™* recombinantes humanas a un sistema de cribado masivo basado en
diluCioNeS Y Prueba de CONCEPLO ...eeeuiiiiiiiiieteeete ettt st st et sabe et e esabeesat e e sareennees 140

6.1. Adaptacién de las PrP recombinantes humanas malplegadas al sistema de PMSA para el cribado de
COMPUESEOS @NTi-PrIONICOS. ..eiuteiiiieitieeitt ettt ettt ettt et e st e st e e sae e e sabeesabeesabeesaseesabeesaseesabeesaneess 141

6.2. Prueba de concepto del sistema de cribado utilizando un panel de compuestos tetrapirrélicos.. 146

7. Adsorcién de las PrP recombinantes humanas malplegadas a particulas esféricas y desarrollo de un
ensayo de Cribado AltEINATIVO ..eciii i e e e e e e e e e s et ar e e e e e e e rbranaaaeas 149

7.1. Adsorcidn de las rec-PrP™* humanas a particulas esféricas de zirconio-silice ............cccecvvveerurennnn. 149

7.2. Propagacion mediante PMSA utilizando particulas esféricas adsorbidas como semillas a diferentes
(VL] LeToiTe FoTo [T e [N 41 = Yol To T o [ SRR 152

7.3. Propagacién en rondas de PMSA de distinta duracién utilizando particulas esféricas adsorbidas
[ole] s aTo IY=T 4 o 11| = IO P PP TSRO PPPUPRRTO 153

7.4. Prueba de concepto del sistema alternativo de cribado de compuestos anti-pridnicos basado en p

articulas esféricas adsorbidas .......c.eoiieiieiiiiie e s 155
5] R0 o 159
CONCLUSIONES ......coiiieirintrantnsasessseesessssssassssssesassasesassasassssasesessesessssasassssssssessesesassesassssssesesesesassesasessssasanes 181
REFERENCIAS.....cccutiiueiiiteeiittiisesisstsssstesssesssesesat s ssat s sss e s s e s s e s e st s saas e s bb e s sae s e as e s ae e s ba e bbbt s at s e an e s snesanness 182

18



INTRODUCCION

1. Definicion de las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles y busqueda del agente

causal

Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EET), también conocidas como enfermedades
pridnicas, son un conjunto de enfermedades neurodegenerativas raras, mortales y transmisibles que
afectan a una gran variedad de mamiferos, incluidos los seres humanos. Entre las que afectan a los
seres humanos encontramos la Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD, del inglés, Creutzfeldt-Jakob
Disease), el Insomnio Familiar Letal (FFI, del inglés, Fatal Familial Insomnia), la enfermedad de
Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), el kuru y la Prionopatia con Sensibilidad Variable a Proteasas
(VPSPr, del inglés, Variable Proteases-Sensitive Prionopathy), la cual ha sido descrita recientemente [1,
2]. Ademas, otras EET han sido descritas en diferentes especies de mamiferos, entre las cuales
destacan varias debido a su impacto tanto econdmico como a nivel de salud publica. Estas son el
scrapie o tembladera que afecta a ovejas, cabras y muflones; la Encefalopatia Espongiforme Bovina
(BSE, del inglés, Bovine Spongiform Encephalopathy) que afecta a bovidos y que fue la causante de la
epidemia de las “vacas locas” en el Reino Unido y otros paises a principios de la década de los 90, y la
Enfermedad Debilitante Crénica (CWD, del inglés, Chronic Wasting Disease) que se presenta en los
cérvidos, la cual constituye la primera EET que se ha detectado en animales salvajes, aunque también
afecta a cérvidos en cautiverio [3]. Ademads, se han descrito otras EET, como la Encefalopatia
Espongiforme Felina (FSE, del inglés, Feline Spongiform Encephalopathy) en gatos domésticos, la
Encefalopatia de Ungulados Exdticos (EUE, del inglés, Exotic Ungulate Encephalopathy) en rumiantes
exoticos de zooldgicos y la Encefalopatia Transmisible del Vison (TME, del inglés, Transmissible Mink

Encephalopathy), en visones en cautividad [4, 5].

Este conjunto de enfermedades se caracteriza por largos periodos de incubacién hasta la apariciéon
de los primeros signos clinicos y un corto periodo de tiempo entre el debut de la enfermedad vy el
fallecimiento del paciente (tipicamente entre 6 meses y dos afios, aunque puede durar hasta mas de
una década en algunas de sus variantes) [3, 4]. Las enfermedades pridnicas, aunque constituyen un
grupo de enfermedades heterogéneo desde el punto de vista clinico y epidemiolégico, presentan una
serie de caracteristicas clinicas comunes, destacando principalmente una disfuncién motora y
cognitiva progresiva, asi como una importante ataxia cerebelar. Desde el punto de vista
neuropatoldgico todas ellas comparten rasgos caracteristicos como: 1) una severa espongiosis de la
sustancia gris asociada con la muerte neuronal, lo que le confiere el aspecto microscépico de esponja
caracteristico al encéfalo de los pacientes; 2) una marcada gliosis reactiva, tanto de astrocitos como

microglia, y 3) la acumulacién y depésito en el tejido cerebral de agregados proteicos como
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consecuencia del malplegamiento de una proteina (Figura 1). Cabe destacar que todas estas
caracteristicas, aun siendo comunes para diferentes enfermedades pridnicas, son muy variables en su
naturaleza, distribucion y gravedad entre las diferentes entidades nosoldgicas [3, 6]. Todo esto, junto
con la gran similitud de las EET con otros desérdenes neuroldgicos, hace que para el diagndstico
preciso y definitivo de una EET sea necesario el estudio post morten del encéfalo, donde se observaran

microscépicamente todos o la gran mayoria de estos rasgos neuropatoldgicos.

> . <

Vacuolizacioén Deposicion de PrP Gliosis

Figura 1. Anomalias histopatoldgicas observables en los encéfalos de individuos afectados por una enfermedad pridnica.
a) Imagen del cortex frontal de un paciente de CJD donde se aprecia el dafio espongiforme. Tincidn con hematoxilina & eosina.
20x b) Deposicion de PrP en el cortex frontal de paciente de CJD. Tincidn con anticuerpo anti-PrP 12F10. 20x c) Aumento de
gliosis reactiva en el tdlamo de paciente de FFI. Tincién con anticuerpo anti-Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP, del inglés, Glial
Fibrillary Acidic Protein). 40x. (Modificado de [1]).

Por otro lado, las enfermedades pridnicas presentan una importante caracteristica que se
considera Unica para este grupo de patologias. Esta caracteristica Unica es su transmisibilidad entre
individuos dentro de la misma o diferentes especies, convirtiéndola en una entidad infecciosa debido
a la capacidad autopropagativa del agente causal responsable de la misma [7]. No obstante, la similitud
con otras patologias esta siendo el foco de una profunda discusién dentro del campo, ya que diversos
investigadores defienden que los mecanismos que gobiernan otras enfermedades, tanto
neurodegenerativas como sistémicas, son similares a los mecanismos de propagacion e infeccién de
las EET [8]. Asi, existen estudios que indican que la administracién exdgena de agregados del péptido
B-amiloide (péptido AB) o de a-sinucleina (a-syn), relacionados con la enfermedad de Alzheimer (EA)
y la enfermedad de Parkinson (EP) respectivamente, provocan la aparicion de signos clinicos y
marcadores relacionados con la enfermedad en modelos animales murinos, apoyando la diseminacién

tipo pridnica de estos agentes [9-11].

La capacidad autopropagativa del agente causal y la transmisibilidad de la enfermedad entre
individuos incluso de diferentes especies llevé a las primeras teorias sdlidas acerca de que las
enfermedades pridnicas podrian estar causadas por un virus [12]. La existencia de un agente virico
responsable de estas patologias estaba en consonancia con la variabilidad clinica y neuropatolégica

descritas, ya que sugerian la existencia de diferentes cepas del virus. Ademas, todo esto unido a los
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largos periodos de incubacion caracteristicos de las enfermedades pridnicas hizo que se considerasen

I

causadas por un “virus lento”. Sin embargo, la incapacidad de aislar el agente virico y la falta de
evidencia cientifica durante el transcurso de los afios empezé a decantar la balanza hacia una de las
propuestas mas controvertidas en la historia de la ciencia, la cual cuestionaba el dogma central de la
biologia: la posible existencia de un agente de naturaleza proteica como responsable de las
enfermedades pridnicas [13]. Esta propuesta, ampliamente aceptada y finalmente demostrada, llevé

a Stanley S. Prusiner a ser laureado en 1997 con el premio Nobel de Medicina.

1.1. Descubrimiento de las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles y primeros

avances hacia la determinacion del agente causal

Las inusuales caracteristicas del agente causal respecto a otros patégenos conocidos y la gran
heterogeneidad dentro de las EET hacen que este grupo de enfermedades haya sido objeto de
profundas discusiones cientificas y de grandes controversias desde el inicio de su estudio hasta
practicamente la actualidad. La primera referencia documentada sobre una enfermedad pridnica es
de 1732, donde se informd de la existencia de scrapie o “tembladera” en ovejas merinas de raza
espafiola importadas a Reino Unido [12]. Tras este brote de scrapie en la regién de Lincolnshire,
ganaderos de la misma regidn trasladaron al parlamento britdnico una peticidn para que se adoptara
una mayor regulacién en la importacion de ovejas merinas espafiolas debido a dicho brote. Durante
los afios venideros se fueron sucediendo diferentes comunicaciones escritas en medios de caracter
cientifico, como el breve parrafo elaborado por Thomas Davies en 1811 y publicado en la revista
General View of Agriculture of Wiltshire, donde describian de forma somera los signos que presentan
las ovejas con scrapie y lo relacionaba con el brote acaecido 80 afios antes en Lincolnshire. Décadas
mas tarde empezaron a aparecer las primeras teorias acerca de la causa de esta enfermedad. En 1848
Roche-Lubin postulé que se debia a la sobreactividad sexual de las ovejas de estos rebafios o a
tormentas eléctricas. Besnoit en 1899 propuso que se debia a un “agente filtrable” de naturaleza virica.
Otra de las teorias fue propuesta por M’'Gowan a principios del siglo XX, donde afirmaba que la
enfermedad estaba asociada al parasito protozoo Sarcosporidium [12]. Sin embargo, no fue hasta 1936
cuando se demostrd la naturaleza transmisible del scrapie por parte de Cuille y Chelle. Los estudios
realizados por ambos investigadores demostraron la transmisibilidad de la enfermedad mediante la
inyeccion intraocular en ovejas sanas de medula espinal procedente de ovejas afectadas por scrapie
[14]. Este estudio reavivo el interés por la tembladera dentro de la comunidad cientifica y ademas
permitid constatar los largos periodos de incubacidon necesarios para la manifestacion de la
enfermedad. Varios afios mas tarde, William Gordon, del instituto Moredun en Escocia, repitié los

experimentos de Cuille y Chelle con 697 animales, demostrando de nuevo la transmisién de la
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enfermedad. Ademas, de su estudio también se concluye que la formalina, compuesto altamente
eficaz contra los virus, no provoca la inactivacién del patégeno [15]. La Il Guerra Mundial frené los
estudios de la “tembladera” con la notable excepcién de los llevados a cabo por D.R. Wilson, aunque
gran parte de sus avances permanecieron sin publicar, ya que se mostré reacio a presentar datos sobré
un patdgeno tan poco ortodoxo. Todos estos avances en su conjunto llevaron a establecer la idea en
la comunidad cientifica de que se enfrentaban a un agente causal con propiedades muy peculiares,

destacando su resistencia a la formalina [12].

En paralelo y sin ninguna relacién con los estudios del scrapie en ovejas, en la década de los afios
20 dos neurdlogos alemanes, Hans Gerhard Creutzfeldt y Alfons Maria Jakob, describieron de forma
independiente un nuevo desorden neuroldgico de etiologia desconocida y de evolucién rapida,
sentando las bases de lo que se conoce hoy en dia como Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD, del
inglés, Creutzfeldt-Jakob Disease) [16, 17], término usado por primera vez para referirse a esta nueva
enfermedad por Walther Spielmeyer en 1922 [18]. Paraddjicamente, posteriores analisis patoldgicos
del caso descrito por Creutzfeldt en 1920 determinaron que no se trataba de una EET, segun la
definicion actual. Sin embargo, al menos dos de los cinco casos descritos por Jakob coinciden con los
criterios actuales para definirlos como enfermedad pridnica. Cabe destacar que fue Jakob quien en
una publicacién en 1923 afirmd que el caso descrito por Creutzfeldt era el mismo desorden neurolégico
que el que él habia descrito unos afios mas tarde o que al menos estaban nosoldgicamente muy
relacionados. Aun con todo esto, esta nueva patologia recibié y conserva hoy en dia el nombre de
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob [19]. Con el paso de los afios se describid un gran nimero de
enfermedades neuroldgicas que se englobaron de forma errdnea dentro del grupo de CJD o, por el
contrario, se designaron como patologias nuevas y diferentes; todo ello fomentado por el gran

desconocimiento, controversia y dificultades para un diagndstico preciso y fiable.

Es en la década de los 50 cuando se produce uno de los descubrimientos y avances mas relevantes
en el estudio de las enfermedades pridnicas, acercando considerablemente a la comunidad cientifica
a una descripcién mas realista del agente causal. Este hito fue el descubrimiento y descripcion del kuru,
un desorden neuroldgico que afectaba de forma endémica a los fore, un grupo étnico de Papua-Nueva
Guinea, y que presentaba grandes similitudes con la CJD [20]. Fue Vincent Zigas, el oficial médico de la
region, quien en 1955 se percatd de que un tipo de encefalitis desconocida hasta la fecha afectaba a
dicha poblacién. “kuru” en el idioma de los fore significa “temblar de fiebre o de frio”, ya que los
individuos afectados presentaban temblores y graves problemas motores, perdian totalmente la
capacidad de caminar o mantenerse erguidos y en ultima instancia la tolalidad de los enfermos
fallecian [21]. Los hallazgos de Vincent Zigas sobre esta nueva encefalitis atrajeron al médico

estadounidense de origen hingaro Carleton Gajdusek a la isla, con el objetivo de estudiarla mds en
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detalle. Las observaciones y estudios de Gajdusek resultarian fundamentales en la descripcién y
definicidn del kuru y recibié por ello el Premio Nobel de Medicina en 1976. Sus primeros trabajos en
Papua-Nueva Guinea le llevaron a formular la hipdtesis de que la enfermedad era causada por un “virus
lento”, descartando un origen genético de la enfermedad. Gajdusek se percatd de que la enfermedad
afectaba principalmente a niflos y mujeres y esto le llevd a conjeturar que las practicas
endocanibalisticas de los fore eran la causa mas probable de esta enfermedad. En estos rituales era
comun que el encéfalo y médula espinal del familiar fallecido fuese consumido por su mujer e hijos.
Por lo tanto, cuando una persona fallecida por esta enfermedad moria, el agente infeccioso ya se
encontraba en su sistema nervioso y su ingesta provocaba la transmision de la enfermedad entre las
personas que los consumian. Asi, Gajdusek teorizé que un “virus lento” afectaba al sistema nervioso
de fallecidos y su ingesta era la causa de la enfermedad y de su transmisién dentro de la comunidad.
Ademas, describid el cuadro clinico de la enfermedad, destacando que los enfermos presentaban un
desorden unico hasta la fecha, con una sintomatologia cerebelar de ataxia, pérdida del equilibrio,
dificultades en la marcha y temblores, lo cual progresaba hasta llevar a la muerte del individuo, que

en la mayoria de los casos tardaba menos de un ano [21].

En 1957 fue Igor Klatzo, un neurdlogo de origen polaco, quien observé a partir de las muestras de
Gajdusek que el kuru era la enfermedad mas parecida hasta la fecha a la CJD. Los estudios publicados
por Klatzo y Gajdusek mostraron que los enfermos de kuru presentan placas amiloides en sus
encéfalos, haciendo la primera referencia a “placas de kuru” [22]. A pesar de todos estos avances en
el conocimiento de la enfermedad, los intentos por aislar al agente causal y los intentos de transmitir

la enfermedad a modelos animales fueron infructuosos [21].

William Hadlow, un patélogo veterinario experto en el estudio del scrapie fue quien en 1959
realizd una observacidn que supuso un giro drastico en los avances realizados hasta la fecha. Durante
su visita al Wellcome Medical Museum de Londres tuvo la oportunidad de observar las fotografias de
las lesiones espongiformes que el kuru provocaba. Gracias a su conocimiento en este tipo de lesiones
en el scrapie, rapidamente reparé en el parecido de las lesiones histopatolégicas de ambas
enfermedades. Esto le llevd en julio de 1959 a escribir una misiva a Gajdusek donde le advertia de la
gran similitud entre ambas enfermedades [23, 24]. Estas observaciones animaron a Gajdusek, Alpers
y Gibbs a demostrar la transmision experimental del kuru a chimpancés, usando material procedente
de encéfalos de personas fallecidas por dicha enfermedad [25, 26]. Se trataba de la primera relacién
establecida entre las EET descritas en humanos y en animales. Tras la publicacidon de este trabajo y
gracias a las primeras observaciones realizadas por Klatzo, se empezaron a relacionar estas
enfermedades con la CID. En 1968, Gajdusek, Gibbs y Alpers consiguieron transmitir la CID a

chimpancés [27], demostrando definitivamente que ambas enfermedades son transmisibles tras su
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inoculacién intracerebral y concluyendo, sin lugar a dudas, que esta también era una EET

estrechamente relacionada con el kuru y el scrapie.

Ademas de la descripcion del kuru y la CID durante las primeras décadas del siglo XX, en 1936 Josef
Gerstmann, Ernst Straussler y llya Mark Scheinker describieron una familia con varios miembros
fallecidos debido a una demencia progresiva y caracterizada por ataxia cerebelosa, conocido hoy en
dia como Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) [28, 29]. Se trata de un sindrome familiar
con una herencia autosémica dominante. La primera mutacién patogénica asociada con el GSS fue
descrita en 1989, momento a partir del cual se incluyd dentro del grupo de enfermedades pridnicas

humanas como un sindrome diferenciado de la CJD [30].

Durante la segunda mitad del siglo XX fueron descritas nuevas EET humanas, asi como otras EET
en diferentes animales. En 1986, Lugaresi y colaboradores publicaron un articulo cientifico
describiendo lo que ellos denominaron Insomnio Familiar Letal (FFI, del inglés, Fatal Familial Insmonia).
Se trata un desorden hereditario que se caracteriza por graves alteraciones del suefo, disautonomia y
déficits motores asociados a una severa atrofia [31]. Los estudios de Lugaresi y colaboradores
condujeron en 1992 a la identificacion de la mutacién causante de esta enfermedad, considerada como
una nueva entidad nosoldgica dentro de las enfermedades pridnicas humanas [32]. Dentro del grupo
de las prionopatias que afectan a humanos la ultima en describirse ha sido la Prionopatia con
Sensibilidad Variable a Proteasas (VPSPr, del inglés, Variable Proteases-Sensitive Prionopathy). Esta
rara enfermedad pridnica fue descrita en 2008 por Gambetti y colaboradores y se caracteriza por
rasgos histopatoldgicos distintos a los descritos hasta ahora para las enfermedades pridnicas. La VPSPr
estd asociada a una isoforma de la proteina pridnica que es sensible a la digestidon por proteasas, al
contrario de todas las descritas hasta la fecha para las demds EET humanas [33]. Ademas, también han
sido descritas otras EET en diferentes mamiferos: la Enfermedad Crdnica Debilitante de Cérvidos [34],
la Encefalopatia Transmisible del Visén [35], la Encefalopatia Espongiforme Felina [36], la Encefalopatia
de Ungulados Exéticos [37, 38] y la Encefalopatia Espongiforme Bovina [39], causante de la epidemia
de las “vacas locas” durante la década de los 90 y cuya transmisidén a humanos provocd lo que se

conoce como la variante o nueva variante de la CID (vCID, del inglés, variant CJD) [40].

Por ultimo y no de menos importancia fue el descubrimiento accidental de la transmisidn
iatrogénica de la CJD a humanos, causando lo que se conoce hoy en dia como CJD iatrogénica (iCJD,
del inglés, iatrogenic CJD). En una publicacién de 1974 se describia el caso de una mujer que habia
fallecido debido a un trasplante de cornea de un donante que, como se confirmaria a posteriori, fallecid

debido a la CJD [41].

24



1.2. Las evidencias conducen hacia la hipétesis de “solo proteina”

Tras todo el conocimiento generado acerca de las enfermedades pridnicas durante la primera
mitad del siglo XX, los esfuerzos se centraron en identificar la naturaleza del agente causal. A pesar del
intento fallido de Gordon de inactivar el agente del scrapie con formalina, los experimentos llevados a
cabo hasta la fecha apoyaban la hipétesis, formulada por primera vez por Sigurdsson en 1954, de que
la enfermedad estaba causada por un “virus lento”. Todos los experimentos llevados a cabo para
esclarecer la identidad del patégeno cumplian los postulados de Koch, formulados por Robert Koch a
finales del siglo XIX, y los cuales establecian la base para determinar el origen infeccioso de una
enfermedad [42]. Asi, la enfermedad pudo ser transmitida a primates y estos desarrollaron los signos
clinicos caracteristicos de la enfermedad en humanos. Se confirmdé ademas la transmisién entre
primates mediante un segundo pase y mediante diluciones seriadas del material infeccioso filtrado, lo
que implicaba que el agente causal se podia aislar de nuevo del animal infectado y que este se
propagaba en el nuevo hospedador. Finalmente, los experimentos de transmision a primates de otras
enfermedades no relacionadas confirmaron que el agente causal es Unico para las enfermedades
pridnicas. Todas estas evidencias, a pesar de la imposibilidad de aislar el agente patégeno del encéfalo

|ll

de personas afectadas o de cultivos celulares, condujeron a aceptar la hipétesis del “virus lento” como
valida durante algunos afos. Gibbs y Gajdusek propusieron el término de Encefalopatia Viral
Espongiforme Subaguda no solo para la CJD sino también para otras enfermedades priénicas humanas,
como el kuru, y para el scrapie y la Encefalopatia transmisible del Visén (TME) [43, 44]. Unido a la
demostracién de que el agente causal confinado fundamentalmente en el SNC era transmisible,
filtrable y autoreplicativo, y daba lugar a una enfermedad con tiempos de incubacién largos e
inevitablemente mortal, Pattison y colaboradores en 1961 llevaron a cabo otros experimentos

IM

cruciales para apoyar la hipétesis del “virus lento” [45]. Ademds de demostrar la extraordinaria
resistencia del scrapie a formalina, lo que dejaba patente una vez mds la naturaleza atipica de este
patdgeno [46], los experimentos de inoculacién llevados a cabo por estos investigadores demostraron
que el scrapie podia ser transmitido a cabras y a distintas razas de ovejas con distintos grados de
susceptibilidad. Fue la primera vez que se establecid el concepto de barrera de transmisiéon. Ademas,
describieron por primera vez la existencia de diferentes cepas de priones, conocidas como “scratchy”
y “drowsy”, dado que las cabras infectadas con el mismo aislado de scrapie presentaban diferencias
en los tiempos de incubacidn, signos clinicos y perfil de lesiones en el SNC [47]. La existencia de

III

diferentes cepas de priones se interpreté como un apoyo a la teoria del “virus lento”, dado que las
diferentes manifestaciones de la enfermedad se podian atribuir a cambios en el material genético del

virus.
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Otro de los grandes avances fue la transmisidn de aislados de scrapie de cabras [48, 49] y ovejas
[50] a ratones de genotipo silvestre (WT, del inglés, wild-type). Esto permitié demostrar por un lado
gue la transmisidn entre especies taxondmicamente mds alejadas era posible y, por otro lado, permitié
llevar a cabo experimentos de laboratorio a gran escala ya que dio lugar a los primeros modelos de
laboratorio, mas manejables que los pequefios rumiantes u otros modelos naturales de enfermedad.
Todos estos descubrimientos y avances llevaron a la aparicion de todo tipo de teorias para establecer
el origen del escurridizo patégeno: viroides, membranas con capacidad autoreplicativa o elementos
de tipo retrovirus son solo algunas de ellas [12]. Sin embargo, debido a la imposibilidad de aislar al
agente causal y de la ausencia de respuesta inmunitaria del huésped, ninguna de estas teorias pudo
ser demostrada. Esto no frend el avance en el campo de las EET y gracias al uso del ratdn como modelo
experimental se volvieron a dar importantes pasos hacia el descubrimiento del agente causal. Asi pues,

Ill

los adeptos de la hipdtesis del “virus lento” fueron disminuyendo a medida que las pruebas en contra
de esta teoria eran mds numerosas. Los experimentos llevados a cabo por Tikvah Alper y colaboradores
resultaron claves para descartar el posible origen virico. En estos experimentos demostraron que el
agente causal del scrapie era resistente a la radiacidon ultravioleta (UV) y a nucleasas en
concentraciones muy superiores a las cominmente utilizadas para inactivar cualquier acido nucleico
[51, 52]. Ademas, también estimaron que el tamafio del agente causal del scrapie era demasiado
pequefio para tratarse de una particula virica o cualquier otro microorganismo conocido,
estableciendo su peso molecular en menos de 2x10° Da [53]. Los resultados mostrados por Alper
sugerian la existencia de un patégeno capaz de multiplicarse en el nuevo huésped sin necesidad de
estar asociado a ningun acido nucleico. Esto fue rechazado en la época por gran parte de la comunidad
cientifica, ya que contradecia el dogma central de la biologia. No obstante, las investigaciones sobre la
naturaleza del agente causal llevadas a cabo por Alper permitieron a John S. Griffith, un quimico y
biofisico britanico, ser el primero en proponer una teoria que se sustentaba en la posible existencia de
una estructura proteica como agente causal de las EET. Griffith describié las posibles formas que el
potencial agente proteico podria tener para multiplicarse y, todo ello, en el contexto de la biologia
molecular de la época [13]. Se trataba por tanto de la hipdtesis mas cercana a la hipétesis de “solo

proteina”, ampliamente aceptada hoy en dia.

1.3. Hipotesis de “solo proteina”

Durante las siguientes décadas, fueron muchos los investigadores que siguieron los pasos iniciados
por Griffith, lo que llevd a un aumento de las evidencias a favor de la naturaleza proteica del agente
infeccioso. Fue Stanley Prusiner quien en la década de los 80 realizd los experimentos cruciales para la

determinacidn de la naturaleza del agente causal, por lo que recibid el Premio Nobel de Medicina en
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1997. Prusiner sometid tejidos de animales infectados con scrapie a métodos de inactivacién de
proteinas, como el fenol, el hidrocloruro de guanidinio, la urea y detergentes y observé que la
infectividad de las muestras desaparecia [54]. Estos experimentos, junto con los estudios tedricos de
Griffith, le llevaron a acuiar el término “prion” (del inglés Proteinaceous Infectious Particle), para
describir e identificar a esta inusual particula infecciosa causante de las EET y diferenciarlo asi de otros
patdgenos como los virus, bacterias u hongos. Segun Prusiner, la particula infecciosa del scrapie debia
contener un componente proteico para la infectividad, ya que era resistente a la inactivacién especifica
de 4cidos nucleicos, pero no a los métodos de inactivacidn de proteinas [55]. Al mismo tiempo, Bolton
y colaboradores consiguieron aislar grandes cantidades de una proteina que se encontraba en el SNC
de los animales infectados y que formaba parte de la fraccion infecciosa de las muestras. Esta proteina
tenia un tamafio de 27-30 kDa y era resistente a la digestion por proteinasa K (PK) [56]. A inicios de la
misma década, Patricia Merz y colaboradores fueron los primeros en observar estructuras fibrilares
anormales en muestras procedentes de cerebros infectados con scrapie, CJD y kuru mediante el uso
de microscopia electrénica y tincidn negativa, pero las clasificaron erréneamente como virus
filamentosos (Figura 2) [57-59]. Al mismo tiempo, Prusiner y colaboradores fueron también capaces
de observar las mismas estructuras y las denominaron varillas del prion (prion rods en inglés),
proponiendo que pudiera tratarse de estructuras amiloides relacionadas con los agregados presentes
en los encéfalos de pacientes. También relacionaron por primera vez estas estructuras filamentosas
con el agente infeccioso y demostraron que estaban compuestas exclusivamente de lo que ellos
denominaron proteina del prion (PrP, del inglés, Prion Protein), que era parte importante, sino Unica,
del agente causal de las EET [60]. Esta proteina del prion se denomind PrP¥-** debido a su tamafio y se

vinculd directamente con la infectividad.

Tras determinar la naturaleza proteica de la particula infecciosa, la siguiente cuestion que trataba
de dilucidar la comunidad cientifica era determinar el origen o la fuente del agente infeccioso. El grupo
de Prusiner aislé y secuencid la region de la parte amino terminal (N-terminal) de la PrP?-%° en 1984
[61]. Basado en la secuencia N-terminal obtenida por Prusiner, Chesebro consiguié aislar y secuenciar
un RNA mensajero (RNAm) que codificaba la PrP?-3°, Sorprendentemente, este transcrito se
encontraba en encéfalos de animales enfermos y sanos, lo que sugeria que esta proteina podria ser un
constituyente normal del cerebro de ratones y hamsteres [62]. Todo esto llevd a Oesch y colaboradores
a descubrir que la proteina del prion estaba codificada en un gen de copia Unica y que dicha proteina
era parte de una proteina mayor de unos 33-35 kDa [63]. Finalmente, en 1986 el grupo de Charles
Weissmann demostré que el RNAm que codifica la proteina del prion era el producto del gen llamado
PRNP que se expresaba de manera constitutiva en el cerebro de animales sanos, asi como en otros

tipos celulares. Estos estudios demostraron que la PrP?”3°, también conocida como PrP*¢ (isoforma PrP
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scrapie, por su asociacién con el scrapie) y la PrP de 33-35 kDa descubierta en individuos sanos, llamada
PrP¢ (isoforma PrP celular, no asociada a la enfermedad) estaban codificadas en el mismo gen

cromosomico [64].

Figura 2. Imagenes de microscopia electronica de campo oscuro de las fibras de PrP asociadas a las EET.
a) Microfotografia de campo oscuro en la que se pueden observar las varillas del prion formadas por PrP5¢ de un cerebro de
hamster infectado con CJD; b) de un cerebro humano afectado por CJD y c) de un cerebro de ratén infectado con la cepa de
scrapie 139A. Barra de escala de 1000 nm. (Modificado de [58]).

La hipdtesis de “solo proteina” surge de la puesta en comun de todas las evidencias vy
descubrimientos realizados en la década de los 80, cuyo maximo exponente fue Prusiner. Esta
hipdtesis, ampliamente respaldada por la comunidad cientifica hoy en dia, propone que el Unico
componente del agente infeccioso causante de las enfermedades pridnicas es la PrP>, una isoforma
malplegada y patogénica de la PrP¢, que a diferencia de la PrP> presenta un plegamiento nativo no
relacionado con la enfermedad. El mecanismo por el cual se produce la conversién de PrP® a su
isoforma patogénica PrP* sigue siendo desconocido hasta la fecha. Han sido propuestos varios
modelos para explicar dicho mecanismo de conversidn, los cuales seran discutidos en apartados
posteriores. Asi, los primeros estudios indicaron que ambas isoformas estaban codificadas en un
mismo gen y RNAm, por lo que presentaban la misma secuencia aminoacidica. Esto llevd a explicar las
diferencias entre ambas a través de las modificaciones post-traduccionales de la PrP¢ [65, 66]. Sin
embargo, dado que los estudios de las modificaciones covalentes post-traduccionales no revelaron
diferencias entre la PrP¢ y la PrP% [67], se propuso que la PrP¢ actia como molde catalizando la
conversion de la PrP¢ a PrP* mediante un cambio conformacional y que las diferencias entre ambas
isoformas podrian deberse Unicamente a diferencias en su conformacion. Asi, en 1991, Caughey y

colaboradores demostraron mediante el uso de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
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(FTIR, del inglés, Fourier Transformn Infrared Spectroscopy) que la PrP?’3%, |a forma truncada de la
PrP%, estaba compuesta fundamentalmente por laminas-p (47%), lo que era consistente con sus
propiedades amiloidogénicas [68]. Posteriormente, Gasset y colaboradores demostraron que la PrP?”
30 presenta una alta proporcién de ldamina-B (54%) y que la estructura secundaria de esta isoforma se
ve alterada, disminuyendo la cantidad de |ldminas-f3, bajo condiciones que alteran la infectividad del
scrapie. Asi pues, correlacionaron los cambios estructurales secundarios con alteraciones en la
infectividad [69]. Finalmente, en el mismo afio se demostré mediante FTIR que la conversién PrP¢ a
PrP%¢ estd asociada con un aumento de la proporcién de ldminas-B en detrimento de las hélices-a
caracteristicas de la PrP¢, demostrando asi que un cambio conformacional era el responsable de la
conversion de la isoforma celular a la isoforma infecciosa [70]. Este cambio conformacional le conferia
nuevas propiedades bioquimicas a la isoforma infecciosa PrP%, como por ejemplo la insolubilidad en
detergentes no idnicos [71] o la resistencia parcial a la digestién por PK [72]. Esta Ultima propiedad es
de gran importancia dado que permite diferenciar la PrP¢, de 33-35 kDa, de la PrP>, de 27-30 kDa; esta
proteasa digiere aproximadamente los 90 primeros aminoécidos de la PrP%, dando lugar a la formacidn
de un nucleo resistente de 27-30 kDa distinguible de la PrP® mediante electroforesis. Otra
caracteristica importante relacionada con el cambio conformacional es el aumento de la proporcién
de ldminas-B, lo que explicé la tendencia a la agregacién de la isoforma infecciosa en fibras amiloides,
cuya acumulacién genera diferentes tipos de depdsitos en los cerebros de los individuos afectados
[73]. Hasta la fecha, la deteccién de estos agregados formados por PrP*¢ resistente a PK mediante
anticuerpos anti-PrP constituye el Unico marcador patognomodnico para el diagndstico de las
enfermedades pridnicas. Sin embargo, el descubrimiento y descripcién de la VPSPr, la cual se
caracteriza por presentar una isoforma de la PrP* sensible a PK [33], desafia |a utilidad de la PrP> como

marcador inequivoco para el diagndstico de las EET.

Por ultimo, la identificacién de mutaciones asociadas a formas familiares de la enfermedad gracias
al descubrimiento del gen de la PrP supuso otro fuerte respaldo a la hipdtesis de “solo proteina”. La
primera mutacidon que se relaciond con una enfermedad pridnica, en concreto con el GSS, fue la
sustitucidon de una prolina por una leucina en la posicidon 102 de la secuencia de aminodcidos (P102L)
de la PrP humana por parte de Hsiao y colaboradores en 1989 [30]. Desde entonces, se han descrito
mas de 50 mutaciones (inserciones, deleciones, repeticiones y sustituciones) relacionadas con las EET
de origen genético, lo que representa alrededor del 10-15% de todas las enfermedades pridnicas. El

resto de prionopatias son de origen esporadico o adquiridas [74].
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1.4. Confirmacion de la hipétesis de “solo proteina”

Los apoyos y evidencias a favor de la hipdtesis de “solo proteina” no solo surgen después de su
formulacidn. Si echamos la vista atrds, podemos corroborar que desde los afios 20 existen pruebas que
refuerzan esta controvertida hipétesis. Mucho antes del desarrollo de la biologia molecular moderna,
en los anos 20, ya se conocia el componente familiar o hereditario de la CJD [20]. Afios mas tarde, en
la década de los 60 y 70, Dickinson y colaboradores durante sus estudios con diferentes aislados de
scrapie y diferentes cepas de ratones consiguieron aislar un gen que controlaba el periodo de
incubacién en cada ratdon inoculado con una cepa particular de scrapie. A este gen lo denominaron Sinc
(del inglés, Scrapie incubation). En ovejas también fue descubierto este gen y se denomind S/P (del
inglés, Shorter incubation period) [75]. Estos hallazgos iniciaron los experimentos que culminarian en
el desarrollo del concepto de barrera de transmisidn entre especies, introducido por Pattison vy
colaboradores en la década de los 60 con sus experimentos de transmision del scrapie de ovejas a
cabras [76, 77]. La relacion del concepto de barrera de transmisidon con diferencias en la dotacién
genética del huésped y no solo con diferencias en la dotacidén genética del agente infeccioso gracias al
descubrimiento de los genes Sinc y SIP, fue considerada inicialmente como una prueba a favor de que
el agente causal del scrapie contenia material genético. El descubrimiento por parte de Carlson y
Prusiner del locus que contenia el gen de la PrP¢y su estrecha relacién con el locus del gen Sinc volvié
a decantar la balanza a favor de la hipétesis de “solo proteina”. Ellos llamaron Prn-p al locus del gen
de la PrP¢y Prn-i al locus del gen Sinc [78]. Finalmente, Manson y Moore demostraron que los
polimorfismos de Prn-p controlaban los tiempos de incubacién en ratones inoculados con scrapie,

quedando demostrado que en realidad Prn-p y Prn-i eran el mismo gen [79].

1.4.1. Los estudios con modelos animales apoyan la hipétesis de “solo proteina”

Uno de los avances mas importantes en la comprension de la barrera de transmisién entre
especies, asi como en los mecanismos de propagacion y distribucién de los priones por el SNC fue el
desarrollo de modelos murinos transgénicos. Los primeros estudios de transmision de la enfermedad
se llevaron a cabo en ovejas, cabras y primates [14, 77, 80] y probaron la transmisibilidad de las EET,
ademas de proporcionar modelos animales para el estudio de dichas enfermedades. La transmision y
adaptacion del scrapie a ratones WT por parte de Chandler [48] supuso un avance significativo en el
campo de las enfermedades pridnicas, ya que proporciond el primer modelo in vivo apto para la
experimentacion sistematica en laboratorios, facilitando la investigacion de las EET durante las
siguientes décadas. Sin embargo, aun eran necesarios modelos animales que expresasen la PrP¢ de
diferentes especies para lograr una mayor comprension de los fendmenos relacionados con las

enfermedades pridnicas. En 1989, afios mas tarde de la obtencidn del primer ratén transgénico [81],
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se generd el primer modelo murino transgénico en el campo de los priones. DeArmond vy
colaboradores demostraron que el modelo que habian creado expresaba el transgén que codifica la
PrP¢ del hdmster sirio dorado, lo que supuso un hecho sin precedentes para el estudio de los
fendmenos de barrera de transmisién y cepas de priones. Consiguieron por primera vez demostrar
inequivocamente la importancia de la secuencia de aminoéacidos del gen de la PrP¢del huésped para
la susceptibilidad a las cepas de priones, ya que los nuevos ratones transgénicos mostraron los rasgos

caracteristicos de la infeccion por scrapie en hdmsteres [82].

Otro de los grandes respaldos a la hipétesis de “solo proteina” fue la generacién de un ratén que
expresaba el transgén murino equivalente a la mutaciéon P102L asociada al GSS por parte de Hsiao y
colaboradores [83]. Demostraron que solo se requeria una mutacion puntual en el gen PRNP para el
desarrollo de una enfermedad espontanea similar al GSS en humanos. Sin embargo, esta enfermedad
no era transmisible a ratones WT, sino que solo aceleraba la aparicidon de los signos en el mismo
modelo de sobreexpresidon [84]. La generacidon de ratones a los cuales se les habia suprimido la
expresion del gen PRNP (PRNP ) fue de gran ayuda no solo para la validacién de la hipétesis de “solo
proteina”, ya que ademas de demostrar que la proteina pridnica endégena del huésped era necesaria
para la infeccion, sentd las bases para la generacion de modelos murinos transgénicos sin interferencia
con la proteina enddgena del huésped. Estos ratones knock-out (KO) eran resistentes a la infeccidn por
scrapie y no mostraban los signos clinicos de la enfermedad ni acumulacién de PrP>¢ en sus encéfalos
[85], confirmando que la acumulacién de PrP* en el cerebro se debe a la conversién de la PrP¢. Afos
después, la generacién de ratones hemicigotos para el gen de la PRNP (PRNP */), es decir que solo
expresan una copia del gen, demostré que el nivel de expresidon de la PrP¢ estd directamente
relacionado con la tasa de acumulaciéon de PrP* e inversamente relacionado con los tiempos de
incubacién, dado que estos modelos mostraron tiempos de incubacién de la enfermedad mas largos
que los ratones homocigotos (PRNP */*) [86]. Por el contrario, la generacién de modelos murinos que
sobreexpresan el gen de la proteina pridnica mostraban tiempos de incubacion mas cortos lo cual

también supuso un hallazgo a favor de la hipdtesis de “solo proteina” [87, 88].

La generacién de una gran variedad de modelos murinos transgénicos facilité la transmision de
diferentes enfermedades pridnicas asociadas a mutaciones, asi como demostré inequivocamente que
una mutacién puntual en la PrP® es suficiente para la apariciéon de una EET. Entre ellos podemos
destacar el modelo de ratén transgénico que expresa la PrP¢ bovina con una mutacidn asociada al GSS
en humanos [89], el modelo murino transgénico que expresa la PrP® de ratén con mutaciones
asociadas a CJD y GSS [90] y el modelo de ratdn transgénico que expresa la PrP¢ del topillo rojo (Myodes
glareolus), la cual presenta un polimorfismo natural (1091) que favorece su malplegamiento

espontdneo [91].
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1.4.2. Los modelos in vitro generados respaldan la hipétesis de “solo proteina”

A pesar de que se disponia de evidencias cada vez mas sélidas sobre la validez de la hipdtesis
enunciada por Prusiner, todavia existian detractores de la misma. El desarrollo de técnicas in vitro que
mimetizan la enfermedad o ciertos aspectos de la misma, y que analizaremos en profundidad en un
apartado posterior, ayudd a que la hipdtesis de “solo proteina” fuese aceptada por la mayoria de la
comunidad cientifica, ademas de suponer un gran avance en el modelado y estudio de las EET. La
prueba definitiva se establecié con la generacion de priones in vitro a partir de Unicamente PrPCy
después de que estos indujesen una enfermedad priénica en modelos animales WT. La primera técnica
encaminada a este propdsito fue desarrollada por Caughey y colaboradores y se conoce como ensayo
de conversion libre de células (del inglés, cell-free conversion assay). Con esta técnica los autores
demostraron que la PrP% purificada de cerebros de hadmsteres infectados con scrapie inducia la
conversién de la PrP¢ purificada a la isoforma resistente a PK [92]. Esta fue la primera demostracién
mediante el uso de un sistema in vitro de que el malplegamiento de la PrP¢ estaba catalizado
Unicamente por la presencia de PrP%. Sin embargo, esto no fue suficiente para demostrar
fehacientemente la hipdtesis de “solo proteina” ya que se obtuvo un bajo rendimiento y en
condiciones no fisioldgicas, que junto con el exceso de PrP¢ necesario para la conversién dificultd
mucho la evaluacién de la infectividad de la nueva PrP malplegada generada in vitro. En el afio 2001 se
consiguio la conversidon mas eficiente y rapida de una gran cantidad de PrP® mediante al uso de una
cantidad minima de PrP*¢ [93]. Esto supuso los inicios de una de las técnicas in vitro mas extendidas en
el campo de los priones, la amplificacién ciclica de proteinas malplegadas o PMCA (del inglés, Protein
Misfolding Cyclic Amplification). Esta técnica, a través de la aplicacion de ciclos de sonicacion e
incubacidn, consigue la conversidon de grandes cantidades de PrP¢ que es utilizada como sustrato
mediante el uso de cantidades infimas de PrP*, la cual actia como semilla iniciadora de la conversidn.
Este procedimiento mimetiza lo que ocurre en el SNC de los individuos afectados, generando una gran
cantidad de PrP% a partir de PrP¢ in vitro, pero con una cinética acelerada. Los priones obtenidos
mediante PMCA mantienen las mismas caracteristicas bioldgicas, estructurales y bioquimicas que la
semilla de PrP* iniciadora de la conversidn [94]. Este hecho supuso para muchos la confirmacion de la
hipdtesis de “solo proteina” y la demostracién de que los priones pueden propagarse de forma
indefinida a expensas de suficiente PrP¢ y de que la nueva PrP% generada durante el proceso es capaz
de inducir su mismo malplegamiento a la PrP® en un proceso autocatalitico de conversién. No obstante,
el uso de PrP¢ y PrP> proveniente de encéfalos de animales fue el argumento empleado por los
detractores de la hipétesis de “solo proteina”; era necesario demostrar que se podia generar nueva
PrP%¢ utilizando Unicamente proteina pridnica pura, sin ningun otro componente afiadido. Esta

demostracién se realizd en el afio 2004, cuando Legname y colaboradores fueron capaces de obtener
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in vitro fibras amiloides de novo, en ausencia de PrP> como semilla. Para estos experimentos utilizaron
PrP producida en Escherichia coli (E. coli), evitando asi la utilizacién de componentes con origen
encefalico. Tanto las fibras producidas de novo como las generadas utilizando como semilla dichas
fibras fueron infecciosas en modelos animales que sobreexpresaban la PrP¢ de ratén, aunque con
tiempos de incubacién mas largos que los priones provenientes de encéfalos de animales enfermos
[95]. Sin embargo, al igual que ocurrid con la PMCA, los escépticos argumentaron que como estas fibras
generadas de novo eran infectivas Unicamente en ratones que sobreexpresan la proteina pridnicay no
en ratones WT, y dado que los animales con sobrexpresién manifestaban la enfermedad de forma
espontdnea por un exceso de PrP¢ en sus cerebros, las fibras de novo Unicamente estaban acelerando

la aparicidon de la enfermedad espontdnea y no induciendo una enfermedad pridnica.

La demostracion definitiva llegaria con la generacion in vitro de priones de novo que fueran
capaces de infectar a animales de genotipo silvestre. Asi, Makarava y colaboradores en 2010 fueron
capaces de obtener fibras amiloides de novo utilizando PrP de hamster producida en E. coliy utilizando
un sistema de fibrilizacién in vitro diferente al usado por Legname. Estos priones de novo fueron
capaces de infectar hamsteres de genotipo WT, pero fue necesaria una segunda inoculacién en los
mismos animales para hacer patente la enfermedad pridnica [96]. Aun asi, los escépticos con la
hipdtesis de “solo proteina” consideraron también insuficientes estos experimentos. En el mismo afio,
Kim y colaboradores obtuvieron priones utilizando la técnica de PMCA con PrP¢ purificada de E. coli
como sustrato y PrP* de encéfalos, por lo que tampoco se consideré una demostracién
completamente valida [97]. Sin embargo, también en 2010, el grupo de Ma obtuvo mediante PMCA
priones recombinantes de novo sin la adicidon de ningln tipo de PrP%. El sustrato de PMCA solo
contenia PrP de ratén producida en E. Coli, RNA y lipidos como cofactores [98]. Los priones de novo
obtenidos de esta forma mostraron una alta infectividad en ratones WT, aunque la enfermedad que
originaban presentaba caracteristicas ligeramente diferentes a las enfermedades pridnicas conocidas.
De esta forma, al haber obtenido priones infecciosos sin la necesidad de utilizar PrP como semilla u
otros componentes de origen encefélico y al haber inducido estos una enfermedad pridnica en ratones
de genotipo silvestre, la mayoria de la comunidad cientifica catalogd este hito como la demostracién
definitiva de la hipdtesis enunciada por Prusiner en el afio 1982, donde postulaba el caracter

exclusivamente proteico del agente causal de las EET [99].

Todas estas demostraciones han llevado a que la discusién acerca de la naturaleza del agente
infeccioso haya sido zanjada. Uno de los argumentos en contra de la hipdtesis de “solo proteina” era
la existencia de diferentes cepas de priones, cada una de las cuales presentan diferentes tiempos de
incubacién y rasgos histopatoldgicos caracteristicos. En el caso de otras enfermedades infecciosas, la

existencia de serotipos o cepas diferentes se relaciona directamente con cambios en el material

33



genético del agente causal de la enfermedad. Al defender la hipdtesis de “solo proteina” la naturaleza
exclusivamente proteica del agente infeccioso de las EET, los detractores de la misma argumentaban
gue la existencia de cepas de priones no estd en concordancia con lo que postula la hipétesis. Sin
embargo, la ausencia de material genético en la entidad infecciosa responsable de las EET y la
existencia de cepas se podria explicar por variaciones en el estado conformacional de la PrP% que surge
durante el proceso de conversidon autocatalitico [100, 101]. Existen diversos experimentos que
respaldan esta posibilidad: i) la PMCA es capaz de reproducir y mantener las caracteristicas de la PrP>
utilizada como semilla [102], ii) compuestos de diferente naturaleza interaccionan de forma diferencial
con cada cepa debido a las variaciones estructurales [103] o iii) la existencia de diferencias
estructurales entre cepas utilizando técnicas biofisicas [104-106]. El descubrimiento a mediado de los
anos 90 de lo que se conoce hoy en dia como priones de levaduras y de otras proteinas que actdan
mediante mecanismos similares en una gran variedad de organismos, ayudé a reforzar la validez de la
hipotesis de “solo proteina”. En 1994, Wickner y colaboradores describieron dos proteinas fungicas,
Ure2 y Sup35, que actian como elementos de transmision de informacion bioldgica durante la division
celular. Estas dos proteinas forman parte de un grupo mas extenso al que se conoce como priones de
levaduras, ya que mediante un mecanismo aun no del todo descrito, son capaces de adquirir una
conformacién especifica diferente a la nativa e inducir la misma conformacién en otras proteinas del
mismo tipo, transmitiendo asi la informacién. Esta conversién de tipo pridnica, a diferencia de los
priones en humanos, no esta asociada a efectos patogénicos sino que suele formar parte de
mecanismos para modular la actividad metabdlica de las levaduras sin la necesidad de cambios en el
material genético [107]. A partir de estos descubrimientos se han descrito una gran variedad de
proteinas que actlan a través de un mecanismo de tipo pridnico. Por ejemplo, en 2003 se descubrid
la proteina CPEB (del inglés, Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding protein) en Aplysia
californica, una babosa marina. Esta proteina esta relacionada con procesos de traduccién del RNAm
durante procesos de plasticidad sinaptica y formacién de memoria. Su accién la ejerce a través de un
cambio conformacional y la induccién del mismo a proteinas CPEB cercanas [108]. Las proteinas MAVS
(del inglés, Mitochondrial AntiViral Signaling) fueron descritas en 2011 en cultivos celulares de origen
humano y juegan un papel en la respuesta a ataques virales. Su mecanismo de acciéon es similar al de
los priones, actuando mediante un cambio conformacional autocatalitico, lo que parece indicar que
estos mecanismos no son unicos de las EET y no siempre estan relacionadas con enfermedad [109].
Asi, diversos estudios indican hoy en dia que la capacidad inherente de las proteinas para la agregacion
y formacién de amiloides puede constituir una ventaja evolutiva en ciertos organismos y no siempre
estarian relacionadas con procesos patoldgicos, encontrandose estos repartidos por todos los reinos
de la vida. En la actualidad se han descrito secuencias de proteinas que predisponen para la agregaciéon

y formacién de fibras amiloides, surgiendo el concepto de amiloides funcionales, los cuales confieren
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a los organismos que los presentan ciertas funciones biolégicas como las expuestas anteriormente
[110, 111]. Por tanto, la existencia de proteinas cuya funcidon se ejerce a través de mecanismos

similares a los priones supone otro importante apoyo a la hipdtesis de “solo proteina”.

A pesar de los grandes esfuerzos y avances logrados en las uUltimas décadas en el campo de las
enfermedades pridnicas y la demostracion definitiva de la hipdtesis de “solo proteina”, ain quedan
muchos aspectos de la enfermedad por resolver para lograr una comprensién profunda y completa de
la misma. Algunos de los aspectos mds importantes que estdn siendo objeto de intensas
investigaciones son por ejemplo la determinacién del mecanismo molecular de conversién subyacente
a todas las EET, la determinacidn de la estructura tridimensional de la PrP*, el estudio de la posible
implicacidn de cofactores que participen en la conversién de PrP¢ a PrP*, asi como comprender los

fendmenos de cepas de priones y barrera de transmisidn entre especies.

2. Biologia de los priones

2.1. Elgen PRNP

El gen que codifica la proteina del prion fue descubierto y clonado a finales de la década de los 80,
quedando demostrado que tanto la PrP® como la PrP> estdn codificadas en el mismo gen [64]. Este
gen, denominado PRNP, es un gen de copia Unica y su marco de lectura abierto (ORF, del inglés Open
Reading Frame) esta contenido en un solo exdn en todas las especies de mamiferos y aves en las que
se ha estudiado. Sin embargo, el gen contiene uno o dos exones mds, segln la especie, en los que se
encuentran regiones no codificantes que incluyen el promotor y los sitios de terminacién. Este gen se
localiza en el brazo corto del cromosoma 20 en humanos o en la regién homdloga del cromosoma 3
en ratones. El gen PRNP se encuentra altamente conservado dentro de los mamiferos, lo que sugiere
que algunas de las funciones de la PrP¢ son importantes [112]. Ademas, se han descrito homélogos en
otros vertebrados que varian del gen PRNP en términos de secuencia pero que presentan motivos
estructurales similares, como es el caso del pollo (Gallus gallus), tortuga (Trachemys scripta) y rana
(Xenopus laevis), cuya similitud de secuencia con las PrP de mamifero es aproximadamente del 30%

[113].

El gen PRNP se expresa de forma constitutiva y ubicua en todo el organismo, presentando
caracteristicas comunes a los genes constitutivos o housekeeping, como por ejemplo una regidn rica
en guaninas (G) y citocinas (C) que constituyen una caja GC, que se trata de un sitio de unidn candnico
para los factores de transcripcion humanos Sp1, AP-1 y AP-2, entre otros muchos, los cuales controlan
la expresidn génica en diversos tejidos. Los factores de transcripciones relacionados con el gen PRNP

permiten modular ademas la expresidn de la PrP® ante situaciones determinadas, como por ejemplo
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la sefalizacidon por factores de crecimiento o por elementos de estrés, como el estrés oxidativo o estrés
genotoxico [114]. Este gen se expresa desde etapas tempranas de la embriogénesis en la mayoria de
los tejidos, alcanzando su expresion maxima en los tejidos neuronales, como son el cerebro, cerebelo
e hipotdlamo durante la etapa adulta. Se ha detectado expresién de PrP® en corazén, musculo
esquelético, intestinos, Utero y testiculos, ademds de células del sistema inmunitario, en células madre

hematopoyéticas y compartimentos linfoides y mieloides [115].

2.2. Prp¢

La PrPCes una glicoproteina de unién a membrana que se sintetiza inicialmente como una proteina
precursora de aproximadamente 250 aminoacidos segun la especie que se considere. Esta proteina
precursora presenta en su extremo amino terminal (N-terminal) un péptido sefial de 22 aminoacidos
[67] que es reconocido por el reticulo endoplasmatico rugoso (RER) para ser translocado
cotraduccionalmente hacia el lumen, gracias a la accién de una translocasa. Asi, la traduccién comienza
con la sintesis de este péptido sefial y seguidamente la translocasa lo orienta hacia el interior del RER
para continuar con la traduccidn e iniciar el procesamiento de la proteina. Este procesamiento implica
la eliminacion del péptido sefial del extremo N-terminal, la formacidn de un puente disulfuro entre dos
residuos de cisteinas (cisteinas 179 y 214 en humanos) esencial para su estabilidad y la glicosilacion de
hasta dos asparaginas (asparaginas 181 y 197 en humanos) [116]. El final del proceso de traduccion
consiste en la adicidn de una molécula de glicosilfosfatidilinositol (GPI) al extremo carboxi terminal (C-
terminal) de la proteina que sirve como anclaje a la membrana plasmatica [117]. Es un proceso comun
en las células eucariotas, donde el 10-20% de proteinas de membrana presentan este tipo de anclaje.
Consiste en la eliminacion de un péptido sefial hidrofébico de 22-23 aminoacidos del extremo C-
terminal y la unién de un GPI preformado, mediante un proceso complejo y poco conocido hasta la
fecha, en el que estdn implicadas mas de 20 enzimas. La unién de GPIl-proteina se da a través de una
reaccién de transamidacidn catalizada por una transamidasa multimérica en el que quedan unidas la
proteina y el GPI y se elimina el péptido sefial del extremo C-terminal. El GPI de la PrP¢ presenta una
estructura comun a los GPI de las demds proteinas de membrana, formado por una etanolamina
fosfato unida al carboxilo terminal de la proteina mediante un enlace amida, un nucleo glicano
altamente conservado de tres residuos de manosa, glucosamina, un grupo fosfatidilinositol y colas
fosfolipidicas que anclan el GPl a la membrana (Figura 3) [118]. Sin embargo, desde la caracterizacion
inicial del GPI de la PrP¢ se sabe que este estd al menos parcialmente sializado [119], una caracteristica
poco comun de los GPI, siendo la PrP¢ una de las 3 proteinas de membrana que presentan &cido sialico
en su estructura. Estudios recientes parecen indicar que la presencia de acido sidlico afecta a la

localizacién y funcién de la PrP¢ [120, 121] y que el nivel de sializacién de la PrP¢ de mamiferos es
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dependiente del huésped, tejido y tipo celular considerado [122]. Finalmente, la PrP® madura es
transportada a la membrana plasmatica a través del aparato de Golgi y se localiza fundamentalmente
en balsas lipidicas, que son microdominios dindmicos ricos en colesterol y esfingolipidos, quedando
orientada hacia el compartimento extracelular [123]. La PrP¢ puede sufrir procesos de endocitosis
mediante mecanismos dependientes e independientes de clatrina, por lo que se encuentra sometida

a proceso de reciclado y degradacién constitutivos [124, 125].

Tras la traduccidon y procesamiento de la PrPS, la eliminacion de ambos péptidos sefiales tiene
como resultado una proteina madura de aproximadamente 210 aminodcidos (208 aminoacidos en
humanos: aminoacidos 23-230 de la proteina precursora) y un peso molecular alrededor de 26-37 kDa
segln el estado de glicosilacién que presente. La PrP¢ se compone de dos dominios estructuralmente
diferenciados de aproximadamente el mismo tamafio; un dominio N-terminal desestructurado y una
region globular C-terminal [114]. El extremo N-terminal de la proteina madura se extiende desde el
aminodcido 23 al 124 en humanos y se trata de un dominio desestructurado y flexible segin los datos
obtenidos por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) [126, 127]. Estd compuesto por dos pequefas
regiones cargadas positivamente (CC, del inglés Charged Cluster) denominadas CC1 (aminoacidos 23-
27) y CC2 (aminoacidos 95-110), implicadas en procesos de endocitosis durante el trafico intracelular
[128]. Ambas regiones polibasicas se encuentran flanqueando una regién denominada zona de octa
repeticiones (OR, del inglés Octapeptide Repeats). Esta region de OR se caracteriza por estar
compuesta por 4,5, 6 o 7 repeticiones, variando en nimero segun la especie, de una secuencia variable
de 8 aminodcidos (siendo la secuencia PHGGGWGQ una de las mas habituales) y estd altamente
conservada en todos los mamiferos [129, 130]. Muchas investigaciones se han centrado en la zona de
OR, ya que ademas de existir evidencias que le otorgan un papel importante en la funcidn fisioldgica
de la PrPS, se han descrito formas genéticas de las EET asociadas a expansiones o deleciones de las OR,
denominada OPRI (del inglés Octapeptide Repeat Insertions) y OPRD (del inglés Octapeptide Repeat
Deletions), respectivamente [74]. Una de las funciones mas importantes relacionados con las
propiedades de la zona de OR es su capacidad de unir cationes bivalentes, destacando entre ellos el
Cu?*y el Zn?* [131-133]. Ademds, también se ha demostrado que esta zona de OR tiene tendencia a la
agregacion [130] y por tanto podria jugar un papel importante en la patologia. En presencia de Cu?* las
OR tienen la capacidad de interaccionar con el heparan sulfato [134] y diversos estudios han
demostrado que la agregacién proteica puede estar catalizada, acelerada o potenciada por moléculas
polianidnicas, como los glicosaminoglucanos, entre los que se encuentra el heparan sulfato [135]. A
continuacién, conectando el dominio desestructurado N-terminal y la regién globular C-terminal hay

una region hidrofébica conocida como HC (del inglés, Hydrofobic Core).
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El dominio globular de la proteina se localiza en la zona C-terminal y se trata de una regidén con un
alto grado de conservacién estructural entre mamiferos. A pesar de la baja identidad de secuencia
entre mamiferos y otros vertebrados, de tan solo el 30%, los motivos estructurales principales se
encuentran altamente conservados entre ellos. Este dominio globular se encuentra formado por tres
hélices-a y dos pequefias regiones de hoja-P antiparalelas, que flanquean la primera de las hélices-a.
Las otras dos hélices-a se encuentran a continuacién de la segunda hoja-B [113]. En este dominio
globular existen ademds pequefios giros que conectan motivos estructurales secundarios. De especial
importancia es el giro B2-a2, el cual conecta la hoja-B nimero 2 con la hélice-a nimero 2, ya que
existen evidencias directas de su posible implicacidon en la aparicién de las EET y el fendmeno de
barrera de especie [136, 137]. Este giro, que se extiende desde el aminoacido 165 hasta el 175 en
humanos, es una zona de alta diversidad estructural y polimérfica, el cual segin su secuencia primaria
puede formar un giro rigido (RL, del inglés Rigid Loop) bien definido o puede ser estructuralmente
desordenado, lo que lo convierte en una regidn critica de la PrP¢ con un rol importante en la aparicidn
y desarrollo de las enfermedades pridnicas [138]. En el dominio globular se localizan los dos residuos
de cisteinas (aminoacidos 179 y 214 en humanos) implicados en la formacidn de un puente disulfuro,
esencial para la estabilidad de la proteina, y los dos residuos de asparagina (aminodcidos 181y 097 en
humanos) susceptibles de ser N-glicosilados. La adicion de N-glicanos en estos dos residuos da lugar a
la formacién de PrP¢ diglicosilada, monoglicosilada y no glicosilada. El estado de glicosilacién de la PrP¢
y la proporcién de las tres formas varia entre las diferentes especies y sirve para la distincion y
caracterizacion de la PrPC. Sin embargo, a dia de hoy no se conoce la implicacién de los N-glicanos en
la funcidén de la PrP® ni en el mecanismo de conversidon de la PrP¢ a PrP%, asi como en otras
caracteristicas bioldgicas de los priones [7]. Cabe destacar que la mayoria de las mutaciones
responsables de las EET familiares se localizan en el dominio globular, aunque existen mutaciones en
la regidn N-terminal y en la secuencia peptidica del GPl asociadas a formas familiares atipicas de estas

enfermedades [74].

Como hemos mencionado anteriormente, una de las caracteristicas resefiables de la PrP¢ es su
anclaje amembrana a través de un GPI, el cual se une ala serina en posicién 231 (en humanos) durante
el proceso de traduccién y maduracidn. El hecho de que las proteinas de unién a membrana mediante
anclaje de GPI estén implicadas en una gran variedad de funciones fisioldgicas no arroja luz sobre las
posibles funciones de la PrP¢ [118]. Sin embargo, su implicacidn en el desarrollo de la enfermedad ha
sido demostrada en numerosas ocasiones. En primer lugar, se ha observado que la localizaciéon de la
PrPC en balsas lipidicas gracias al GPI es importante para la conversién pridnica, ya que la perturbacion
de estos microdominios mediante el uso de compuestos, como por ejemplo la Anfotericina B que

secuestra colesterol, reduce o inhibe la formacién de PrP*¢ [139]. Por otro lado, la expresién de PrP¢
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con mutaciones que la dirigen a regiones de la membrana diferentes a balsas lipidicas también reduce
la conversidn de PrP¢ a PrP> [140]. Sin embargo, la generacién de un modelo transgénico de ratén que
expresaba la PrP¢ sin GPI demostré que la conversidn de PrP® a PrP* tiene lugar aunque la PrPS, por
ausencia del GPI, no se localice en las balsas lipidicas de la membrana plasmatica. Los ratones
infectados con priones murinos mostraron un retraso en la aparicién de los sintomas, junto con
alteraciones en las manifestaciones neuropatoldgicas y clinicas. Cabe destacar que desarrollaban
placas amiloides compuestas por PrP%, pero mostraban una marcada reduccién de la espongiosis, lo
que se relaciond con una disminucién de la neurotoxicidad [141]. Es importante diferenciar dos
eventos independientes existentes en las enfermedades pridnicas: la conversiéon de PrP¢ a PrP%,
llamada propagacion, y la neurotoxicidad [142]. Los datos obtenidos por Chesebro y colaboradores
parecen indicar que el papel del GPl es importante para el desarrollo y mantenimiento de Ia
neurotoxicidad y no para la propagacién de los priones propiamente dicha. En la misma direccion
apuntan los experimentos llevados a cabo por Lewis y colaboradores, que mediante la eliminacién
guimica del GPI de priones preformados demostraron que su ausencia no disminuye la infectividad de
estos priones al ser inoculados en modelos que si expresan la PrP¢ anclada a membrana por GPI [143].
Por tanto, en conjunto, todos estos hallazgos sugieren que el GPl no tiene un papel clave en la
capacidad de inducir el malplegamiento de la PrP<, pero si en los efectos neurotdxicos derivados de

dicho malplegamiento.
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Figura 3. Representacion esquematica de la PrP¢ y estructura tridimensional de la PrP¢ resuelta por RMN.
a) Representacién esquematica de los diferentes dominios de la PrPC. Los nimeros hacen referencia a la posicion del
aminodcido. En el dominio N-terminal existe un péptido sefial que dirige a la PrPC hacia la membrana plasmatica hasta la
posicidn 23y es eliminada durante el procesamiento. Flanqueando a la zona de octarepeticiones (OR) se localizan las regiones
cargadas positivamente CC1y CC2, a la cual le sigue la zona rica en aminoacidos con caracter hidrofébico (HC). En el dominio
globular aparecen las dos regiones estructuradas en forma de hojas-f antiparalelas y las tres regiones estructuradas en forma
de hélices-a. Dentro de la zona globular también aparecen esquematizados el puente disulfuro entre las posiciones 179 y
214, las asparaginas en las que se apoyan los glicanos, con su posicidn escrita entre paréntesis y el anclaje a GPI en el
aminoacido 231. Por ultimo, se encuentra una regién de 19 aminoacidos que codifica el anclaje a GPl. OR: Regidn de
octarepeticiones. HC: Region hidrofébica. 1y B2: Regiones estructuradas en hoja- 1y 2. al, a2 y a3: Regiones estructuradas
en hélice-a 1, 2 y 3. CHOH: Grupo carboxilo de las asparaginas 181 y 197 a los cuales se unen los glicanos. GPI: Anclaje de
Glicofosfatidilinositol a la membrana plasmatica. b) Estructura tridimensional de la PrP¢ obtenida mediante RMN. Se puede
diferenciar la regién N-terminal no estructurada y flexible de la region C-terminal globular y estructurada. Las regiones en
hoja-B aparecen de color verde y las regiones en hélice-a aparecen de color rosa. (Imagen b modificada de [114]).

A pesar de la gran cantidad de conocimiento generado durante las ultimas décadas en relacién a
la biosintesis, estructura e implicacidn en la patologia de la PrP¢, las funciones fisioldgicas que
desempena o regula siguen siendo desconocidas hoy en dia. Su amplia distribucién en practicamente
todos los tejidos del organismo y su alto grado de conservacion entre mamiferos y gran parte de
vertebrados hacen presuponer que esta proteina desempeiia una funcién esencial. Sin embargo, las
primeras caracterizaciones de los modelos animales KO para la PrP¢ (PRNP 7*) no mostraron ninguin
fenotipo anormal, excepto la resistencia a la infeccidn por priones y alteraciones sutiles del
comportamiento en edades avanzadas. Esto parece descartar una funcion fisiolégica relevante o bien
indica que su funcion es redundante o esta compensada por otras proteinas [144]. Ademas de este
hecho, existen estudios que indican la necesidad de una PrP¢ funcional para la patofisiologia de la
enfermedad, como los estudios de Chesebro y colaboradores mencionados anteriormente [145]. En
esta misma linea se encuentra el experimento donde se implanta en el encéfalo de animales PRNP -
un injerto de tejido que expresa PrP¢y solo este injerto se ve afectado por la neurotoxicidad, a pesar
de que los niveles de PrP> eran homogéneos en todo el SNC de los animales [146]. Estos estudios

parecen indicar que al menos una de las funciones de la PrP¢ es la de mediar la neurotoxicidad en las
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EET, como se ha visto que también ocurre en la enfermedad de Alzheimer, donde su interaccion con
el péptido AB parece mediar efectos neurotdxicos. El péptido AB forma agregados amiloides de un
modo similar a la PrP>°y esta directamente relacionado con la enfermedad de Alzheimer. Asi, el modelo
celular N2a PRNP - ha demostrado ser mds resistente a la muerte neuronal provocada por las fibras
amiloides del péptido AB. Ademds, en cultivos celulares que si expresaban el gen PRNP, la adicidn de
PrP recombinante provocaba la unidn de las fibras a dicha proteina recombinante evitando la
interaccién con la PrP¢ enddgena del cultivo, lo que redujo la muerte celular [147]. Una relacidn similar
se obtuvo con las fibras de a-sinucleina, implicadas en la enfermedad de Parkinson, y la PrP¢[148] Aun
con todos estos resultados, parece poco probable que una proteina tan conservada a lo largo de la
evolucidn en diferentes grupos animales presente como Unica funcion mediar la neurotoxicidad de
una patologia. Desenmascarar la o las funciones fisioldgicas de esta proteina no relacionadas con la
enfermedad es de vital importancia para alcanzar una mayor comprensién de los mecanismos de
neurotoxicidad de las EET y otras enfermedades neurodegenerativas, asi como para disefiar nuevas

estrategias terapéuticas.

Gracias a la generacidon de nuevos sistemas, técnicas y modelos, los cuales se unen a las
aproximaciones tradicionales en el estudio de las EET, se ha obtenido un extenso repertorio de posibles
funciones fisioldgicas para la PrP¢. Los estudios en otros modelos como son el pez cebra (Danio rerio)
o la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) también estan ayudando a dilucidar alguna de las
posibles funciones de la PrPC. Asi, se ha sugerido que podria estar implicada en la transmisién y
plasticidad sindptica, en la formacién de memoria, en la estabilizacion del suefio y el ritmo circadiano,
en la excitabilidad neuronal, en la adhesion celular, en neuroproteccion, en la actividad y regulacién
de canales idnicos, en el metabolismo del cobre, hierro y zinc y en el mantenimiento de la mielina
periférica, entre muchas otras [144, 149]. Hay que tener en cuenta que muchas de estas funciones han
sido identificadas en modelos muy concretos y que existen estudios contradictorios entre si, por lo que
es necesario validarlas para determinar las funciones en las que se encuentra implicada con seguridad.
Sin embargo, hay ciertas funciones que cuentan con claras evidencias a su favor, como es el caso de la
relacién directa de la PrP¢ con la cascada en la que se encuentra implicada la proteina Notch. Esta
cascada de sefalizacidn estd relacionada con la formacion y desarrollo del tubo neural y se ha
demostrado que animales que no expresan la PrP¢ presentan alteraciones en la expresiéon de Notch a
lo largo de su desarrollo [150]. Otra de las funciones que cuenta con claras evidencias a su favor es su
participacién en el mantenimiento de la integridad de la mielina periférica por parte de las células de
Schwann. Tras la ablacién del gen PRNP en distintas cepas de ratones, se observo el desarrollo de una
polineuropatia desmielinizante crénica, indicando que la expresién de una PrP¢ funcional en neuronas

es requisito indispensable para la conservacion de la mielina [151, 152].
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2.3. Mecanismos de conversion

Uno de los eventos mas importantes dentro de los fendmenos implicados en las EET es el
mecanismo de conversién de PrP¢ a PrP* y, sin embargo, al igual que otros muchos aspectos de la
patologia, sigue siendo desconocido. Independientemente de la dilucidacion de las funciones
fisioldgicas de la PrPS, de la estructura de la PrP> y de las propiedades neuropatoldgicas de los priones,
el evento central de la enfermedad es la conversidn autocatalitica y sostenida de la PrP¢ a PrP* de
acuerdo con la hipdtesis de “solo proteina”. Lograr un profundo conocimiento y comprensién de este
mecanismo molecular se ha convertido en uno de los grandes retos dentro del campo de los priones.
Se han propuesto principalmente dos mecanismos (vide infra) para explicar el evento de conversiony
desde la formulacién de ambos, se han conseguido pocos avances hasta la fecha; en gran parte porque

la estructura terciaria y cuaternaria de la PrP* siguen sin resolverse [114].

Segun la hipdtesis de “solo proteina”, la PrP¢ enddgena sufre un cambio conformacional que la
transforma en PrP*y esto puede ser debido a la presencia de mutaciones asociadas a formas genéticas
de la enfermedad, por mutaciones somdticas que desestabilizan la PrP® y aumentan su tendencia al
malplegamiento, por un fendmeno espontaneo de malplegamiento en ausencia de mutaciones que
ocurre con muy baja frecuencia o por la presencia de PrP* exdgena como ocurre en el caso de las
formas adquiridas de la enfermedad. La PrP*¢ generada es capaz de inducir el malplegamiento de mas
moléculas de PrP<, lo que provoca un aumento de la isoforma patogénica. Este proceso de propagacion
autocatalitico es el responsable de la acumulacion de PrP> en forma de agregados que en ocasiones
derivan a fibras amiloides, que a su vez se pueden organizar en forma de placas en el encéfalo de los
individuos afectados [7]. Existen diferencias tanto estructurales como bioquimicas que permiten
diferenciar entre PrP¢y PrP*. En primer lugar, encontramos diferencias en la estructura secundaria de
ambas. Asi, la PrP¢ estd formada por aproximadamente un 40% de hélice-a y un 3% de hoja-B, siendo
el resto zonas desestructuradas o giros como se ha explicado anteriormente. Por el contrario, la
estructura secundaria de la PrP* presenta una ausencia total de hélice-a y aproximadamente un 75%
de hoja-B, siendo el resto zonas desestructuradas o giros [153]. En segundo lugar, otras caracteristicas
que diferencian la PrP> de la PrP¢ es su insolubilidad en detergentes no iénicos [71] y su resistencia
parcial a la digestion por PK [72], ambas normalmente utilizadas para la diferenciacién, identificacidon
y purificacion de la PrP*. Tras el tratamiento con PK de la PrP* se forma un nlcleo de
aproximadamente 27-30 kDa como consecuencia de la eliminacién de los primeros 90 aminoacidos
(aproximadamente) dependiendo de la especie y cepa de prion [154]. Silveira y colaboradores
desagregaron parcialmente muestras de PrP* y las fraccionaron de acuerdo al tamafio de las
particulas, las cuales posteriormente inocularon en hamsteres, demostrando que las particulas mas

infecciosas eran las que presentaban un peso molecular de 300-600 kDa, que se corresponden con
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oligdmeros formados por 14-24 moléculas de PrP* [155]. Este experimento indica que posiblemente
los oligdmeros son las entidades infecciosas e iniciadoras de las EET y no los grandes agregados
amiloides, los cuales podrian constituir un mecanismo de proteccidn frente a los oligdmeros de PrP>
téxicos ya que los secuestraria en forma de placas amiloides [7]. El papel téxico de los oligdmeros en
lugar de los grandes agregados amiloides, que muchos investigadores consideran protectores, también
ha sido sugerido en otras enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer [156-

158].

Otra de las cuestiones a resolver relacionadas con el mecanismo de conversién pridnica es
determinar en qué compartimento celular o extracelular tiene lugar. Al tratarse de una proteina
anclada a membrana mediante GPI, se cree que el proceso de conversién tiene lugar en las balsas
lipidicas, donde la PrP® y la PrP* interaccionarian. No obstante, también se han obtenido evidencias
de que la conversidn puede tener lugar intracelularmente en vesiculas endosomales [66]. La obtencién
de resultados dispares sugiere que la conversidon puede ocurrir en diferentes localizaciones e implicar
diferentes rutas [159]. Ademas, los esfuerzos también se han centrado en determinar si existe una
interaccién directa o no entre la PrP® y la PrP% vy, si es asi, en caracterizarla para determinar su
importancia en el mecanismo de conversion. En este sentido, el estudio realizado con modelos
animales por parte de Meier y colaboradores, donde expresaron una PrP¢ soluble dimérica [160], asi
como aquel realizado por el grupo de Prusiner, donde se expresé la PrP¢ de ratén y de hamster en un
mismo modelo animal [161], mostraron evidencias de que la conversidn de PrP¢ a PrP* se da a través
de la formacién de un complejo PrPS/PrP%, Sin embargo, la existencia de este complejo nunca se ha
podido demostrar definitivamente y no esta claro si en el proceso de conversién pueden participar
otros componentes [7]. Del estudio de Prusiner también se determind que la interaccién PrPc-Prp>°
parece estar favorecida cuando las secuencias aminoacidicas de ambas isoformas son idénticas, lo que
explicaria el fendmeno de transmisién interespecifica. A pesar de que la PrP¢ se encuentra muy
conservada, existen diferencias en la secuencia de aminoacidos de cada especie, lo que se traduce en
una dificultad para malplegar una PrP¢ con una estructura primaria no idéntica a la PrP> que hace de
semilla, surgiendo una barrera entre dichas especies para la conversion. Este hecho se confirmé
mediante un estudio in vitro donde se utilizaron PrP de hdmster y de ratén. La PrP¢ y PrP* de ambas
especies podian unirse y coagregar, pero con una tasa de conversidon muy baja. Es decir, la diferencia
en las secuencias de aminodcidos es mas importante en el proceso de malplegamiento que en la
formacién del complejo inicial, por lo que se sugirid que podrian darse interacciones moleculares

durante el evento de conversion [162].
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Hoy en dia son dos los modelos que se han propuesto para explicar el mecanismo de conversion
pridnica y que estan actualmente en discusion (Figura 4). Ambos se proponen teniendo en cuenta la

validez de la hipétesis de “solo proteina” y los limitados datos que conocemos sobre dicho mecanismo.
2.3.1. Modelo de conversion inducida por molde

Este modelo fue propuesto por Prusiner y sugiere la existencia de una interaccion directa entre la
PrP¢ y la PrP> donde la isoforma patogénica actia como molde induciendo su mismo tipo de
malplegamiento a la isoforma celular [163] (Figura 4 a). En este modelo la transformacion directa y
espontdnea de PrP¢ a PrP* estd termodindmicamente desfavorecida o en parte impedida debido a la
existencia de una barrera energética entre ambas isoformas. Debido a la existencia de EET de origen
genético y esporddico, este modelo de malplegamiento inducido por molde no explicaria la aparicién
inicial de una PrP* sin la ayuda de fuentes externas. Por tanto, se requiere la adiciéon de un nuevo
estado conformacional denominado PrP”, que no es mas que un estado transitorio intermedio entre
PrP¢y PrP%. Asi, este modelo explica las diferentes formas de la enfermedad segun su etiologia. En el
caso del origen adquirido el estado intermediario transitorio participaria en la formacién de PrP> a
través de la formacion de un heterodimero PrP*-PrP exégeno. Para explicar la enfermedad esporadica
el modelo postula la ocurrencia de un evento molecular muy infrecuente como es la formacién de un
homodimero PrP*-PrP*, que luego evoluciona a homodimero de PrP-PrP*. También postula que
puede deberse a la aparicién espontanea de una mutacidon somatica que conduzca a la formacién de
PrP%¢, de forma que la enfermedad se desarrollaria como en el caso de una EET genética; finalmente,
en el caso de las enfermedades pridnicas genéticas las mutaciones asociadas podrian incrementar la
inestabilidad de la PrP¢ reduciendo la barrera energética y por consiguiente aumentando la
concentraciéon de PrP* y/o podrian estabilizar el homodimero PrP*-PrP", lo que aumentaria la

probabilidad de que dicho homodimero se convierta en PrP% [72].
2.3.2. Modelo de nucleacién-polimerizacion

Este modelo fue propuesto por Jarret y Lansbury y en él se propone que la PrP¢y PrP%¢ coexisten
en un equilibrio termodinamico reversible en solucién que en condiciones fisioldgicas se encuentra
desplazado hacia la PrPS, siendo esta la forma predominante (Figura 4 b). Debido a la inestabilidad de
la PrP monomérica esta tiende a formar agregados mds estables, desplazando el equilibrio
termodindmico hacia la formacién de PrP% conforme se van sumando al nucleo de agregacién
unidades de esta y formando agregados de mayor tamafo [164]. Se trata de un modelo en el que el
inductor de la conversién de la PrP¢ seria un agregado altamente ordenado de moléculas de PrP*, El
proceso se dividiria en dos fases: una primera fase de latencia en el que se va formando un nucleo o

semilla inicial de forma muy lenta. Seguidamente, existiria una segunda fase de crecimiento
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exponencial del polimero en el que nuevas PrP% monoméricas son reclutadas por el nicleo en
expansion, lo que llevaria a la formacion de agregados de tipo amiloide y a la estabilizacién de la
semilla. La fragmentacién del nucleo a medida que crece de tamafio genera nuevos nucleos que a su
vez pueden reclutar mas PrP%, favoreciendo la propagacion del agente que cada vez ocurre de forma
mas rdpida. De ser cierto, la existencia en condiciones fisioldgicas de cantidades minimas y transitorias
de PrP> monomérica debido al equilibrio termodindmico existente y a su distribucién por todo el
organismo debido a la ubicuidad de la PrP¢, hacen que la PrP5 monomérica u oligomérica no pueda
ser considerada la entidad infecciosa. El material infeccioso serian los agregados de PrP* altamente
ordenados y considera que los mondmeros de PrP son tdxicos, pero tienen una alta tendencia a
incorporarse a los nucleos de polimerizacidn nacientes [7]. Este modelo hipotético explicaria las
diferentes formas de la enfermedad de la siguiente forma: en el caso de la etiologia adquirida la
entrada de agregados de PrP*¢ exdgenos al organismo actuaria como nucleos o semillas iniciadores de
la propagacion. En el caso de las EET esporadicas, la formacidn de los primeros nucleos seria un proceso
lento e infrecuente, que se veria acelerado por la presencia de mutaciones que aumentan la tendencia

de la PrP® al malplegamiento en el caso de las EET hereditarias.

A dia de hoy ninguno de los modelos anteriores ha podido ser confirmado o descartado
experimentalmente, debido a que existen pruebas a favor y en contra de ambos. Con respecto al
modelo de conversidn inducida por molde, la denominada proteina X, un componente esencial en la
reaccion que catalizaria la formacién del heterodimero PrP®-PrP”, alin no ha sido identificaday, aunque
inicialmente se pensd que era un componente proteico, podria ser parte del agente infeccioso o bien
ser un componente celular que facilite la conversion, pero no formar parte del agente [165]. Por tanto,
la deteccién e identificacidn de este factor seria clave para respaldar este modelo de conversion. No
obstante, la generacion de priones in vitro usando componentes minimos y altamente purificados (PrP
recombinante, RNAm vy lipidos) sugiere que el factor X podria no ser un componente proteico
especifico, sino que podria tratarse de un componente celular abundante que sin ser parte del agente
infeccioso podria actuar como cofactor ayudando a catalizar el proceso [166]. Existen otros indicios
que apoyan el modelo de conversion inducida por molde, como es la demostracion in vitro de la
existencia de un estado conformacional intermedio entre la PrP¢y la PrP%, que corresponderia con la
PrP* [167]. De igual forma existen evidencias que apoyan al modelo de nucleacién-polimerizacién.
Entre ellas destacan los modelos matemdticos [168] y los datos obtenidos a través de ensayos de
conversion libre de células, que demuestran que los oligdmeros compuestos por menos de seis
unidades de PrP% no son infecciosos en hamster sirio, por lo que refuta la idea de que los dimeros de
PrP% que postula el modelo de conversién inducida por molde son los responsables de propagar la

enfermedad [155]. Sin embargo, en contra del modelo de nucleacidn-polimerizacién estan los datos
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gue parecen confirmar que, en otras enfermedades, como la enfermedad de Alzheimer u otras
amiloidosis, los grandes agregados son relativamente inertes y no tan responsables de la propagacién
de la patologia como lo serian los agregados mds pequeiios. Estos grandes agregados altamente
ordenados tendrian un rol protector frente a los oligdmeros tdxicos mas que inducir o mediar en la
neurotoxicidad per se. Por tanto, todo parece apuntar a que son los pequefios agregados de PrP, mas
que los dimeros o grandes agregados de la misma, los responsables de catalizar la conversién de la

PrP¢a PrP* [165].
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Figura 4. Representacion esquematica de los modelos de conversion de priones. a) Modelo de conversién inducida por
molde. b) Modelo de nucleacién-polimerizacion. (Modificado de [7]).

2.4, Prpse

Uno de los mayores obstdculos para el avance en el conocimiento de los mecanismos y fendmenos
implicados en las proteinopatias, donde las proteinas implicadas en la patologia adoptan una
conformacion estructural andmala, es la falta de informacidn sobre la estructura atémica de dichas
proteinas malplegadas y/o los agregados que forman [169]. Esto es lo que ocurre en las EET, donde en
contraposicién con la PrPS, la estructura tridimensional de la PrP*¢ adn no ha sido descifrada. Conocer
la estructura del agente infeccioso es una condicién indispensable para comprender los mecanismos
de propagacidn, la neurotoxicidad y las bases moleculares que definen la barrera de transmisién
interespecies y la existencia de diferentes cepas pridnicas, asi como para disefiar nuevas
aproximaciones terapéuticas [170]. Sin embargo, a pesar de los grandes esfuerzos que se han llevado
a cabo para lograr este objetivo, han sido varios los obstaculos que han imposibilitado la resolucién de
su estructura hasta ahora. Uno de los principales es la composicién de la PrP%¢, formada por polimeros
de diferentes tamafios en equilibrio dindmico, lo que dificulta la resolucién estructural de la unidad
basica de PrP* [155]. La hidrofobicidad de los agregados de PrP%¢, insolubles en agua, también
representa un gran impedimento para su estudio ya que, en las condiciones requeridas para la mayoria
de las técnicas estructurales, la PrP* forma agregados no cristalinos. Estos agregados pueden

solubilizarse en detergentes, pero su infectividad se ve comprometida, por lo que los datos que se
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obtienen podrian no corresponderse con la estructura infectiva real [171]. Ademas, la purificacién de
PrP%¢ a partir de muestras encefélicas es compleja como consecuencia de la co-purificacién de otras
proteinas, lipidos y acidos nucleicos [172]. Otra de las dificultades importantes a la hora determinar la
estructura de la PrP* es el alto peso molecular de los agregados que forma y la heterogeneidad de los
mismos, debido a la presencia de formas diglicosiladas, monoglicosiladas y no glicosiladas de PrPsc.
Esto supone un gran obstaculo para la aplicacién de técnicas biofisicas tales como la Cristalografia de

rayos X o la RMN [173].

No solo las caracteristicas biofisicas inherentes a la PrP* dificultan la resolucién estructural de la
misma. Existen otros obstdculos igual de importantes que dificultan los estudios estructurales y que
estan relacionados con la biologia de los priones. Uno de los principales es la gran variedad de cepas
de priones existentes, asi como la gran variedad de agregados de PrP*¢ asociados a la enfermedad.
Podemos definir las cepas de priones como variantes conformacionales con estructuras
autopropagativas subyacentes diferentes. Ademads, incluso para una misma cepa de priones se han
observado diferentes ultraestructuras y caracteristicas bioquimicas [174]. Cabe preguntarse si las
diferentes cepas pridnicas existentes presentan un nucleo estructural definido y conservado, o mas
bien son el reflejo de variaciones en la organizacidn tridimensional de los monémeros de la PrP>. Por
tanto, esto sugiere que puede no haber una Unica estructura, y por ello, debemos plantearnos como
solventar esta amplia heterogeneidad a la hora de resolver su estructura tridimensional [170]. En este
sentido, las técnicas de propagacidon de priones in vitro actuales pueden ayudar a superar estas

limitaciones, como se explicard en apartados posteriores.

2.4.1. Heterogeneidad de los agregados de PrP recombinantes obtenidos in vitro

La produccién y utilizacidon de PrP recombinante (rec-PrP) purificada a partir de E. coli constituye
una de las herramientas mas importantes dentro del campo de los priones. Desde que en 1997
Waiithrich y colaboradores implementaran un nuevo método para obtener rec-PrP pura y en grandes
cantidades a partir de E. coli [175] su uso ha sido extendido a casi todas las dreas de investigacion de
las EET. Los ejemplos mas claros son su uso para la elucidacién estructural de las isoformas celular y
patogénica, para mejoras en diagndstico y para busqueda de compuestos anti-pridnicos, entre otros
[176]. Sin embargo, a pesar de que se han conseguido obtener priones recombinantes in vitro con
caracteristicas bioquimicas similares a los priones de mamiferos, estos presentan propiedades
bioldgicas dispares cuando se inoculan en animales. Algunos de ellos han resultado ser biolégicamente
inertes y otros altamente infecciosos [177]. Las evidencias de las que disponemos sugieren que esta
heterogeneidad es un reflejo de la amplia heterogeneidad estructural que pueden adoptar los

amiloides en general, asi como un reflejo de la existencia de diferencias conformacionales de las cepas
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pridnicas de origen natural. Ademas, los diferentes sistemas in vitro utilizados para su generacidn
también serian responsables de la variabilidad y amplio espectro conformacional a nivel de estructura
terciaria y cuaternaria que pueden adoptar los priones, y en general los agregados amiloides [101]. Asi,
algunos sistemas usan agentes desnaturalizantes y agentes caotrépicos como la urea o el hidrocloruro
de guanidinio, diferentes temperaturas, modificaciones en el pH, agitacién o sonicacién, entre otras

variables [178, 179].

Las proteinas amiloidogénicas con una misma secuencia polipeptidica pueden agregarse
adoptando diferentes estructuras amiloides, lo que se conoce como polimorfos. Cada polimorfo puede
propagarse mediante un proceso dependiente de nucleacién o siembra, transmitiendo su
conformacioén a otras proteinas. Estos polimorfos amiloides podrian constituir la base molecular de la
existencia de cepas de priones [180]. Ademas, es importante resaltar que muchas de esas proteinas
que agregan formando amiloides pueden no estar relacionadas con enfermedades
neurodegenerativas, e incluso pueden no estar asociadas a ninguna patologia y constituir lo que se
denominan amiloides funcionales [110]. Por tanto, hay que diferenciar entre amiloides y patologia, y
enfermedad pridnica. Es decir, un prion bona fide siempre presenta caracteristicas amiloidogénicas,
pero no cualquier tipo de amiloide constituye un prion. Determinadas PrP™ (denominadas asi por
presentar ciertas propiedades bioquimicas caracteristicas de los priones como la resistencia a
proteasas, pero desconocerse aun si es infecciosa) generadas in vitro comparten ciertas caracteristicas
con los priones bona fide, como su capacidad amiloidogénica y autopropagativa o su resistencia a
proteasas, pero no comparten otras, como por ejemplo sus capacidades infectivas o neurotdxicas. Por
todo ello, durante esta tesis doctoral denominaremos prion bona fide a aquellos priones
(recombinantes u obtenidos a partir de encéfalos) que presentan todas las propiedades fundamentales
de un prion; y PrP™ o agregados/amiloides de PrP, a aquellas entidades obtenidas in vitro que no
necesariamente presentan todas las caracteristicas de los priones bona fide, pudiendo ser por ejemplo
resistentes a la digestién por proteasas pero que no presentan capacidad autopropagativa o no son

infecciosos in vivo.

2.4.2. Modelos estructurales de las fibras de PrP5¢

Desde hace décadas, a pesar de las limitaciones descritas previamente, se han propuesto varios
modelos para la estructura de la PrP%. Muchos de ellos se han descartado por no ser compatibles con
las evidencias que se han ido obteniendo con el avance de las investigaciones. Por el contrario, otros
han sido refinados gracias a los datos obtenidos por medio de diferentes técnicas, al principio de baja
resolucidn, como el dicroismo circular (CD, del inglés Circular Dichroism) o la FTIR, y posteriormente

cada vez con mas capacidad resolutiva, como las técnicas de microscopia electrénica, resonancia
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magnética o las de difraccion de rayos X [173]. Las técnicas de espectroscopia cldsica (CD y FTIR)
muestran que la PrP> presenta una estructura formada principalmente por hoja-p mientras que la PrP¢
es mayoritariamente a-helicoidal [68, 181]. Sin embargo, las primeras interpretaciones de los datos
obtenidos por FTIR hacian pensar que la PrP* conservaba ciertas regiones de hélice-a. No obstante,
estudios posteriores han demostrado que se trataba de una interpretacion errénea de los datos y que
la PrP% estd completamente desprovista de estructura a-helicoidal, presentando aproximadamente
un 50% de su estructura secundaria en hoja-B y el resto formando giros o lazos [182]. La ausencia de
hélice-a en la estructura de la PrP> también ha sido recientemente demostrada por técnicas con mayor
resolucidon estructural como la RMN de estado sdlido [183]. La aplicacién de estas técnicas de
espectroscopia cldsica a diferentes cepas de priones ha servido también para demostrar la existencia
de diferencias en la estructura secundaria de la PrP asociada especificamente a cepas de priones
[184, 185]. Por otro lado, los anélisis de FTIR de PrP* no glicosilada obtenidos gracias a los modelos
murinos que expresan la PrP® sin GPI, indican que la presencia de GPI y glicanos no afectan a la
estructura general de la PrP%¢, ya que no hay diferencias entre la PrP* con GPl y glicosilada de animales

WT y la PrP¢ sin GPI y sin glicosilar [186].

La protedlisis limitada también ha aportado datos estructurales de las fibras de PrP%, dado que
desde su descripcion se conoce que esta es parcialmente resistente a la digestién por PK [56]. Esta
digestidon genera un fragmento truncado de la PrP* de unos 27-30 kDa (PrP?”-*%) como consecuencia
de la digestion de aproximadamente 90 aminoacidos del extremo N-terminal (aproximadamente 12
kDa). El mantenimiento de la capacidad infectiva de esta forma truncada indica que los primeros 90
aminodcidos de la PrP* no son imprescindibles para la conversidn y propagacién de la misma [187].
Ademas, la protedlisis limitada también ha sido utilizada para diferenciar y caracterizar diferentes
cepas, debido a que cada una de ellas puede mostrar una resistencia diferencial a la protedlisis con
zonas de corte especificas. Esto sugiere que el plegamiento y ultraestructura de cada cepa varia
ligeramente [188]. Otra de las técnicas que ha ayudado a una mayor comprension de la estructura es
el mapeo de epitopos mediante anticuerpos monoclonales, la cual ha revelado informacién sobre la
accesibilidad de las distintas regiones dentro de la fibra de PrP>. Asi, estos estudios han identificado
una zona no accesible a anticuerpos que comprende mds o menos desde la posicidon 90 hasta la 120.
Por el contrario, ha mostrado una mayor accesibilidad en la regién C-terminal correspondientes a los
residuos 152 a 163 y 225 a 231 [189]. Las técnicas microscdpicas también han sido ampliamente
utilizadas para el estudio de la ultraestructura de los priones. El uso de microscopia electrénica de
transmisién (TEM, del inglés Transmission Electronic Microscopy) junto con técnicas de tincion negativa
es un método rapido para evaluar la morfologia del agregado y para medir el tamafio del mismo en

dos dimensiones (2D) [57, 190], pero con la limitacidn de una resolucién baja. La microscopia de fuerza
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atémica (AFM, del inglés Atomic Force Microscopy) [191] y el reciente desarrollo de la criomicroscopia
electronica (cryoEM, del inglés, cryogenic Electron Microscopy) [192] estan permitiendo obtener una
informacién mas detallada de la estructura de la PrP%. Estas técnicas se aprovechan de la estructura
repetitiva y ordenada que presentan los agregados para extraer informacién molecular mas compleja,
como las dimensiones de las fibras. De especial importancia es el modelo estructural elaborado a partir
de los datos de cryoEM por parte de Vazquez-Fernandez y colaboradores, el cual describiremos mas

adelante en esta seccion.

Las técnicas de difraccién de rayos X también han aportado conocimiento estructural en el campo
de los priones, tales como la dispersién de rayos X de dangulo pequefio (SAXS, del inglés Small Angle X
ray Scattering), la difraccidon de rayos X o la cristalografia de rayos X [193]. A pesar de que no se han
podido obtener cristales de PrP¢ adecuados a partir de encéfalos para su estudio por cristalografia, si
que se han podido obtener patrones de difraccidon de baja resolucidn [194]. Estos datos han permitido
estudiar el empaquetamiento de los nucleos resistentes a proteasas y la organizacion general de los
agregados de PrP*¢. El uso de la técnica de difraccion de rayos X con agregados de PrP> ha permitido
identificar en ellos un motivo estructural denominado cross-B-sheet, el cual es caracteristico de las
fibras amiloides. Este motivo estructural consiste en un apilamiento perpendicular al eje longitudinal
de la fibra de las hojas-B. Los datos obtenidos para la PrP*indican que presentan estos motivos cross-
B, pero con importantes diferencias [195]. Por ultimo, es necesario destacar también la contribucién
de las técnicas de RMN a la dilucidacidn de la estructura de la PrP*¢, y en particular de la RMN de estado
sélido. Estudios in vitro llevados a cabo con la proteina Y145Stop (mutacién asociada al GSS) dio lugar
a una cepa infecciosa in vivo que mediante RMN de estado sélido reveld disponer de un nicleo
formado por hoja-B que se extiende desde la posicion 112 hasta la 139 o 141, segun la especie [196].
Esta misma técnica también se ha aplicado a PrP> de tamafio completo, en concreto a fibras amiloides
infecciosas formadas de PrP recombinante de oveja. Este estudio presenta unos datos mas cercanos a
la realidad por tratarse de la PrP completa y en él se observé un nucleo formado totalmente por hoja-
B en el extremo C-terminal de aproximadamente 155 aminodcidos [197]. Existen otras modalidades
de RMN como la RMN de estado sélido paramagnética o la técnica de intercambio hidréogeno-deuterio
acoplada a RMN, las cuales también han permitido obtener datos sobre las areas o residuos mas

empaquetados o expuestos de las fibras amiloides de PrP5 [198, 199].

La gran cantidad de datos obtenidos gracias a las técnicas estructurales de baja resolucion ha
permitido la generacién de un nimero considerable de modelos tedricos estructurales de la PrP. Sin
embargo, muchos de estos modelos no satisfacen las observaciones experimentales actuales y han
sido practicamente descartados. Este es el caso del modelo de hélice- [200], ya que los datos de

difraccidn de rayos X descartan la altura de las moléculas propuesta por este modelo [195]. También
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es el caso del modelo de espiral-B, que no satisface las evidencias obtenidas en los experimentos de
protedlisis limitada e intercambio hidrégeno-deuterio [201]. Por tanto, vamos a describir los dos
principales modelos estructurales propuestos hoy en dia (Figura 5), los cuales han sido generados

acorde a las evidencias que se disponen.

Modelo de hoja-f3 paralela en registro

Este modelo denominado de hoja-p paralela en registro (PIRIBS, del inglés Paralell In-Register
Intermolecular B-Sheet) fue propuesto en primer lugar por Cobb y colaboradores y fue desarrollado
utilizando PrP recombinante humana a través de experimentos de intercambio de hidréogeno-
deuterio acoplado a espectrometria de masas y de resonancia paramagnética electrdnica (EPR, del
inglés Electronic Paramagnetic Resonance). En este estudio se propone una estructura formada
por hojas-B paralelas que se disponen en registro, lo que permite un crecimiento infinito de la
fibra. Cada molécula de PrP tendria una altura de 4.8 Ay estaria formada Unicamente por hojas-B
plegadas sobre si mismas [202] (Figura 5 a). Otros estudios elaborados mediante RMN de estado
sélido o estudios in silico de dindmica molecular han mostrado también evidencias a favor de este
modelo. Dichos estudios se han elaborado utilizando amiloides de PrP formados mediante
nucleacidn espontanea o mediante la adicién de PrP recombinante como semilla, lo que reforzaria
la idea de que amiloides de PrP con diferente origen pueden adoptar esta conformacion PIRIBS
[183, 203]. También se han mostrado datos a favor de este modelo utilizando PrP?-* purificada a
partir de encéfalos de ratones sin GPI; un modelo animal que expresaba una PrP con muy poca
glicosilaciéon y sin el anclaje al GPI, lo que evitaba las posibles interferencias debido a la existencia
de cambios post-traduccionales en la proteina. Ademads, dichos resultados indican que este
modelo PIRIBS podria ser el mds parecido a algunos de los priones presentes en el encéfalo de
personas afectadas [199]. Otro dato a favor de este modelo se ha basado en el uso de RMN de
estado sélido aplicado a una PrP recombinante Y145Stop (una mutacién asociada a GSS)
malplegada que habia mostrado infectividad previamente [198, 204]. A diferencia de otros
modelos propuestos, la PrP> de este modelo estd formada Unicamente por hojas-B y giros y/o
lazos relativamente cortos entre ellas, sin hélices-a presentes, lo que indica que la conversion a
PrP%¢ implica adoptar un nuevo plegamiento sin conservar ninguno de los motivos estructurales de
la PrP¢ [183]. Por el contrario, una de las principales criticas a este modelo es su incompatibilidad
con las mediciones de altura obtenidas de forma independiente mediante difraccion de rayos X
[195] y cryoEM [192], las cuales indican que la altura de una molécula de PrP* es de 19.2 A.
Ademas, otra critica importante es su incapacidad para acomodar las glicosilaciones presentes en
la PrP%¢ de forma natural. El alto grado de empaquetamiento que requiere el modelo provoca que

el espacio disponible para los glicanos sea mucho menor que el tamafio de estos [170, 182]. Por
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tanto, aunque los indicios apuntan a que diversos agregados amiloides podrian adoptar esta
configuracion PIRIBS, aun se debe confirmar si los priones mas comunes presentes en la Naturaleza

adoptan la conformacidn propuesta por el modelo PIRIBS.

Modelo de hojas-B en solenoide de cuatro pisos

Este modelo, denominado de hojas-B en solenoide de cuatro pisos (4RBS, del inglés 4-Rung 6-
Solenoid), propone que la PrP* estd formada por hojas-B enrolladas sobre si mismas formando un
solenoide de cuatro pisos (Figura 5 b) y ha sido desarrollado recientemente a partir de los datos
obtenidos por cryoEM y reconstrucciones tridimensionales (3D) usando PrP* sin GPIl. Cada
mondmero de PrP* formaria cuatro niveles o pisos en el solenoide, siendo la altura de cada piso
de 4.8 A, ya que es la altura de una hoja-B individual segtin los datos de difraccién de rayos X. Los
analisis de reconstruccion 3D de fibrillas amiloides de PrP% individuales determinaron que la altura
molecular de cada monémero de PrP* a lo largo del eje de la fibrilla variaba entre 16.1 Ay 19.25
A. La altura tedrica esperada para un B-solenoide formado por cuatro niveles es de 19.2 A (4 x 4.8
A). El andlisis de un nimero mucho mayor de fibrillas o protofilamentos individuales arrojé un
valor promedio de la altura de las fibras de alrededor de 20 Ay 40 A. El primer valor estaria en
consonancia con la altura esperaba para cada fibra individual, mientras que el segundo valor de 40
A sugiere un ensamblaje mayor de los monémeros a lo largo del eje del protofilamento, que puede
corresponderse con la unién de dos mondmeros de PrP* dentro de la fibra en configuracion
cabeza-cabeza, cola-cola y/o cabeza-cola. Esta estructura repetida formaria a su vez una fibra
mayor al relacionarse con otro protofilamento, dando lugar a una hélice [192]. Los experimentos
de difraccién de rayos X realizados con muestras de fibrillas amiloides de PrP?’-3° purificadas de
cerebros arrojaron valores de difraccion correspondientes a 9.6, 6.4y 4.8 A, lo que se corresponde
con multiplos de dos, tres y cuatro, respectivamente, de la altura de 19.2 A del B-solenoide [195].
Otro dato importante a favor de este modelo, es la ausencia de la sefial de 10 A en esos mismos
experimentos, lo que apoya la existencia de un 4R[S en lugar de una estructura de hoja-p paralela
en registro (PIRIBS). La ausencia de dicha sefial de 10 A también se ha obtenido para un amiloide
de tipo pridnico de levadura, el amiloide HET-S, cuya estructura ha sido resuelta mediante RMN
de estado sdlido, presentando una estructura de B-solenoide de dos pisos [182]. Sin embargo, los
datos de difraccidn obtenidos para priones de origen recombinante si confirmaron la presencia de
la sefial caracteristicas de 10 A relacionada con el modelo PIRIBS [195]. Esto puede ser debido a
las diferencias bioldgicas y bioquimicas existentes entre los priones purificados de encéfalo y
algunos PrP™* generadas in vitro, por lo cabria esperar que presentasen diferentes estructuras. Los
datos de protedlisis limitada utilizando PrP> purificada de encéfalo y priones recombinantes

generados in vitro e infectivos in vivo respaldan también este modelo [187, 205]. Ademds, el alto
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grado de compactacion del nucleo del B-solenoide propuesto, que estaria formado por las hojas-
B localizadas en la region C-globular, con la regiéon N-terminal flexible proyectada hacia el exterior
en forma de antena, es compatible con la gran mayoria de evidencias experimentales actuales. Por
ejemplo, es compatible con la elevada resistencia que presenta la PrP* a la digestién por
proteasas, ya que el alto grado de empaquetamiento del nucleo evitaria la protedlisis de la mayor
parte de las fibrillas de PrP*. También se sabe que tras la digestion con PK se eliminan los primeros
90 (aproximadamente) residuos del extremo N-terminal, lo que también se explica por la
disposicion que adopta dicha regién en este modelo. Cabe destacar que el alto grado de
compactacién que propone este modelo permite acomodar sin practicamente ningln
impedimento estérico las glicosilaciones caracteristicas de la PrP%, orientadas hacia el exterior de
la fibra [182]. Por ultimo, la reciente publicacidon de un modelo de resolucién atémica de la PrP%¢
de ratdon basado en la arquitectura 4RBS mediante la combinacién de datos experimentales y
técnicas computacionales ha supuesto otro gran apoyo a favor de este modelo. Este estudio
mediante simulaciones de dindmica molecular (MD, del inglés Molecular Dynamics) ha confirmado
gue la estabilidad del modelo 4RBS es similar a la del prion de levaduras HET-s. Ademas, también
permite mediante simulaciones computacionales estudiar el mecanismo de propagacién
subyacente de los priones basados en el modelo de B-solenoide [206].
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Figura 5. Representacion de los dos principales modelos estructurales de las fibras de PrP5c. a) Modelo de hoja-B paralela
en registro. (Modificado de [244]). b) Modelo de hojas-B en solenoide de cuatro pisos. (Modificado de [182]).

2.4.3. Mecanismos de neurotoxicidad

Dada la presencia de placas de PrP% que se acumulan en el cerebro y su capacidad de transmitir la
enfermedad, se asumid desde un principio que estos grandes agregados eran también los responsables
de la neurotoxicidad. Sin embargo, hoy en dia existen evidencias que sugieren una disociacidn entre el
fendmeno de formacién de agregados proteicos y la neurotoxicidad, no estando del todo claro el papel
de la PrP* en la muerte neuronal [207]. El desarrollo de los primeros modelos de ratones que no

expresaban la PrP¢ descartd que su ausencia o pérdida de funcidn por su conversidn a PrP* fuese la



responsable de la neurotoxicidad, ya que los ratones mostraban un desarrollo normal. Ademas,
demostraron que en ausencia de PrPS, la PrP* no ejerce ningun efecto tdxico en el cerebro de los
ratones sin PrP¢, ademds de ser resistentes a la infeccidn por priones [208, 209]. De igual forma, la
eliminacién condicional de la expresion de PrP¢ en ratones que habian sido previamente infectados
con PrP* revertié la degeneracion espongiforme en sus etapas iniciales, mostrando los ratones signos
de recuperacion. Sorprendentemente, la acumulacién de PrP* en estos animales era similar a los
acumulos presentes en las fases tardias de la enfermedad que sufrian los animales WT [210]. La misma
conclusién se obtuvo mediante el injerto de tejido que expresa la PrP¢ en ratones PRNP 7, donde solo
las neuronas del injerto con PrP¢ desarrollaron procesos neurotdxicos cuando se inoculaba PrP% en el
encéfalo [146]. Por tanto, todos estos experimentos demuestran que la neurotoxicidad no estd
causada directamente por la presencia de PrP%, sino que parece estar mediada por la PrP, la cual no
es solo necesaria para la propagacion. Los estudios con modelos animales que expresan la PrP¢ sin GPI,
donde existe acumulacidn de PrP%, pero padecen una neurodegeneracién notablemente mas leve,
ademads de apoyar la idea de que la PrP® es un mediador clave de la neurotoxicidad hace hincapié en
gue es necesario que esta se localice anclada a la membrana. Esto otorga también un papel importante
al anclaje GPI como transductor de seiales al estar integrado en la membrana plasmatica [141].
Ademas, también se han descrito casos de EET, tanto en animales como en humanos, en los que los
agregados de PrP> en el encéfalo eran minimos a pesar de mostrar la neurodegeneracidn caracteristica
de estas enfermedades. Todo apunta, por tanto, a una disociacidn entre la PrP* y la neurotoxicidad, la
cual podria estar mediada por especies intermedias estables que se forman durante el desarrollo de la

enfermedad [83, 211].

La probable disociacidn entre los agregados de PrP*¢ y los mecanismos de neurotoxicidad hace
necesario preguntarse cual es la entidad o especie molecular responsable de dichos mecanismos. El
descubrimiento de formas oligoméricas intermedias formadas durante la conversién de PrP¢ a PrP*°
[212], teniendo algunas de ellas propiedades neurotdxicas [213], y la demostracion de que las especies
oligoméricas son las de mayor infectividad [155], ha hecho que se desvie la atencién hacia los
oligdmeros prefibrilares de PrP*:. Se ha demostrado que especies oligoméricas solubles, que son
parcialmente resistentes a la digestion por PK, son toxicas in vitro e in vivo, a diferencia de las formas
fibrilares de la PrP%, las cuales no muestran neurotoxicidad en cultivos celulares o son menos téxicas
que los oligbmeros [214]. Estos resultados pusieron de manifiesto que posiblemente la
neurodegeneracion en las EET comparte mecanismos con otras amiloidosis, como la EA o la EP. Sin
embargo, al igual que en la EA o la EP, la sefializacion o rutas metabdlicas que disparan los procesos
de neurotoxicidad en las células siguen sin esclarecerse. Lo que si parece claro es el papel general de

las especies oligoméricas de las proteinas implicadas en las diferentes proteinopatias, como por
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ejemplo los oligdmeros del péptido AB en la EA o las especies oligoméricas de a-sinucleina en la EP,
entre otras. Este hecho ha abierto una nueva ventana en la investigacidn de la neurotoxicidad asociada
a las EET, ya que las rutas de toxicidad de esas otras enfermedades podrian ser comunes a todas ellas
[215]. También se ha demostrado la relacién entre la PrP¢ y los oligdmeros anteriormente
mencionados relacionados con la EP y la EA, sugiriéndose que la PrP® podria actuar como receptor e
iniciar la cascada de muerte celular responsable de la neurotoxicidad asociada [148, 216]. Por ultimo,
en relacion con las especies oligoméricas, recientemente se ha demostrado que dichas entidades son
las que presentan mayor capacidad de neuroinvasion, es decir, de ser transportadas no solo desde
drganos extraneurales hasta el SNC, sino también para el transporte entre neuronas. Los autores de
este estudio sugieren que promover o estabilizar las fibras amiloides de PrP> podria dificultar la
diseminacion entre neuronas y ralentizar el progreso de la enfermedad [217], presuponiéndoles un
papel protector a los grandes ensamblajes fibrilares a diferencia de los oligdmeros, los cuales se

considerarian los principales responsables de la neurotoxicidad.

2.4.4. Rutas de entrada y diseminacidn por el organismo

En el caso de las EET adquiridas, a pesar de que las rutas de entrada de los priones desde el medio
exterior hasta el interior del organismo, asi como los mecanismos que utilizan para alcanzar y colonizar
el SNC son de vital importancia, aun no han sido esclarecidos por completo. Salvo excepciones, donde
el agente causal ha sido administrado directamente en el SNC como en el caso de los animales de
experimentacion, o como durante un trasplante de duramadre contaminada con priones, la
adquisicion de los mismos por parte del individuo suele implicar otras rutas de entrada [7]. La ruta de
entrada natural mas frecuente es la via oral, como en el caso del kuru [218], de la BSE [219], de la vCID
[220] o la CWD en cérvidos [221]. No obstante, existen otras rutas como por ejemplo la inyeccidn
intravenosa y peritoneal [222], la inyeccidn intraocular [223] o los trasplantes de cornea [41]. En todas
estas circunstancias, a excepcion de la administracion directa en el SNC, los priones deben replicarse
en los érganos y tejidos periféricos donde se encuentran. La exposicion por via oral es la mas frecuente
y por tanto una de la mas estudiadas a nivel experimental. Los estudios realizados sobre esta ruta de
adquisicion revelaron hace décadas que algunas de las células del sistema inmunitario del hospedador
juegan un papel importante en la captacidn y diseminacidn de los priones [224]. Tras la ingestién de
PrP%, se ha determinado que es en las placas de Peyer, un cimulo de tejido linfatico del intestino
delgado, donde se acumulan inicialmente los priones. La inoculacidn intragastrica de PrP> en ratones
resultd en el desarrollo de la enfermedad, observandose dicha acumulacién [222]. Ademas, se ha
demostrado que existe una correlacion positiva entre la susceptibilidad a la infeccion por priones y el

numero de placas de Peyer en el intestino delgado [225]. Estas observaciones demostraron la
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implicacién de las placas de Peyer en la entrada de los priones por via oral. Concretamente, las
evidencias indican que son las células M, localizadas en la superficie de este tejido linfoide, las
responsables de la captacion de la PrP*¢, La funcidn fisioldgica de estas células es la de inmunovigilancia
y son usadas por los priones y otros patégenos para invadir la mucosa intestinal. Estudios in vivo han
demostrado que las células M son las responsables de captar la PrP administrada por via oral y que
la enfermedad inducida por ruta oral puede ser inhibida mediante la ablacion de las células M a través
de la administracién de diferentes compuestos [226]. Otros mecanismos de entrada independientes
de células M han sido identificados, como la transcitosis de la PrP*¢ a través de los enterocitos [227],
en la que podrian participar mecanismos dependientes de ferritina [228] o mecanismos de endocitosis
mediados por la unién al receptor de laminina [229]. Aun asi, los mecanismos usados por la PrP* para
ser captada por las células del epitelio intestinal no estan del todo claros. En este sentido, un reciente
estudio ha demostrado que la neuroinvasién de los priones administrados por via oral ocurre de forma
independiente a la expresién de PrP® en el epitelio gastrico [230], descartando que en dichos
mecanismos participe la PrP‘. Ademds, en este y otros estudios ha quedado demostrado que una
inflamacién sostenida de la pared intestinal puede provocar el aumento de la captacién de PrP*,
constituyendo un factor de riesgo. De igual modo, la colitis bacteriana aumenta la susceptibilidad a la

infeccidn por priones por via oral [231].

Una vez que la PrP ha sido captada por las placas de Peyer comienza la fase de replicacion
periféricay propagacién por el organismo, en la que estan implicadas las células dendriticas foliculares.
Para poder alcanzar su destino final, es decir el SNC, es necesario que primero alcancen los nervios
entéricos, en el caso de la exposicién oral, o en el caso de otros tejidos linfaticos inervados, los nervios
del sistema simpatico [224]. Diversas formas de simpatectomia han demostrado que previenen o
retrasa de forma significativa la patogénesis pridnica periférica. Por el contrario, una hiperinervacion
simpatica provoca un acortamiento de los tiempos de incubacién en ratones, mostrando que la
inervacién simpatica de los tejidos linfoides secundarios, es un factor limitante para la neuroinvasion
pridnica [232]. Del mismo modo, otros resultados han mostrado que la reduccidn de la distancia entre
las células dendriticas foliculares de estos drganos y sus terminaciones nerviosas provoca un aumento
de la neuroinvasion [233]. La forma en la que la PrP* es capaz de pasar desde las células dendriticas
foliculares hacia las terminaciones nerviosas tampoco esta resuelta del todo. Existen evidencias que
permiten proponer tres hipdtesis, las cuales no son excluyentes entre si: i) contacto célula-célula; ii)
transporte vesicular o iii) flotando libremente en el medio extracelular [7]. Independientemente del
mecanismo que utilicen los priones para entrar en las terminaciones nerviosas, la manera de cémo son
transportados a través de los nervios hasta alcanzar las neuronas aun no ha sido resuelta. Una de las

suposiciones que podemos formular basdandonos en la hipétesis de “solo proteina” es que la PrP*¢ se
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transporta de forma secuencial a través de los nervios, ya que iria malplegando sucesivamente las
moléculas de PrP¢ de la superficie de las células nerviosas que se encuentran en su camino hasta
alcanzar las neuronas. Se trata de un modelo que encajaria bien con la extremada lentitud de la
propagacion neuronal [234]. Otras hipétesis no descartan que existan mecanismos de transporte tanto
axonal como no axonal, e incluso, que en dicho transporte participen de forma activa otras células no
neuronales del sistema nervioso como las células de Schwann [7]. En este sentido, uno de los posibles
escenarios es que los priones sean transportados al igual que otras proteinas por los axones de los
nervios periféricos. En este caso, se llevaria a cabo un transporte de tipo retrogrado posiblemente
mediado por mecanismos asociados a microtubulos. Los estudios donde se inoculan intraocularmente
los priones [223], asi como la transmisién iatrogénica de la CID tras la realizacién de trasplantes de
corneas son los principales respaldos a esta ultima hipétesis [235]. Las dificultades implicitas para
estudiar los mecanismos de transporte desde zonas periféricas hasta el SNC, junto con la posibilidad
de que diferentes cepas de priones hagan uso de mecanismos de transporte especificos [236], ha

contribuido enormemente a que los mecanismos de diseminacidn sigan aun sin esclarecerse.

Para otras rutas de adquisicidn, como la inyeccién intralingual, parece que la neuroinvasién se
logra directamente a través de los nervios craneales [237], mientras que en otras rutas de entrada,
como la inyeccién intravenosa o intraperitoneal, se ha demostrado una implicacidn directa del sistema
linforeticular al igual que en la exposicion oral. La implicacidn del bazo [238] y de los nédulos linfaticos
[239] como tejidos infecciosos en la replicacidn periférica de priones se conoce desde hace afios. En
ambos se ha demostrado que existe acumulacién de PrP*, A partir de la publicacién de estos estudios
se ha identificado una gran cantidad de células del sistema inmunitario que participan en la
patogénesis periférica de las enfermedades pridnicas [224]. La relevancia de los linfocitos en los
procesos de diseminacion pridnica se demostrd tras observar que estos expresaban niveles moderados
de PrP¢ [240]. Ademas, poco después se indicd que la ausencia de linfocitos circulantes evitaba la
adquisiciéon periférica de PrP%, mientras que su ausencia no tenfa ningin efecto cuando se
administraba PrP* directamente al SNC [241]. En el mismo estudio también se demostré que la PrP>
se acumula en las células dendriticas de los nédulos linfaticos. Mds tarde quedaria demostrado que no
es necesaria la expresiéon de PrP¢ en los linfocitos circulantes para el desarrollo periférico de la
enfermedad, sugiriendo que estos linfocitos actlian meramente como transportadores de PrP* a los
nddulos linfaticos. Las células dendriticas foliculares estarian implicadas en la replicacion vy
propagacion de la PrP> [242]. Sin embargo, otros estudios con diferentes cepas pridnicas mostraron
que los linfocitos eran irrelevantes para la progresidn de la patologia periférica, lo que parece indicar

que los requerimientos celulares de las distintas cepas son diferentes segun la cepa considerada [243].
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A pesar de haberse demostrado una clara participacion del sistema inmunitario en la adquisiciéon
y diseminacion pridnica, los mecanismos usados por la PrP% para evadir su vigilancia siguen sin estar
resueltos. Una infeccidn exitosa requiere de una evasidon inmunitaria exitosa y se piensa que esto lo
consigue la PrP* debido a que la respuesta inmunitaria estd restringida al tratarse de una proteina que
se expresa de forma enddgena, aunque no esté malplegada. En este sentido, el alto nivel de
empaguetamiento que parecen presentar los oligdmeros de PrP%, junto con sus glicosilaciones,
pueden provocar que los epitopos conformacionales que la distinguen de la PrP¢ sean de dificil acceso
para las células inmunitarias [244]. Sin embargo, cuando los oligdmeros o agregados de PrP* alcanzan
el SNC se produce una gliosis reactiva consistente en la activaciéon de astrocitos y microglia, las
principales células inmunitarias del SNC. El papel de la microglia en las enfermedades pridnicas ha sido
durante mucho tiempo un foco importante de discusién, ya que estudios contradictorios indicaban
roles muy diferentes para este tipo celular. Sin embargo, hoy en dia todo parece apuntar que la
microglia desempena un rol neuroprotector en las EET [245]. Por ejemplo, la inactivacion
farmacoldgica de la microglia durante la infeccidn pridnica se traduce en una aceleracién de la
enfermedad debido a un aumento en el acimulo de PrP* en el encéfalo de los animales infectados
[246]. Esto sugiere la posibilidad de desarrollar estrategias terapéuticas enfocadas a potenciar el rol

neuroprotector de la microglia.

3. Fenomenos de cepas y barrera de transmision

3.1. Fendmeno de cepa

Las cepas priodnicas se definirian como aislados infecciosos que, cuando se transmiten a
hospedadores singénicos en condiciones fijas y controladas, estos exhiben fenotipos distintos de la
enfermedad [247]. Este hecho ha puesto en jagque durante mucho tiempo a los defensores de la
hipdtesis de “solo proteina”, ya que cuestionaba el dogma central de la biologia, segun el cual solo los
acidos nucleicos podian codificar la informacion necesaria para originar diferentes cepas de un mismo
agente infeccioso. Sin embargo, hay evidencias experimentales que explicarian el fendémeno de cepa
a través de la existencia de diferentes variantes conformacionales de la PrP* que comparten una
misma secuencia aminoacidica [184, 185, 248]. Por tanto, las caracteristicas fenotipicas y bioquimicas
especificas de cada cepa estarian codificadas en las diferencias estructurales y conformacionales de la
PrP% que conforma la cepa [174]. Las diferentes cepas de priones pueden ser clasificadas utilizando las
caracteristicas que presentan in vivo, asi como a través de sus propiedades bioquimicas. Las distintas
cepas, ademas de diferenciarse por los signos clinicos que inducen en el individuo al que infectan,

también muestran otras caracteristicas diferenciales como el periodo de incubacidn, el perfil de

58



lesiones histopatoldgico y el patréon especifico de depdsitos de proteina agregada en el SNC [249]. Por
otro lado, las propiedades bioquimicas mas relevantes de las diferentes cepas son la resistencia a la
digestidon por PK, la movilidad electroforética tras la digestién con PK, la velocidad de sedimentacion,
el patrén de glicosilacidn de la PrP*¢ y la resistencia a la desnaturalizacién por agentes caotrépicos. El
fenotipo que presenta una determinada cepa in vivo y sus propiedades bioquimicas normalmente

persisten durante su transmision mediante pases seriados en el mismo hospedador [250].

Las primeras evidencias de la existencia de cepas de priones las obtuvieron Pattison y
colaboradores en la década de los 60, gracias a sus estudios de transmisidn del scrapie de ovejas a
cabras. En estos estudios describieron que las cabras infectadas con el mismo material infeccioso
procedente de encéfalos de ovejas con scrapie mostraban dos sindromes clinicos bien diferenciados,
a los cuales llamaron “scratching” y “nervous”, de acuerdo a los signos clinicos que manifestaban los
animales [77]. Sin embargo, uno de los estudios cruciales para relacionar la existencia de cepas
pridnicas con variaciones en la estructura terciaria y cuaternaria de la PrP* lo llevaron a cabo Bessen
y colaboradores a principio de los noventa. Estos investigadores utilizaron dos cepas claramente
distinguibles de hamster, conocidas como Hyper (HY) y Drowsy (DY). Ademas de observarse dos
manifestaciones fenotipicas completamente diferentes de la enfermedad en los hdmsteres infectados
con ambas cepas, la purificacion de los priones a partir del encéfalo de los hdmsteres infectados indicé
claras diferencias en las propiedades fisicoquimicas de la PrP* causante de una u otra sintomatologia.
Estas diferencias estaban principalmente relacionadas con la velocidad de sedimentacidon de ambas
cepas y la diferente resistencia al tratamiento con agentes desnaturalizantes [251]. Experimentos
posteriores con las mismas cepas revelaron la existencia de dos nucleos resistentes a PK de diferente
tamanfio segun la movilidad electroforética de ambos [252]. La explicacién aportada por los autores, al
no hallarse ninguna otra diferencia y al tratarse de cepas con la misma secuencia aminoacidica, fue
que estas diferencias eran consecuencia de variaciones estructurales entre ambas cepas. Una de las
cepas presenta una estructura donde hay un mayor nimero de aminodcidos expuestos a la digestion
con PK, mientras que la estructura que adopta la otra cepa dispone los aminodcidos en una situacién
menos accesible a la PK. No obstante, debido a que aun no ha sido posible determinar la estructura
tridimensional de la PrP* ni de sus fibras, no se ha podido corroborar con total seguridad todas estas
evidencias que relacionan los cambios estructurales con la generacidon de las diferentes cepas
pridnicas, ni podemos describir con seguridad en qué consisten dichas diferencias estructurales y como

se codifican las diferencias fenotipicas y bioquimicas entre las cepas pridnicas.

A diferencia de lo que ocurrié con las cepas de scrapie, el estudio y caracterizacién de las cepas
priénicas humanas no se llevé a cabo hasta mucho mds tarde. El motivo de esto se debié en gran parte

a la imposibilidad de evitar la barrera de especie existente entre humanos y roedores, lo que provocé
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gue no se dispusiera del modelo animal necesario para llevar a cabo los estudios correspondientes.
Con el desarrollo de los modelos transgénicos este problema se solventd y se comenzd a estudiar la
gran heterogeneidad fenotipica de las cepas pridnicas humanas. Asi, la descripcidn de las variantes
clinico-patolégicas de las enfermedades pridnicas humanas precedié a la caracterizacién experimental
de las cepas mediante el uso de diferentes modelos animales. A pesar de que dicha variedad fenotipica
de las EET se conocia desde hace décadas, no fue hasta los noventa cuando se describieron los
determinantes moleculares responsables de dicha variabilidad. Estos son principalmente el genotipo
PRNP y las propiedades fisicoquimicas de los agregados de PrP> que se acumulan en el encéfalo. El
estudio de estos permitid posteriormente desarrollar la primera clasificacién robusta de las
enfermedades pridnicas humanas, ademas de la caracterizacién de las cepas. Se observé que existian
diferencias en cuanto a las caracteristicas bioquimicas de la PrP> responsable de diferentes EET
humanas, especialmente las implicadas en la CID esporadica (sCID, del inglés, sporadic CID) y el FFI.
Esto llevd a una clasificacién de la PrPS¢ basada en el patrén de movilidad electroforética tras la
digestion con PK y en el genotipo PRNP asociado a la PrP>¢ [247]. Cabe destacar que esta clasificacién
muestra una alta correlacidn entre el fenotipo clinico, las caracteristicas neuropatolégicas de los
depdsitos de PrP* y las propiedades bioquimicas de la PrP* que conforma la cepa, relacionando la
variabilidad fenotipica de la enfermedad con la heterogeneidad de las cepas pridnicas humanas

existentes [250].

Otro rasgo bioquimico importante para la clasificacion de las cepas de priones es el patron de
glicosilacién de la PrP. El hecho de que la PrP¢ presente en su regién C-terminal dos sitios susceptibles
de ser glicosilados hace que la PrP¢ se pueda encontrar diglicosilada, monoglicosilada y no glicosilada.
La proporcidn de estas tres formas diferencialmente glicosiladas de la PrP¢ varia entre cepas, siendo
una caracteristica especifica de la mayoria de ellas. Tales diferencias se mantienen a través de los pases
seriados in vivo [253] e in vitro [102]. Esta propiedad se utiliza ampliamente como indicador del tipo
de cepa pridnica permitiendo distinguir, entre otras, las cepas de la sCID y la vCJD [247]. Esto sugiere
que el patron de glicosilacion, junto a la conformacién de la PrP%, estarian implicados en la
caracterizacién y diferenciacion de la cepa. Este hecho también ha propiciado que se distingan dos
tipos de cepas segun su patron de movilidad electroforética tras la digestion con proteasas: i) las cepas
clasicas, que presentan el patron de tres bandas con diferentes proporciones de cada una de las
glicoformas segln la cepa vy ii) las cepas atipicas que se caracterizan por presentar fragmentos
resistentes a PK de entre 6 y 8 kDa, ademds de las tres bandas caracteristicas en algunos casos, pero
generalmente mal definidas. Por tanto, ademds de las cepas cladsicas, también se han identificado
cepas atipicas en humanos, tanto en el GSS [254] como en la VPSPr[33]. Ademds, también se han

identificado este tipo de cepas en pequefios rumiantes con scrapie, como la cepa atipica Nor98 [255].
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Es importante mencionar que en el ganado bovino también se han identificado cepas clasicas y
atipicas, pero estas ultimas no presentan los fragmentos de 6 y 8 kDa caracteristicos y son
denominadas asi porque, aun presentando un patrén de movilidad electroforético de tres bandas, es

distintivo del de la cepa mas abundante de BSE, denominada clasica [256].

Por ultimo, otra de las caracteristicas que aun no se ha llegado a comprender del todo es la
capacidad de diferentes cepas de priones de afectar a areas diferentes del encéfalo, lo que se conoce
como tropismo celular de los priones. Diferentes cepas afectan a diferentes areas del SNC, lo que se
traduce en distinto patréon de deposicion de los agregados de proteina en el SNC y en la aparicién de
diferentes signos clinicos. Este fenédmeno ha sido ampliamente estudiado mediante el uso de
diferentes lineas celulares y cepas pridnicas, pero sin embargo no se han podido esclarecer los
mecanismos que gobiernan el tropismo celular de cada cepa [257]. Una de las hipdtesis propuestas
sugiere que el tropismo celular podria estar codificado también en la estructura tridimensional de la
PrP¢y en la ultraestructura de las fibras que la conforman. Asi, lo que determinaria la preferencia de
cada una de las cepas por determinadas areas cerebrales, e incluso por determinados drganos
extraneuronales, serian las diferencias conformacionales existentes entre ellas [7]. Esto se explicaria
por la habilidad que le confiere una determinada estructura para interaccionar con moléculas
especificas como, por ejemplo, receptores celulares o cofactores celulares especificos [258]. Por
consiguiente, el tropismo de cada cepa pridnica seria dependiente de un tipo celular especifico, en el
cual, por ejemplo, se encuentra de forma abundante un cofactor celular especifico [259]. Existe otra
teoria que intenta explicar este fendmeno basandose en las diferencias que presentan las cepas
pridnicas en relacidn a su patrén de glicosilacion. Segln esta teoria, una PrP* con un patrén de
glicosilacion concreto tenderd a propagarse en zonas del SNC donde la PrP¢ presente un patrén de

glicosilacién similar [260, 261].

3.2. Barrera de transmision

Una caracteristica importante de las enfermedades pridnicas es su transmisibilidad, fendmeno que
se conoce desde la década de los afos treinta [14]. Desde entonces, la transmisidon de los priones,
tanto intraespecies como interespecies, ha sido ampliamente estudiada in vivo e in vitro. Uno de los
primeros experimentos que demostraron que la transmision interespecies era posible fue el llevado a
cabo por Gajdusek y colaboradores, demostrando que el kuru se podia transmitir a chimpancés [25].
Por otro lado, la transmisién entre especies diferentes se ha observado también en la naturaleza,
teniendo su maximo exponente en la transmisién de la BSE a humanos, originando en estos lo que se

conoce hoy en dia como la vCJD [40]. La experimentacién con modelos animales que expresan PrP de

61



distintas especies ha permitido el estudio intensivo de este fendmeno, con el objetivo de descifrar los

mecanismos implicados y determinar el riesgo de nuevas posibles zoonosis.

La transmisidn pridnica entre diferentes especies esta restringida por la denominada barrera de
transmisién, en la que estan implicados diferentes elementos; entre otros, la secuencia aminoacidica,
tanto de la PrP> como de la PrPS, y la existencia de cepas pridnicas [262]. La barrera de transmision se
define como la dificultad que presentan algunas cepas de priones para transmitirse a una especie
diferente de la que proceden y se manifiesta habitualmente en forma de tiempos de incubacién
prolongados y/o tasas de ataque incompletas, es decir, que no todos los animales infectados
desarrollan la enfermedad [263]. En determinados casos, la barrera de transmisidn existente entre dos
especies puede superarse mediante pases o inoculaciones sucesivas en la nueva especie. En los
primeros pases se obtienen periodos de incubacion mas largos y variables que los observados para la
transmisién de priones entre animales de una misma especie. Finalmente, ocurre una adaptacion del
prion a la nueva especie durante los pases seriados y los tiempos de incubacidn se van acortando a la
vez que se obtiene una tasa de ataque mayor o completa. De esta forma, midiendo la reduccién del
tiempo de incubacién que se da entre el primer y el segundo pase, asi como el nimero de pases
necesarios para lograr una estabilizacion del prion en la nueva especie, se puede cuantificar

aproximadamente el grado de barrera existente entre dos especies [264-266].

Aunque los factores que controlan la barrera de transmisidon entre especies aun no se han
descifrado por completo, parece que uno de los factores que tiene un papel clave es la secuencia de
aminoéacidos de la PrP*¢ y la PrPC. Los estudios con modelos transgénicos [161, 267] y con sistemas
libres de células in vitro [268] respaldan la idea de que minimas diferencias en la estructura primaria
pueden tener un alto impacto en la eficiencia con la que un pridn se transmite entre dos especies. Por
ello, la barrera puede surgir por incompatibilidad de la secuencia de aminodacidos de la PrP* que
constituye el prion y la PrP¢ expresada en la nueva especie receptora. Un claro ejemplo de la influencia
de la estructura primaria lo muestra el experimento realizado por Prusiner y colaboradores, donde
generaron ratones transgénicos que expresaban la PrP¢ de hdmster junto con la PrP¢ endégena de
ratdn. La inoculacién de estos ratones con priones de hamster provocaba la formacidn de agregados
de PrP* de hdmster, mientras que cuando el prion inoculado era de ratdn se generaban agregados de
PrP%¢ ratén [161]. La importancia de la similitud de secuencias también estd respaldada por los
fendmenos de barrera de transmision observados en una misma especie que presenta variantes
polimérficas de la PrPS, como es el caso de la diferente susceptibilidad de los ratones de genotipo a'y
genotipo b, cuyas PrP¢ difieren en dos aminodacidos y muestran tiempos de incubacién muy diferentes
en funcién de la cepa pridnica inoculada [269]. Los diversos polimorfismos que aparecen en las PrP¢

ovinas, que determinan la susceptibilidad de determinas cepas de scrapie, también es otro ejemplo
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ampliamente estudiado [270]. Por su parte, el tipo de residuo 129 de la PrP® humana también ejerce
una importante influencia en la susceptibilidad a las enfermedades pridnicas humanas adquiridas y
espontdneas. La posicidon 129 es un sitio polimoérfico de la PrP® humana y puede codificar una
metionina (129M) o una valina (129V), y de forma muy infrecuente una treonina (129T) [271]. La
mayoria de los casos de iCJD por uso de hormona del crecimiento contaminada [272], y |a totalidad de
los casos de vCID descrito hasta la fecha, salvo una excepcién son homocigotos para metionina

(M129M) [273, 274].

Sin embargo, los estudios en profundidad de la barrera de transmisidon han revelado que es mas
compleja de lo que se creia inicialmente, ya que se ha observado que distintas cepas de priones
originadas en el mismo animal y, por tanto, con la misma secuencia aminoacidica, se transmiten con
eficiencias muy distintas [275]. Este es el caso de las cepas HY y DY explicadas anteriormente. Otro
estudio ampliamente conocido es aquel que muestra la influencia sobre la barrera de transmisién que
se observa con las cepas sCJD y vCID tras su inoculacién en ratones WT y en ratones transgénicos que
expresan la PrP¢ humana. Mientras que los ratones WT son relativamente susceptibles a la infeccién
con vCID [276], los ratones transgénicos humanos son relativamente resistentes a la infecciéon con
dicha cepa [277]. Por el contrario, las cepas de sCID son eficientemente transmitidas a ratones
transgénicos humanos, mientras que la transmisién de estas cepas a ratones WT esta practicamente
imposibilitada por una fuerte barrera de transmisiéon [40]. Al poseer la misma secuencia de
aminodcidos y sin embargo mostrar propiedades de transmisién muy dispares, se determind que la
capacidad de transmisidn entre especies también estd muy influenciada por la cepa [261]. Por tanto,
la barrera de transmisidn se rige por una combinacion de la secuencia aminoacidica y por la estructura
tridimensional de las diferentes cepas, siendo ambos factores determinantes en la interaccioén inter e

intra proteinas vy, por tanto, en la propagacion pridnica.

4. Encefalopatias Espongiformes Transmisibles humanas

Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles humanas, a pesar de compartir todas ellas las
principales caracteristicas clinico-patolégicas, como la espongiosis, la gliosis reactiva y la acumulacion
de agregados proteicos en el SNC, presentan una gran variabilidad en cuanto a su etiologia, rasgos
clinicos, dreas afectadas del SNC y patrones bioquimicos de la PrP* causante de la enfermedad,

pudiendo clasificarse atendiendo a dichas caracteristicas diferenciales.

Las EET humanas pueden ser clasificadas en tres tipos dependiendo de su etiologia: genéticas
(también conocidas como hereditarias o familiares), esporadicas (putativamente espontaneas) y
adquiridas (Tabla 1). Las EET humanas esporadicas son las formas mds comunes, representando un 85-

90% del total de los casos. A su vez, dentro de las formas espordadicas, la mas comun es la sCID, aunque
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también encontramos dentro de este grupo el insomnio letal esporadico (sFl, del inglés, sporadic Fatal
Insomnia) y la VPSPr, aungue representan formas muy poco frecuentes de la enfermedad. Las formas
adquiridas de la enfermedad son las formas menos comunes de todas las EET humanas, representando
menos de un 1% del total de casos. En este grupo se engloban la iCJD, la vCID y el kuru. Por ultimo, las
EET genéticas representan el 10-15% restante de las EET humanas y entre ellas se encuentran las CJD

genéticas (gCJD, del inglés, genetic CID), el FFly el GSS [74, 271].

El gen PRNP presenta una gran cantidad de polimorfismos relacionados con las diferentes formas
de EET y con la susceptibilidad a las mismas en distintas especies. En humanos, el polimorfismo del
coddn 129 es uno de los mas importantes, ya que tiene una fuerte influencia en la susceptibilidad a las
EET y en la presentacion clinicopatolégica de las EET genéticas, esporadicas y adquiridas. El codén 129
puede codificar una metionina (M) o una valina (V), dando lugar a tres alternativas alélicas:
homocigotos para metionina (M129M), homocigotos para valina (V129V) y heterocigotos (M129V)
[74]. En la poblacién caucasiana, aproximadamente el 55% de los individuos son M129M, el 36% son
M129V y el 9% son V129V [278]. Se ha demostrado que la homocigosidad en el coddn 129 es un factor
de riesgo para las EET esporadicas y adquiridas [279]. Un ejemplo claro de la importancia de este
polimorfismo dentro de las EET humanas es la posibilidad de desarrollar gCID o FFl dependiendo del
polimorfismo del coddn 129 cuando la mutacién D178N se encuentra presente. Asi, en los casos en
que esta mutacidn se asocia a la presencia del polimorfismo V129V, el paciente desarrollard gCID,
mientras que si la mutacion esta asociada a los polimorfismos M129M o M129V el paciente

desarrollara FFI [32].

Tabla 1. Clasificacion de las EET humanas segun su etiologia.

Etiologia Nombre de la enfermedad

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob genética (gCJD)
EET genéticas Insomnio Familiar Fatal (FFI)

Enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS)

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob iatrogénica (iCID)
EET adquiridas Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob variante (vCJD)

kuru

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporadica (sCJD)
EET esporadicas Insomnio Familiar esporadico (sFl)

Prionopatia con Sensibilidad Variable a Proteasas (VPSPr)
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La variabilidad clinica de las EET humanas, ademds de estar fuertemente influenciada por el
polimorfismo 129, también estd relacionada directamente con la existencia de diferentes cepas de
priones humanos, las cuales estan definidas bioquimicamente por patrones y proporciones de
fragmentos de PrP¢ en Western Blot tras la digestidn con PK. Segun los estudios elaborados por Parchi
y colaboradores, existen dos tipos principales de PrP* en el SNC de individuos afectados con una
enfermedad priénica, denominados tipo 1y tipo 2 [280]. Basicamente, tras la digestién con PK, la PrP%
de tipo 1 muestra en el analisis por Western Blot una banda correspondiente a la forma no glicosilada
de 21 kDa y la de tipo 2 una banda de 19 kDa. Por tanto, las combinaciones posibles entre el genotipo
del coddn 129 (M129M, V129V y M129V) y el tipo de PrP> (tipo 1y tipo 2), dan lugar a los seis subtipos
(MM1, MV1, VW1, MM2, MV2 y VV2) clinico-patoldgicos utilizados hoy en dia para la clasificacion de
las EET humanas esporddicas, existiendo solo unas pocas excepciones debido a la complejidad de las
enfermedades pridnicas [247]. La mayoria de los pacientes solo presentan en su SNC un tipo de PrP%,
pero en aproximadamente un tercio de los pacientes con gCJD se ha detectado simultdneamente PrP>

de tipo 1y tipo 2 [281].

Los sintomas caracteristicos de cada una de las enfermedades pridnicas humanas también juegan
un papel clave en el diagnostico diferencial de cada una de ellas. Entre los rasgos clinicos mas comunes
a todas las EET humanas se encuentran la demencia, anomalias en el habla y la marcha, problemas
motores como mioclonos, temblores, rigidez y espasticidad, y cambios del comportamiento como
agitacién, confusién o depresién. Con el progreso de la enfermedad, los sintomas evolucionan y hacia
el final del curso de la enfermedad los pacientes entran en estado de mutismo acinético dejando de
responder a estimulos externos. Existen también fenotipos clinicos diferenciales entre las EET
humanas, como el insomnio o suefio interrumpido en el sFl e FFl o la dismetria ocular en el GSS [282].
Aun asi, las caracteristicas clinicas de cada enfermedad pueden variar, al igual que el curso y duracion
de la misma, siendo la duraciéon media de las EET humanas de entre seis meses y dos afos [3]. Destaca
el caso del GSS, cuya progresion se puede alargar entre 3 meses y 13 afios, con una duracidon media de

cinco o seis afios [283].

A pesar de las que las EET humanas espontdneas son las formas mas comunes de enfermedades
pridnicas en humanos, a dia de hoy no se ha identificado ninguna causa genética ni conexidn entre
casos que sugieran que se trate de una enfermedad de tipo adquirido, por lo que se supone que los
casos de sCJD aparecen de forma espontanea, posiblemente a través mutaciones somaticas en el gen
PRNP o como consecuencia del malplegamiento de novo de la PrP en ausencia de mutaciones
asociadas. La incidencia global de la forma mas comun, la sCJD, es de 1 — 2 casos por millén de
habitantes al afo [3]. Por otro lado, las EET humanas adquiridas se relacionan con la introduccidn

exogena del agente infeccioso a través de diferentes practicas médicas (iCJD) o por la ingestion de
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material contaminado, responsable del origen de la vCJD y el kuru. Algunos ejemplos de iCJD serian los
trasplantes de duramadre o cérnea procedentes de donantes enfermos, el uso de material quirdrgico
contaminado o el tratamiento con hormona del crecimiento obtenida a partir de hipdfisis de caddveres
[284]. Hasta la fecha, se han descrito en todo el mundo 492 casos de iCJD, la mayoria de ellos
relacionados con el uso de hormona de crecimiento o implantes de duramadre contaminados con PrP¢
[285]. La vCID, que surgid por la ingesta de carne o derivados contaminados con el SNC de bévidos con
BSE, vy el kuru, relacionado con las précticas canibalisticas de los Fore completan el grupo de EET
humanas adquiridas. Ademas, cabe destacar la existencia de 4 casos de vCJD contraidos a partir de
transfusiones sanguineas procedentes de donantes que mas tarde desarrollaron la misma enfermedad
[286]. Por ultimo, las EET humanas genéticas estan directamente relacionadas con mutaciones
autosdmicas dominantes en el gen que codifica la PrP (PRNP). Han sido descritas mas de 40 mutaciones
diferentes en el gen PRNP relacionadas con el desarrollo de alguna de las formas genéticas de las EET.
Entre ellas existen mutaciones puntuales, codones de terminacién prematuros que provocan PrP
incompletas e inserciones/deleciones en la zona de octarepeticiones [74]. Aunque en la literatura
cientifica o durante las secuenciaciones masivas de genomas humanos se han descrito mds de 80
variantes de la PRNP sospechosas de ser patogénicas, diversos estudios indican que es muy probable
gue muchas de ellas sean benignas o sean mutaciones con baja penetrancia. Segun los datos actuales,
sélo cinco mutaciones puntuales en el gen PRNP son responsables del 85% de los casos de EET
humanas genéticas: E200K, V210Il, V180l, D178N y P102L. Las cuatro primeras mutaciones estan
asociadas con gCJD, mientras que la ultima esta asociada al GSS [287]. La mutacién D178N es la Unica

mutacion que se asocia al FFl y solo cuando estd presente el polimorfismo M129M o M129V [32].

5. Sistemas de propagacion in vitro de priones

Uno de los mayores retos dentro del campo de las enfermedades pridnicas se fundamenta en el
desarrollo de sistemas y modelos capaces de replicar fielmente todas las caracteristicas de las EET

humanas.

Uno de los grandes avances en este sentido fue el disefio e implementacién de sistemas in vitro e
in cellula capaces de mimetizar el proceso de propagacidn que tiene lugar in vivo. El desarrollo de estos
sistemas ha permitido reducir el tiempo y los costes asociados a los experimentos realizados con
modelos animales. Sin embargo, aunque en estos modelos se pueden estudiar algunos aspectos de la
patologia pridnica, los modelos animales siguen siendo necesarios para el estudio de las caracteristicas
clinicas y neuropatoldgicas. Ademas, idealmente los compuestos anti-pridnicos con alto potencial de
convertirse en una futura terapia contra las EET humanas deberan ser testados en ultima instancia en

modelos transgénicos humanizados [88]. A pesar de ello, la mayoria de los modelos animales
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disponibles hoy en dia no recapitulan todas las caracteristicas clinico-patoldgicas y bioquimicas de la
enfermedad humana, siendo esta una importante limitacién. Por ejemplo, la mayoria de los intentos
para modelar las EET genéticas mediante modelos transgénicos han fracasado, obteniéndose un gran
numero de lineas de ratones transgénicos que expresan la PrP humana mutada pero que no muestran

el fenotipo correspondiente [288].

Desde la infeccidn exitosa de la linea celular de neuroblastomas de raton N2a con el in6culo RML
en 1987 [289], se han identificado mas de 20 lineas celulares de diferentes linajes que permiten
propagar determinadas cepas pridnicas. Sin embargo, la infeccidon persistente de muchas lineas
celulares con priones ha sido imposible. Los niveles de expresidn de PrP¢ no se correlacionan con la
susceptibilidad a la infeccién y solo un nimero limitado de cepas pridnicas han podido ser propagadas
con éxito en células [290]. En un reciente estudio realizado con 33 lineas celulares diferentes y 5 cepas
de priones distintas, solo se consiguié infectar persistentemente dos lineas celulares: la linea celular
N2a con la cepa pridnica RML y la linea celular de rifidon bovino PES con scrapie de oveja [291]. No
obstante, el desarrollo de las técnicas basadas en lineas celulares ha contribuido en gran medida a la
descripcién de diferentes mecanismos que participan en la propagacion y neurotoxicidad de los
priones [292]. De igual forma, el testado y descripcién de compuestos con actividad anti-pridnica es
uno de los principales valores de estos modelos. Un gran numero de compuestos han sido identificados
mediante sistemas in vitro, mas alejados de la situacién real que tiene lugar en el SNC, y han sido
posteriormente validados mediante diferentes modelos de propagacién in cellula [293-295]. Sin
embargo, de todos los compuestos con actividad anti-pridnica detectados in cellula ninguno ha llegado
a la practica clinica por su baja eficiencia en EET humanas u otros problemas asociados. Una de las
posibles razones se debe a que la actividad anti-pridnica del compuesto varia dependiendo de la cepa
utilizada en el modelo. Desafortunadamente, no se ha conseguido propagar ninguna cepa de prion
humano en lineas celulares, lo que solventaria problemas derivados de la especificidad de cepa.
Aungue si que se ha conseguido que determinadas lineas celulares no humanas sean susceptibles a la
infeccidn con priones humanos adaptados a ratones WT. No obstante, la propagacién de una cepa
pridnica a un nuevo hospedador puede alterar las caracteristicas iniciales de la cepa y, por tanto, no
es conveniente para la deteccion de compuestos anti-pridnicos especificos para humanos [288].
Ademas, los métodos in cellula requieren de amplia experiencia previa y tienen altos costes
comparados con los métodos puramente in vitro. También la necesidad de técnicas bioquimicas como
el Western Blot o el Dot Blot para detectar los niveles de PrP* dificultan el uso de estos sistemas como

método de testado masivo.

El desarrollo de esta tesis doctoral se ha basado en el uso de técnicas in vitro, fundamentalmente

la PMSA. Por tanto, describiremos en mayor profundidad los diferentes sistemas in vitro que mas
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informacidn han aportado sobre las caracteristicas bioldgicas de los priones y su uso en el cribado de

moléculas con actividad anti-pridnica.

5.1. Sistemas de propagacion in vitro

Con el objetivo no solo de estudiar en detalle la naturaleza del agente infeccioso, sino también
como métodos diagndsticos, asi como para la busqueda de compuestos con actividad anti-pridnica, se
han desarrollado distintos sistemas in vitro que mimetizan el proceso de malplegamiento que ocurre
in vivo. Estos métodos han demostrado reducir significativamente los tiempos y el coste al compararlos

con los modelos animales o los modelos celulares.

5.1.1. Ensayo de conversion libre de células

El ensayo de conversién libre de células (del inglés, cell-free conversion assay) desarrollado por
Caughey y colaboradores a principio de los noventa constituye el primer sistema in vitro de
propagacion de priones. Para su desarrollo, se basaron en la purificacién de PrP¢ a partir de cultivos
celulares y de PrP* a partir de encéfalos. Tras la desnaturalizacién de la PrP> mediante el uso de
agentes caotrdpicos y su posterior renaturalizacidon por dilucién de dicho agente, se observé que la
PrP%¢ renaturalizada (utilizada como semilla) era capaz de inducir el malplegamiento de la PrP¢
(utilizada como sustrato). La PrP¢ habia sido previamente marcada radiactivamente para facilitar su
deteccidn [92]. Esto supuso la primera demostracion de que la PrP> es capaz de malplegar la PrP¢ sin
la interaccién de ningln otro componente, como predijo la hipdtesis de “solo proteina”. Adema3s, este
nuevo sistema in vitro se utilizé para estudiar los mecanismos que subyacen a la especificidad de cepa
y la especificidad de especie durante la propagacion pridnica [296, 297], asi como para estudiar el
mecanismo de accidn de diferentes compuestos anti-pridnicos, como las porfirinas y phthalocianinas,
el Congo Red o la curcumina [298-301]. Sin embargo, la principal desventaja de esta técnica es su bajo

rendimiento y que la PrP™ obtenida no es infecciosa in vivo [302].

5.1.2. Amplificacidn ciclica de proteinas malplegadas: PMCA

Basandose en la demostracién previa de que la PrP¢ se podia malplegar a partir de la PrP*¢ en un
sistema in vitro y con el objetivo de mejorar el ensayo de conversion libre de células, Soto y
colaboradores desarrollaron una novedosa metodologia basada en el uso de la sonicacidn para
conseguir por primera vez in vitro priones bona fide [93]. Esta demostracion supuso el desarrollo de la
técnica PMCA, la cual se basa en el principio de polimerizacion dependiente de nucleacién para la
propagacion de amiloides. Conceptualmente, la PMCA es similar a la técnica PCR (del inglés Polymerase

Chain Reaction), donde a partir de una hebra de DNA molde se pueden obtener millones de copias
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idénticas en un corto periodo de tiempo gracias a una reaccidon que ocurre de forma ciclica. Durante
estas dos ultimas décadas, el sistema de PMCA se ha ido mejorando con el objetivo de aumentar su
sensibilidad, especificidad y rendimiento [94, 303-305]. El sistema se basa en un ciclo repetitivo de
incubacidn/sonicacion que mimetiza in vitro el proceso de malplegamiento y propagacion que ocurre
in vivo pero con una cinética acelerada. En la fase de incubacién, una pequefia cantidad de PrP> es
incubada en presencia de un exceso de PrP® presente en homogenizados de encéfalo, la cual se
malpliega dando lugar a nueva PrP%. Las nuevas moléculas de PrP son reclutadas por las fibras de
PrP%¢, formando grandes agregados. A continuacion, un ciclo de sonicacién mediante ultrasonidos se
cree que disgrega las fibras amiloides de PrP* formadas durante la fase de incubacién, generando
nuevos nucleos de polimerizacidn para la siguiente fase de incubacién. Durante los sucesivos ciclos de
incubacidn y sonicacién se incrementa de forma exponencial la cantidad inicial de PrP> usada como
semilla [303], hasta obtener finalmente una cantidad de PrP* significativamente mayor que la utilizada
inicialmente. Asi, cantidades de PrP* que eran indetectables por métodos bioguimicos como el
Western Blot pueden ser amplificadas mediante esta técnica y ser facilmente detectadas. La
importancia de la PMCA, ademads, reside en que se ha demostrado que es capaz de mimetizar las
propiedades fundamentales de la propagacién pridnica que ocurren in vivo, siendo capaz de replicar
diferentes cepas de priones manteniendo sus caracteristicas determinantes. Asi, la nueva PrP*
generada mediante PMCA conserva las propiedades bioquimicas y biolégicas de la semilla de PrP>
inicial, destacando su infectividad in vivo [94]. Este sistema in vitro ha sido utilizado para investigar el
papel de los cofactores en la propagacion pridnica [258, 306, 307], para estudios de barrera de
transmision [308, 309] y ha permitido la obtencién de PrP> para estudios estructurales [106, 187],
entre otras aplicaciones. Ademas, cabe recordar que la PMCA nacid con el objetivo inicial de ser usada
para el diagndstico de las EET a partir de muestras de tejidos o fluidos corporales donde las cantidades
de PrP* son indetectables. Desde su invencién, se ha ido mejorando permitiendo finalmente la
deteccion ultrasensible de priones en diferentes muestras bioldgicas, como sangre, orina y liquido

cefalorraquideo [310-313].

La PMCA también tuvo un papel clave en la demostracion de la validez de la hipétesis de “solo
proteina”. Los estudios realizados con esta técnica permitieron constatar que la nueva PrP* generada
gracias a los ciclos de incubacidn/sonicacién es capaz de propagar su malplegamiento de forma
autocatalitica a nuevas moléculas de PrP¢ presentes en el sustrato [314]. La posterior obtencidn de
priones mediante PMCA utilizando sustratos basados exclusivamente en PrP recombinante, sin la
necesidad de ningin componente derivado de mamifero, fue de vital importancia para la confirmacidn

de la teoria [97].
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Otro de los avances importantes en esta area fue el desarrollo de la PMCA recombinante (rec-
PCMA), la cual en lugar de utilizar PrP¢ purificada de cultivos celulares o encéfalos, utiliza PrP
recombinante (rec-PrP) purificada de E. coli. A pesar de las caracteristicas que la diferencian de la PrP¢
de mamiferos (ausencia de glicosilaciones y de anclaje GPI), se ha conseguido obtener priones
sintéticos o recombinantes bona fide mediante el uso combinado de rec-PrP y PMCA. Sin embargo, las
PrP"™ obtenidas mediante rec-PMCA presentan propiedades biolégicas heterogéneas, destacando una
infectividad limitada en muchos casos. Uno de los primeros estudios llevados a cabo con rec-PrP y
PMCA fue el desarrollado por Kim y colaboradores, donde demostraron la obtencidn de priones
recombinantes utilizando PrP* encefélica como semilla [97]. En el mismo afio, el grupo de Ma
demostré mediante el uso de rec-PMCA la obtencién de novo de priones recombinantes, siendo este
uno de los experimentos mds importantes realizados hasta la fecha mediante esta técnica. Mediante
el uso de un sustrato basado en rec-PrP, sin ninguna semilla de PrP* inicial, y complementado
Unicamente con RNA vy lipidos sintéticos como cofactores, obtuvieron de forma espontdnea un prion
recombinante que mostré niveles de infectividad in vivo semejantes a los priones de mamiferos al ser
inoculados en ratones WT [98]. A partir de estos experimentos, se han obtenido mediante PMCA
diferentes priones recombinantes con capacidad infecciosa, como los generados por Suppattapone y
colaboradores pero esta vez usando como cofactor la fosfatidiletanolamina [315], o los generados por
Castilla y colaboradores utilizando diferentes cofactores [258]. Esto demuestra que la generacion de
priones artificiales mediante PMCA en un entorno controlado bien definido es posible y que estos

pueden presentar niveles de infectividad similares a los priones de mamiferos.

Por ultimo, la PMCA es también un excelente sistema para la busqueda de compuestos con
actividad anti-pridnica, ya que se ha demostrado que mimetiza las principales etapas de la propagacién
de priones in vivo. Gracias a su uso se han identificado compuestos que inhiben la formacién de PrP>
in vitro [316]. Sin embargo, los requerimientos de la PMCA, como los complejos y costosos sistemas
de sonicacidn, y la necesidad de técnicas bioquimicas como la digestidn con proteasas y el Western
Blot para detectar la reduccién en la propagacioén pridnica dificultan su uso para la busqueda masiva

de compuestos con actividad anti-pridnica.

5.1.3. Conversion inducida por agitacion en tiempo real: RT-QuiC

Otras de las técnicas de propagacion de priones in vitro de gran relevancia es la técnica
denominada conversién inducida por agitacion en tiempo real (RT-QuIC, del inglés Real Time — Quaking
Induced Conversion). Este nuevo sistema fue desarrollado por Caughey y colaboradores como un
nuevo método in vitro para la deteccion pridnica y es conceptualmente similar a la PMCA, pero en

lugar de usar sonicacién usa agitacion como fuente de energia y Tioflavina T (ThT, del inglés Thioflavine
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T, compuesto que mediante unién a amiloides sufre un aumento en la intensidad de fluorescencia
emitida) para monitorizar la formacion de fibras amiloides en tiempo real. El sustrato en esta técnica
estd formado exclusivamente por rec-PrP, ThT, sales y detergentes [317]. El uso de ThT junto con la
utilizacidn de placas de 96 pocillos y un lector de placas para llevar acabo la reaccién y la medicidn ha
permitido la automatizacion de la técnica. Todas estas caracteristicas hacen que sea mas rapida,
sensible y reproducible que la PMCA en lo que se refiere a la deteccién de PrP>. Actualmente, es la
principal técnica propuesta para convertirse en herramienta de diagndstico clinico de EET humanas y
animales. La RT-QuIC es capaz de detectar con alta sensibilidad y especificidad cantidades infimas de
PrP%¢ en diferentes muestras bioldgicas, como liquido cefalorraquideo [318], raspados nasales [319],
orina [320], heces [321] y saliva [322]. Numerosos estudios utilizando una diversidad de muestras
bioldgicas procedentes de distintas EET humanas han demostrado que la RT-QuIC presenta una
sensibilidad cercana al 100% con una especificidad casi siempre del 100%, motivos por los que se estd
generalizando su uso en la practica clinica [323]. Debido a su enorme potencial como herramienta
diagndstica, la RT-QuIC se esta adaptando y optimizando para el diagndstico de otras enfermedades
neurodegenerativas relacionadas con el malplegamiento proteico, como las sinucleinopatias y las

taupatias [324].

Sin embargo, una de las principales diferencias entre la PMCA y la RT-QuIC es que se ha
demostrado que la PrP™ generada mediante RT-QuIC no es infecciosa in vivo [325]. Por tanto, la RT-
QuIC no recapitula las caracteristicas esenciales de un prion bona fide, por lo que limita el uso de esta
técnica para estudiar los procesos de propagacién pridnica o para la generacién de PrP™ destinada a
estudios estructurales. Sin embargo, la ausencia de infectividad del producto de RT-QuIC se considera
una ventaja practica para su uso como herramienta de diagndstico. Aun asi, esta técnica ha sido usada
para testar la eficacia anti-pridnica de diversos compuestos, como la acridina, el dextrano, el acido
tanicoy las trimetilchalconas [326, 327], siendo incluso propuesta para el cribado masivo de bibliotecas
de compuestos con posible actividad anti-pridnica [328]. No obstante, existe otro posible problema
derivado del uso de ThT denominado desactivacién fluorescente o quenching. Es necesario conocer el
espectro de excitacidén y emisidn de los compuestos a testar, ya que podrian solapar con los espectros
de excitacion y emisidn de la ThT. Por tanto, podriamos encontrarnos ante la situacién de que el efecto
anti-pridnico del compuesto testado no sea real, sino que se deba a un artefacto debido al
solapamiento de dichos espectros [329]. Por tanto, la imposibilidad de trabajar con priones bona fide
ha lastrado su uso para el testado de compuestos, ya que se trata de un sistema poco predictivo de la

eficacia anti-pridnica de los compuestos in vivo.
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5.1.4. Amplificacion de proteinas malplegadas por agitacion: PMSA

Con el objetivo de aprovechar las ventajas de la PMCA y la RT-QuIC con el fin de solventar algunas
de las desventajas de dichas técnicas, se ha desarrollado recientemente la técnica denominada
amplificacion de proteinas malplegadas por agitacién (PMSA, del inglés Protein Misfolding Shaking
Amplification) [330]. El uso de esta nueva metodologia, desarrollada recientemente en nuestro
laboratorio, es parte fundamental del desarrollo de esta tesis doctoral. Uno de los problemas
subyacentes de la PMCA debido a la falta de conocimiento de los eventos moleculares que tienen lugar
en ella y a la dificultad de controlar los parametros de sonicacion, es la generacién de PrP™ con
distintas propiedades biolégicas. Esto podria llevar a la formacién de mezclas heterogéneas de cepas
principalmente debidas al uso de homogeneizados de encéfalo [258]. Esto ha llevado a la obtencion
de PrP™ altamente infecciosa y PrP™ no infecciosa usando el mismo sistema de PMCA, lo que dificulta
los subsecuentes estudios estructurales y bioquimicos [177, 331]. Ademds, el uso de grandes equipos
de sonicacidn, ademas de limitar la escalabilidad y la necesidad de emplear técnicas de immunoblot
para la visualizacion de los resultados, dificultan su uso para la busqueda masiva de compuestos anti-
priénicos. Por el contrario, la RT-QuIC presenta caracteristicas de reproducibilidad y escalabilidad que
la convierten en idénea para el testado masivo de posibles compuestos anti-pridnicos, pero la ausencia
de infectividad de la PrP™* que se origina hace que su utilidad para dicho objetivo sea reducida. Asi, la
PMSA es una nueva metodologia que supera los problemas de complejidad, variabilidad y escalabilidad
de los sistemas anteriores y ademas presenta la ventaja de que puede ser implementada en cualquier

laboratorio con un equipo basico.

Esta nueva técnica se basa en el uso de agitacién en lugar de sonicacion como fuente de energia.
No obstante, la agitacién se administra mediante el uso de sistemas Thermomixer o Monoshake,
siendo esta una caracteristica diferencial respecto a la RT-QuIC. Otra de las diferencias es Ila
composicion del sustrato, el cual es significativamente mas simple al estar formado Unicamente por
rec-PrP, dextrano sulfatado, detergentes y sales. El sistema se ha desarrollado utilizando un prion bona
fide recombinante altamente infeccioso de topillo rojo procedente de PMCA, demostrandose que la
nueva PrP™ propagada mediante PMSA mantiene las caracteristicas fundamentales de un prion bona
fide, como son la infectividad y la capacidad de propagacidn infinita. Sin embargo, este procedimiento
puede ser adaptado a la propagacion de cepas de priones de diferentes especies. Por otro lado, el uso
de dextrano sulfatado como cofactor limita la generacién de PrP™* estructuralmente heterogéneas,
permitiendo por primera vez la generacion de priones recombinantes altamente infecciosos vy
homogéneos. Para mejorar la eficiencia de la propagacion del malplegamiento, el sistema utiliza
particulas esféricas de zirconio-silice de 1,0 mm. La medicidon de los resultados no es a tiempo real, por

lo que el sustrato no contiene ThT. En este sentido, se puede hacer uso tanto de técnicas bioquimicas

72



como el Western Blot o de ThT para la deteccidon de fibras amiloides, lo cual permite el cribado de un
gran numero de compuestos de forma rdpida y fiable [330]. Todas estas caracteristicas la convierten
en una metodologia con un alto potencial para la obtencién de material con las caracteristicas
deseadas para los estudios estructurales, ademas de ser un sistema ideal para el testado masivo de
bibliotecas de compuestos con posible actividad anti-pridénica. Esto ultimo ya ha sido demostrado
mediante el testado de una biblioteca de 2500 compuestos donde se encontraron 3 nuevas moléculas
con alto potencial inhibidor de la propagacion pridnica en topillo rojo [332]. El enorme potencial para
el cribado masivo de compuestos junto con la posibilidad de adaptar el sistema a priones humanos, lo

han convertido en el principal objetivo de esta tesis doctoral.

6. Estrategias terapéuticas contra las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles

humanas

En la actualidad, no existen tratamientos que modifiquen el desenlace de las EET humanas, siendo
la Unica posibilidad el uso de tratamientos paliativos de los sintomas. La totalidad de las
aproximaciones terapéuticas descritas en modelos in vitro, in cellula e in vivo han fracasado tras ser
testadas en ensayos preclinicos o clinicos o han mostrado resultados modestos [333, 334]. La
aceptacion de que las enfermedades pridnicas estaban causadas por un virus lento hizo que los
primeros tratamientos en ser probados fuesen antivirales, como el aciclovir [335], |la amantadina [336]
o el interferdn [337], siendo todos ellos ineficaces contra las EET humanas. Una vez que se descartd su
origen virico, se dejaron de utilizar antivirales como posibles terapias y el tratamiento se enfocé en las
manifestaciones neuroldgicas, destacando el uso de antidepresivos [338], anticonvulsionantes [339] y
analgésicos [340]. Muchos de ellos se siguen usando hoy en dia como tratamientos paliativos de los

sintomas.

Actualmente las distintas estrategias terapéuticas que se estan estudiando activamente se estan
centrando principalmente en evitar la propagacion pridnica, asi como sus efectos neurotéxicos. Estos
estudios se estan llevando a cabo a través de una diversidad de metodologias: 1) reduccién de la
cantidad de PrP® mediante inhibicién de su expresién o mediante el aumento de su degradacion, 2)
estabilizacion de la PrP® para evitar su malplegamiento , 3) inhibicidn de la interaccién PrPS-PrP*, 4)
inhibicién de la formacion de oligdmeros y agregados de PrP%, 5) aumento de la degradacidn de la
PrP%¢ o0 6) estimulacién del sistema inmunitario para reducir su propagacion y promover su eliminacién

(Figura 6) [333, 341].
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Figura 6. Representacion esquematica de las principales estrategias terapéuticas que estan siendo estudiadas activamente
en la actualidad. (Modificado de [341]).

6.1. Estrategias basadas en el sistema inmunitario

A diferencia de otras enfermedades infecciosas, el sistema inmunitario apenas interviene en la
defensa contra las EET. Debido a que la secuencia aminoacidica de la PrP¢ y la PrP* son idénticas, el
sistema inmunitario no genera una respuesta robusta contra la infeccién por priones, fenémeno
conocido como autotolerancia. Sin embargo, se hipotetiza que el malplegamiento de la PrP¢ para dar
lugar a la PrP* puede llevar a la formacion de nuevos epitopos conformacionales. Estos nuevos
epitopos podrian ser reconocidos por el sistema inmunitario y poner en marcha una respuesta humoral
que culminaria con la generacidn de autoanticuerpos dirigidos contra la isoforma patogénica. Basados
en esta hipotesis, Aguzzi y colaboradores llevaron a cabo un estudio para determinar la presencia de
dichos autoanticuerpos en individuos portadores de mutaciones patogénicas en el gen PRNP,
determinando que las variantes patogénicas de la PrP no estimulan la respuesta inmunitaria mediada
por autoanticuerpos, no estando asociados con la aparicion de la enfermedad [342]. Sin embargo, la
ausencia de respuesta inmunitaria no es total, ya que se ha descrito un aumento de la activacion de la
microglia en el SNC de pacientes, siendo la Unica manifestacion clara de una reaccidn del sistema
inmunitario contra las enfermedades pridnicas. La inhibiciéon farmacogenética de la microglia provocé
un acortamiento de los tiempos de incubacién y un aumento de depdsitos de PrP* en el SNC [246,
343]. Por tanto, la estimulacién de la respuesta microglial frente a las EET humanas constituye otra de
las estrategias terapéuticas en estudio, por ejemplo, mediante el uso de vacunas contra la PrP%. De
esta forma se conseguiria estimular la respuesta inmunitaria contra la PrP¢ generando anticuerpos
contra la isoforma malplegada. En este sentido, la inmunizacién activa con PrP de origen recombinante
ha sido explorada para generar inmunocompetencia contra los priones. La utilizacidon de PrP dimérica

ha generado la produccion de autoanticuerpos en modelos de ratéon, demostrando mas tarde su
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eficacia en modelos celulares [344]. Debido a que la mayoria de anticuerpos no pueden alcanzar el
SNC por la presencia de la barrera hematoencefdlica que lo protege, estas estrategias solo funcionarian
como método profiladctico contra priones exdgenos y serian ineficaces contra EET genéticas o

esporadicas.

La inmunizacién pasiva con anticuerpos monoclonales dirigidos contra la PrP® y/o agregados de
PrP%¢ constituyen otras de las estrategias contra las EET humanas. Se ha demostrado que estos
anticuerpos generados de forma exdgena son efectivos en modelos celulares y animales [345, 346]. El
mecanismo de accién de estos anticuerpos monoclonales se basa en unirse a la PrP¢ y estabilizar su
conformacién nativa y/o bloquear la interaccién PrP -PrP*, evitando de cualquiera de ambas formas
su conversion a la isoforma patogénica [347]. La inmunizacidn pasiva de modelos murinos de scrapie
con dos anticuerpos monoclonales, ICSM18 e ICSM35, demostraron que esta estrategia podria ser
efectiva contra las EET humanas. Esta es la base del ensayo clinico de uso compasivo PRN100 liderado
por el Dr. Collinge en Reino Unido. En este ensayo clinico se ha administrado intravenosamente la
versiéon humanizada del anticuerpo monoclonal ICSM18, denominado PRN100, a un niumero limitado
de pacientes afectados con CJD que se encontraban generalmente en estadios avanzados de la
enfermedad. En la actualidad, 4 de 6 pacientes tratados con PRN100 han fallecido. [348, 349]. Cabe
destacar que existe una fuerte controversia acerca del uso de anticuerpos monoclonales como
estrategia contras las enfermedades pridnicas, ya que disponemos de evidencias que indican que los
anticuerpos dirigidos contra el dominio globular de la PrP pueden provocan una neurodegeneracion
similar a la que se observa en los pacientes con EET [350]. Este seria el caso del anticuerpo ICSM18 y
su version humanizada PRN100, dirigidos contra el epitopo al-3 de la regidn globular de la PrP¢. Sin
embargo, otros estudios realizados con estos anticuerpos en modelos animales indican que no existe
toxicidad aguda a nivel del SNC relacionada con su administracién [351]. Ademas, con esta estrategia
persiste el problema de la barrera hematoencefalica que restringe el paso de macromoléculas al SNC.
No obstante, se ha sugerido que aunque solo una pequeia cantidad de los anticuerpos administrados

alcancen el SNC, estos serian suficientes para ejercer su accion contra la proteina pridnica.

6.2. Estrategias basadas en la reduccion de la cantidad de PrP¢

La terapia génica es otra de las aproximaciones terapéuticas que ha mostrado tener potencial para
luchar contra las EET humanas. Se han obtenido resultados positivos mediante el uso de lentivirus que
portan un RNA de interferencia (RNAI) para silenciar el gen PRNP y asi inhibir la expresién de PrP¢ en
modelos in vivo [352, 353]. Esta metodologia utiliza vectores virales, como los lentivirus, para poder
administrar el RNAi en el SNC y que estos puedan penetrar en las células. Un problema asociado al uso

de vectores virales es que no se distribuyen correctamente por todo el encéfalo y no logran infectar a
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un numero de neuronas suficientes como para mejorar los signos clinicos de los animales y prolongar
de forma significativa su vida [352]. Con el objetivo de superar esta limitacion, Minikel y colaboradores
han trabajado en el desarrollo de una nueva estrategia terapéutica para las EET humanas conocida
como terapia antisentido, la cual estd arrojando resultados prometedores. Esta nueva aproximacién
se basa en el disefio y desarrollo de oligonucleétidos antisentido (ASO, del inglés, AntiSense
Oligonucleotides) con la capacidad de unirse de forma complementaria y especifica a un RNAm
determinado. De este modo, se han desarrollado varios ASO cuya diana es el RNAm del gen PRNP, con
el objetivo de disminuir la expresion de la PrP¢ [354]. Conceptualmente, los ASO provocan el mismo
efecto que los RNAI: la disminucidn de la expresién de la PrPS, sin embargo, presentan caracteristicas
diferentes. Los ASO no necesitan vectores virales para su administraciéon, ya que pueden ser
administrados directamente en el SNC y penetrar en las células, alcanzando el nucleo y ejerciendo su
efecto sin la limitacién que presentaban los RNAi. Ademas, existen diversos mecanismos por los cuales
pueden ejercer su accion, siendo los mas importantes la degradacién del RNAm mediante el
reclutamiento de la RNasa H o la modulacidn del splicing de RNA a través de su unién al mismo,
haciendo que un exdn se excluya o incluya de forma preferencial [355]. Por ultimo, cabe destacar que
aunque se ha demostrado que la eliminacidn de la PrP® en modelos animales no provoca un cambio
de fenotipo evidente [356], los efectos de la disminucién de una proteina ubicua y conservada en la

evolucidn de los mamiferos a largo plazo podria ser perjudicial [114].

6.3. Estrategias basadas en la degradacién de PrP5¢

El estudio de las distintas vias celulares implicadas en la eliminacién de proteinas malplegadas o
agregadas ha demostrado su interés como posibles dianas para desarrollar nuevas aproximaciones
terapéuticas contras las EET humanas. La potenciacién de los sistemas de eliminacidon de deshechos
celulares en el SNC ha mostrado resultados positivos. En este sentido, Muth y colaboradores han
demostrado en modelos murinos que aumentar la actividad microglial mediante el uso de retrovirus
provoca un aumento de la eliminacidn de los priones a través de la reduccién de los niveles de PrP*
[357]. De igual forma, potenciar la actividad lisosomal también provoca una eliminacion moderada de
los priones, sugiriendo que podria constituirse también como un posible tratamiento [358-361]. La
inhibicion mediante farmacos o modificaciones genéticas de la respuesta a proteina malplegladas
(UPR, del inglés, Unfolded Protein Response) también ha sido evaluada como posible terapia contra las
enfermedades pridnicas [362, 363]. Previamente se describié que existia un aumento de esta
respuesta UPR en modelos animales de varias enfermedades neurodegenerativas [364-366], entre

ellas las EET [363]. La administracidon de un farmaco inhibidor de la UPR en ratones inoculados con la
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cepa RML consiguié un claro retraso en el progreso de la enfermedad y en las lesiones histopatolégicas

[367].

6.4. Estrategias basadas en compuestos quimicos con actividad anti-prionica

Ante el desconocimiento de los mecanismos moleculares que rigen las enfermedades pridnicas, el
desarrollo de terapias con disefio racional es muy limitado. Por ello, una de las opciones que mayor
repercusion tiene en la busqueda de posibles terapias para estas enfermedades se basa en la deteccion
de compuestos quimicos que aun con mecanismos desconocidos, puedan tener algun efecto sobre la
propagacion pridnica o la neurotoxicidad asociada a la misma. El desarrollo y utilizacidn de los sistemas
de propagacién de priones in vitro, in cellula y de modelos in vivo han permitido la identificaciéon de
varios compuestos con actividad anti-pridnica, alguno de los cuales se utilizan en la actualidad como
medicamentos para otras patologias. Algunos de estos compuestos son antibiéticos como la
anfotericina B o la doxiciclina, un antimaldrico como la quinacrina, neurolépticos como las fenotiazinas,
analgésicos no opioides como la flupirtina o el pentosan polisulfato que se usa ampliamente para tratar
trombos vy cistitis intersticiales [368]. Sin embargo, a pesar de tener todos ellos perfiles toxicoldgicos
aceptables, ya que son usados en la practica clinica para otras patologias, solo la doxiciclina, la
flupirtina, la quinacrina y el pentosan polisulfato han sido evaluados en ensayos clinicos robustos como
terapia para las EET humanas [369]. La eficacia de la flupirtina se testd en un ensayo clinico
aleatorizado y se demostrd que mejoraba el rendimiento cognitivo de pacientes pero no afectaba al
tiempo de supervivencia de los mismos [340]. Por su parte, el efecto anti-pridnico de la quinacrina ha
sido evaluado mediante estudios observacionales en dos ensayos clinicos. Uno de ellos llevado a cabo
en Reino Unido (PRION-1), que incluyé diferentes formas de CJD [370], y otro ensayo clinico de doble
ciego controlado con placebo en EEUU, donde no se detectaron diferencias en la mortalidad entre los
grupos tratados y no tratados [371]. El pentosan polisulfato prolongé la supervivencia de enfermos
con vCJD en estudios observacionales, aunque no se reportaron beneficios clinicos significativos [372,
373]. En un estudio con 11 pacientes, que incluian diferentes formas de CJD y algun caso de GSS, no se
encontraron mejoras clinicas de los pacientes, ademas de detectarse varios problemas con la ruta de
administracion, en este caso intraventricular [374]. De todos ellos, la doxiciclina es la que ha mostrado
los resultados mas interesantes, estando en marcha aun hoy en dia uno de los ensayos clinicos con
este compuesto, el cual empezé en 2012 y se prevé que finalice en 2023 [375]. Se trata del primer
ensayo clinico contra las EET humanas de caracter preventivo, en el cual participan personas
presintomaticas portadoras de la mutacion que predispone al desarrollo de FFl. Anteriormente, la
doxiciclina se administré a pacientes con CJD de forma compasiva y los analisis retrospectivos de los

datos indicaron una ligera extensidn del tiempo de supervivencia [376]. Posteriormente, los andlisis de
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eficacia de un ensayo clinico de doble ciego de fase 2 con mas de 100 pacientes con sCJD mostraron
gue no existian diferencias entre el grupo tratado con doxiciclina y el grupo tratado con placebo [377].
Sin embargo, recientemente otro ensayo clinico aleatorizado pero con pacientes de sCJD en etapas
tempranas de la enfermedad ha mostrado un incremento del tiempo de supervivencia, lo que parece
indicar que el efecto beneficioso de la doxiciclina depende de la etapa de la enfermedad en la que se
encuentre al paciente [378]. Por tanto, la intervencidn terapéutica con este compuesto en etapas
presintomaticas podria retrasar la aparicion de la enfermedad y prolongar la salud del paciente. Esta
es la base fundamental del primer ensayo clinico con caracter preventivo realizado en personas
portadoras de la mutacion asociada al FFl. Como se ha indicado anteriormente, el estudio sigue en
marcha y se ha establecido que se considerara efectivo el tratamiento con doxiciclina si no mas de tres

individuos desarrollan FFI durante el periodo de estudio [375].

Por tanto, y hasta que se conozcan en mayor profundidad los mecanismos moleculares que rigen
las enfermedades pridnicas, la estrategia que ha dado mejores resultados y con mayor potencial para
conseguir una terapia contras las EET humanas es la busqueda masiva de moléculas mediante modelos
in vitro e/o in cellula, normalmente de pequefio tamafio, capaces de interaccionar con la PrP¢ o la Prp
e inhibir el proceso de malplegamiento. Hasta hace poco, los principales esfuerzos realizados estaban
dirigidos a la busqueda de agentes terapéuticos contra la PrP%, ya que es la estrategia mas intuitiva
debido a que es la isoforma patoldgica mas relevante de la PrP. Sin embargo, el no conocer su
estructura tridimensional y la heterogeneidad conformacional de las cepas de priones son los
principales problemas relacionados con este enfoque. Muchos compuestos con actividad anti-pridnica
descubiertos en las ultimas décadas han mostrado especificidad para una cepa de prion determinada,
lo que limita mucho su uso como futura terapia [379-381]. A pesar de ello, varios estudios han descrito
diversos compuestos capaces de unirse a las fibras amiloides de PrP*¢ evitando su disgregacidon. Debido
a que los pequefios oligdmeros tienen un papel importante durante la propagacion [155], esta
estrategia permitiria estabilizar las fibras o agregados amiloides con el objetivo de disminuir la cantidad
de oligdmeros, lo que provocaria una ralentizacidon del proceso patoldgico. De esta forma se han
identificado politiofenos conjugados luminiscentes (LCP, del inglés, Luminiscent Conjugated
Polythiophenes), que son moléculas de pequefio tamafio que se unen a los agregados de PrP*, que
han mostrado eficacia in vivo [382]. En estudios anteriores, los LCP se describieron como compuestos
capaces de detectar fibras amiloides y diferenciar cepas [383], lo que deriva en el problema al que se
enfrentan las estrategias dirigidas contra la PrP: |a especificad de cepa y su limitacién como futura

terapia, ya que un LCP serd mas efectivo frente a unas cepas que frente a otras.

Para superar estas limitaciones, en los Ultimos afios han sido identificados un gran nimero de

compuestos que tienen como diana la PrP¢, ya que a pesar de ser un enfoque menos intuitivo, la PrP¢
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constituye el sustrato universal para la replicaciéon de cualquier cepa pridnica de una especie dada.
Ademas, su estructura tridimensional esta bien definida, lo que favorece el disefio racional de
moléculas con alto potencial terapéutico. Desde un punto de vista tedrico, la unién a la PrP® de
pequefias moléculas, conocidas como chaperonas moleculares, estabilizaria su conformacién nativa,
convirtiendo el proceso de malplegamiento en un proceso termodindmicamente desfavorable [384,
385]. El pequefio tamaiio y la facil manipulacidn de estas chaperonas moleculares o farmacolégicas
hacen que se puedan modificar facilmente para aumentar su vida media, su unién a PrP o su paso a
través de la barrera hematoencefalica. Ademas, al ser muy especificas no se necesitan altas dosis para
obtener un efecto farmacoldgico eficaz. Varias chaperonas moleculares han sido descritas como
inhibidoras de la propagacidn pridnica, entre las cuales encontramos las porfirinas, las antraciclinas,
los pigmentos azoicos, las metilaminas, la heparina, el tegobuvir y el GN8 [385]. La mas conocida y
estudiada de todas ellas es la porfirina TMPyP-Felll (del inglés, Iron (lll) meso-Tetra(N-methyl-4-
pyridyl)porphine), 1a cual es capaz de unirse a la PrP en ratio 1:1 con una Kd de 11 uM y ha demostrado
su actividad en modelos celulares [301] y animales [386]. Todo ello indica que las aproximaciones
terapéuticas dirigidas contra la PrP® humana o que bloqueen la propagacidn de priones humanos
constituye uno de los métodos con mayor potencial para la bisqueda de compuestos candidatos a
convertirse en futura terapia contra las EET. Esto a su vez indica la necesidad de desarrollar sistemas
in vitro e in cellula especificos para priones humanos que a su vez permitan el cribado masivo de
compuestos especificos contra las EET humanas, lo que constituye el objetivo principal de esta tesis

doctoral.
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OBJETIVOS

1) Desarrollo de un sistema in vitro para el cribado masivo de compuestos potencialmente anti-

2)

priénicos especificos contra las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles humanas

a)

b)

d)

Obtencién de un prion recombinante humano bona fide

i) Optimizacién de los parametros de la metodologia de propagacidon de priones in vitro
(PMSA) para el malplegamiento de PrP recombinantes humanas

ii) Generacion de un panel de PrP recombinantes humanas malplegadas

iii) Caracterizacion de las propiedades bioquimicas y bioldgicas de las PrP recombinantes

humanas malplegadas generadas previamente

Adaptacién del sistema de cribado masivo basado en PMSA a los priones recombinantes

humanos

Evaluacién de la capacidad del sistema para el cribado de compuestos con actividad anti-

pridnica conocida.

Prueba de concepto mediante el cribado de una biblioteca de compuestos tetrapirrdlicos

evaluados previamente en otra especie.

Disefio de una estrategia alternativa basada en particulas esféricas para el cribado masivo de

compuestos con potencial anti-pridnico contra las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles

humanas

a)

Evaluacion de la capacidad del sistema para el cribado de compuestos
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MATERIALES Y METODOS

1. Construccion de los plasmidos de expresion de las PrP de humano M129 y V129,

humano M1091 M129 y M109I V129, de topillo rojo y de oveja ARQ

1.1. Generacion de plasmidos con PrP humana M129 y V129, topillo rojo 1109 y oveja

ARQ mediante recombinacion homoéloga

Para la produccién de las PrP recombinantes de humano (con polimorfismos M129 y V129), topillo
rojo y oveja ARQ (A136, R154 y Q171) en Escherichia coli (E. coli) utilizamos vectores plasmidicos
especializados en la expresion de genes eucariotas. En concreto, utilizamos los vectores pOPIN
desarrollados por Oxford Protein Production Facility UK (OPPF). Estos vectores estan especialmente
disefados para su clonacion mediante el sistema In Fusion, que permite una alta expresion de la
proteina clonada [328]. Concretamente, utilizamos el plasmido 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 expresién de proteinas eucariotas en bacterias E. coli y de una diana para la carboxi-
peptidasa A seguida de una cola de 6 histidinas, necesarias para la purificacion de proteinas mediante
el sistema de cromatografia de afinidad Niquel - Acido Nitriloacético (Ni-NTA, del inglés Niguel -

Nitriloacetic Acid).

El vector pOPIN E se digirid con las enzimas de restriccion Ncol y Pmel (New England Laboratories)
siguiendo el protocolo de la OPPF (A Guide to using the OPPF pOPIN Vector suite for HTP In-Fusion
Cloning). Tras su digestion, los fragmentos de ADN se separaron utilizando electroforesis en gel de
agarosa al 1 % (p/v) (Thermo Scientific) y se visualizaron mediante tincion con RedSafe (iNtRON
Biotechnology) segln las especificaciones del fabricante. Por ultimo, el vector linealizado de 5151 pb
(pares de bases) se purific6 mediante el kit QlAquick Gel Extraction (Qiagen) siguiendo el protocolo

indicado por el fabricante.

Para la clonacidn de las diferentes secuencias de PrP en el vector pOPIN E mediante el sistema In
Fusion, los extremos de las secuencias de los ORF (del inglés, Open Reading Frame) de los genes de la
PrP humana con los polimorfismos M129 y V129, de topillo rojo con el polimorfismo 1109 y de oveja
con los polimorfismos A136, R154 y Q171, extraidas previamente de tejido encefalico utilizando el kit
de extraccién de ADN gendmico NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel) se amplificaron y adecuaron a la
recombinacidn homoéloga mediante la técnica de PCR, teniendo en cuenta las especificaciones

sefialadas en el protocolo de la OPPF. Este paso es crucial para la correcta clonacién de las secuencias
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deseadas en el vector mediante el sistema In Fusion, ya que se basa en una recombinacién homéloga
entre los extremos de la secuencia a clonar y el vector. Por ello, los oligonucledtidos disefiados para
tal fin se hicieron coincidir en al menos 15 pb con los extremos del vector. Ademas, en el
oligonucledtido del extremo C-terminal se introdujo un codén de terminacién (TTA) en la posicion de
la lisina inmediatamente anterior de la cola de histidinas con el fin de evitar el corte con carboxi-
peptidasa A tras la purificacion. El uso de esta enzima seria imprescindible para la eliminacién de la
cola de 6 histidinas necesaria para la purificacidn de la proteina por columnas de afinidad Ni-NTA. Sin
embargo, debido a la presencia de numerosas histidinas en la zona de octa repeticiones de la PrP, la
cola de histidinas no es necesaria para su purificacion mediante este tipo de columnas de afinidad,
cumpliendo la misma funcién que una cola de histidinas afiadida artificialmente. Las secuencias 5’ — 3’

de los oligonucledtidos utilizados en las PCR son las siguientes:

- Oligonucleétido del extremo N-terminal para la PrP de humano M129 y V129:

AGGAGATATACCATGAAGAAGCGCCCGAAGCCTGG

- Oligonucleétido del extremo C-terminal para la PrP de humano M129 y V129:

GTGATGGTGATGTTAGCTGATCCTCTCTGGTAATA

- Oligonucleétido del extremo N-terminal para la PrP de topillo rojo 1109:

AGGAGATATACCATGAAGAAGCGGCCAAAGCCTGG

- Oligonucleétido del extremo C-terminal para la PrP de topillo rojo 1109:

GTGATGGTGATGTTAGGAACTTCTCCCTTCGTAGTA

- Oligonucleédtido del extremo N-terminal para la PrP de oveja ARQ:

AGGAGATATACCATGAAGAAGCGACCAAAGCCTGG

- Oligonucleétido del extremo C-terminal para la PrP de oveja ARQ:

GTGATGGTGATGTTAACTTGCCCCCCTTTGGTAATA

Utilizando como molde el DNA gendmico de las especies indicadas anteriormente, se realizd una
PCR con el fin de amplificar la secuencia de interés mediante los oligonucledtidos especificamente
disefados y mostrados en el parrafo anterior. Los reactivos presentes en las reacciones de PCR fueron:
2 — 10 ng de DNA gendmico, 50 ng de cada uno de los oligonucledtidos (Sigma), 1.25 unidades
LongAmp™ Taq DNA Polymerase (New England Biolabs), 10 pl 5X LongAmp™ Taq Reaction Buffer (New
England Biolabs), 0.4 ul dNTP 10 mM (Sigma-Aldrich), H,O desionizada (hasta alcanzar un volumen final
de reaccion de 50 pl, dependiendo de la concentracién de DNA gendmico). Las condiciones de PCR

aplicadas fueron en primer lugar, un ciclo inicial de desnaturalizacion del molde de DNA de partida

82



mediante calentamiento a 95 2C durante 5 min, a continuacidn, 35 ciclos de amplificacion y finalmente,
un periodo adicional de 10 min a 72 2C que permite la extension de los productos de PCR incompletos.
Cada ciclo de amplificacién consistié en un periodo de desnaturalizacién a 95 2C durante 20 s, seguido
de un periodo de 45 s a 56 2C que facilita la hibridacidn de los oligonucledtidos con el molde de DNA,
finalizando con un periodo de 60 s a 72 2C que permite la polimerizacién de las nuevas cadenas de
DNA. El producto de PCR se almacend y conservd a 4 2C. Para realizar las PCR se empled el

termociclador DNA Engine Peltier Thermal Cycler, PTC-200 (Bio-Rad).

Tras comprobar que el tamafio de cada fragmento amplificado es el correcto, se continud con el
protocolo descrito por la casa comercial y el producto de PCR se digirié con la enzima de restriccion
Dpnl (New England Biolabs) para eliminar los fragmentos de DNA metilados procedentes del molde
utilizado para la reaccién. Las muestras digeridas se purificaron mediante el kit QIAquick PCR

purification kit (Qiagen) siguiendo las especificaciones del fabricante.

Una vez obtenidos el vector y los fragmentos para clonar linealizados, se procedio a la realizacién
de las recombinaciones homdlogas necesarias mediante el método de clonacién In Fusion Dry-Down
PCR Cloning Kit (Clontech), siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. Para ello, se midieron
las concentraciones de vector y fragmento linealizados utilizando un equipo NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific) con el objetivo de mezclar de ambos componentes en proporcién molar 1:2

(vector:fragmento).

Finalmente, los vectores se transformaron en bacterias super competentes E. coli DH5 XL-Gold®
(Stratagene) siguiendo el protocolo estandar de transformacion mediante choque térmico descrito por
Inoue et al [387]. 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 37 2C en
agitacién toda la noche. Partiendo de estos cultivos, los plasmidos procedentes de colonias bacterianas
se purificaron empleando el kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) siguiendo el protocolo descrito por el
fabricante. Para verificar que los plasmidos purificados tenian incorporados los genes que codifican las
PrP humana M129, V129, topillo rojo 1109 y de oveja ARQ se realizd un analisis de restriccidon de los
plasmidos con la enzima de restriccién Aval (New England Biolabs). Finalmente, con el fin de asegurar
que los plasmidos obtenidos contenian las secuencias correctas, el gen de la PrP y los extremos
adyacentes se secuenciaron completamente mediante el servicio de secuenciacién de Stabvida
empleando el oligonucledtido universal T7 (5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’). Asi, se obtuvieron los

siguientes plasmidos:

- pOPIN E PrP23.231 humana M129
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- PpOPIN E PrP33.,3 humana V129

- pOPIN E PrP23.,31 topillo rojo 1109

- pOPIN E PrP23231 0veja ARQ

1.2. Generacidn de plasmidos con PrP humana M109I V129 y M1091 M129 mediante

mutagénesis dirigida secuencial en dos pasos

Con el fin de introducir la mutacién M109I, derivada del polimorfismo caracteristico del topillo rojo
gue incrementa su tendencia al malplegamiento espontdneo frente al polimorfismo M109, se disefid
una pareja de oligonucledtidos que incorporaban el cambio correspondiente. El tamafio de los
oligonucledtidos lo determiné el tipo de secuencia a los lados de la base a sustituir (aproximadamente
15 pares de bases hacia el extremo 3’ y 15 pares de bases hacia el extremo 5’). Mediante este esquema
de trabajo se disefd la secuencia del oligonucledtido forward (del inglés, hacia adelante) (F) y la
secuencia del oligonucleétido reverse (del inglés, reverso) (R) se obtuvo a partir de la secuencia reversa
y complementaria del oligonucledtido forward. La seleccidn de los mejores oligonucledtidos posibles
se refind mediante el software libre “Oligo analyzer 3.1” (Integrated DNA Technologies). A
continuacién, se muestran los oligonucleédtidos forward y reverse sefializando el nucleétido que se ha

modificado (en negrita) en el coddn (subrayado) que codifica el aminoacido sustituido:
HuM109I F: 5’- GCCAAAAACCAACATTAAGCACATGGCTGG -3’
HuM109I R: 5'- CCAGCCATGTGCTTAATGTTGGTTTTTGGC -3’

Partiendo de los plasmidos pOPIN E que expresan la PrP23.;3: humana, se efectuaron mutagénesis
dirigidas secuenciales de dos pasos. Para ello, ademas de los oligonucledtidos especificos disefiados
para introducir la mutacién, se disefiaron dos oligonucleétidos que hibridan con una secuencia del
vector pOPIN E PrP,3,3; de humano préxima al gen que codifica la PrP, un oligonucleétido forward

cerca del extremo 3’ y un oligonucledtido reverse cerca del extremo 5’ del ORF de la PrP humana:

- Oligonucleétido forward extremo 3’: 5’-CTGGCGTGTGACCGGCGGC-3’

- Oligonucleétido reverse extremo 5’: 5’-CCCTCCCATATGTCCTTCC-3’
En un primer paso se realizaron dos PCR, una de ellas con el oligonucledtido forward que contenia la
mutacion a introducir y el oligonucledtido reverse del extremo 5’; y la otra con el oligonucleétido

forward del extremo 3’ y el oligonucledtido reverse que contiene la mutacién. En todos los casos y en

esta primera fase, las PCR empleadas contenian: 2 ng de plasmido de pOPIN E PrP33,31 129M o 129V
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de humano, 50 ng de cada oligonucledtido, 1.25 unidades de la enzima Pfu DNA Polymerase
(Fermentas), 5 ul del buffer (del inglés, tampdn) 10X para la enzima Pfu (20 mM MgS0,), 0.4 pl de dNTP
10 mM y H,0 (hasta 50 pl).

Las condiciones de PCR aplicadas fueron en primer lugar, un ciclo inicial de desnaturalizacion del
molde de DNA de partida mediante calentamiento a 95 2C durante 5 min, a continuacidn, 40 ciclos de
amplificacion y finalmente, un periodo adicional de 10 min a 72 2C que permite la extension de los
productos de PCR incompletos. Cada ciclo de amplificacién consisti6 en un periodo de
desnaturalizacion de 95 2C durante 20 s, seguido de un periodo de 45 s a 56 2C que facilita la
hibridacidon de los oligonucledtidos con el molde de DNA y finaliza con un periodo de 60 s a 72 2C que
permite la polimerizacién de las nuevas cadenas de DNA. Los productos de PCR fueron almacenados y

conservados a 4 °C.

Como resultado de esta primera fase se obtuvieron dos fragmentos de DNA, que contenian cada
uno de ellos un fragmento del gen que codifica la PrP humana con la mutacion M109I. La purificacion
de estos 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
consistid en la reconstitucion completa del gen que codifica la PrP humana conteniendo la mutacién
de interés. Para ello se realiz6 de nuevo una PCR empleando como moldes los dos fragmentos
obtenidos en el paso anterior y los oligonucledtidos forward que hibrida cerca del extremo N-terminal
y reverse que hibrida cerca del extremo C-terminal del gen que codifica la PrP. En todos los casos y en
esta Ultima fase, las PCR empleadas contenian: 50-100 ng de fragmentos de DNA purificados de la
primera fase, 50 ng de los oligonucledtidos forward y reverse, 1.25 unidades de la enzima Pfu DNA
Polymerase (Fermentas), 5 pl del buffer 10X para la enzima Pfu (20mM MgS0.), 0.4 pl de dNTP 10 mM
y 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 Genelet PCR Purification Kit (Fermentas)

siguiendo el protocolo del fabricante.

Con el fin de clonar los distintos fragmentos de DNA codificantes generados en el apartado anterior
en el vector de expresidon pOPIN E, se llevaron a cabo las siguientes digestiones con enzimas de
restriccion y purificaciones. En primer lugar, los fragmentos de DNA que codifican la PrP23.;31 humana
se digirieron con la enzima de restriccion Xmal (Fermentas) y posteriormente, tras realizar una
purificacién con Genelet PCR Purification Kit (Fermentas), se digirieron con la enzima de restriccion
Stul (Fermentas), en todos los casos, siguiendo las especificaciones del fabricante. La enzima de
restriccion Xmal reconoce una secuencia de DNA ubicada cerca del extremo N-terminal de la secuencia

del gen que codifica la PrP2s.231 humana, mientras que Stul digiere en una zona cercana al extremo C-
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terminal, dando lugar a un fragmento de 556 pb. Para la elecciéon de las enzimas de restriccidon
mencionadas se utiliz6 el software libre “NEBcutter V2.0” (New England Biolabs). Los fragmentos
digeridos se purificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % (p/v), tincién con RedSafe 0.1
% (v/v) (Proquinorte) y QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo del fabricante.
Puesto que el sitio de restriccion de Xmal estaba impedido por la metilacién CpG de las citosinas, los
pldasmidos pOPIN E que contienen el gen que codifica la PrP,s.23: humana con el polimorfismo M129 o
V129 fueron transformados en bacterias competentes E. coli HSTO8 Stellar™ (dam-/dcm-) (Clontech).
Las transformaciones se realizaron siguiendo el protocolo estandar de transformacidn por choque
térmico [387]. Los plasmidos procedentes de todas las colonias bacterianas obtenidas se purificaron
empleando el GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) siguiendo el protocolo descrito por el
fabricante. Para verificar que los plasmidos purificados tuvieran el plasmido adecuado se efectud una
electroforesis en gel de agarosa al 1 % y tincidon con RedSafe 0.1 %. Los plasmidos pOPIN E PrP2323;
humana que contienen cada uno de los polimorfismos en la posicidn 129 y purificados a partir de
bacterias sin capacidad de metilar, fueron digeridos con las enzimas de restriccion Xmal y Stul,
siguiendo el procedimiento mencionado anteriormente. Los fragmentos de 5222 pb fueron purificados
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, tincion con RedSafe 0.1 % y QlAquick Gel Extraction

Kit (Qiagen) siguiendo el protocolo del fabricante.

Los fragmentos correspondientes a las secuencias de los genes que codifican las PrP,3-23; humanas
M109I fueron clonados en los vectores pOPIN E obtenidos. Para ello, pldsmido 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 16 2C, como indica el protocolo del fabricante. Los
productos de la ligaciéon se transformaron en bacterias ultra-competentes E. coli DH5 XL-Gold®
(Stratagene) siguiendo el protocolo estandar de 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 PrP23,31 se realizd un analisis de restriccion con las enzimas de restriccién Xbal
(Fermentas) y Pagl (Fermentas) siguiendo el protocolo del fabricante. Finalmente, con el fin de
asegurar que los pldsmidos obtenidos contenian la mutacién introducida, el gen que codifica la PrP,s.
231 fue completamente secuenciado mediante el servicio de secuenciacion de Stabvida con el

oligonucledtido universal T7 (5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’). Asi se obtuvieron los plasmidos:
- pOPIN E PrP23.23: humana M1091 M129

- pOPIN E PrP23.331 humana M1091 V129
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2. Obtencién de proteinas recombinantes

2.1. Transformacion en bacterias E. coli Rossetta (DE3)™

Para producir las proteinas recombinantes humanas, tanto WT como con la mutacién M109I, de
topillo rojo y de oveja ARQ a partir de los plasmidos pOPIN E generados anteriormente, se
transformaron en bacterias stiper competentes E. coli Rossetta (DE3)™ (EMD Millipore), desarrolladas
especialmente para la expresién de proteinas eucariotas. Los pldsmidos pOPIN E se transformaron
especificamente en estas bacterias mediante el protocolo estdndar de transformacién por choque

térmico [387]. Posteriormente se conservaron a -80 2C en medio LB + glicerol en proporcion 1:1 (v:v).

2.2.  Expresion y purificacion de las PrP recombinantes para su uso en los sistemas de

propagacion in vitro

Las bacterias DE3 transformadas con el pladasmido deseado se cultivaron en 50 ml de medio LB en
presencia de ampicilina (20 pg/ml) a 37 eC en agitacion a 200 rpm durante toda la noche. A
continuacidn, estos 50 ml se mezclaron con 1 L de medio LB con ampicilina (20 pg/ml) y se incubaron
a 37 °C en agitacion a 200 rpm hasta alcanzar una densidad éptica en la longitud de onda de 600 nm
(DOgoo) de 0.8 — 1.0. Una vez alcanzada, se afadid al cultivo bacteriano isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) (Gold Biotechnology) a una concentracion final de 1 mM con el objetivo de
inducir la sintesis de proteinas en las bacterias DE3. Una vez afiadido el IPTG se mantuvieron las
condiciones de temperatura y agitacidon descritas durante 3 h. Pasadas las 3 horas, la induccién se
detuvo con la incubacién de los cultivos bacterianos en hielo durante 15 min. Finalmente, los cultivos
se centrifugaron durante 15 min a una velocidad de 4500 g y a una temperatura de 4 2C (Centrifuga
Sorvall Legend XTR, Thermo Scientific) con el objetivo de precipitar las bacterias que acumulan la

proteina recombinante producida en forma de cuerpos de inclusién.

El precipitado bacteriano resultante se resuspendié en 100 ml de solucion de lisis [50 mM
tris(hidroximetil)Jaminometano hidrocloruro  Tris-HClI  (Fisher Bioreagents)), 5 mM 4&cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (Sigma-Aldrich), 1 % Triton X-100 (Sigma-Aldrich), 1 mM fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma-Aldrich), 100 ug/ml Lisozima (Sigma-Aldrich), ajustado a pH 8.0] y se
incubaron durante 30 min a temperatura ambiente en presencia de 100 U/ml de desoxirribonucleasa
(DNAsa) (Sigma-Aldrich) con agitacion suave y cloruro de magnesio (MgCl2) (Sigma-Aldrich) a una
concentracién final de 20 mM, necesario para el correcto funcionamiento de la DNAsa. El producto
lisado se centrifugd a 8500 g (Centrifuga Sorvall ST 16R, Thermo Scientific) durante 1 h y a una

temperatura de 4 2C. El precipitado resultante se resuspendié en 100 ml de solucién de lavado [20 mM
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Tris-HCI (Fisher Bioreagents), 150 mM cloruro de sodio (NaCl) (Sigma-Aldrich), 1 mM EDTA (Sigma-
Aldrich), 1 % Sarkosyl (Sigma-Aldrich), ajustado a pH 8.0]. El material resuspendido se centrifugd de
nuevo a 8500 g durante 1 h a una temperatura de 4 2Cy el precipitado resultante se disgregd en 12 ml
de solucién de inclusién [20 mM Tris-HCI (Fisher Bioreagents), 0.5 M NaCl (Sigma-Aldrich), 6 M
hidrocloruro de guanidinio (Gdn-HCI) (Fisher Scientific), ajustado a pH 8.0]. Con el objetivo de disolver
totalmente los cuerpos de inclusién presentes en el precipitado, el material resuspendido se incubd a
37 °C durante toda la noche con agitacién suave. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 8500 g
durante 1 h a una temperatura de 4 2C. El sobrenadante resultante se filtra utilizando un tamafio de

poro de 0.22 um (Minisart, Sartorius Stedim).

Una vez filtrada, la PrP recombinante presente en la muestra se purifica utilizando columnas de
afinidad de histidinas HisTrap FF Crude 5 ml (GE Healthcare Amersham) acopladas a un sistema de FPLC
(AKTA™ start, GE Healthcare Amersham). Las columnas se equilibran con 35 ml de solucién de unién
[20 mM Tris-HCI (Fisher Bioreagents), 500 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 5 mM Imidazol (Sigma-Aldrich), 2
M GndCl (Fisher Scientific), ajustado a pH 8.0]. Seguidamente, la muestra se carga en la columna, se
lava con 75 ml de solucién de unidn y finalmente la PrP se eluye utilizando 30 ml de solucidn de elucién
[20 mM Tris-HCI (Fisher Bioreagents), 500 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 500 mM Imidazol (Sigma-Aldrich),
2 M GndCl (Fisher Scientific), ajustado a pH 8.0]. Las proteinas purificadas se desnaturalizaron
completamente aumentando la concentracién de Gdn-HCl hasta 6 M y posteriormente se
concentraron hasta alcanzar 1000 uM o 25 mg/ml mediante filtros de centrifugacion con un limite de
exclusion de 10 kDa Amicon Ultra-15 10KDa Centrifugal filter unit (Millipore). Finalmente, las proteinas

recombinantes generadas se almacenan a -80 2C hasta su uso.

La pureza de las proteinas recombinantes obtenidas y la eficacia del proceso de purificacién se
evaluaron mediante tincion de proteina total tras electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE, del inglés Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) en geles Criterion TGX 4 — 15 % (Bio-Rad). A lo largo del proceso de purificacion se
fueron recogiendo muestras de 10 pl de varios de los eluidos obtenidos. En concreto se recogieron
muestras de 10 pl de la muestra filtrada antes de cargarla en la columna de afinidad, de la muestra
filtrada tras su paso por la columna y de la proteina final purificada. A continuacidn, las muestras
de 10 pl se precipitaron afiadiendo 56,7 pl de metanol frio (Fisher Chemical) y tras centrifugar
durante 30 min a una velocidad de 19000 g y a 4 2C de temperatura (Centrifuga Sorvall ST 16R,
Thermo Scientific), el material precipitado se resuspendié en 16 ul de solucién de carga NuUPAGE
(Invitrogen Life Technologies) diluido 1:3 en PBS (del inglés Phosphate Buffer Saline) (Fisher
Bioreagents) y se cargd en el gel de electroforesis. Por ultimo, el gel se incubé durante 1 h a

temperatura ambiente en solucién de tincién BlueSafe (Nzytech).
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3. PMSA como método de generacién y propagacion de proteinas malplegadas in vitro

En este apartado se explicara la preparacion de los sustratos para PMSA utilizando las PrP
recombinantes de humano M129 y V129, humano M1091 M129 y M109I V129 y topillo rojo 1109
complementada con dextrano sulfatado y se indicardn en detalle los diferentes métodos de
generacidn y propagacion de proteinas malplegadas mediante PMSA utilizados en esta tesis

doctoral.

3.1. Preparacion de sustratos para PMSA

A lo largo del proceso de preparacién, todos los componentes que forman parte de los sustratos
se mantuvieron a 4 °C para preservar su estabilidad. Tras su preparacién, se alicuotaron
convenientemente y se conservaron a 4 2C durante un maximo de 24 h protegidos de la luz (aquellos
sustratos que serdn utilizados para la generacidn espontanea de rec-PrP™ humana tras la adaptacion
para el trabajo especifico con PrP humana) o -80 2C hasta la realizacidn de los experimentos (aquellos

sustratos que seran utilizados para la propagacion o escalado de semillas pridnicas).

Las proteinas purificadas mediante columnas de afinidad HisTrap se diluyeron en ratio 1:5 en PBS
(Fisher BioReagents), se cargaron en casetes de dialisis con un limite de exclusién de 10 kDa Slide-A-
Lyzer Dialysis Cassette 10K MWCO (Thermo Scientific) y se dializaron durante 1 h frente a PBS a
temperatura ambiente. Durante el proceso de dialisis se puede observar la formacién de acimulos
blanquecinos de proteina anormalmente plegada. Para la eliminacién de este precipitado las muestras
dializadas se centrifugaron a 19 000 g durante 15 min a una temperatura de 4 2C (Centrifuga Sorvall
ST 16R, Thermo Scientific). Finalmente se recogio el sobrenadante que contiene la proteina PrP soluble
plegada. La concentracion de esta se midio utilizando el kit BCA Protein Assay (Fisher Scientific)
siguiendo el protocolo del fabricante para monitorizar cualquier problema durante la dialisis. Todas las
mediciones de proteina dializada se han realizado de la misma manera, utilizando el kit BCA protein
Assay y siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez preparada la proteina, esta se diluyo
en solucién de conversién fria [PBS (Fisher BioReagents), 150 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 1 % Triton X-
100 (Sigma-Aldrich)] en ratio 1:10. De esta forma la concentracién final de proteina es de
aproximadamente 2 — 3 uM o 50 — 70 ug/ml. Por ultimo, se afiadié dextrano sulfatado hasta alcanzar

una concentracion final de 0.5 % (p/v).

En aquellos casos en que se ha tratado de aumentar la concentracion de proteina en el sustrato,
se han evitado las manipulaciones de la misma post-dialisis, ya que la concentracién a través de filtros
de centrifugacion ocasionaba grandes pérdidas de proteina por la formacién de agregados amorfos,

debido a la inestabilidad de la forma nativa de las PrP humanas en soluciones con concentraciones
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superiores a 3 uM. Por tanto, para el apartado de Resultados en el que se trata de introducir mejoras

en el sustrato se llevan a cabo las siguientes modificaciones en el proceso descrito:

Concentracion de proteina pre-didlisis: Con el objetivo de obtener mayor cantidad de proteina soluble

en el sustrato final, se concentré la proteina a 1000 uM conservada en 6 M de GndCl, 2X y 4X, utilizando
el doble y cuddruple del volumen habitual respectivamente, mediante filtros de centrifugaciéon con un
limite de exclusién de 10 kDa Amicon Ultra-15 10KDa Centrifugal filter unit (Millipore). Tras llevarlos a
un volumen equivalente al habitual (1X), se sometieron a dilucién 1:5 (v/v) en PBS y dialisis como se
ha explicado previamente. Tras centrifugar de la misma manera para eliminar la proteina precipitada,
se monitorizd la concentracion de proteina soluble mediante BCA Protein Assay siguiendo el protocolo

indicado por el fabricante. La concentracion de cada muestra se midié por triplicado.

Didlisis en soluciones tamponadoras alternativas: Otra de las opciones para tratar de reducir la

precipitacién observada con las PrP recombinantes humanas durante la dialisis, consistié en utilizar
soluciones alternativas al PBS utilizado habitualmente basdndose en la bibliografia existente al
respecto. Para ello, se probaron soluciones tamponadoras compuestas por 0.5 M Gdn-HCl en PBS
(Fisher BioReagents) [388] o por 20 mM acetato sddico (AcNa) ajustada a pH 5.0 [389] 0 10 % de glicerol
(v/v) en PBS (Fisher BioReagents) [390]. Previamente, las PrP humanas se diluyeron en ratio 1:5 (v/v)
en PBS (Fisher BioReagents) y seguidamente se procedié a dializar 1 h como se ha descrito
anteriormente pero utilizando las diferentes soluciones tamponadoras alternativas. Tras la dialisis se
centrifugaron las muestras a 19 000 g durante 15 min a una temperatura de 4 2C (Centrifuga Sorvall
ST 16R, Thermo Scientific). Para la preparacion final del sustrato de PMSA, tras medir la concentracién
de PrP en la muestra tras la centrifugacion mediante BCA Protein Assay siguiendo el protocolo indicado
por el fabricante, la proteina soluble se diluyd en soluciéon de conversion fria en ratio 1:10 y se afiadié

dextrano sulfatado hasta alcanzar una concentracién final de 0.5 % (p/v).

Congelacion y descongelacion de proteina dializada: Para testar el efecto de los ciclos de congelacién

y descongelacidn sobre la concentracién de PrP, las muestras post-didlisis obtenidas mediante el
protocolo estandar se sometieron a 5 ciclos de congelacién/descongelacién. Para ello, tras aplicar el
protocolo de didlisis estandar descrito anteriormente, las muestras se centrifugaron de igual forma a
19 000 g durante 15 min a 4 2C (Centrifuga Sorvall ST 16R, Thermo Scientific). El sobrenadante se colocé
en un tubo tipo eppendorf de 1.5 ml limpio (Eppendorf™) y se midié la concentracién de PrP de cada
muestra mediante BCA Protein Assay siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Una vez
preparadas las muestras y medida la concentracidn inicial de cada una de ellas, se congelaron y
descongelaron 5 veces. Para congelar las muestras se colocaron a -80 2C durante 20 min y pasado este

tiempo, cada muestra se descongeld a temperatura ambiente. Una vez descongeladas completamente
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se centrifugd de nuevo a 19 000 g durante 15 min a una temperatura de 4 2C para eliminar los posibles
agregados amorfos que se han formado por la congelacién/descongelacion. Antes de congelar de
nuevo cada muestra para realizar otro ciclo de congelacidon/descongelacion, se tomd una alicuota de
30 ul de cada una de ellas para medir por duplicado la concentracion de PrP mediante BCA Protein

Assay siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Este proceso se repitioé un total de 5 veces.

3.2. Ensayo para determinar la adsorcion de las PrP recombinantes a superficies de
vidrio

Con el objetivo de determinar el grado de adsorcién de las PrP recombinantes humanas M129 y
V129 y de topillo rojo 1109 en funcién de los mm? de superficie de vidrio y tiempo, las PrP
recombinantes se dializaron y centrifugaron tal y como se ha descrito y posteriormente se incubaron
en presencia de diferentes cantidades de particulas esféricas de vidrio de 0.1 mm de didmetro (BioSpec
Products). De esta forma, 500 pl de cada PrP recombinante se incubaron en presencia de 0, 2.1, 5.0,
12.5, 37.5, 133.4 y 258.5 mg de particulas esféricas, que se corresponden con 0, 50, 120, 300, 900,
3200 y 6200 mm? de superficie de vidrio, respectivamente. Para calcular la relacién entre peso y
superficie de vidrio de las particulas esféricas de 0.1 mm se tuvo en cuenta la densidad del vidrio (2.5
mg/mm?3) y la superficie y volumen de una esfera. Para pesar cada cantidad de particulas esféricas se
utilizaron tubos de tipo eppendorf de 2.0 ml con fondo cénico (Thermo Scientific) y una balanza de
precision Summit SI234.3 (Denver Instrument). Una vez preparados los tubos con las particulas
esféricas de 0.1 mm se afadié cada PrP recombinante y se procedié a su incubacion a temperatura
ambiente y en movimiento gracias a la utilizacion de un mini agitador-mezclador compacto (Revolver,
Biogen Cientifica). Se tomaron 30 ul de muestra de cada PrP recombinante y superficie de vidrio a los
0, 30, 60 y 90 min y se determind la concentracién de PrP de cada muestra por duplicado mediante

BCA protein Assay siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.3. PMSA para propagacion de PrP malplegada in vitro

Para la obtencién y posterior propagacion o escalado de PrP recombinante malplegada mediante
PMSA, se ha seguido el siguiente procedimiento. El sustrato de PMSA preparado tanto con PrP
recombinantes humanas como con PrP recombinante del topillo rojo, se alicuotaron entre 500 y 800
ul en tubos tipo eppendorf de 2 ml con fondo cénico (Thermo Scientific) previamente rellenados con
aproximadamente 250 mg de particulas esféricas de zirconio — silice de 1 mm de diametro (BioSpec
Products) Estos se inocularon a la dilucién indicada en cada apartado (entre 1:10' y 1:10%
inéculo:sustrato), tanto para indculos provenientes de homogenizados de encéfalo al 10 % como para

semillas recombinantes originadas previamente en PMSA. Estos tubos con sustrato y semilla se
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sometieron a PMSA de 24 h (es la duracién estandar de una ronda de PMSA a no ser que se indique lo
contrario) utilizando termobloques con agitacion (Digital Shaking Drybath, Thermo Scientific) a 39 °C
y 700 o 1000 rpm de agitacién continua (la velocidad de agitacion utilizada se indica en cada caso en
el apartado de Resultados). De forma habitual se realizan PMSA de 24 h pero que pueden acortarse
hasta 6 h dependiendo de si se quiere obtener el maximo posible de proteina malplegada o

Unicamente determinar la capacidad de propagacién de una determinada semilla.

En el caso en el que se utilizan como semilla homogenizados de encéfalo concentrados y
parcialmente purificados mediante colchdn de sacarosa, se procedié de la siguiente manera para la
preparacion de las semillas: se prepard 500 ul de sacarosa (Sigma-Aldrich) al 30 % (p/v) en PBS (Fisher
Bioreagents) en tubos de tipo eppendorf de 1.5 ml por cada muestra a utilizar como semilla. A
continuacién, 50 ul de cada muestra se diluyé 1:10 en solucion de conversién fria y se deposité
suavemente sobre el colchdn de sacarosa al 30 %. Seguidamente, se centrifugaron las muestras a 19
000 g durante 1 h a una temperatura de 4 2C (Centrifuga Sorvall ST 16R, Thermo Scientific) y tras la
centrifugacion se retiré el sobrenadante y se conservé el precipitado o pellet. A este material
precipitado, que contiene las fibras de PrP malplegada de la semilla, se afiadid 1 ml de PBS (Fisher
Bioreagents) para eliminar los restos del colchdn de sacarosa. A continuacién, se volvié a centrifugar a
19 000 g durante 15 min a 4 °C y tras ello se descartd el sobrenadante. El material precipitado se
resuspendid en 200 ul de solucién de conversion fria, obteniéndose asi semillas preparadas para su

utilizacién en PMSA.

3.4. PMSA para la generacion de PrP malplegada in vitro de forma espontanea

Se realiza de forma similar a la propagacion de proteinas malplegadas por PMSA. En este caso, en
las condiciones previas a la adaptacién especifica al trabajo con PrP recombinantes humanas, se
utilizaron tubos de tipo eppendorf de 2 ml con fondo cénico (Thermo Scientific), previamente
rellenados con aproximadamente 200 mg de particulas esféricas de vidrio de 0.1 — 0.2 mm de
didmetro, a los que se afiadian 800 pl de sustrato de PMSA. Para pesar las particulas esféricas se utilizé
una balanza de precisién Summit S1234.3 (Denver Instrument). Estos tubos se sometieron a PMSA en
termobloques con agitacidon como los utilizados previamente durante 24 h a 39 °C y 1000 rpm de

agitacién continua.

Ante la ausencia de PrP recombinantes humanas WT malplegadas de forma espontdnea y la baja
eficiencia de malplegamiento de las PrP recombinantes humanas con mutacidn M109I frente a las de
roedores que presentan esta misma mutacién en las condiciones anteriores, se estudio la influencia
de parametros como la concentracién de PrP recombinante soluble en el sustrato (detallado en el

apartado previo), cantidad y tamafio de las particulas esféricas y la velocidad de agitacion (de 500, 700
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y 1000 rpm). Los resultados obtenidos llevaron a utilizar las siguientes condiciones para la generacién
de PrP recombinante humana malplegada de forma espontdnea: utilizando 500 — 800 pul de sustrato
conservado a 4 2C y protegido de la luz, en tubos de tipo eppendorf de 2ml con fondo cénico con 200
mg de particulas esféricas de vidrio de 1.0 mm y agitacién continua a 700 rpm durante 24 h. Es
importante sefialar que debido a la irregularidad en el tamafio de las particulas esféricas de vidrio de
1.0 mm observada se determind empiricamente que el didametro medio de estas particulas es de 1.2
mm, dato necesario, junto con la densidad del vidrio (2.5 mg/mm?3) y el volumen y superficie de una
esfera, para el calculo de la cantidad de particulas esféricas que se corresponden con una determinada
superficie de vidrio. Asi, 200 mg de particulas esféricas de este tipo se corresponden aproximadamente
con 400 mm?de superficie de vidrio. Para pesar la cantidad necesaria de particulas esféricas se utilizd

una balanza de precision Summit S1234.3 (Denver Instrument).

4. Generacion espontanea de fibras amiloides en presencia de hidrocloruro de
guanidinio

Basado en las publicaciones de Breydo et al. y Torrent et al. [389, 391], se disefié un protocolo
para la generacion in vitro de amiloides en presencia de hidrocloruro de guanidinio (denominadas de
ahora en adelante fibras Gdn), que presentan caracteristicas como la capacidad de auto-replicaciény
en ocasiones cierto grado de resistencia a proteasas, pero que no presentan infectividad in vivo, o
requieren de multiples inoculaciones seriadas para causar una patologia pridnica, con el objetivo de
demostrar que las PrP recombinantes malplegadas humanas obtenidas espontdneamente mediante
PMSA eran claramente distinguibles de este tipo de amiloides. Para ello, 2 ml de las PrP recombinantes
humanas M129 y V129 preparadas previamente se diluyeron 1:5 afadiéndole 8 ml de solucién
tamponadora fosfato 50 mM ajustada a pH 6.0 [preparada con Na;HPO, (Supelco, VWR International
Eurolab) a 6.8 mM y NaH,PO, (Supelco, VWR International Eurolab) a 43.2 mM] y se dializaron frente
a 5 L de la misma solucidn tamponadora durante 1 h y frente a otros 5 L de otra solucidén igual durante
1 h adicional, utilizando una membrana de dialisis (SnakeSkin Dialysis Tubing, Thermo Scientific). Tras
dializar las proteinas se centrifugaron durante 15 mina 19 000 g a 4 °C, se midio la absorbancia a 280
nm del sobrenadante (NanoDrop 2000, Thermo Scientific) utilizando el coeficiente de extincién molar
y el peso molecular de cada una (57995 M cm™ y 22.965 kDa para la PrP human M129, y 57995 M!
cm?y 22.965 kDa para la 129V) para determinar su concentracion y se ajusté a 1 mg/ml utilizando
filtros de centrifugacién con un limite de exclusién de 10 kDa Amicon Ultra-15 10KDa Centrifugal filter
unit (Millipore), reduciendo el volumen aproximadamente hasta 5 ml. Estos 5 ml de cada proteinaa 1
mg/ml se mezclaron con 5 ml de una solucion compuesta por H,O milliQ (Millipore), solucién

tamponadora fosfato a 500 mM pH 6.0 para una concentracién final de 50 mM y Gdn-HCl a 6 M para
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una concentracién final de 2 M, obteniendo 10 ml de solucién a una concentracion final de PrP
recombinante de 0.5 mg/ml. La solucién se incubd en un tubo falcon de 15 ml (Fisherbrand), sellado
con film plastico (Parafilm) a 39 °C y a 30 rpm aproximadamente en un agitador Monoshake (Thermo
Scientific) durante 30 dias. El producto obtenido tras los 30 dias en agitacién se dializé frente a PBS
(Fisher Bioreagents) durante 3 h, realizando un cambio de solucién de didlisis cada hora. El material

dializado se alicuoté y se conservo a -80 2C hasta su utilizacion.

5. Generacion espontanea de agregados amorfos de PrP mediante agitacion

Con el objetivo de diferenciar las PrP recombinantes humanas malplegadas espontaneamente de
los posibles materiales agregados de forma inespecifica que se puedan generar durante el proceso de
agitacion del sustrato recombinante humano, a los que denominaremos agregados amorfos, y que no
presentan resistencia a PK o su resistencia es muy baja y no tienen la capacidad de auto-replicacion
[330], se llevd a cabo la obtencion de dicho material amorfo con las PrP recombinantes humanas M129
y V129. Para ello, se afiadié 800 ul de sustrato de PMSA elaborado para cada tipo de PrP humanay en
este caso no se anadid ninguna particula esférica, ya que estas promueven el malplegamiento
espontdneo a rec-PrP™* de la PrP humana. Estos tubos con solo sustrato se sometieron a agitacion en
los mismos termobloques con agitacidon usados para la PMSA durante 7 dias a 39 2C y 1000 rpm de
agitacién continua. El material amorfo obtenido tras este proceso se conservd a -80 2C hasta su

utilizacion.

6. Propagacion de PrP malplegada mediante PMCA

6.1. Preparacion de sustratos para PMCA basada en PrP recombinante

complementada con encéfalos de raton KO-PrP

Al igual que en la preparacidn de los sustratos par PMSA, todo el proceso de elaboracién de los
sustratos para PMCA se llevd a cabo manteniendo todos los componentes a 4 2C para favorecer su
estabilidad. Tras su preparacion, se alicuotaron convenientemente y se conservaron a -80 2C hasta la

realizacion de los experimentos.

Las PrP recombinantes de humano M129, oveja ARQ y topillo rojo 1109 se diluyeron 1:5 en PBS
(Fisher Bioreagents) y se dializaron frente a PBS durante 1 h a temperatura ambiente empleando
casetes de dialisis con un limite de exclusién de 10 kDa Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette 10K MWCO
(Thermo Scientific). Tras la dialisis, las muestras se centrifugaron a 19 000 g durante 15 min a una
temperatura de 4 oC (Centrifuga Sorvall ST 16R, Themo Scientific), con el fin de eliminar la proteina

recombinante anormalmente plegada como consecuencia del proceso de didlisis, y se recogio el
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sobrenadante que contenia la proteina soluble. Con el objetivo de complementar los sustratos con
factores que fomentan la propagacion de priones y testar los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85
con PrP recombinante, pero en un modelo mas parecido a una situacién in vivo se emplearon encéfalos
de ratones KO-PrP, los cuales no expresan la PrP¢ [356]. Para ello, los encéfalos de dichos ratones se
extrajeron tras sacrificar los animales mediante inhalacidon de diéxido de carbono (CO;) y fueron
perfundidos mediante puncidn cardiaca con 50 ml de solucién de perfusién [PBS (HyClone sin iones de
Cay Mg) y 5 ml de EDTA (Sigma-Aldrich)] con el objetivo de eliminar la mayor cantidad de sangre de
sangre posible. Con la ayuda de un homogeneizador de tipo Potter-Elvehjem (Fisherbrand) los
encéfalos perfundidos se homogeneizaron al 10 % (p/v) en solucién de conversion fria a la que se le
habia afladido previamente un inhibidor de proteasas (Complete™ Cocktail 1X, Roche). Todo el
proceso de llevé a cabo en hielo para evitar el calentamiento de las muestras debido a la friccidon
asociada al proceso de homogeneizacién. Con el fin de eliminar restos de tejidos no homogeneizados
correctamente la muestra se centrifugd a 19 000 g durante 15 min a 4 oC (Centrifuga Sorvall ST 16R,
Thermo Scientific) y el precipitado se descarté. Finalmente, la PrP recombinante dializada vy
centrifugada anteriormente se mezclé para su complementacion con el homogeneizado de encéfalo
KO-PrP a 1:10 (PrP recombinante:encéfalo). El sustrato generado se alicuotd convenientemente y se

conservo a -80 2C hasta su posterior uso.

6.2. Preparacion de sustratos para PMCA basada en homogeneizados de encéfalos de

raton

De igual forma, con el objetivo de evaluar la capacidad de inhibicién de los compuestos L2.JM33,
L2.JM56 y L2.JM85 en un modelo mas cercano a una situacion in vivo, se utilizaron homogeneizados
de encéfalos de ratones transgénicos como sustrato en lugar de PrP recombinante complementada
con homogeneizado de encéfalos KO-PrP. Los ratones transgénicos que se utilizaron fueron los ratones
Tg338, que sobre-expresan (8X) la PrP¢ ovina VRQ (V136, R154 y Q171) [392], los ratones transgénicos
TgVole, que expresan la PrP¢ de topillo rojo con el polimorfismo 1109 y los ratones transgénicos TgWV,
que expresan (1X) la PrP¢ humana V129 [393]. Los animales se sacrificaron mediante inhalacién de CO,
y fueron perfundidos mediante puncién cardiaca como se describe en el apartado anterior. Los
encéfalos se homogeneizaron al 10 % (p/v) en solucién de conversién fria a la que se le afiadid
previamente el inhibidor de proteasas (Complete™ Cocktail 1X, Roche). El proceso de
homogeneizacidn se realizd de igual forma que con los encéfalos de ratones KO-PrP. Por ultimo, los
homogeneizados que seran utilizados como sustratos para PMCA se alicuotaron convenientemente y

se conservaron a -80 2C hasta su uso.
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6.3. Propagacion de priones recombinantes y procedentes de encéfalo mediante

PMCA en presencia de compuestos inhibidores

La propagacion in vitro de priones mediante PMCA se realizé basandonos en el procedimiento
descrito por Castilla y colaboradores [93, 305, 310] que permite mimetizar in vitro el proceso de

propagacion pridnica que tiene lugar in vivo, pero con una cinética acelerada.

Tanto para la propagacion de priones recombinantes como para la propagacion de priones de
encéfalos se utilizaron tubos de 0.2 ml de pared fina (Axygen) para favorecer la penetracion de las
ondas ultrasénicas. El volumen de sustrato empleado para ambos formatos de PMCA fue de 50 pl y se
utilizaron particulas esféricas de zirconio — silice de 1.0 mm de didmetro para aumentar la
homogeneidad de los resultados [268]. Se utilizd un sonicador Misonix Q-700 con sistema de
microplaca (Qsonica) programado para llevar a cabo ciclos de 30 min de incubacién y 15 — 20 s de
sonicacién a una amplitud del 60 — 80 %. La temperatura a lo largo de todo el proceso se mantuvo

constante a 37 — 39 2C utilizando un bafo de agua circulante (Thermo Scientific).

Tanto para evaluar la capacidad anti-pridnica de compuestos mediante PMCA como PMSA, se
llevaron a cabo diluciones seriadas de las semillas. Sin embargo, y basdndonos en la experiencia previa
del laboratorio, no nos limitamos a las diluciones 1:10' — 1:108, sino que estas se adecuaron a la
capacidad propagativa de las diferentes semillas de priones utilizadas y del tipo de PrP recombinante
o PrP¢ presentes en el sustrato. Una vez realizadas las diluciones seriadas de cada semilla en el sustrato
de PMCA correspondiente se afadieron los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 a una
concentracién final de 500 uM. Como control positivo de propagacién se utilizaron las mismas
diluciones seriadas con vehiculo DMSO y como control positivo de inhibicién se procedidé de igual
forma, pero afiadiendo TMPyP-Felll a 500 uM. Finalmente, las diluciones seriadas se sometieron a una

ronda de PMCA de 24 o 48 h utilizando las condiciones descritas anteriormente.

La evaluacidn de la capacidad inhibitoria de los compuestos se llevé a cabo mediante PMCA basada
en dos tipos de sustratos diferentes y los parametros empleados durante la sonicacién fueron
especificos en funcién del tipo de sustrato que se empled para la propagacion de priones in vitro. A
continuacién, se describen los pardmetros y semillas pridnicas utilizadas en funcién del formato de

PMCA empleada:

PMCA basada en PrP recombinante complementada con encéfalos de raton KO-PrP: para testar la

capacidad de inhibir la propagacién pridnica de los compuestos mediante este formato se utilizaron
los sustratos recombinantes de PMCA descritos anteriormente y semillas recombinantes de las mismas
especies que las PrP de dichos sustratos. En el caso de topillo rojo, la semilla recombinante proviene

de un experimento de espontaneidad en PMCA utilizando el mismo tipo de sustrato recombinante (H-
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seeded-02, [258]). Todas las diluciones preparadas con esta semilla se sometieron a una ronda de
PMCA de 24 h de duracidn. Por su parte, la semilla recombinante de oveja proviene de la adaptacién
ala PMCA recombinante de un aislado de scrapie conocido como Dawson (OvDawson rec-PrP"™, [394]).
La PMCA con esta semilla recombinante de oveja también tuvo una duracién de 48 h. Por ultimo, la
semilla recombinante humana utilizada deriva de la adaptacién de PMCA recombinante de un
homogeneizado de encéfalo humano con sCJD MM1 (obtenida previamente en nuestro laboratorio,
no publicado) y la duracién de la ronda de PMCA para esta semilla fue de 24 h. La PMCA se basé en
tiempos de incubacidn de 30 min y pulsos de sonicacién de 15 s, a una potencia del 60 % y una

temperatura media de 39 C.

PMCA basada en homogeneizados de encéfalos de ratones transgénicos: para evaluar los inhibidores

en un modelo mas cercano a la realidad se utilizaron los sustratos preparados con diferentes
homogeneizados de encéfalos de ratones transgénicos. Las semillas pridnicas de cada especie para
estos experimentos de PMCA derivan de encéfalos de animales afectados y son las siguientes: la
semilla encefalica de topillo rojo procede de un homogeneizado de encéfalo de TgVole inoculado con
el prion recombinante L-seeded-PMSA(1) (TgVolelseeded-PMSA) [[330]) |as diluciones seriadas realizadas
con ella se sometieron a una ronda de PMCA de 48 h. La semilla encefalica humana utilizada proviene
de la adaptacidn de un homogeneizado de encéfalo humano con sCJD VV2 (cedido por el Dr. W. Zhou,
Case Western University) a la PMCA utilizando sustrato basado en PrP¢ del modelo transgénico TgWV.
Las diluciones seriadas con esta semilla se sometieron a PMCA de 24 h. Por ultimo, la semilla de
encéfalo de oveja utilizada procede de la adaptacidn de un aislado de scrapie de tipo Dawson a PMCA
con sustrato basado en PrP¢ de ratones transgénicos Tg338 (Dawson®¢, [395]) y las diluciones
llevadas a cabo con esta semilla se sometieron a una ronda de PMCA de 48 h de duracién. El tiempo
del ciclo de incubacién de la PMCA fue de 30 min, seguidos de pulsos de sonicacion de 20 s, a una

potencia del 80 % y una temperatura media de 37 2C.

6.4. Propagacion de PrP malplegadas obtenidas por PMSA en PMCA basadas en
homogeneizados de encéfalos para la determinacion de la infectividad in vivo

potencial

Metodoldgicamente, la evaluacidn de la capacidad de infeccién potencial de las rec-PrP humanas
malplegadas espontdneamente en PMSA mediante PMCA es similar a la propagacion de priones
recombinantes o de origen encefalico mediante diluciones seriadas descritas anteriormente. Para ello,
se llevaron a cabo rondas seriadas de PMCA en las que las PrP malplegadas recombinantes en estudio
se diluyeron 1:10 en el sustrato de interés. En nuestro caso, los sustratos utilizados se basaron en

homogeneizados de encéfalos de ratones TgNN6h [396], que expresan (0.6X) la PrP¢ humana carente
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de N-glicosilaciones debido a mutaciones puntuales de los sitios de uniéon de los glicanos (N181Q y
N197Q), y homogeneizados de encéfalos de TgVole descritos anteriormente. La preparacion de los
sustratos se llevd a cabo como se ha descrito en el apartado 6.2. El volumen de sustrato utilizado para
cada ronda fue de 50 pl. Los tubos utilizados fueron de 0.2 ml de pared fina (Axygen) y también se
utilizaron particulas esféricas de zirconio —silice de 1.0 mm para la homogeneizacion de los resultados.
Tras una ronda de 24 h de PMCA se realizé una dilucidon 1:10 del producto de la primera ronda de
PMCA en el mismo volumen de sustrato fresco y el proceso se repitié hasta la obtencion del 100 % de
tubos positivos para PrP™ o hasta alcanzar el nimero de rondas de PMCA deseadas. En cada
experimento de este tipo se incluyeron duplicados de cada semilla, ya que debido a la estocasticidad
gue presenta la PMCA, no en todos los duplicados aparece PrP™ ni lo hace en el mismo nimero de
rondas de PMCA. Ademas, se incluyé el mismo numero de tubos sin semilla inicial en cada ronda, como
control de generacién espontdnea de PrP™* o de contaminacién cruzada. Por ultimo, el tiempo del ciclo
de incubacion de la PMCA fue de 30 min, seguidos de pulsos de sonicacidon de 20 s, a una amplitud del

80 % y una temperatura media de 37 2C.

7. Deteccion de PrP malplegada

7.1. Digestion de PrP malplegada con proteinasa K

La digestién de las muestras con proteinasa K (PK) es el método mas utilizado para la deteccién de
PrP™ en cualquier tipo de muestras, ya sea procedente de técnicas de propagacion in vitro como la
PMCA o PMSA, in cellula o in vivo. Debido a que durante la realizacién de esta tesis doctoral se han
utilizado tanto la PMSA como la PMCA como métodos de propagaciéon de PrP malplegadas, el formato

de la digestion y las condiciones fueron adaptadas al tipo de muestras utilizadas:

Muestras de PMCA basada en PrP recombinante complementada con homogeneizados de encéfalos

KO-PrP: 10 pl de cada muestra se diluyeron 1:2 en PBS con 10 % de Sarkosyl (N-Laurilsarcosine sodium
salt, Sigma-Aldrich). A continuacidn, las muestras se digirieron utilizando una concentracion de PK
(Roche) de 85 pg/ml durante 1 h a 42 oC en agitacidn constante de 450 rpm utilizando un Thermomixer
(Eppendorf). Por ultimo, el proceso de digestion se detuvo con la adicion de 10 pl de solucién de carga

NuPAGE (Invitrogen Life Technologies).

Muestras de PMCA basada en homogeneizados de encéfalos de ratones transgénicos: 10 ul de las

muestras obtenidas mediante este formato de PMCA se diluyeron 1:7 en PBS con 2% de Tweeen-20
(Sigma-Aldrich) + 2 % de Nonidet P40 (Sigma-Aldrich) + 5 % de Sarkosyl (Sigma-Aldrich). Las muestras

se digirieron utilizando una concentracidn final de PK (Roche) de 150 pg/ml durante 1 h a 56 °C en
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agitacion constante de 450 rpm utilizando un Thermomixer (Eppendorf). El proceso de digestidon se

detuvo también con la adicion de 10 pl de solucién de carga NuPAGE (Invitrogen Life Technologies).

Muestras de PMSA: las muestras de PMSA obtenidas por la utilizacién de semillas pridnicas (en formato

liguido o en formato de particulas esféricas adsorbidas con rec-PrP™) o generadas de forma
espontanea se digirieron con el objetivo de evaluar la presencia de rec-PrP™ mediante tincién de
proteina total. Para ello, 400 — 500 ul de cada muestra obtenida se digirié utilizando una concentracién
de PK (Roche) de 25 ug/ml. Las muestras se incubaron durante 1 h a 42 oC sin agitacion en una estufa
de laboratorio (Nahita). Tras la hora de incubacidn, las muestras se centrifugaron a 1900 g durante 15
min a 4 9C (Centrifuga Sorvall Legend XTR, Thermo Scientific). El sobrenadante se descartd y se lavo el
material precipitado con 700 pl de PBS y se volvié a centrifugar a 19 000 g durante 5 min a 4 ¢C. De
nuevo el sobrenadante se descartd y el material precipitado se resuspendié en 15 ul de solucidn de
carga NuPAGE (Invitrogen Life Technologies) diluida previamente 1:3 en PBS. Las muestras obtenidas
mediante la utilizacion de particulas esféricas adsorbidas con rec-PrP™* y en presencia de compuestos

potencialmente inhibidores se digirieron de igual forma.

Diluciones seriadas en PMSA en presencia de compuestos inhibidores: las diluciones de PMSA para la

detecciéon de compuestos con potencial anti-pridnico se digirieron para evaluar el efecto sobre la
propagacion de los compuestos en estudio. Para ello, 10 ul de cada muestra se diluyeron 1:2 en PBS
con 10 % de Sarkosyl (Sigma-Aldrich) y a continuacion se digirieron utilizando una concentracién de PK
(Roche) de 25 pg/ml 1 h a 42 9C en agitacidon constante de 450 rpm utilizando un Thermomixer
(Eppendorf). Por ultimo, el proceso de digestidén se detuvo con la adicidn de 10 pl de solucion de carga

NuPAGE (Invitrogen Life Technologies).

Para el estudio de resistencia a PK que se presenta en los apartados 5.1. y 5.3. de Resultados, las
condiciones de digestion son idénticas a las descritas para las muestras de PMSA anteriormente,
excepto la concentracidn final de PK utilizada, las cuales se indican en el apartado de Resultados

correspondiente.

7.2. Deteccion de proteinas mediante electroforesis y tincion de proteina total con

BlueSafe

La evaluacién de la presencia o ausencia de rec-PrP™ en las muestras obtenidas mediante PMSA 'y
digeridas con PK se llevd a cabo mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
sédico (SDS-PAGE) y posterior tincion de proteina total con la solucidn de tincion BlueSafe (Nzytech).
Para ello, las muestras digeridas y resuspendidas en solucién de carga NuPAGE se hirvieron durante 10

min a 100 2C y se cargaron en geles de poliacrilamida del 4 — 12 % utilizando el sistema NuPage®
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Novex® (NuPAGE Midi gel, Invitrogen Life Technologies) y se llevo a cabo el proceso de electroforesis
durante 1 hy 20 min (10 min a 70 V, 10 min a 110 Vy 1h a 150 V). Tras la electroforesis se realizé la
tincidn total de proteina incubando el gel de electroforesis en solucidn de tinciéon de proteina total

BlueSafe (Nzytech) durante 1 — 2 h a temperatura ambiente.

Para la tincion total de proteinas de las muestras sin digerir con PK que se presenta en el apartado
5.3. de Resultados se usé el mismo sistema de electroforesis y las mismas condiciones. Para la
preparacion de las muestras para la tincidn total de proteinas, se realizaron diluciones seriadas 1:2,
1:4, 1:8 y 1:16 en PBS de cada muestra. A 50 pl de cada dilucidon seriada se aiiadid 25 pl de solucion de
carga NuPAGE (Invitrogen Life Technologies). Por otro lado, 100 ul de cada muestra se centrifugé a 19
000 g durante 15 min a 4 C vy se descarté el sobrenadante. El material precipitado se resuspendid en
100 pl de PBS y se procedié de la misma forma para realizar las diluciones seriadas de esta fraccion
precipitada de cada muestra. Tras la obtencién de todas las muestras, 15 pl de cada una se cargd en
geles de poliacrilamida del 4 — 12 % y se procedid a realizar la electroforesis utilizando el sistema
NuPAGE® Novex® (NUPAGE Midi gel, Invitrogen Life Technologies) con los mismos parametros
descritos anteriormente. Tras la electroforesis, se realizd la tincidon de proteina total con BlueSafe

(Nzytech).

7.3. Deteccidon de proteinas mediante electroforesis y Western Blot

La deteccidn de las PrP malplegadas mediante PMCA y las muestras de las diluciones seriadas para
la busqueda de compuestos inhibidores mediante PMSA se llevé a cabo mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida e inmmunodeteccién por Western Blot. Para ello, una vez digeridas y resuspendidas
en solucién de carga NuPAGE, las muestras se hirvieron durante 10 min a 100 2C. La separacién
proteica se llevd a cabo mediante electroforesis SDS-PAGE. En todos los casos se utilizé para la
separacion electroforética de proteinas el sistema Criterion TGX gel 4 — 15 % (Bio-Rad) y se cargaron
en el gel 16 ul de cada muestra. Tras la electroforesis, se procedié a la transferencia de las muestras
utilizando membranas adsorbentes de difluoruro de polivinilideno (PVDF, del inglés PolyVinylidene
DiFluoride) (Trans-Blot Turbo Transfer Pack PVDF, Bio-rad) y electrotransferencia con el equipo Trans-
Blot Turbo System (Bio-Rad). El bloqueo de la membrana se realizé utilizando solucién de bloqueo [PBS
(Fisher Bioreagents), 5 % (p/v) leche deslipidada, 0.05 % (v/v) Tween-20 (Sigma-Aldrich)] durante 1 h.
A continuacién, la membrana se incubd con los anticuerpos primarios 3F4 (1:10 000) (Palex Medical)
para la PrP humana, SAF83 (1:400) (Vitro S.A.) para la PrP de topillo rojo o D18 (1:5000) [397] para la
PrP de oveja. Como anticuerpo secundario se utilizé el anticuerpo secundario policlonal anti-IgG de
ratdn conjugado con peroxidasa de rabano (Thermo Scientific Pierce) para los anticuerpos primarios

SAF83 y 3F4 o el anticuerpo secundario policlonal anti-lgG de cabra conjugado con peroxidasa de
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rabano para el anticuerpo primario D18. Tras la incubacién de cada anticuerpo durante 1 h a
temperatura ambiente se realizaron lavados con una solucidn de PBS (Fisher Reagents) + 0.05 % (v/v)
de Tween-20 (Sigma-Aldrich). Por ultimo, la membrana se reveld para la visualizacidén de las bandas
por quimioluminiscencia utilizando el kit Super Signal West Pico (Thermo Scientific Pierce) y la
visualizacidn de imdgenes digitales se llevé a cabo utilizando el equipo FluorChem Q (Alpha Innotech)

y el software Alphaview (Alpha Innotech).

7.4. Deteccion de fibras amiloides mediante Tioflavina T

La capacidad de la ThT de unirse con alta afinidad a las fibras amiloides provocando un aumento
de su emision de fluorescencia de forma directamente proporcional a la cantidad de fibras amiloides
presentes en las muestras se ha utilizado para evaluar la formacion de fibras amiloides en el campo de
los priones, siendo de vital importancia en la RT-QuIC [317]. Por ello, se utilizé esta capacidad de la ThT
para la deteccidn y cuantificacion a tiempo final de las fibras amiloides presentes en las muestras,
tanto de PMSA para el cribado de los tetrapirroles como para la comparacion de las PrP malplegadas
obtenidas mediante PMSA, de las fibras Gdn y del material amorfo. Para ello, las muestras se diluyeron
en proporcion 1:5 en solucidon de medicién [10 mM acetato sddico (Sigma-Aldrich), 22 uM ThT (Sigma-
Aldrich), ajustado a pH 6.0]. Esta mezcla se colocd en placas negras de 96 pocillos de fondo
transparente Costar® 96xwell black plate assay (Corning), realizandose dos o tres repeticiones de cada
una de las muestras, en funcién del experimento. A continuacion, se introdujo la placa en el aparato
FLUOstar Optima (BMG Labtech). Las muestras se incubaron 15 min a 45 2C en el interior del aparato
y posteriormente se midié la fluorescencia. Las condiciones de medicidn utilizadas fueron las
siguientes: longitud de onda de emisidon a 450 nm y de recepcién a 480 nm, ganancia a 2000y 20 pulsos
por muestra. Entre las muestras medidas siempre se incluyeron muestras no inoculadas como
controles de ausencia de fibras. La medida de estas muestras se utilizd como control de
autofluorescencia de la ThT en ausencia de fibras amiloides. El umbral de corte para la determinacién
y cuantificacidn inequivoca de las fibras amiloides se establecié como la media (o) de los controles sin

semilla mas tres veces su desviacién estandar (SD):
Umbral de corte = 6+ 3 x SD

Se establecié este valor como umbral basandonos en la regla estadistica denominada “regla
empirica”, la cual considera que casi todos los valores de una muestra se encuentran dentro del
intervalo de méas/menos tres desviaciones estandar de la media, con una probabilidad cercana al 100
% (99,73 %). De esta forma se cuantifico las fibras amiloides de cada muestra en funcién del
incremento o diferencia de unidades relativas de fluorescencia (RFU, del inglés, Relative Fluorescence

Units) con respecto al umbral de corte establecido:
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ARFU = Media de RFU de la muestra — RFU del umbral de corte

Por tanto, para determinar si una muestra es positiva o negativa, es decir, si ha habido propagacién

de PrP malplegada a niveles detectable o no, se siguid la siguiente regla:

Si ARFU de la muestra > RFU del umbral de corte = positiva

Si ARFU de la muestra < RFU del umbral de corte = negativa

8. PMSA adaptada al cribado masivo de compuestos con potencial actividad anti-

pridnica especificos para PrP malplegada humana

El formato y parametros utilizados para la busqueda de inhibidores de la propagacién pridnica de
rec-PrP™ humana fueron diferentes al formato de PMSA donde se generd dicha rec-PrP™ humana.
Por ello, en primer lugar, fue necesario establecer los pardmetros de PMSA para alcanzar una
propagacion seriada eficiente de la semilla humana V-EQ, dado que el sistema estd basado en
diluciones seriadas de la semilla. Para ello, debido a que los tubos para el cribado de compuestos
mediante PMSA utilizados eran de 0.2 ml (Axygen) se establecié 1000 rpm como velocidad de agitacion
y 39 °C como temperatura éptima para la propagacion basandonos en la eficiente capacidad de
propagacion de las semillas recombinantes de topillo rojo en este formato de tubos [330]. Por tanto,
el parametro que se evalué fue el volumen adecuado de reaccidon en el tubo de PMSA para permitir
una propagacion seriada eficiente de la semilla humana. Para ello, en tubos de 0.2 ml (Axygen)
previamente rellenados con 250 mg particulas esféricas de zirconio — silice de 1.0 mm (BioSpec
Products) se llevaron a cabo las diluciones seriadas de la semilla (desde 1:10! hasta 1:108) en un
volumen final de 50, 125 o0 180 pl. Todas las diluciones se sometieron a una ronda de PMSA de 24 h de
duracién a 1000 rpm utilizando un agitador — vortex multiplaca de alta velocidad (MPS-1, Biosan)
mantenido a 39 2C en estufa de laboratorio (Nahita). Todos los experimentos se llevaron a cabo por
triplicado. Tras la PMSA se determind la dilucion maxima a la que podia detectarse rec-PrP™, lo que
indicaba la eficiencia de propagacién. Asi, se establecieron finalmente como pardmetros para la
busqueda de inhibidores de la propagacién, diluciones seriadas de la semilla desde 1:10* hasta 1:108
en presencia de particulas esféricas de zirconio — silice de 1.0 mm, en un volumen final de 180 pl y

PMSA de 24 h a 1000 rpm y 39 2C.

Para evaluar la capacidad de inhibicidn de los compuestos tetrapirrdlicos y de los compuestos
L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85, una vez realizadas las diluciones seriadas de la semilla V-EO, se afiadieron
los compuestos a una concentracion final de 100 o 50 uM. También se incluyé una dilucidon seriada con
control de vehiculo DMSO (Sigma-Aldrich) y 8 muestras no inoculadas como controles de ausencia de

propagacion, necesarias para la deteccidén de fibras amiloides por ThT. Todas las diluciones se
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sometieron a PMSA en las condiciones definidas y con los pardmetros establecidos anteriormente
utilizando de nuevo un agitador — viortex multiplaca de alta velocidad (MPS-1, Biosan) y una estufa de
laboratorio (Nahita) para mantener constante la temperatura. Las muestras se sometieron a una Unica
ronda de PMSA de 24 h de duracién. La capacidad de inhibicién se determiné comparando la diluciéon
maxima a la que se detectd propagacién en presencia del compuesto en estudio, con la dilucidn
maxima a la que se detecté propagacién en el control DMSO. Se considerd alta capacidad de inhibicidn
si provocaba una disminucién de la propagacidn pridnica de 1000 veces o mas, baja capacidad de
inhibicidn si la reduccién era de 10 — 100 veces y sin capacidad de inhibir la propagacion si la reduccién

era menor de 10 veces.

9. Adsorcion de PrP recombinante malplegada a particulas esféricas y propagacién por

PMSA

Para testar la capacidad de las rec-PrP™ humanas espontdneas de adsorberse a las particulas
esféricas y la capacidad de estas una vez adsorbidas de funcionar como semillas en PMSA, se llevé a
cabo una propagacion por PMSA de las cuatro rec-PrP™ humanas en presencia de particulas esféricas
de zirconio —silice de 1.0 mm de diametro. Para ello, en primer lugar, las particulas esféricas se lavaron
tres veces con PBS (Fisher reagements) y una ultima vez con H,O estéril libre de nucleasas (Amresco,
VWR International Eurolab) mediante agitacion en vértex. En tubos de tipo eppendorf de 2.0 ml con
fondo cénico (Thermo Scientific) se afiadié aproximadamente 250 mg de particulas esféricas lavadas y
se agregd 800 pl de sustrato recombinante humano M129 o V129 segln la semilla pridnica utilizada.
Seguidamente, se afiadié la semilla en proporcidon 1:100 (semilla:sustrato). Todos los tubos con
sustrato y semilla se sometieron a dos rondas seriadas de PMSA de 24 h, 1000 rpm y 39 2C utilizando
un termobloque con agitacion (Digital Shaking Drybath, Thermo Scientific), utilizando para la segunda
ronda de PMSA las mismas particulas esféricas utilizadas en la primera ronda de PMSA. El objetivo de
esto fue conseguir una mayor cantidad de PrP malplegada adherida a la superficie de las particulas
esféricas. Antes de llevar a cabo la segunda ronda de PMSA las particulas esféricas usadas en la primera
ronda se sometieron al mismo proceso de lavado con PBS y H,0 estéril libre de nucleasas. El producto
de la primera ronda se diluyé de nuevo 1:100 en sustrato fresco para llevar a cabo la segunda ronda
de PMSA. El nimero de replicas realizadas varié en funcion de la cantidad de particulas esféricas que
se queria conseguir, utilizando normalmente de 6 a 8 tubos de réplicas. Tras la primera ronda de PMSA
al material generado en todos los tubos se juntd y se homogeneizé para poder llevar a cabo la segunda
ronda seriada de PMSA. Ademas, se analizo la presencia o no de rec-PrP™* mediante digestidon con PK

y tincién de proteina total.
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Tras las dos rondas seriadas de PMSA para la obtencion de particulas esféricas con PrP
recombinante malplegada adsorbida en su superficie, se llevaron a cabo diferentes experimentos de
PMSA para determinar la capacidad de estas particulas esféricas de actuar como semilla para el
malplegamiento del sustrato recombinante humano. Antes de su utilizacion como semilla, las
particulas esféricas con rec-PrP™* adsorbidas se lavaron tres veces con PBS (Fisher reagements) y una
ultima vez con H,0 estéril libre de nucleasas mediante agitacion en vortex, con el objetivo de eliminar
cualquier posible resto de rec-PrP™ arrastrada con las particulas esféricas, pero no adsorbida, y
asegurar asi que el malplegamiento del sustrato se debe al efecto de las particulas esféricas adsorbidas.
Posteriormente, las particulas esféricas con rec-PrP™* adsorbidas se secaron y deshidrataron en estufa
de laboratorio a 42 °C durante 6 — 8 h para su correcta conservacidon a temperatura ambiente [398].
De forma general, las rondas de PMSA con particulas esféricas con rec-PrP™* adsorbida como semillas
se llevaron a cabo en tubos de tipo eppendorf de 2 ml con fondo cénico (Thermo Scientific) donde
previamente se habia colocado el nimero de particulas esféricas adsorbidas necesarias para cada
experimento y a los que posteriormente se afladieron 500 pl del sustrato recombinante humano M129
o V129. La velocidad de agitacién y duracion de las rondas de PMSA llevadas a cabo se indican en el
apartado correspondiente de Resultados, habiéndose utilizado velocidades de agitacion desde 250
rpm hasta 1200 rpm y duracion de las rondas desde 1 h hasta 24 h. Los experimentos se llevaron a
cabo en un termobloque con agitacién (Digital Shaking Drybath, Thermo Scientific) a una temperatura
constante de 39 oC. En aquellos experimentos donde fue necesario la utilizacion de un control sin
semilla estos se prepararon de igual forma, pero se utilizaron particulas esféricas de zirconio — silice

de 1.0 mm sin rec-PrP"™* en su superficie.

10. PMSA basada en particulas esféricas adsorbidas adaptada al cribado masivo de

compuestos con potencial actividad anti-pridnica

La prueba de concepto para la busqueda de inhibidores mediante la nueva metodologia de
propagacion pridnica basada en particulas esféricas con PrP malplegada adsorbida en su superficie se
llevo a cabo con el Tetrapirrol control, el Tetrapirrol 8, el Tetrapirrol 13 y la doxiciclina (un compuesto
no relacionado estructuralmente con los anteriores). Ademas, se colocaron tubos con vehiculo DMSO
como control de propagacién y tubos sin semilla como control de posible generacién espontanea de
rec-PrP™ o de contaminacion cruzada, ademas de ser necesarios para medir la autofluorescencia de
la ThT en ausencia de fibras. En tubos de tipo eppenforf de 2 ml con fondo cénico, se colocaron 3
particulas esféricas con la semilla V-EQ adsorbida en su superficie o tres particulas esféricas de zirconio
— silice de 1.0 mm lavadas sin rec-PrP"™ en su superficie para los controles negativos. A continuacién,

se afiadié a cada tubo 500 pl de sustrato recombinante humano V129 y se procedié a afiadir los
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compuestos a testar a una concentracién final de 50 o 10 uM. Una vez preparados, todos los tubos
fueron sometidos a una ronda de PMSA de duracion variable (4, 6, 12 0 24 h) con una agitacién de
1000 rpm y temperatura constante de 39 2C gracias al uso de termobloques con agitacion (Digital
Shaking Drybath, Thermo Scientific). Los compuestos se ensayaron por duplicado o triplicado. Tras la
PMSA se evalud la presencia de rec-PrP™* en cada muestra mediante digestidon con PK y tincién de
proteina total de las mismas y espectrometria de fluorescencia con ThT para determinar asi la
capacidad de inhibicion de los compuestos seleccionados mediante esta nueva metodologia de

propagacion pridnica in vitro.
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RESULTADOS

1. Especificidad de especie y cepa de los compuestos inhibidores detectados mediante

un sistema de cribado masivo desarrollado con PrP de topillo rojo

El cribado masivo de una biblioteca comercial de compuestos de bajo peso molecular y alta
diversidad quimica (Ro3 Maybridge) realizado gracias al desarrollo de la técnica de propagacion de
priones in vitro PMSA, y su subsecuente adaptacion a la busqueda de compuestos anti-pridnicos,
identificd tres nuevas moléculas inhibidoras de la propagacién pridnica in vitro (L2.JM33, L2.JM56 y
L2.JM85) [332]. Con el objetivo de confirmar la actividad anti-pridnica mediante un sistema alternativo
de propagacién de priones in vitro mas parecida a la situacién in vivo, teniendo en cuenta que el
cribado se efectué mediante un sistema de PMSA basado exclusivamente en la rec-PrP de topillo rojo,
se llevaron a cabo una serie de PMCA utilizando sustratos que contenian PrP de distintas especies,
tanto en formato recombinante (rec-PrP) como en formato celular (PrP€). Las rec-PrP se
complementaron con encéfalos de ratones KO-PrP vy las distintas PrP¢ se obtuvieron mediante el uso
de encéfalos de diferentes especies. Este estudid permitid a su vez conocer la especificidad de especie
de cada uno de los tres compuestos. Para ello se utilizaron semillas PrP>* homélogas para cada una de
las diferentes especies realizando la propagacién tras su dilucidn seriada en presencia de los tres
compuestos inhibidores indicados anteriormente. Tras 24 h de PMCA, se determiné la reducciéon en la
propagacion de priones de cada especie atendiendo a las diluciones de semilla maximas en las que se
observé PrP malplegada respecto a la dilucion maxima alcanzada por los respectivos controles
[vehiculo dimetilsulféxido (DMSO)]. De acuerdo con los resultados que se muestran en la Tabla 2 y
considerando que una reduccién igual o mayor de 1000 veces respecto a la dilucién maxima de semilla
gue permitia una propagacion detectable, suponia una alta inhibicién, de 10 — 100 veces para una
inhibicidn moderada y menos de 10 veces para ausencia de inhibicion, se observd que los tres
compuestos presentan especificidad de especie, aunque con diferentes grados. El compuesto L2.JM56
exhibe un espectro de accién mas amplio, ya que fue capaz de inhibir la propagacion de priones en
todas las especies testadas, tanto en formato recombinante como celular, aunque en este ultimo
formato la eficiencia de inhibicion mostrada fue mas reducida. Sin embargo, los compuestos L2.JM33
y L2.JM85 presentan una mayor especificidad en la inhibicidn. El compuesto L2.JM33 tiene un menor
potencial anti-priénico, ya que mostré una inhibicidon baja (1x10? con respecto al control DMSO) de la
propagacion pridnica en topillo rojo y oveja, aunque con una eficiencia aumentada (1x10° con respecto

al control DMSO) cuando se utilizé como sustrato la proteina recombinante humana. Por el contrario,
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en un ambiente de homogeneizado de encéfalo, este compuesto no consiguid disminuir la propagacion
en ninguna de las especies testadas. Por ultimo, el compuesto L2.JM86 presenta una elevada
especificidad de especie, ya que solo mostré capacidad de inhibicién con priones de oveja, tanto en
formato recombinante como en formato con homogeneizado de encéfalo. En esta especie mostré una

alta inhibicién, de 1x103 con respecto al control DMSO.

Tabla 2. Capacidad de los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 de inhibir la propagacion pridnica in vitro utilizando
PrP recombinantes u homogeneizados de encéfalos de distintas especies como sustrato de PMCA. Se muestra la capacidad
de cada compuesto para inhibir la propagacion de priones recombinantes o de origen encefélico de distintas especies con
respecto al control con vehiculo DMSO. Se indica con color verde el tipo de sustrato y la PrP de la especie que contiene,
donde el compuesto es capaz de reducir la propagacidén priénica 1000 veces o mas, de color naranja el tipo de
sustrato/especie donde el compuesto reduce la propagacion prionica entre 10 — 100 veces y de rojo el tipo de
sustrato/especie donde el compuesto reduce menos de 10 veces la propagacion de las semillas pridnicas. En cada caso, se
detalla la diferencia entre la dilucién maxima alcanzada en presencia del compuesto respecto al control. La concentracion
final de cada compuesto es de 500 uM. rec-Topillo rojo PrP: sustrato con PrP recombinante de topillo rojo con el
polimorfismo 1109; rec-Oveja ARQ PrP: sustrato recombinante con PrP recombinante de Oveja con el polimorfismo ARQ; rec-
Humano M129 PrP: sustrato recombinante con PrP humana M129. TgVole: encéfalo del modelo murino que expresa la PrP¢
de topillo rojo; Tg338: encéfalo del modelo murino que expresa la PrP¢ de oveja con el polimorfismo VRQ; TgWV: encéfalo
del modelo murino que expresa la PrP¢ humana con el polimorfismo V129 DMSO: dimetilsulféxido, usado como control del
vehiculo en el que se disuelven los compuestos testados.

. . Inhibicién respecto
Tipo de sustrato / Especie al control DMSO

rec-Topillo rojo PrP 1x10!
Re°°me:";"te rec-Oveja ARQ PrP 1x10°
L2.JM33
Homogeneizado de Tgvole _
encéfalo Tg338 [ Noinkibe ]
(PrP<) TgWv
) rec-Topillo rojo PrP
Rocomeinay'® | recOveararr O
e rec-Humano 120 Pre IO
L2.JM56
Homogeneizado de TgVole 1x10°
encéfalo Tg338 [
(PrP°) TgWv
Rocomtinar'® | recOweARGPP | ON
e rec-Humano 129 Pre [ NaihBer
L2.JM85
Homogeneizado de Tgvole _
encéfalo Tg338 [ e ]
.
PrPc TgWv

2. Generacion de PrP recombinantes humanas malplegadas mediante PMSA

Dada la especificidad de especie que pueden presentar muchos de los compuestos con actividad
anti-priénica detectados mediante sistemas de cribado masivo, se planted el objetivo de adaptar la
metodologia de cribado desarrollada previamente en nuestro laboratorio, la cual esta basada en el
sistema in vitro PMSA y en priones recombinantes de topillo rojo [332], a la busqueda de compuestos
anti-pridnicos especificos contra las EET humanas. Para ello, en primer lugar, fue necesario obtener

priones recombinantes humanos con caracteristicas adecuadas para el cribado de compuestos. Asi, los
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priones recombinantes humanos deberian mostrar las caracteristicas de un prion bona fide, es decir,
capacidad auto-propagativa, resistencia a la digestion por proteasas y capacidad de propagarse en

modelos animales.

2.1. Generacion de PrP recombinantes humanas malplegadas mediante el uso de

cepas pridnicas humanas de origen encefalico

Basdndonos en la experiencia previa del laboratorio en la obtencidén de priones recombinantes de
diferentes especies, mediante el uso de cepas pridnicas de origen encefdlico a modo de semillas
inductoras del malplegamiento, tanto en PMCA [258] como en PMSA [330], se seleccionaron
diferentes cepas pridnicas humanas provenientes de encéfalos humanos con el fin de inducir el
malplegamiento bona fide de la rec-PrP humana. Cabe destacar que los priones recombinantes de
otras especies obtenidos anteriormente en el laboratorio son infecciosos en modelos animales [330],
lo que respaldaba esta estrategia para la obtencién de priones recombinantes bona fide humanos
idéneos para la busqueda de compuestos anti-pridnicos. El uso de diferentes cepas encefalicas
humanas se justifica dado que cada una de ellas presenta una capacidad auto-propagativa diferente
en los distintos sistemas de propagacion in vitro e in vivo. Asi, se esperaba aumentar las posibilidades
de obtener priones recombinantes humanos con caracteristicas similares a las semillas seleccionadas
y con diferentes propiedades bioquimicas y bioldgicas, de interés para aquellos compuestos que
pudieran presentar especificidad de cepa. Para ello, se seleccionaron las siguientes cepas humanas:
sCID MM1, sCJD MV2, sCID VV1y sCJD VV2 (MM, MV o VV hace referencia a la variante polimorfica
del coddn 129 de la PrP*¢y 1 o0 2 hace referencia al tipo 1 o tipo 2 de cepa pridnica basado en su patrén
electroforético tras digestion con PK). Con el objetivo de concentrar la PrP> de origen encefélico y de
eliminar diferentes componentes o cofactores presentes en el encéfalo que pudieran inhibir el
proceso, se purificaron tras su precipitacion a través de un colchdn de sacarosa al 30 % (p/v). Esto
permitié aumentar las posibilidades de conseguir el malplegamiento de la PrP recombinante humana,
ademas de evitar la aparicién de mezclas de diferentes conférmeros recombinantes, fendmeno que se
ha demostrado que puede ocurrir cuando se complementa rec-PrP con homogenizados de encéfalos
KO-PrP [258]. Las distintas cepas humanas semi-purificadas tras la centrifugacién se utilizaron como
semillas en PMSA con el fin de inducir el malplegamiento de las dos variantes polimérficas
recombinantes humanas (M129 y V129). Estos dos tipos de sustratos recombinantes humanos se
nombran a lo largo de esta tesis doctoral como sustratos rec-Hu M129 PrP y rec-Hu V129 PrP,
respectivamente. Cada semilla se diluyd 1:10 en los sustratos mencionados y se sometieron a 24 h de
propagacion por PMSA en presencia de particulas esféricas de zirconio-silice de 1.0 mm de didmetro,

gue se ha demostrado que favorece el proceso de malplegamiento. El producto de la primera ronda
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se volvid a diluir 1:10 en sustrato fresco y el procedimiento se repitidé sucesivamente hasta realizar
cuatro rondas seriadas de PMSA. Tal y como se muestra en la Figura 7 a, salvo cuando se utilizé la
semilla sCJD MV2 en el sustrato rec-Hu V129 PrP, en ninguna de las rondas seriadas efectuadas en los
dos tipos de sustratos se observod la generacidon de material resistente a PK. En el caso de la cepa sCID
MV?2 propagada en el sustrato rec-Hu V129 PrP se observé un material resistente a la digestiéon con PK
en la ronda 2 de PMSA que se mantuvo hasta la ronda 4. Concretamente, se obtuvo un patréon de
bandas electroforético donde se observaba una banda de ~16 kDa, que se corresponderia con el
fragmento ~90-230 resistente a proteasas caracteristico de los priones bona fide, asi como otros
fragmentos proteoliticos de menor tamafio, que indicarian diferentes sitios de cortes internos dentro
del nudcleo resistente de la rec-PrP malplegada (Figura 7 b). Por tanto, tras la obtencidén de estos
resultados se decidid llevar a cabo 4 rondas mas de PMSA en las mismas condiciones incluyendo
Unicamente la cepa sCJD MV2 en sustrato rec-Hu V129 PrP para determinar si era capaz de propagar
de forma ilimitada manteniendo el patron de bandas electroforético deseado (Figura 7 a y b). Sin
embargo, la digestién con PK de los productos de las nuevas rondas de PMSA mostraron la
desaparicién de la banda de ~16 kDa en ronda 8, dando lugar Unicamente a los fragmentos de menor
tamafio (Figura 7 b). Estas bandas correspondientes a fragmentos de bajo peso molecular se
observaron también en las rondas de PMSA con sustrato rec-Hu V129 PrP que no dieron lugar a la
banda de 16 kDa, como en el caso de la semilla sCID VV1 (Figura 7 c). Ademas, también aparecen en
aquellas reacciones en las que no se afiadid semilla alguna al sustrato rec-Hu V129 PrP, realizadas como
control de la generacion espontdnea de material resistente a PK. Dichos fragmentos no aparecieron
en los controles de espontaneidad con sustrato rec-Hu M129 PrP (Figura 7 d), lo que podria indicar
que la generacién de este tipo de fragmentos de bajo peso molecular no se debe a la induccién del
malplegamiento por la semilla si no que se tratan de agregados que se forman artefactualmente como
consecuencia del procedimiento realizado. Por tanto, esta estrategia basada en la utilizaciéon de
semillas encefdlicas humanas no favorecié el malplegamiento de tipo pridénico de la rec-PrP humana
de forma consistente. Los productos resistentes a PK obtenidos tras la induccién con la semilla sCID
MV?2 finalmente no presentaron todas las caracteristicas requeridas para considerarlos priones bona
fide humanos, dado que no mantuvieron indefinidamente una capacidad auto-propagativa en las

rondas sucesivas de PMSA.
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Figura 7. Estudio de la capacidad de propagaciéon por PMSA en sustrato recombinante humano de las cepas pridnicas
humanas de origen encefalico. a) Representacién grafica de la generacion de PrP recombinante resistente a proteinasa K
(PK) (rec-PrPres) humana M129 (Sustrato rec-Hu M129 PrP; panel superior) y V129 (Sustrato rec-Hu V129 PrP; panel inferior)
tras la propagacion in vitro mediante PMSA de las cepas pridnicas humanas de origen encefalico sCJD MM1, sCID MV2, sCID
VV1y sCID VV2 (donde MM, MV o VV hace referencia a la variante polimorfica del aminoécido 129 de la PrPscy 1 o0 2 al tipo
1 o tipo 2 de cepa pridnica basado en su patron electroforético tras digestién con PK). Los productos de cada ronda de PMSA
se digirieron con 25 pg/ml de PK y se evalud la presencia de rec-PrPes mediante electroforesis y tincién de proteina total.
Cada semilla encefdlica se diluy6 1:10 en los sustratos recombinantes y se sometieron a rondas seriadas (a dilucion 1:10) de
PMSA de 24 h de duracién. Todas las cepas pridnicas se testaron por duplicado. El numero de tubos con rec-PrP™s detectable
tras cada ronda de PMSA se ha sefialado con distintas intensidades de gris, tal y como se indica en la leyenda situada en la
parte inferior de la figura. b) Electroforesis y tincion de proteina total de los productos de las rondas seriadas de PMSA de la
cepa sCID MV2 en sustrato recombinante humano V129 tras su digestion con PK. Se visualizan de forma tenue las bandas de
~16 kDa que se corresponden con el fragmento de aminoacidos ~90 — 230 resistente a proteasas caracteristico de priones
bona fide solo en las rondas de 4 a 6 en la Réplica 1 del experimento y en las rondas de 2 a 4 de la Réplica 2. En todas las
rondas de PMSA se observan fragmentos de bajo peso molecular (< 5 kDa) resistentes a la digestion con PK. rec-Hu V29 PrP:
sustrato recombinante humano V129 sin digerir; PK: Proteinasa K; PM: marcador de peso molecular. c) Electroforesis y tincion
de proteina total de los productos de las rondas seriadas de PMSA de la cepa sCJD VV1 en sustrato recombinante humano
V129 tras su digestion con PK. No se observa generacién de rec-PrPrs humana V129 en ninguna de las rondas llevadas a cabo
(R1 - R4) en ambas réplicas, mientras que se observa la aparicion de fragmentos resistentes a PK de bajo peso molecular (<
5 kDa) en todas las rondas de PMSA. PK: Proteinasa K; PM: marcador de peso molecular. d) Electroforesis y tincién de proteina
total de los productos de las rondas seriadas a dilucién 1:10 en sustrato recombinante humano M129 (rec-Hu M129 PrP) y
V129 (rec-Hu V129 PrP) en ausencia de semilla pridnica como control de la generacién espontanea de rec-PrPres tras su
digestidn con PK. No se observa malplegamiento espontaneo de la PrP recombinante en ninguno de los sustratos. Se observa,
por el contrario, aparicidn de fragmentos de bajo peso molecular (< 5 kDa) en las rondas 3 y 4 de las reacciones de PMSA sin
semilla con el sustrato recombinante humano V129. PK: Proteinasa K; PM: marcador de peso molecular.
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La observacidon de un patrén bioquimico similar al malplegamiento esperado en una de las
muestras, nos llevé a realizar un intento mas de obtencién de priones recombinantes humanos
mediante la induccidn con semillas de origen encefalico. Para ello, se llevaron a cabo 4 rondas seriadas
de PMSA aumentando la dilucidn inicial de la semilla sCID MV2, evitando de esta forma que algunos
componentes encefalicos pudieran interferir en el proceso de induccién del malplegamiento. Esto se
decidié basandose en que en nuestro laboratorio se habia conseguido malplegar la rec-PrP de topillo
rojo y de ratén por PMSA mediante el uso de diluciones altas de semillas encefalicas de dichas especies,
y no con diluciones menores. Se cree que puede haber algin componente en el encéfalo que en altas
concentraciones podria inhibir la induccién del malplegamiento mediada por las semillas contenidas
en este. Sin embargo, la realizacién de 4 rondas seriadas con diluciones 1:1000 de la semilla en la ronda
1y dilucidon 1:10 en las posteriores rondas de PMSA, no favorecid el malplegamiento del sustrato rec-
Hu M129 PrP ni del sustrato rec-Hu V129 PrP (Figura 8), ya que no se obtuvo material resistente a PK

en ninguna de las condiciones utilizadas.

Dilucién inicial de la semilla 1:10°
R1 R2 R3 R4

sCJD MV2 - rec-Hu M129 PrP

sCJD MV2 - rec-Hu V129 PrP

0/2 112 212

Figura 8. Estudio de la capacidad de propagacion por PMSA de la cepa prionica humana sCJD MV2 con una dilucion inicial
de la semilla de 1:103. Representacion gréfica del experimento de generacion de PrP recombinante resistente a proteasa K
(rec-PrPres) M129 (sCJD MV2 - rec-Hu M129 PrP) y V129 (sCJD MV2 - rec-Hu V129 PrP) mediante rondas seriadas de PMSA de
la cepa pridnica humana de origen encefalico sCJD MV2. Se utilizé una dilucién 1:1000 de la semilla pridnica en sustrato
recombinante para la ronda 1 (R1) de PMSA y una dilucién 1:10 del producto de la ronda anterior para las sucesivas rondas
de PMSA (R2 — R4), todas de 24 h de duracidn. Los productos de cada ronda de PMSA se digirieron con PK a 25 pg/mly se
evalud la presencia de rec-PrP™s mediante electroforesis y tincion de proteina total. El experimento completo se llevéd a cabo
por duplicado. El nimero de tubos con rec-PrPres detectable tras cada ronda de PMSA se ha sefialado con distintas
intensidades de gris, tal y como se indica en la leyenda situada en la parte inferior de la figura, siendo todos negativos en este
caso.

2.2. Generacion espontanea de PrP recombinantes humanas malplegadas mediante

PMSA

Ante la ausencia de malplegamiento de las dos variantes polimérficas humanas tras su induccion
mediante el uso de semillas de origen encefalico, decidimos provocar el malplegamiento bona fide de
dichas proteinas de forma espontanea mediante PMSA. Esta estrategia viene avalada por los

resultados previos obtenidos en el laboratorio que muestran la obtencién consistente de
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malplegamientos proteicos de forma espontanea por PMSA mediante el uso de sustratos basados en
rec-PrP de diferentes especies; en presencia de dextrano sulfatado como cofactor. Las proteinas
malplegadas obtenidas de esta forma presentan las propiedades bioquimicas y bioldgicas que
caracterizan a un prion bona fide, como la alta capacidad de propagacién indefinida, resistencia a la
digestion con PK y capacidad de provocar una enfermedad pridnica en distintos modelos animales
(resultados pendientes de publicacién). Ademas, teniendo en cuenta que las enfermedades pridnicas
humanas de origen espontdneo representan a la gran mayoria de EET humanas, la obtencidn de cepas
priénicas humanas de forma espontanea suponia un valor afiadido para la busqueda de compuestos
anti-pridnicos, ya que podrian mimetizar las caracteristicas de las cepas pridnicas humanas causantes
de la patologia esporddica. Con el objetivo de aumentar las posibilidades de conseguir una cepa
humana recombinante espontdnea se usaron como sustrato, ademas de las rec-PrP humanas WT
utilizadas previamente, rec-PrP humanas que portaban la mutacién M109I, la cual es una variante
alélica natural del topillo rojo y de otras especies de mamiferos que ha demostrado incrementar su
propension al malplegamiento espontdneo tanto in vivo [91] como in vitro [258]. Por tanto, ademas
de los sustratos rec-Hu M129 PrP y rec-Hu V129 PrP, se incluyeron los sustratos rec-Hu M1091 M129
PrP y rec-Hu M1091 V129 PrP para la obtencidon espontanea de rec-PrP™ humanas. Cada sustrato,
basado Unicamente en rec-PrP, sales, detergentes y dextrano sulfatado al 0.5 % (p/v) como cofactor,
se sometid a sucesivas rondas seriadas de PMSA en presencia de particulas esféricas de vidrio de 0.1
— 0.2 mm de didametro que favorecen la generacién espontdnea de rec-PrP™ en otras especies
(resultados aun no publicados). En ausencia de PrP> como semilla, los sustratos mencionados se
sometieron a una ronda de 24 h de PMSA y se efectuaron diluciones 1:10 del material de la ronda
anterior en sustrato fresco para llevar a cabo la siguiente ronda de PMSA, hasta alcanzar 5 rondas
seriadas. Tras la digestidon del producto de cada ronda de PMSA con PK y su visualizacion mediante
tincidon de proteina total, no se detectd rec-PrP™ con el fragmento caracteristico de ~16 kDa con los
sustratos rec-Hu M129 PrP y rec-Hu V129 PrP (Figura 9 a). Sin embargo, los sustratos rec-Hu M109I
M129 PrP y rec-Hu M1091 V129 PrP dieron lugar a material resistente a PK a partir de la segunda ronda
de PMSA, de acuerdo con la esperada mayor propension al malplegamiento espontaneo debido a la
1109, presentando mayor eficiencia para la espontaneidad el sustrato rec-Hu M1091 V129 PrP que el
sustrato rec-Hu M109I M129 PrP (Figura 9 a). En la Figura 9 b se puede observar el patrén de bandas
electroforético de cada rec-PrP™ obtenida en la ronda 5 de PMSA. En el caso de la rec-PrP" obtenida
a partir del sustrato rec-Hu M1091 M129 PrP se observa solo la banda correspondiente a ~16 kDa,
mientras que en la obtenida con el sustrato rec-Hu M1091 V129 PrP se observan ademas otras bandas
correspondientes a fragmentos de menor peso molecular. No obstante, la obtencidon de
malplegamiento espontaneo a partir de la segunda ronda seriada de PMSA aun en presencia de la

mutacion 1109, contrastaba con los resultados obtenidos en especies como el topillo rojo o ratén, en
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los que la presencia de esta misma variante aminoacidica permite obtener de forma consistente rec-
PrP™s desde la primera ronda. Este resultado sugeria, por tanto, que la metodologia de PMSA utilizada,
desarrollada para estos modelos de roedores podria no ser éptima para las PrP humanas, que parecen
presentar una menor propension al malplegamiento espontaneo tanto en presencia como en ausencia
de la mutacién M109l. Por ello, ante la posibilidad obtener rec-PrP™* espontdneamente en una sola
ronda de PMSA para otras especies tanto en presencia de 1109 como en sus respectivas versiones
silvestres o WT, decidimos tratar de optimizar los pardmetros del sistema para incrementar la
eficiencia del malplegamiento de las PrP humanas, viendo que al menos en presencia de la 1109, este
malplegamiento espontdneo era posible incluso en condiciones adaptadas para PrP de otras especies.
Dado que este método de malplegamiento espontaneo en presencia de dextrano sulfatado habia dado
lugar previamente a priones recombinantes bona fide de forma consistente tanto para el topillo rojo
como para el ratén, se decidié descartar la induccidon del malplegamiento por semillas encefdlicas y

centrarse en la via de obtencidn espontanea.
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Figura 9. Estudio de la capacidad de malplegamiento espontdneo de las PrP recombinantes humanas mediante la
metodologia original de PMSA desarrollada para PrP recombinante de roedor. a) Representacion grafica de la generacion
de PrP recombinante malplegada (rec-PrP™s) humana de forma espontanea (sin semilla pridnica) mediante rondas seriadas
(R1—R4) de PMSA a dilucién 1:10. La evaluacidn de la generacidn de rec-PrPres de forma espontdnea se llevé a cabo mediante
la digestion con 25 pg/ml de proteinasa K (PK) del producto de cada ronda de PMSA, electroforesis y posterior tincion de
proteina total. La capacidad de malplegarse de forma espontdnea de cada tipo de sustrato se ensayd por cuadriplicado. El
numero de tubos con rec-PrPres detectable tras cada ronda de PMSA se ha sefalado con distintas intensidades de gris, tal y
como se indica en la leyenda situada en la parte inferior de la figura. Unicamente se observé malplegamiento espontaneo
para las PrP recombinantes con la mutacion puntual 1109, detectada en la segunda ronda de PMSA tanto para el polimorfismo
M129 como V129, pero con mayor eficiencia para esta ultima, con el 100% de los tubos positivos. Se indica con un recuadro
azul de linea discontinua la ronda de PMSA de la cual proceden los productos digeridos con PK que se muestran en el panel
b. b) Electroforesis y tincion de proteina total de una de las réplicas en las que se obtuvo rec-PrPres con el sustrato rec-Hu
M1091 M129 PrP y rec-Hu M1091 V129 tras la digestién con PK de ambos productos. Se observa que los productos resistentes
a PK obtenidos en la quinta ronda de PMSA con cada uno de los sustratos recombinantes M109I presentan un patrén de
bandas electroforético diferente. rec-PrPres M1091 M129: PrP recombinante humana M1091 M129 malplegada de forma
espontanea en ronda 5 de PMSA; rec-PrPes M109I V129: PrP recombinante humana M109! V129 malplegada de forma
espontanea en ronda 5 de PMSA; rec-Hu M1091 M129 PrP: sustrato recombinante humano M1091 M129 sin digerir; rec-Hu
M1091 V129 PrP: sustrato recombinante humano M1091 V129 sin digerir; PK: Proteinasa K; PM: marcador de peso molecular.
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3. Adaptacion de los parametros del sistema de PMSA para la generacion espontanea

de PrP recombinantes humanas malplegadas

Tras comprobar que el sistema de PMSA original permite el malplegamiento espontdneo de la rec-
PrP humana con la mutacién M109I, pero no permite el malplegamiento de las isoformas WT, se
decidié llevar a cabo una optimizacién de los pardmetros mds relevantes que inciden sobre la eficiencia
del malplegamiento espontaneo para favorecer especificamente el malplegamiento de los sustratos
rec-Hu M129 PrP y rec-Hu V129 PrP. De esta forma, el sistema de PMSA se sometié a una serie de
optimizaciones y mejoras secuenciales con el objetivo de aumentar la eficiencia del malplegamiento
espontdneo de las diferentes rec-PrP humanas, incluyendo las que portan la variante polimérfica de la

PrP del topillo rojo como indicadores.

El proceso de optimizacién consisti6 en modificar de forma secuencial una de las variables
implicadas en el proceso, manteniendo sin modificar el resto. Las modificaciones sobre cada variable
se evaluaron mediante el método experimental adaptado a la naturaleza de la variable eligiéndose en
cada caso aquella modificacién que mostraba un mejor resultado. Las variables mds relevantes de
acuerdo con nuestra experiencia previa con PrP de roedores, eran la calidad y concentracién de rec-
PrP en el sustrato, la utilizacion de distintas particulas esféricas y la velocidad de agitacién empleada.
Los parametros iniciales de partida desarrollados especificamente con rec-PrP de roedor y con las que
se ha trabajado hasta el momento eran: agitacion continua a 1000 rpm y 399C en presencia de
particulas esféricas de vidrio de 0.1 — 0.2 mm y una concentracidn de rec-PrP de aproximadamente 2
KUM. En los siguientes apartados se desglosan las modificaciones realizadas con la intencidn de adaptar

el sistema especificamente al uso de rec-PrP humanas.

3.1. Mejoras en el sustrato

Uno de los principales parametros susceptible de ser modificado es el sustrato utilizado como
fuente de rec-PrP en la técnica, el cual estd compuesto por sales (tampdén PBS + 150 mM Nacl),
detergente (1 % Triton™ X-100), un cofactor (0.5 % dextrano sulfatado (p/v)) y rec-PrP de la especie
considerada. La técnica PMSA fue desarrollada inicialmente para la propagacién de priones de topillo
rojo [330], aunque gracias a su versatilidad se ha conseguido optimizar para la obtencién espontdnea
de priones recombinantes de otras muchas especies. Se establecié que para una propagacién éptima
de la PrP del topillo rojo malplegada era necesario una concentracion de rec-PrP superior a1 uM en el
sustrato, siendo ineficientes concentraciones menores [330]. Segun el objetivo de la propagacion
(estudios estructurales, cribado de compuestos, etc.), la concentracién de la rec-PrP puede ser

modificada. Por otro lado, la creciente experiencia de nuestro laboratorio en la generacidn espontdnea
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de priones recombinantes de diferentes especies ha permitido determinar que la eficiencia del proceso
de malplegamiento espontdaneo aumenta de forma proporcional con el aumento de la concentracidn
de rec-PrP utilizada, alcanzando un limite superior de concentracién. Por tanto, es frecuente el uso de
sustratos donde la rec-PrP se encuentre en concentraciones aproximadas a 3 — 5 uM. Asi, todos estos
datos indican que la concentracién de rec-PrP juega un papel importante tanto para la correcta
propagacion de la proteina malplegada como para la generacién espontdnea de rec-PrP™, Por ello,
aumentar la concentracién de rec-PrP humana en el sustrato se planteé como una buena estrategia
para conseguir una mayor eficiencia del proceso de malplegamiento espontaneo, consiguiendo asi

obtener rec-PrP™ humanas.

En el caso de otras especies, como el topillo rojo, la concentracién de rec-PrP en el sustrato no es
tan determinante como en el caso de las rec-PrP humanas, ya que presenta mayor propension al
malplegamiento y, por tanto, este proceso puede inducirse con concentraciones mas bajas de rec-PrP.
Por otro lado, la concentracion final de rec-PrP en el sustrato determina el grado de agregacion y
precipitacion de la proteina recombinante durante su didlisis, un proceso clave al que es sometida para
inducir su plegamiento nativo tras la eliminacién de los agentes desnaturalizantes utilizados para su
conservacién. Por este motivo, siguiendo el protocolo estdndar para la elaboracién de sustratos en
nuestro laboratorio, la concentracion de rec-PrP humana en los experimentos anteriores era
aproximadamente 2 — 3 puM, partiendo de proteina desnaturalizada a 1000 uM. La agregacién y
precipitacion durante la didlisis no es una caracteristica particular de las rec-PrP humanas, sino que se
observa en todas las rec-PrP que se manejan en el laboratorio, aunque cada una de ellas muestra
diferentes grados de agregacion. Esto provoca una pérdida de proteina recombinante que limita la
concentracidn final en el sustrato de PMSA. Con el objetivo de alcanzar mayor concentracion de rec-
PrP final, se modificé el protocolo de generacidn de sustratos para determinar si una concentracion
inicial mayor de rec-PrP se refleja en una mayor concentracion final de rec-PrP tras la didlisis. Esto,
como se ha indicado anteriormente, podria mejorar el proceso de obtenciéon de un malplegamiento
espontdneo de las rec-PrP humanas mediante PMSA. Para ello, diferentes volumenes de las proteinas
recombinantes humanas rec-Hu M129 PrP, rec-Hu V129 PrP, rec-Hu M1091 M129 PrP, rec-Hu M109I
V129 PrP y la proteina rec-Topillo rojo 1109 PrP se concentraron mediante filtros de centrifugacion
hasta alcanzar una concentracion de 2000 uM (2x respecto a la concentracion inicial usada
normalmente) y 4000 uM (4x respecto a la concentracidn inicial usada normalmente). Ademas,
también se incluyeron las mismas rec-PrP a una concentracion de 1000 uM (1x, concentracién inicial
del protocolo estandar para la preparacion de sustratos). Tras su concentracién, todas las rec-PrP se
sometieron al proceso de didlisis y centrifugacién sin ninguna otra modificacién. La concentracidn final

de cada una de las proteinas se midid mediante el ensayo colorimétrico BCA. Cabe destacar que la
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concentraciéon medida tras la dialisis es 10 veces mayor que la concentracién final en el sustrato, ya
gue la proteina dializada se diluye 10 veces en solucién de conversidn, por lo que una concentracién
de 25 puM tras dialisis supone una concentracidn de rec-PrP en el sustrato de 2.5 uM. En la Figura 10
se representan los resultados obtenidos para cada rec-PrP, tanto humanas como de topillo rojo. En
primer lugar, se observa como la rec-PrP de topillo rojo presenta una mayor concentracion final post-
didlisis que cualquier rec-PrP humana. La concentracién obtenida en la condicidn 1x para topillo rojo
es incluso mayor que la concentracidn obtenida en la condicidn 4x con las rec-PrP humanas, salvo en
el caso de la rec-Hu M129 PrP. Esto indica que la precipitacidon de las rec-PrP humanas en dialisis es
mayor y aun utilizando una concentracion 4 veces mayor de rec-PrP no se puede alcanzar la
concentracioén inicial que se consigue con la rec-PrP de topillo rojo. Ademas, el comportamiento de
todas ellas es similar, ya que se observa que el aumento de 2 o 4 veces la concentracién pre-didlisis no
provoca un aumento proporcional de concentracién post-dialisis. Por ultimo, se observa también que
el uso de concentraciones 2x y 4x de la rec-PrP de topillo rojo no provocan un aumento proporcional
de la concentracidn final, sino que se alcanza un limite mdximo de concentracién a partir del cual la
proteina agrega y precipita. Por tanto, podemos concluir que aumentar la concentracién inicial de
partida, si bien lleva a un aumento de la concentracidn final, este no es proporcional como
consecuencia de una mayor pérdida de proteina por agregacién durante la dialisis. Ademas, la calidad
del sustrato final podria estar afectada debido a la presencia de un mayor nimero de moléculas de
rec-PrP agregadas o incorrectamente plegadas. En vista de estos resultados se decidié no seguir

explorando esta via y se seleccionaron otros parametros para la optimizacidn del proceso.
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didlisis frente a PBS partiendo de las

H1ix E2x m4x fracciones pre-didlisis sin concentrar (1x) o
concentradas (2x y 4x) mediante filtros de centrifugacién. Todas las proteinas recombinantes fueron concentradas hasta 2000
y 4000 uM (2x y 4x con respecto a la concentracidn pre-dialisis estandar 1x: 1000 uM). Tras el proceso de concentracidn inicial
y posterior dialisis y centrifugacion de cada muestra la concentracion (uM) de cada una de ellas se obtuvo mediante el kit
BCA protein assay. En ningln caso se obtuvieron concentraciones de PrP recombinantes post-dialisis proporcionales a la
concentracion ajustada previamente mediante filtros de centrifugacion, observandose una mayor pérdida en dialisis para las
PrP humanas respecto a la PrP de topillo rojo en todos los casos. La concentracidon de cada muestra se midioé por triplicado.
Los resultados obtenidos con cada PrP recombinante se representan como la concentracién media de los triplicados. Las
barras de error representan la desviacion estandar de cada muestra. 1x (azul): concentracidn pre-dialisis estandar de 1000
UM; 2x (rojo): concentracién pre-dialisis de 2000 uM; 4x (verde): concentracion pre-dialisis de 4000 uM.
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Debido a los resultados anteriores, se decidié modificar las condiciones de didlisis para intentar
disminuir el fendmeno de agregacién durante dicho proceso. Las modificaciones consistieron en
dializar frente a diferentes soluciones de dialisis que contenian PBS y 0.5 M de hidrocloruro de
guanidinio (Gdn-HCI) o una solucién de dialisis consistente en 20 mM de acetato de sodio (AcNa) pH
5, utilizado habitualmente en el trabajo con PrP recombinantes [389, 399, 400]. Estas modificaciones
no solo no disminuyeron significativamente la agregacion sino que tampoco mejoraron la eficiencia de
la PMSA a la hora de obtener malplegamientos espontaneos de las rec-PrP humanas. Otro cambio
introducido consistié en la adicién de un 10 % de glicerol (v/v) en la solucién de didlisis. Se sabe que el
glicerol aumenta la estabilidad de las proteinas globulares y en general inhibe la agregacion proteica
durante el proceso de plegamiento nativo de muchas de ellas [390]. Debido a la interferencia del Gdn-
HCl y del glicerol con la reaccion colorimétrica que tiene lugar en el ensayo de BCA no se pudo
cuantificar la concentracién final de rec-PrP tras la didlisis, pero no se observd de forma visual una
mejora en la agregacion y precipitacion de las rec-PrP. Los sustratos generados mediante este método
se sometieron a rondas de PMSA de igual forma que en los experimentos anteriores y tampoco se

observé ninguna mejora en la formacién de rec-PrP™ de forma espontdnea.

Ninguna de las estrategias llevadas a cabo con el fin de disminuir la agregacién de las rec-PrP
durante su dialisis permitid alcanzar concentraciones mayores de rec-PrP en el sustrato ni mejorar su
calidad que incidiera sobre el malplegamiento espontaneo de las rec-PrP humanas. Por otro lado,
realizar una dilucién mayor de dichas rec-PrP en la solucidn de conversidn no se considerd debido a
que una determinada concentracién de sales, detergente y cofactor es crucial para el correcto
funcionamiento de la técnica. Por todo ello, se decidié seguir elaborando el sustrato mediante el
protocolo estandar y explorar otras estrategias con el fin de disminuir la pérdida de proteina
recombinante durante todo el proceso de PMSA. Asi, otros de los factores que influyen en la pérdida
de proteina son los procesos de congelacién/descongelacidn a los que estan sometidos los sustratos
para su conservacion, como consecuencia de la formacidn inespecifica de agregados. Estos ciclos de
congelacién y descongelacion provocan la desnaturalizacion y agregacidon de proteinas [401, 402], lo
gue supone una pérdida adicional de rec-PrP, asi como una disminucidon de la calidad del sustrato, que
dificultaria ain mas el proceso de malplegamiento espontaneo de las rec-PrP humanas mediante
PMSA. Por ello, para testar el efecto de los ciclos de congelacion/descongelacién sobre la agregacion
y, por tanto, sobre la concentracion final de rec-PrP, las proteinas humanas y de topillo rojo se
sometieron a 5 rondas de congelacion/descongelacion tras la didlisis, con centrifugacién de las
muestras para eliminar los posibles agregados que se forman tras cada ronda. Los resultados se
midieron mediante ensayo de BCA y se representaron graficamente en funcion de las rondas de

congelacion. La Figura 11 muestra como la concentracidn tras la didlisis (RO) es superior para la rec-
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Topillo rojo 1109 PrP, siendo superior a 30 UM, mientras que las rec-PrP humanas se encuentran en un
rango de 20 — 30 puM en consonancia con los resultados previos. Las sucesivas rondas de
congelacion/descongelacién provocan la pérdida de proteina recombinante, llegando a una
concentracién aproximada de 15 uM para todas las rec-PrP humanas, excepto para la rec-Hu M109I
V129 PrP, que disminuye hasta una concentracién cercana a 20 uM. En términos generales se observa
que todas las rec-PrP, incluida la de topillo rojo, se ven afectadas por el proceso de
congelacion/descongelacidon, siendo este efecto independiente de la especie de la rec-PrP
considerada. Esta disminucion observada desde la ronda 1 de descongelacién, limitaria ain mas el
proceso de malplegamiento espontdneo de las rec-PrP humanas, ya que se trata de otra disminucion
adicional de la concentracidn de rec-PrP en el sustrato. Por esta razon, para la obtencién de priones
recombinantes humanos de forma espontanea se decidid trabajar con sustratos recombinantes
humanos que no hubieran sido sometidos a un proceso de congelacién y descongelacidn previo. Para
trabajar en estas condiciones, los sustratos recombinantes humanos se conservaron a 49C protegidos
de la luz durante un maximo de 24 h. Estos cambios en el manejo de los sustratos recombinantes
humanos se establecen como fijos durante todo el desarrollo de esta tesis doctoral, siempre y cuando

se utilicen para la obtencidn de rec-PrP™* humanas de forma espontdnea.
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Figura 11. Efecto de los ciclos de congelacion/descongelacion sobre la concentracién final de PrP recombinante soluble.
Representacidn grafica del efecto de los ciclos de congelacion y descongelacién sobre la concentracion final de las diferentes
PrP recombinantes humanas y sobre la PrP recombinante de topillo rojo, usada como control. Tras la didlisis, las proteinas
recombinantes fueron sometidas a cinco ciclos sucesivos de congelacién/descongelacion (R1 —R5). RO indica la concentracidn
de PrP recombinante tras la didlisis frente a PBS antes de la primera ronda de congelacién. Tras cada congelacidn las muestras,
por duplicado, se centrifugaron y se midié la concentracion de PrP (uM) en el sobrenadante de cada muestra mediante BCA
protein assay por triplicado. Los resultados se representan como la concentracion media de los duplicados, que muestran
pérdidas similares para todas las PrP. Las barras de error representan la desviaciéon estandar de cada muestra. rec-Hu M129
PrP (azul oscuro): PrP recombinante humana M129; rec-Hu V129 PrP (rojo): PrP recombinante humana V129; rec-Hu M109I
M129 PrP (verde): PrP recombinante humana M1091 M129; rec-Hu M109I V129 PrP (morado): PrP recombinante humana
M1091 V129; rec-Topillo rojo 1109 PrP (azul claro): PrP recombinante de topillo rojo 1109.
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3.2. Optimizacion de las particulas esféricas y la velocidad de agitacion

Otros de los parametros que influyen notablemente en la eficiencia tanto de la propagacién de
proteinas malplegadas como en el malplegamiento espontdneo de las rec-PrP mediante PMSA son el
material y el tamafio de las particulas esféricas utilizadas en el sistema. La experiencia con rec-PrP de
otras especies en nuestro laboratorio ha permitido determinar que las particulas esféricas de vidrio
favorecen, en comparacidn con otros materiales estudiados, el fendmeno de espontaneidad. Aunque
los mecanismos implicados en este fendmeno como la energia de superficie son aln objeto de estudio,
los resultados obtenidos con la proteina de topillo rojo sugieren que dentro de un rango, cuanto mayor
es la superficie de vidrio, mas eficiente es el malplegamiento espontaneo. Las proteinas, debido a su
naturaleza anfipatica, tienen la capacidad de adsorberse sobre una gran cantidad de materiales, entre
ellos el vidrio [403, 404]. Este fendmeno de adsorcion sobre las particulas esféricas de vidrio podria
provocar el secuestro de moléculas de rec-PrP del sustrato, provocando a su vez una reduccién de la
concentracién efectiva de rec-PrP susceptible a ser malplegada y, por tanto, una disminucién
significativa de la eficiencia del sistema para inducir el malplegamiento espontaneo. En el caso de las
rec-PrP humanas, dada su baja tendencia al malplegamiento espontaneo in vitro, esta reduccién
afectaria fundamentalmente a la eficiencia del sistema, en contraposicidon con la rec-PrP de topillo
rojo, la cual de forma natural presenta una alta tendencia al malplegamiento. Sin embargo, dado que
uno de los requerimientos del sistema es la presencia de particulas esféricas de vidrio en el tubo de
ensayo, se decidid optimizar la cantidad de las mismas para adecuarla a las rec-PrP humanas. En primer
lugar, se estudié el comportamiento de las diferentes rec-PrP humanas en presencia de estas particulas
dentro del tubo de ensayo, evaluando su grado de adsorcidn por unidad de superficie de vidrio y cémo
esta influia en la concentracién de la proteina final efectiva en el sustrato. El objetivo era encontrar un
equilibrio entre la cantidad de particulas esféricas y la concentracién de la rec-PrP en el medio. Para
ello, se trabajo con distintas cantidades de particulas esféricas de vidrio de 0.1 mm de didmetro que
aportaban al sistema distintas superficies: 0, 50, 120, 300, 900, 3200 y 6200 mm?. Cabe destacar que
en los experimentos anteriores, donde se tratd de obtener rec-PrP™ humana de forma espontanea
mediante el sistema de PMSA adaptado a PrP de roedores, la cantidad de particulas esféricas utilizadas
en cada tubo de ensayo contribuia con 2500 — 3000 mm? de superficie de vidrio. Dado que el
comportamiento de todas las rec-PrP humanas en los experimentos anteriores fue similar, este
experimento se llevé a cabo de forma representativa con las rec-Hu M129 PrP, rec-Hu V129 PrP y rec-
Topillo rojo 1109 PrP. Las proteinas se incubaron a temperatura ambiente en agitacion continua y en
presencia de la cantidad de particulas esféricas de vidrio de 0.1 mm que aportaba las correspondientes
superficies en estudio. Se tomd una fraccidon de cada muestra en intervalos de 30 min y se midié la

concentracién mediante BCA. La concentracion inicial de cada proteina fue de 22.2 uMy 20.8 uM para

119



las rec-Hu M129 PrP y rec-Hu V129 PrP, respectivamente y de 31.25 uM para la rec-Topillo rojo 1109
PrP, reflejando esta de nuevo una mayor concentracion tras didlisis. En la Figura 12 se puede observar
una reduccidn de la concentracion de las rec-PrP en el sobrenadante en funcidn de la superficie de
vidrio como consecuencia de la adsorcion. Se observa también que la adsorcién aumenta con el
tiempo, hasta alcanzar un maximo entre los 60 y 90 min, lo que podria deberse a una saturacion de la
superficie. No se encontraron diferencias significativas entre las rec-PrP humanas y la de topillo rojo
(Figura12 a, by c). El hecho de observar una disminucién de la cantidad de rec-PrP también en ausencia
de particulas esféricas de vidrio, sugiere que se debe a su agregacién durante el proceso de incubacién.
Sin embargo, esta disminucién es mayor cuando las rec-PrP se incuban en presencia de particulas
esféricas de vidrio y es directamente proporcional a la cantidad de superficie utilizada para todas las
rec-PrP testadas. Cuando la superficie de vidrio es mayor de 900 mm? se produce la pérdida por
adsorcién de al menos el 50 % de proteina en todos los casos, lo que reduce a la mitad la concentracidn
inicial de rec-PrP soluble en sustrato. Sin embargo, en el caso de las rec-PrP humanas, en presencia de
una menor superficie de vidrio, (300 mm? o menos), la pérdida por adsorcién es menor; el 30 % o
menos, dependiendo de la cantidad de superficie. Estos resultados confirman que un niumero elevado
de particulas esféricas de vidrio provoca una reduccién significativa de la proteina efectiva en el medio
como consecuencia de su adsorciéon al vidrio dificultando el malplegamiento espontaneo,
principalmente el de las rec-PrP humanas. La eficiencia del malplegamiento de la rec-PrP de topillo
rojo no se veria tan afectada por esta reduccidon de concentracién debido a su alta propension al
malplegamiento, motivo por el cual es capaz de malplegarse de forma espontdnea en presencia de

mayor cantidad de particulas esféricas, como las utilizadas previamente en el sistema de PMSA.
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Figura 12. Evaluacion del grado de adsorcidon de las PrP recombinantes humanas y de topillo rojo a la superficie de
particulas esféricas de vidrio. Representacidon grafica del grado de adsorcion por unidad de superficie de las a) PrP
recombinantes humanas M129 (rec-Hu M129 PrP), b) PrP recombinante humana V129 (rec-Hu V129 PrP) y c) PrP
recombinante de topillo rojo 1109 (rec-Topillo rojo 1109 PrP). Las proteinas recombinantes tras su didlisis frente a PBS, se
incubaron en movimiento constante a temperatura ambiente en presencia de diferentes cantidades de particulas esféricas
de vidrio de 0.1 mm de didmetro que aportan 0, 50, 120, 300, 900, 3200 o 6200 mm? de superficie. Tras 30, 60 y 90 min se
tomo una fraccidén de cada muestra y se midié por duplicado la concentracién de PrP recombinante (uM) en cada muestra
mediante BCA protein assay. Los datos se muestran normalizados con respecto a la concentracidn inicial de PrP a tiempo 0
min de cada muestra (100%) y se representan en funcién del tiempo de incubacién como el porcentaje de PrP recombinante
no adsorbida. Se representa la media de los duplicados. Las barras de error indican la desviacion estandar de cada muestra.
Se observa que cuanto mayor es la superficie de vidrio en el tubo de ensayo menor es el porcentaje de PrP no adsorbida,
alcanzando un maximo de adsorcion entre los 60 y 90 min para todas las proteinas recombinantes ensayadas y con pérdidas
superiores al 60 % de PrP soluble con superficies de vidrio mayores de 900 mm?2.

Basandonos en los resultados presentados en la Figura 12 se testé el efecto de una determinada
cantidad de particulas esféricas de vidrio sobre el malplegamiento espontaneo. El nimero de
particulas se eligié tratando de conseguir una superficie (300 — 500 mm?) tal que permitiera encontrar
un equilibrio entre la adsorcién y la concentracién de proteina efectiva en el medio. El manejo de
cantidades reducidas de particulas esféricas de pequefio tamafio dificulta la reproducibilidad del
sistema y aumenta los problemas técnicos para la preparacion de cada tubo de ensayo, siendo
necesario el uso de balanzas de precision para pesar cantidades de 15 — 20 mg de particulas esféricas
de 0.1 mm. Por ello, se utilizaron particulas esféricas de vidrio de 1.0 mm de diametro, dado que
permite conseguir la misma superficie, pero con un manejo mas facil debido a su mayor tamafio y
peso. Una superficie de 300 — 500 mm? se corresponden con 150 — 250 mg de particulas esféricas de
vidrio de 1.0 mm, aproximadamente. A lo largo de este experimento donde se fijé la superficie de
vidrio utilizada a 400 mm? mediante el uso de particulas de 1.0 mm de didmentro, se estudié el efecto

de diferentes velocidades de agitacion sobre el malplegamiento espontaneo. Se emplearon 500, 700 y
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1000 rpm, siendo 1000 rpm la velocidad de agitacion empleada habitualmente en PMSA con rec-PrP
de roedores. Se llevaron a cabo dos rondas de PMSA seriadas de 24 h con los sustratos rec-Hu M129
PrP, rec-Hu V129 PrP, rec-Hu M1091 M129 PrP y rec-Hu M109I V129 PrP, en ausencia de semilla. Para
la segunda ronda seriada de PMSA, el producto de la primera ronda se diluyé en sustrato fresco 1:10
y se sometid al mismo proceso. Los productos obtenidos de cada ronda de PMSA se digirieron con PK
y los resultados se obtuvieron a través de la tincidn de proteina total resistente a la proteasa. El numero
de rondas utilizado se basd en la experiencia previa con rec-PrP de otras especies, donde se consigue
consistentemente el malplegamiento espontaneo en una sola ronda de PMSA. La aplicacién de un
numero alto de rondas tiene la desventaja potencial de generar material resistente a proteasas
heterogéneo. En la Figura 13 se muestran los resultados obtenidos con las nuevas condiciones de
PMSA donde se observa como una menor superficie, conseguida tras el uso de particulas esféricas de
vidrio de mayor tamafio, favorece el malplegamiento espontdneo de las rec-PrP humanas WT. Es en
este experimento donde se obtuvo por primera vez material resistente a PK con estas proteinas. Todas
las velocidades de agitaciéon favorecieron el malplegamiento espontaneo, aunque se observd una
mayor frecuencia cuando se utilizaron velocidades de agitacion menores de 1000 rpm. Se alcanzé una
eficiencia de casi el 100 % en la ronda 2 con los sustratos rec-Hu M129 PrP y rec-Hu V129 PrP agitados
a 500 y 700 rpm. La eficiencia de obtencidn de rec-PrP™ espontdnea en la ronda 1 fue del 25 % y del
75 % en la ronda 2 para las dos variantes WT. Con estas nuevas condiciones, la eficiencia del
malplegamiento espontaneo de las rec-Hu M1091 M129 PrP y rec-Hu M109I V129 PrP fue menor en
comparacién con las rec-PrP humanas WT. En el caso de la rec-Hu M1091 V129 PrP, la eficiencia del
malplegamiento espontaneo fue menor también en comparacién con los resultados previos, donde se
obtuvo el 100 % de eficiencia en la ronda 2 de PMSA. Esta aparentemente menor eficiencia del
malplegamiento de las rec-PrP humanas con la mutacion M1091 en comparaciéon con las rec-PrP
humanas WT y teniendo en cuenta los resultados previos, podria ser reflejo de la estocasticidad del
proceso de malplegamiento espontdneo, que puede hacer variar la obtencion de rec-PrP malplegada
en una o dos rondas de PMSA. Sin embargo, el malplegamiento espontaneo observado por primera
vez con las rec-PrP humanas WT confirma el éxito de optimizacién del sistema. Por todo ello se
concluye que una adecuada superficie de vidrio y una ajustada velocidad de agitacién aumentan la
eficiencia de la PMSA, siendo esta capaz de promover el malplegamiento espontdneo de las rec-PrP
humanas WT, con una eficiencia en torno al 25 % en laronda 1y cercana al 100 % en la ronda 2 (Figura

13).
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Figura 13. Estudio de la capacidad de malplegamiento espontaneo de las PrP recombinantes humanas a diferentes
velocidades de agitacion utilizando particulas esféricas de vidrio con superficie 6ptima. Representacidon grifica de la
generacion de PrP recombinante malpleglada (rec-PrPres) de forma espontanea (sin semilla pridnica) mediante la utilizacién
de particulas esféricas de vidrio de 1.0 mm de didmetro que aportan 400 mm? de superficie de vidrio y 500 rpm (panel
superior izquierdo), 700 rpm (panel superior derecho) y 1000 rpm (panel inferior izquierdo) como velocidades de agitacion.
Los sustratos con PrP recombinante humana M129 (rec-Hu M129 PrP), PrP recombinante humana V129 (rec-Hu V129 PrP),
PrP recombinante humana M1091 M129 (rec-Hu M1091 M129 PrP) y PrP recombinante humana M109I V129 (rec-Hu M109I
V129 PrP) fueron sometidos a dos rondas seriadas (R1 — R2) de PMSA a dilucién 1:10 y se evalud la presencia de rec-Prpres
mediante la digestion con 25 pg/ml de proteinasa K (PK), electroforesis y tincion de proteina total del producto de cada ronda
de PMSA. La capacidad de cada sustrato de malplegarse de forma espontdnea se ensayd por cuadruplicado. El numero de
tubos con rec-PrPres detectable tras cada ronda de PMSA se ha sefialado con distintas intensidades de gris, tal y como se
indica en la leyenda situada en la parte inferior de la figura. Las velocidades de agitacién de 500 y 700 rpm son las que mas
favorecieron el malplegamiento de todas las PrP recombinantes evaluadas, obteniéndose en ambos casos mayor porcentaje
de réplicas con rec-PrPres en dos rondas de PMSA que con 1000 rpm.

4. Aplicacidon del sistema de PMSA adaptado para la obtencién de cepas recombinantes

humanas espontaneas

Una vez optimizados los pardmetros que permitieron por primera vez el malplegamiento
espontdneo de diferentes rec-PrP humanas, se testd la reproducibilidad y robustez del nuevo sistema
de PMSA adaptado a humanos. Las modificaciones han consistido en 1) evitar la congelacion y
descongelacion de los sustratos, previniendo la formacion de agregados que disminuyan tanto la
concentracidon de rec-PrP como la calidad del sustrato por la presencia de agregados amorfos, 2)
disminuir la superficie de vidrio mediante particulas esféricas de mayor tamafio y 3) disminuir la
velocidad de agitacidn, que se establecid en 700 rpm ya que no existian diferencias significativas con
500 rpm y ademas se trata de una velocidad de agitacion usada para otras especies. Por ello, se llevd
a cabo un nuevo experimento de malplegamiento espontdneo mediante PMSA adaptada a la PrP

humana. Se realizaron dos rondas seriadas de PMSA de 24 h en presencia de particulas esféricas de
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vidrio de 1.0 mm y 700 rpm. Para la segunda ronda seriada, el material de la ronda previa se diluyd
1:10 en sustrato fresco. Se realizaron cuatro réplicas independientes del mismo experimento y se
evalud la presencia de material resistente a PK. Los resultados muestran que las nuevas condiciones
inducen consistentemente el malplegamiento espontaneo de las rec-PrP humanas WT, dado que se
obtuvo rec-PrP™ humana en la primera ronda de PMSA en un 50 % o mas de los tubos, y en la segunda
ronda el 100 % de las réplicas muestran material resistente PK (Figura 14 a). En el caso de las rec-PrP
humanas con la sustitucion M109l también se obtuvo material resistente a PK con la eficiencia
esperada, lo que es reflejo de la variabilidad intrinseca del proceso de malplegamiento espontaneo.
En el caso de la rec-Hu M1091 M129 PrP no se obtuvo rec-PrP™ en la ronda 1 en ninguno de los tubos,
pero si se obtuvo en el 75 % de los tubos en la ronda 2. Por el contrario, la rec-Hu M1091 V129 PrP
presentd una eficiencia de formacion de rec-PrP™ del 50 % en la ronda 1 y del 100 % en la ronda 2
(Figura 14 a). Estos resultados confirman que las nuevas condiciones han permitido adecuar el sistema
de PMSA aumentando su robustez y reproducibilidad para la obtencién de rec-PrP™ humana de forma

espontanea.

Malplegamiento espontaneo
Condiciones optimas

+ ME1
+ ME4
+ VEO
+ VE2

R1 R2 PK PM
rec-Hu M129 PrP . - : (kpe)
- 34
rec-Hu V129 PrP -
- 26
rec-Hu M109I M129 PrP .
—e—e -
- 12

rec-Hu M1091 V129 PrP - - s
-5
0/4 1/4 2/4 314 4/4

Figura 14. Malplegamiento espontaneo de las PrP recombinantes humanas mediante el sistema de PMSA adaptado a PrP
recombinante humana. a) Representacidn gréfica de la generacion de PrP malplegadas (rec-PrPs) humanas de forma
espontanea (sin semilla pridnica) mediante la aplicacion de los pardmetros de PMSA que favorecen el malplegamiento de las
PrP recombinantes humanas de forma espontanea. Los sustratos basados en PrP recombinante humana M129 (rec-Hu M129
PrP), PrP recombinante humana V129 (rec-Hu V129 PrP), PrP recombinante humana M109I M129 (rec-Hu M1091 M129 PrP)
y PrP recombinante humana M1091 V129 (rec-Hu M1091 V129 PrP) fueron sometidos a dos rondas seriadas (R1 —R2) de PMSA
a dilucidn 1:10 y se evalud la generacion de rec-PrPs mediante la digestion con 25 ug/ml de proteinasa K (PK), electroforesis
y tincién de proteina total del producto de cada ronda de PMSA. La capacidad de cada PrP de malplegar de forma espontdnea
se ensayo por cuadruplicado. El nimero de tubos con rec-PrPres detectable tras cada ronda de PMSA se ha sefialado con
distintas intensidades de gris, tal y como se indica en la leyenda situada en la parte inferior de la figura. Todas salvo la rec-Hu
M1091 M129 PrP pudieron malplegar en una sola ronda de PMSA vy alcanzaron el 100 % de muestras malplegadas en la
segunda ronda, en la que también se observo proteina malplegada para la rec-Hu M1091 M129 PrP en el 75 % de las muestras.
b) Electroforesis y tincion de proteina total de las cuatro rec-PrPTes humanas espontaneas seleccionadas para su posterior
caracterizacion bioquimica y aplicacion para la busqueda de compuestos anti-pridnicos. Se seleccionaron dos PrP
malplegadas humanas M129 (M-E1 y M-E4) y dos PrP malplegadas humanas V129 (V-EOQ y V-E2), todas obtenidas en ronda 2
de PMSA. El producto de la ronda 2 de PMSA correspondiente a cada una de ellas se digirid con 25 pg/ml de PK y se evalud
la presencia de rec-PrPres mediante electroforesis y tincidn de proteina total. Se observa el patrén de bandas electroforético
de cada PrP malplegada seleccionada, siendo similares los de las rec-PrP™s M-E1 y M-E4 dado que representan el patrén de
bandas mayoritariamente obtenido en todas las réplicas realizadas. Por el contrario, las rec-PrPres V-EQ y V-E2 presentan un
patron de bandas electroforético diferente, con la V-EO con una banda de ~16 kDa prominente y una banda de ~16 kDa mas
tenue para la V-E2, ambas representativas de la variedad de PrP malplegadas obtenidas para esta proteina. PM: marcador de
peso molecular.
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El estudio del patrén electroforético de bandas tras la digestién con PK de todas las réplicas mostré
algunas diferencias que sugerian la existencia de distintas conformaciones. Por ello, se seleccionaron
dos rec-PrP™ de cada variante polimdrfica WT para su posterior caracterizacién y aplicacién en la
busqueda de compuestos anti-pridnicos (Figura 14 b). Las dos rec-PrP™ espontaneas M129
seleccionadas, denominadas M-E1 y M-E4, reflejan el patrén electroforético mayoritario obtenido en
las réplicas realizadas con este sustrato, con una banda resistente de ~16 kDa y fragmentos resistentes
de bajo peso molecular. En el caso de las rec-PrP™* espontaneas V129, se seleccionaron de igual forma
dos rec-PrP"s, las cuales muestran un patrén electroforético diferente, pero son representativas de la
limitada variedad de patrones electroforéticos obtenidos con este polimorfismo. La rec-PrP™*
denominada V-EO presenta un patrén electroforético caracterizado por una banda de ~16 kDa
prominente y un menor numero de fragmentos de bajo peso molecular. Este tipo de patrén se observo
también en otras muestras de rec-PrP™ que presentaban este mismo polimorfismo pero no fue el
mayoritario. La rec-PrP™ denominada V-E2 presenta por el contrario una banda de ~16 kDa resistente
a PK mas tenue, siendo representativa de todas las rec-PrP™* obtenidas con este polimorfismo y mds
frecuente que la V-EO (Figura 14 b). Estas proteinas malplegadas que portaban ambos polimorfismos
(M129 y V129) se seleccionaron por sus distintivos patrones electroforéticos y se estudiaron en
profundidad para determinar si alguna de ellas presentaba alguna caracteristica diferencial que le
otorgase propiedades idoneas (mayor capacidad de propagacidn, infectividad in vivo, etc.) para el
cribado de compuestos. Las rec-PrP™ humanas con la mutacién M109I se descartaron durante el
proceso de caracterizacion, al tratarse de proteinas no naturales que mostraron una mayor variabilidad
en la eficiencia del malplegamiento espontdneo tras el uso de las nuevas condiciones de PMSA. Cabe
destacar que la seleccidon de estas rec-PrP™* para su caracterizacion y para el desarrollo posterior de
un sistema de cribado de compuestos basado en priones recombinantes humanos se realizd
basandose en la seleccion de un patrdén electroforético similar a los priones recombinantes bona fide
obtenidos con proteinas de otras especies. En un futuro, se podrdn incluir otras rec-PrP™* que retnan
caracteristicas de interés con el fin de aumentar el panel de priones recombinantes humanos a utilizar
en la busqueda de compuestos anti-pridnicos mediante el sistema que se desarrolle. La seleccién de
cuatro cepas y no un numero mayor de ellas responde a fines practicos, dado que basandose en el
Unico criterio de seleccidn existente en esta etapa, son representativas de la variabilidad de las rec-

PrP"* obtenidas hasta el momento.
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5. Caracterizacion de las rec-PrP"™ recombinantes humanas generadas

Una vez seleccionadas las rec-PrP™ humanas M-E1, M-E4, V-EO y V-E2 se procedié a su
caracterizacién para determinar si presentaban las propiedades necesarias para definirlas como
priones recombinantes bona fide y para adaptarlas a su uso en el cribado masivo de compuestos anti-

pridnicos mediante PMSA.

5.1. Ensayo de resistencia a PK

Dado que la resistencia a la digestidn por proteasas es una de las caracteristicas principales de los
priones bona fide, cantidades similares de las cuatro rec-PrP™ humanas previamente seleccionadas se
sometieron a distintas concentraciones (1, 5, 10, 25 y 50 ug/ml) de PK y su resistencia diferencial a esta
proteasa se visualizd través de una tincién de proteinas totales. Los resultados indicaron que las cuatro
proteinas malplegadas presentan una alta resistencia a PK, observada a través de la persistencia de la
banda de ~16 kDa con la mayoria de los ratios de PK:proteina utilizados. Mientras que la cepa mas
resistente es la V-EO, las cepas M-E1 y M-E4 presentan una resistencia intermedia, siendo la menos
resistente de todas ellas la V-E2. En términos generales, las cuatro rec-PrP™ humanas generadas de

forma espontanea presentan una alta resistencia a PK, aunque en diferente grado (Figura 15 a).
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Figura 15. Evaluacion de la resistencia a la digestion por proteasas de las semillas recombinantes humanas obtenidas.
Electroforesis y tincidn de proteina total donde se muestra la capacidad de resistir concentraciones crecientes de proteinasa
K (PK) de las PrP recombinantes malplegadas (rec-PrPres) humanas obtenidas de forma espontanea mediante PMSA. Cada
semilla fue digerida en las mismas condiciones con 1, 5, 10, 15, 25 o 50 pg/ml de PK. Para todas las semillas se observa una
digestion incompleta a concentraciones minimas de PK (1 pg/ml), siendo la banda electroforética de ~ 26 kDa la proteina
recombinante humana sin digerir. Todas las semillas presentan gran resistencia a la digestién con PK, siendo la menos
resistente la semilla V-E2 y la mas resistente la V-EO, cuyo fragmento de ~ 16 kDa resiste hasta 50 ug/ml de PK. PM: marcador
de peso molecular.

5.2. Capacidad de propagacion mediante diluciones seriadas por PMSA

En segundo lugar, se llevd a cabo la caracterizacion de las rec-PrP™ humanas a través de la
evaluacidn de su eficiencia de propagacién utilizando diluciones seriadas tras someterla a una ronda

de PMSA de 24 h. La capacidad de propagacidn se cuantificd basandose en la dilucion méxima de la
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semilla en la que se observé propagacion mediante la deteccidn de proteina resistente tras la digestion
con PK [405]. La capacidad de propagarse indefinidamente es una caracteristica fundamental de los
priones bona fide que resulta clave para el desarrollo de un sistema de busqueda de compuestos anti-
priénicos basado en diluciones seriadas. Esta capacidad permite detectar inhibidores de la propagacion
priénica atendiendo a la maxima dilucién de la semilla donde se detecta rec-PrP™* en comparacidn con
la dilucién maxima del control, al que no se afiade el compuesto objeto de estudio. Asi, el uso de una
proteina malplegada bona fide con una alta eficiencia de propagacién tras su dilucién seriada
permitiria observar mayores variaciones entre compuestos sin capacidad de inhibicién, con baja
capacidad y con alta capacidad de inhibicion. Ademads, reduciria la posibilidad de falsos positivos al
aumentar el margen de deteccion de inhibidores y establecer umbrales minimos de deteccidn,
considerando inhibidores, por ejemplo, solo aquellos compuestos que reduzcan 1000 veces o mas la
eficiencia de propagacion.

En una primera fase, se evalud la eficiencia de propagaciéon de cada rec-PrP™ mediante PMSA
utilizando 1000 rpm como velocidad de agitacién basdndose en los resultados obtenidos previamente
con priones recombinantes de otras especies [330]. Para ello, cada rec-PrP™ humana seleccionada se
sometid a diluciones seriadas 1:10: 1:10%, 1:10%; 1:103, 1:10%, 1:10%, 1:10°, 1:10” y 1:108. Tras una ronda
de 24 h de PMSA utilizando 1000 rpm y en presencia de particulas esféricas de zirconio-silice de 1.0
mm, se comprobaron los niveles de propagacién mediante digestion con PK y tincién de proteinas
totales. La tincion mostré que Unicamente la semilla V-EO fue capaz de propagar hasta la dilucidn
1:10% mientras que las demds no fueron capaces de propagar ni siquiera en la dilucién 1:10* (Figura
16 b). Ademas, en las diluciones seriadas con la semilla V-E2, donde no se obtuvo propagacion, se
observé fragmentos resistentes a PK de bajo peso molecular, similares a los observados en los
experimentos donde se utilizaron semillas de origen encefdlico. Estos resultados sugerian que los
pardmetros para permitir la propagacion seriada de las semillas recombinantes humanas no eran los
idéneos, al igual que para el malplegamiento espontdneo de las rec-PrP humanas. Por ello, se llevé a
cabo el mismo experimento descrito anteriormente pero con una velocidad de agitacion de 700
rpm (Figura 16 ay b). A esta velocidad de agitacién las cuatro semillas recombinantes humanas fueron
capaces de propagarse tras su dilucion seriada con eficiencias similares. La rec-PrP™ M-E1, laV-EQy la
V-E2 fueron capaces de propagarse tras su dilucién de 1:108, mientras que la semillas M-E4 lo hizo
hasta un maximo de dilucién de 1:107 (Figura 16 a). En términos generales, las proteinas malplegadas
no mostraron diferencias significativas en relacidon a su capacidad de propagacién tras su dilucién
seriada. Estos experimentos han permitido concluir que una velocidad de agitacion de 1000 rpm
impide o limita la propagacion de las semillas recombinantes humanas en estudio, mientras que una
velocidad de 700 rpm permite la propagacion eficiente de todas ellas, de forma similar a los resultados

obtenidos para el malplegamiento espontdneo, para el cual fueron mas eficientes las velocidades de
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agitacion de 700 rpm y 500 rpm. Por ultimo, los resultados nos indican que las cuatro rec-
PrP™ humanas generadas espontaneamente presentan una buena ventana de propagacion, una
caracteristica muy adecuada para el cribado de compuestos dado que permitird detectar compuestos
con alta, baja o nula capacidad de inhibicidn, ademas de facilitar la discriminacién de los posibles falsos

positivos.
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Figura 16. Estudio de la capacidad de propagacion por PMSA en diluciones seriadas a diferentes velocidades de agitacion
de las PrP recombinantes humanas malplegadas M-E1, M-E4, V-EQ y V-E2. a) Representacion grafica de la dilucién maxima
hasta la cual fue capaz de propagar cada una de las PrP malplegadas (rec-PrP™s) humanas seleccionadas. Las semillas se
diluyeron 1:101 — 1:108 y se sometieron, en presencia de particulas esféricas de zirconio — silice de 1.0 mm, a una ronda de
PMSA de 24 h a 700 rpm. La evaluacién de la presencia de rec-PrPres se llevd a cabo mediante la digestién con 25 pg/ml de
proteinasa K (PK), electroforesis y tincion de proteina total del producto de cada dilucién tras la ronda de PMSA. Cada dilucidn
se ensayo por triplicado. El nimero de tubos con rec-PrPres detectable tras la ronda de PMSA se ha sefialado con distintas
intensidades de gris, tal y como se indica en la leyenda situada en la parte inferior de la figura. Se observa que a 700 rpm las
cuatro rec-PrPres seleccionadas presentan una gran eficiencia de propagacion en diluciones seriadas. Las cuatro semillas
recombinantes humanas son capaces de propagar hasta la diluciéon 1:10% en alguna de las réplicas en las condiciones
utilizadas, presentando menor capacidad la semilla M-E4 que alcanza la dilucién 1:107. b) Electroforesis y tincidn de proteina
total representativa de los productos de PMSA obtenidos tras la dilucion seriada (1:101 — 1:108) de las semillas recombinantes
humanas sometidas, en presencia de particulas esféricas de zirconio — silice de 1.0 mm, a una ronda de PMSA de 24 h a 1000
rpm (imagen superior) o 700 rpm (imagen inferior) y digeridos con PK (25 pg/ml). La velocidad de agitacién mas efectiva fue
700 rpm que permitié la propagacion de todas las semillas hasta diluciones de 1:107-1:108, mientras que a 1000 rpm solo la
semilla V-EO fue capaz de propagar, alcanzando una dilucién maxima menor (1:10%). Se observa la generacidn de fragmentos
de bajo peso molecular (< 5 kDa) en aquellas diluciones donde no se han propagado las semillas V-EO y V-E2. rec-Hu V129
PrP: sustrato recombinante humano V129 sin digerir; PM: marcador de peso molecular.
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5.3. Comparativa entre las proteinas malplegadas producidas por PMSA y otros

agregados de rec-PrP

Durante estos ultimos afios se han desarrollado diferentes metodologias enfocadas en la
generacion de fibras amiloides de rec-PrP. Las diferencias entre ellas estriban principalmente en el tipo
de agente desnaturalizante y/o caotrdpico que utilizan [406]. Si bien estos procedimientos son
eficientes generando agregados amiloides, estos presentan una infectividad limitada cuando se
inoculan en animales [96]. Este hecho sugiere que el amiloide generado utilizando estas técnicas, a
pesar de estar compuesto enteramente por rec-PrP malplegada, debe presentar una estructura

diferente a la de los priones de interés.

Con el objetivo de dejar patente las diferencias entre las rec-PrP™ humanas obtenidas por PMSA
y otros agregados fibrilares y/o amorfos de rec-PrP, se generaron tres tipos diferentes de estructuras
formadas principalmente por rec-PrP humana y se compararon entre ellas utilizando varias de las

propiedades inherentes a los priones: resistencia a proteasas y capacidad de auto-propagacion.

Las fibras amiloides estdndar se prepararon en presencia del agente caotrdpico Gdn-HCI
siguiendo el protocolo previamente descrito por Breydo et al. y Torrent et al. [389, 391] e
introduciendo pequefias modificaciones. El material malplegado de forma desordenada que se
denominard agregado amorfo, se preparod a través de una ronda de PMSA sin ningun tipo de particulas
esféricas que promoviera la formacién de rec-PrP™* (ver Materiales y métodos). Las fibras obtenidas
en presencia de Gdn-HCl se denominaron human-Gdn-M-E1 y human-Gdn-M-E2 (formadas a partir del
sustrato rec-Hu M129 PrP) y human-Gdn-V-E1 y human-Gdn-V-E2 (formadas a partir del sustrato rec-
Hu V129 PrP). Las muestras obtenidas mediante PMSA sin particulas esféricas se denominaron
agregados-M-E1 (sustrato rec-Hu M129 PrP) y agregados-V-E1 (sustrato rec-Hu V129 PrP). Cabe
destacar que para la generacién de las fibras Gdn se requirid agitar el sustrato a 30 rpm durante 30
dias y para la generacién de los agregados amorfos se necesitd de una Unica ronda de PMSA a 1000
rpm durante 7 dias. Ambos procedimientos, comparados con la alta eficiencia de la PMSA, sugieren

una baja eficiencia en la induccion del malplegamiento de las rec-PrP humanas.

Una vez generados los tres tipos de agregados de rec-PrP, se procedié a la tincién de proteina total
tanto de la fraccion completa de cada muestra (es decir, el producto obtenido directamente en cada
técnica) como de la fraccidn precipitada tras centrifugar un volumen determinado de cada muestra.
Ambos tipos de fracciones se analizaron inicialmente sin previa digestién con PK, con el fin de evaluar
la capacidad de generacidon de agregados precipitables de cada metodologia. Este procedimiento
ademas permitia conocer la cantidad de rec-PrP agregada frente a la de rec-PrP total utilizada en cada

reaccion, para poder igualar posteriormente el material de partida de cada tipo de agregado en los
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sucesivos estudios. La Figura 17 a y b muestra que el total de rec-PrP, independientemente del tipo de
metodologia usada, precipita tras la centrifugacidn, ya que la sefial de ambas fracciones (total y
precipitada) es similar. Esto indica que se ha alcanzado practicamente el 100 % de agregacién de la
rec-PrP humana con las tres metodologias. Ademas, la Figura 17 a y b también muestra que la cantidad
de rec-PrP de las fibras Gdn de ambos polimorfismos es aproximadamente 8 veces mas que la cantidad
correspondiente al material de PMSA y al material amorfo. Esto se debe a que el protocolo de
obtencidn de fibras Gdn requiere de una concentracién de rec-PrP 8 — 10 veces mayor de lo que
requieren las otras dos técnicas (20 uM frente a 2-3 uM de rec-PrP en el sustrato). En la figura se
muestra la tincién de proteina total de Unicamente una de las muestras de cada polimorfismo obtenida
en cada técnica (es decir, M-E1, human-Gdn-M-E1, V-EO y human-Gdn-V-E1), ya que los resultados
obtenidos son representativos de los obtenidos para todas las muestras. Por tanto, segun estos
resultados y con el objetivo de trabajar con la misma cantidad de material en cada tipo de muestra con
fines comparativos, las muestras human-Gdn-M-E1, human-Gdn-M-E2, human-Gdn-V-E1 y human-
Gdn-V-E2 se diluyeron 1:8 en PBS. La Figura 18 muestra que, una vez diluidas, todas las muestras
presentaban cantidades similares de proteina malplegada. El estudio comparativo de cada una de
estas proteinas se realizd a través de la cuantificacion de 1) la presencia de estructuras basadas en
[dminas beta, 2) la resistencia a proteasas y 3) la capacidad de propagar su malplegamiento a otras
moléculas de rec-PrP por PMSA, una técnica que ha demostrado una alta eficiencia propagando

priones recombinantes bona fide [330].
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Figura 17. Estudio comparativo de la PrP total y PrP agregada o precipitable de los productos de PMSA, fibras Gdn y
agregados amorfos obtenidos mediante diferentes técnicas. Electroforesis y tincion de proteina total de la fraccién total
(rec-PrP total, tanto soluble como agregada) y de la fraccidn centrifugada (rec-PrP agregada o precipitable obtenida tras la
centrifugacion de un volumen determinado del producto de cada técnica) de la a) PrP malplegada M-E1 (PMSA), de la muestra
human-Gdn-M-E1 (obtenida con sustrato recombinante humano M129 con 2M de hidrocloruro de guanidinio y agitacién de
30 rpm a 39 oC durante 30 dias) (Fibras Gdn) y de la muestra agregados-M-E1 (obtenida con sustrato recombinante humano
M129 tras la agitacion a 1000 rpm y 39 2C sin particulas esféricas durante 7 dias) (Agregados amorfos) y b) de la PrP
malplegada V-EOQ (PMSA), de la muestra human-Gdn-V-E1 (obtenida igual que la muestra human-Gdn-M-E1 pero con sustrato
recombinante humano V129) (Fibras Gdn) y de la muestra agregados-V-E1 (obtenida igual que la muestra agregados-M-E1
pero con sustrato recombinante humano V129) (Agregados amorfos). Los productos obtenidos directamente de cada técnica
se diluyeron de forma seriada en PBS (1:2, 1:4, 1:8 y 1:16) con fines comparativos (fraccién total). Un volumen adecuado de
cada producto se centrifugd a 19 000 g durante 15 min a 4 2C y el material precipitado se resuspendié en el mismo volumen
de PBS y posteriormente se diluyé de forma seriada (1:2, 1:4, 1:8 y 1:16) con fines comparativos (fraccion centrifugada). Se
observa que practicamente toda la PrP recombinante (rec-PrP) de cada sustrato utilizado, independientemente de la técnica,
precipita tras la centrifugacidn, dado que la sefial de ambas fracciones (total y centrifugada) son similares, indicando que se
alcanza aproximadamente el 100% de malplegamiento o agregacién de la proteina recombinante humana con las tres
técnicas utilizadas. También se observa que la cantidad de rec-PrP total de las fibras Gdn de ambos polimorfismos (human-
Gdn-M-E1 y human-Gdn-V-E1) es aproximadamente 8 veces mayor en comparacidn con la cantidad de rec-PrP en el material
de PMSA (M-E1 y V-EQ) y el material agregado amorfo (agregados-M-E1 y agregados-V-E1), lo que viene dictado por las
condiciones en las que debia llevarse a cabo cada uno de los tres métodos empleados. PM: marcador de peso molecular.
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Figura 18. Equiparacion de la cantidad de PrP recombinante

da Fibras Gdn PMSA W de los productos obtenidos mediante las tres técnicas
utilizadas para la formacion de diferentes agregados de PrP

A T S N PM recombinantes humanas para estudios comparativos
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. —— -----. - 26 PrP) hurrl1ana han .sido utililzados para los .es.tudios
comparativos posteriores, realizados con el objetivo de

diferenciar las semillas de PMSA del material obtenido

= 16
mediante las otras dos técnicas. Fibras Gdn M1, M2, V1y V2:
- 12 . . s
material agregado obtenido tras la agitacién de sustratos
5 recombinantes humanos M129 (M1 y M2) y V129 (V1y V2)

con 2 M de hidrocloruro de guanidinio a 30 rpm y 39 2C
durante 30 dias; PMSA: PrP recombinante humana
malplegada M-E1, M-E4, V-EO y V-E2 obtenidas de forma
espontanea en PMSA; Agregados amorfos M1 y V1: material agregado de forma desordenada mediante la agitacion de
sustratos recombinantes humanos M129 (M1) y V129 (V1) a 1000 rpm y 39 9C sin particulas esféricas durante 7 dias. PM:
marcador de peso molecular.

La presencia de estructuras basadas en I[dminas beta y, por extension, de fibras amiloides se llevd
a cabo utilizando espectrometria y tioflavina T (ThT), cuya intercalacidn en las laminas beta provoca
un aumento de la intensidad de su fluorescencia que es directamente proporcional a la cantidad de
este tipo de estructuras que contiene la muestra [407]. Cada muestra, por triplicado, se diluyé 1:5 en
la solucion de medicién que contenia 22 uM de ThT y se midié utilizando un fluorimetro. Como control
de la autofluorescencia de la ThT en ausencia de fibras amiloides, se incluyeron ocho muestras de
sustrato recombinante humano no sometidos a ninglin proceso de agitaciéon o formacién de
agregados. Los resultados indican que las muestras de rec-PrP™* obtenidas por PMSA (M-E1, M-E4, V-
EO y V-E2) contienen una mayor cantidad de fibras amiloides en comparacién con las fibras Gdn
(human-Gdn-M-E1, human-Gdn-M-E2, human-Gdn-V-E1 y human-Gdn-V-E2) y las muestras que
contienen el material amorfo (agregados-M-E1 y agregados-V-E1) (Figura 19). Dentro de las muestras
de rec-PrP™ humanas obtenidas por PMSA, la V-E2 es la que contiene una menor cantidad de
estructuras basadas en lamina beta, siendo similar en las otras tres muestras. Por el contrario, tanto
las muestras obtenidas en presencia de Gdn-HClI como aquellas obtenidas sin particulas esféricas
presentaron valores bajos similares, muy cercanos al umbral de corte establecido para considerarlas
positivas. Estos resultados permiten concluir que la estructura de las rec-PrP™* humanas generadas por
PMSA presenta una mayor cantidad de laminas beta comparativamente con aquellas estructuras que

se generaron utilizando cualquiera de las otras dos técnicas.
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Figura 19. Estudio comparativo de la cantidad de fibras amiloides medidas con Tioflavina T en los productos obtenidos
mediante las tres técnicas utilizadas para la formacion de diferentes agregados de PrP recombinantes humanas. Grafico
del incremento de unidades relativas de fluorescencia (ARFU) con respecto a la rec-PrP de sustrato donde se muestran los
niveles de fibras amiloides presentes en cada tipo de producto medidos por triplicado mediante espectrometria de
fluorescencia con Tioflavina T (ThT). Con el objetivo de discriminar entre muestras positivas para fibras amiloides y muestras
negativas se define el umbral de corte como la media de RFU de 8 tubos con sustrato recombinante humano sin agitar mas
tres veces su desviacion estandar y se normalizan los datos tomando el valor del umbral de corte como RFU = 0. Se observa
que las PrP recombinantes malplegadas (rec-PrPs) humanas obtenidas en PMSA (M-E1, M-E4, V-EO y V-E2) presenta un
incremento de fluorescencia mayor que las Fibras Gdn y los Agregados amorfos, indicando mayor cantidad de fibras amiloides
o fibras mas afines a la unién de ThT, siendo las sefiales correspondientes a las semillas M-E1, M-E4 y V-EO de PMSA mayores
que la de la semilla V-E2. Se representan la media de los triplicados de cada muestray las barras de error indican la desviacién
estandar. Fibras Gdn M1, M2, V1 y V2: material agregado obtenido tras la agitacién de sustratos recombinantes humanos
M129 (M1y M2) y V129 (V1 y V2) con 2 M de hidrocloruro de guanidinio a 30 rpm y 39 2C durante 30 dias; PMSA: PrP
recombinante humana malplegada M-E1, M-E4, V-EO y V-E2 obtenidas de forma espontanea en PMSA; Agregados amorfos
M1 y V1: material agregado de forma desordenada mediante la agitacién de sustratos recombinantes humanos M129 (M1)
y V129 (V1) a 1000 rpm y 39 2C sin particulas esféricas durante 7 dias.

La resistencia a la digestidon con PK de cada una de las muestras se evalud tras su digestidn con
cantidades crecientes de PK (1, 5, 10 y 25 ug/ml) y la posterior visualizacién de los resultados mediante
la tincidn de los fragmentos proteicos resistentes (Figura 20). Se observé que las fibras human-Gdn-M-
E1l, human-Gdn-M-E2, human-Gdn-V-E1 y human-Gdn-V-E2 presentan una baja resistencia a PK. En
concreto, las muestras human-Gdn-M-E1 y human-Gdn-V-E1, que contenian una mayor cantidad de
fibras amiloides, solo resistieron la digestién con 1 pg/ml de PK, visualizdndose de forma tenue la
banda de ~16 kDa y otros fragmentos de menor peso molecular. Por el contrario, las muestras human-
Gdn-M-E2 y human-Gdn-V-E2 presentaron una menor resistencia a la digestién con PK, ya que
Unicamente se visualizaron fragmentos de bajo peso molecular tras su digestion con 1 pug/ml de PK.
Por otro lado, los agregados amorfos agregados-M-E1 y agregados-V-E1 presentaron también una baja
resistencia a la digestién con la proteasa mostrando pequefios fragmentos Unicamente tras su

digestién con 1 ug/ml de PK. Ademas, el patrén de bandas electroforético de estas muestras es
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diferente al de las rec-PrP™* humanas, indicando que se podria tratar de una digestiéon incompleta mas
gue de una auténtica resistencia a la digestién proteica. Por ultimo, los resultados obtenidos con las
rec-PrP™ humanas fueron similares a los obtenidos en el apartado 5.1., resultados que confirman de
nuevo que la muestra V-EO es mucho mas resistente a la digestion enzimatica (> 25 pg/ml) (Figura 20
ay b). Cabe destacar que las diferencias en cuanto a la intensidad de la banda de ~16 kDa observadas
en las muestras M-E1, M-E4 y V-E2 en los dos ensayos de PK realizados se deben a que para cada
experimento fue necesaria la obtencién de mas material de cada rec-PrP™ mediante su escalado, lo

gue puede reflejarse en una mayor o menor concentracion final de rec-PrP™* en cada preparacion.
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Figura 20. Evaluacion de la resistencia a la digestion por proteinasa K de las Fibras Gdn, las semillas de PMSA y los agregados
amorfos generados mediante diferentes metodologias. a) Electroforesis y tincién de proteina total donde se muestra la
capacidad de resistir concentraciones crecientes de proteinasa K (PK) de las Fibras Gdn obtenidas mediante la agitacién a 30
rpm y 39 eC durante 30 dias del sustrato recombinante humano M129 (human-Gdn-M-E1 y human-Gdn-M-E2), de las semillas
obtenidas en PMSA de forma espontanea con sustrato recombinante humano M129 (M-E1y M-E4) y los agregados amorfos
generados mediante la agitacién a 1000 rpm y 39 oC sin particulas esféricas durante 7 dias del sustrato recombinante humano
M129 (agregados-M-E1). Cada muestra se digirié con 1, 5, 10 y 25 pg/ml de PK y se evalud la resistencia de cada una de ellas
mediante electroforesis y tincion de proteina total. Se observa que las Fibras Gdn (verde) presentan baja resistencia a la
digestidn con PK, dado que solo resisten la digestion con 1 pg/ml, no visualizdndose la banda de ~16 kDa en la muestra
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human-Gdn-M-E2. Los agregados amorfos (naranjas) presentan también una baja resistencia a la digestién con PK, con un
patrdn electroforético de bandas diferente, pudiendo ser indicativo de digestion incompleta. Las muestras de PMSA (rojo)
presentan mayor resistencia a PK, manteniendo el patron de bandas caracteristica de cada una de ellas. PM: marcador de
peso molecular. b) Electroforesis y tincidn de proteina total donde se muestran los mismos datos que en el panel anterior
de esta figura pero para las Fibras Gdn obtenidas del sustrato recombinante humano V129 (human-Gdn-V-E1 y human-Gdn-
V-E2), de las semillas obtenidas en PMSA de forma espontanea con sustrato recombinante humano V129 (V-EO y V-E2) y los
agregados amorfos generados del sustrato recombinante humano V129 (agregados-V-E1). El procedimiento para evaluar la
resistencia a PK fue idéntico al realizado para el panel a de esta figura. Se observa que las Fibras Gdn (verde) presentan baja
resistencia a la digestion con PK, dado que solo resisten la digestion con 1 pg/ml, no visualizandose la banda de ~16 kDa en
la muestra human-Gdn-V-E2. Los agregados amorfos (naranjas) presentan también una baja resistencia a la digestidn con PK,
con un patrén electroforético de bandas diferente, pudiendo ser indicativo de digestidn incompleta, al igual que los obtenidos
con sustrato recombinante humano M129. Las muestras de PMSA (rojo) presentan mayor resistencia a PK, manteniendo el
patrén de bandas caracteristica de cada una de ellas. PM: marcador de peso molecular.

La propiedad mds importante asociada al concepto de prion, su capacidad de auto-propagarse, se
testd in vitro para cada una de las muestras previamente descritas mediante la aplicacion de una Unica
ronda de PMSA de 6 h de duracién. Estudios previos en el laboratorio habian mostrado previamente
gue los priones recombinantes bona fide de distintas especies se podian propagar eficientemente en
rondas de PMSA de menos de 6 horas, llegando en algunos casos a tiempos inferiores a una hora. Esta
habilidad de propagacién extraordinariamente rapida parece estar asociada al tipo de PrP por lo que,
por practicidad, para proteinas aun en estudio, los tiempos de trabajo se establecen en 24 h. Sin
embargo, al igual que la capacidad de propagacién de una proteina malplegada se puede evaluar
observando la propagacion tras su dilucidn seriada, esta capacidad también puede evaluarse a través
de la aplicacién seriada de rondas de PMSA a tiempos cortos. En este caso, con el fin de comparar el
comportamiento auto-propagativo de las distintas muestras, estas se diluyeron 1:100 en sustrato
fresco homélogo y se sometieron a una ronda de PMSA de 6 h de duracién. Tras la ronda de PMSA,
cada producto se digirié con 25 pg/ml de PK y se realizé una tincidn de proteina total. Los resultados
muestran que solo las rec-PrP™ humanas obtenidas mediante PMSA (M-E1, M-E4, V-EOQ y V-E2) son
capaces de propagarse, mientras que las fibras Gdn y los agregados amorfos no propagaron en las
condiciones fijadas. Tal y como muestra la figura, no se obtuvo rec-PrP™ espontdnea en los controles
de sustrato sin semilla que se sometieron al mismo procedimiento (Figura 21). La menor intensidad de
las bandas de ~16 kDa de las muestras M-E1 y M-E4 se debe al acortamiento del tiempo de la ronda
de PMSA. Sin embargo, el fragmento predominante de la semilla V-EQ no parece verse afectado por
esta reduccidn del tiempo de la ronda de PMSA, lo que implica que esta tiene una capacidad auto-

propagativa muy superior al resto de proteinas malplegadas.

Basandose en los experimentos realizados para caracterizar los diferentes tipos de agregados de
rec-PrP generados mediante tres técnicas diferentes, se puede concluir que los productos de PMSA
presentan las caracteristicas esperadas para los priones bona fide y son, por tanto, diferentes a las
fibras Gdn y a los agregados amorfos descritos anteriormente. Esta caracterizacion ha permitido

distinguir fehacientemente entre los diferentes tipos de rec-PrP malplegadas, diferenciando el
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material generado por PMSA de productos generados mediante otras técnicas que no han mostrado
las caracteristicas de un prion bona fide. A falta de determinar la capacidad de inducir enfermedad en
animales, estos resultados junto con el hecho de que la misma metodologia de PMSA ha demostrado
la capacidad para generar y propagar priones recombinantes bona fide en otras especies, indican que
las rec-PrP™* humanas presentan las caracteristicas bioquimicas deseadas y, por tanto, podrian ser

también potencialmente infecciosas en modelos animales.
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Figura 21. Estudio comparativo de la capacidad de propagacion de las PrP malplegadas en PMSA, de las Fibras Gdn y de los
agregados amorfos. Electroforesis y tincién de proteina total donde se muestran los productos de una ronda de PMSA
digeridos con 25 pg/ml de proteinasa K (PK) inoculados con las PrP malplegadas obtenidas mediante las tres técnicas de
malplegamiento. Los productos con cantidades de rec-PrP equiparadas y utilizados como semillas se diluyeron 1:100 en
sustrato recombinante homdlogo y fueron sometidos a una ronda de PMSA de 6 h en presencia de particula esféricas de
zirconio — silice de 1.0 mm a 700 rpm y 39 2C. Cada producto utilizado como semilla se ensayd por duplicado. Los productos
de las Fibras Gdn se indican en verde, aquellos inoculados con las obtenidas en PMSA se indican en rojo y los productos de
los agregados amorfos utilizados como semilla se indican de color naranja. Las semillas de PMSA M-E1, M-E4, V-EQ y V-E2
fueron capaces de propagar mediante una ronda de PMSA de 6 h, mientras que los demds productos utilizados como semilla
no fueron capaces de inducir el malplegamiento de los sustratos recombinantes por PMSA. La menor intensidad de la banda
de ~16 kDa observada para las semillas M-E1, M-E4 y V-E2 se debe a la menor duracion de la ronda de PMSA, mientras que
la intensidad de la banda de ~16 kDa de la semilla V-EO no se ve afectada por el acortamiento de la ronda de PMSA, indicando
una mavyor eficiencia para la propagacidn. Control negativo: tubos con sustrato recombinante human M129 (rec-Hu m129
PrP) o V129 (rec-Hu V129 Pr) sin semilla sometidas a PMSA en las mismas condiciones que los tubos con semilla; rec-Hu M129
PrP: sustrato recombinante humano M129 sin digerir; PM: marcador de peso molecular.

5.4. Determinacion de la infectividad potencial por PMCA

Debido a los largos periodos de incubacidn de las enfermedades pridnicas, los ensayos in vivo para
determinar la infectividad de una muestra requieren de largos periodos de tiempo. Una forma
alternativa y rapida de evaluar la infectividad potencial de las proteinas malplegadas humanas, previa
a los ensayos in vivo, consiste en determinar su capacidad de malplegar un sustrato basado en
homogeneizados de encéfalos mediante la técnica de PMCA [258, 330]. Este procedimiento mimetiza
in vitro el escenario de lo que ocurre en el modelo animal dado que la PrP¢ de origen encefélico que

contiene el sustrato presenta todas las modificaciones post-traduccionales y estd complementada con
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cofactores presentes en el encéfalo. Asi, con el objetivo de establecer si las rec-PrP™ humanas son
potencialmente infecciosas in vivo, estas se utilizaron como semillas para inducir el malplegamiento
de dos tipos de sustratos basados en homogeneizados de encéfalos procedentes de dos modelos
animales. En primer lugar, se utilizé un sustrato basado en homogeneizados de encéfalos de ratones
transgénicos TgNN6h, que expresan la variante polimérfica M129 de la PrP¢ humana con dos
mutaciones (N181Q y N197Q) las cuales provocan que la PrP¢ carezca de N-glicosilaciones [396]. La
eleccidon de este modelo se basd en la similitud entre la PrP¢ endégena del mismo y las rec-PrP™s
humanas, ya que ambas carecen de glicosilaciones. Ademas, ninguno de los modelos animales que
expresan PrP humana resulta en un sustrato eficiente para la propagacidn de priones mediante PMCA,
incluyendo a los aislados naturales provenientes de encéfalos de individuos afectados. Este problema,
aun no resuelto, limitd en gran medida la seleccion de modelos transgénicos idéneos para tal objetivo.
En segundo lugar, se selecciond el modelo TgVole que expresa la variante polimérfica 1109 de la PrP¢
de topillo rojo. Este animal ha sido ampliamente utilizado para la caracterizacion de diferentes cepas
pridnicas humanas debido a su alta susceptibilidad, considerandose un aceptor universal para la
propagacion de priones [408-412]. Con el fin de testar la capacidad que tienen los priones
recombinantes de malplegar ambos tipos de PrPS, estos se diluyeron 1:10 en ambos homogeneizados
y se sometieron a una primera ronda de 24 h de PMCA. En las rondas sucesivas de PMCA, el producto
de la ronda previa se diluyé 1:10 en sustrato fresco y se sometid a una nueva ronda de 24 h, asi hasta
alcanzar el 100 % de tubos positivos para PrP™. Como controles de posibles contaminaciones y
generacion espontanea, se incluyeron tubos de sustrato sin semilla en cada una de las rondas y se
sometieron al mismo proceso de PMCA. Los resultados se evaluaron mediante digestién con PK y
posterior Western Blot. En el caso de los sustratos basados en homogeneizados de encéfalos de
TgNN6h, solo se propagaron las rec-PrP™ humanas M-E1 y M-E4, mientras que las rec-PrP™* V-EQ y V-
E2, tras 6 rondas seriadas de PMCA, no mostraron capacidad de propagacién alguna. Este ultimo
resultado probablemente se debe a la existencia de una barrera polimérfica entre las semillas (V129)
y el modelo transgénico TgNN6h (M129) (Figura 22 a). En concreto, con la semilla M-E1 se obtuvo
material resistente a PK a partir de la ronda 3 en la totalidad de los tubos de PMCA. Sin embargo, la
semilla M-E4 no fue capaz de malplegar a la PrP¢ del sustrato hasta la ronda 4 y solo en el 50 % de los
tubos, mostrando una menor eficiencia, ya que no alcanzé el 100 % de tubos positivos para rec-PrP™*
hasta la ronda 6 de PMCA. No se observd PrP™ en los controles negativos sin semilla que se llevaron
a cabo como control de posible malplegamiento espontaneo. Por otro lado, es importante destacar
que la PrP malplegada obtenida con este modelo transgénico, al carecer de glicosilaciones, solo
presenta una banda resistente a PK no glicosilada, en lugar de las tres bandas caracteristicas de los
priones bona fide. En algunas muestras los productos resistentes a PK se visualizaron con la presencia

de una doble banda debido a cortes proteoliticos internos de la PrP¢ en este modelo. Asi, el producto
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obtenido con la semilla M-E1 presenté una Unica banda resistente a PK, mientras que para la semilla
M-E4 se obtuvo una doble banda resistente a PK (Figura 22 b), patrones electroforéticos que se
mantuvieron durante todas las rondas seriadas de PMCA llevadas a cabo. La diferencia en el patrén
electroforético obtenido para cada una de estas semillas podria ser reflejo de diferencias bioquimicas
entre ellas. Sin embrago, es necesario llevar a cabo mas estudios para caracterizar en profundidad los
productos obtenidos con estas dos rec-PrP™ y poder determinar fehacientemente que se trata de

diferencias bioquimicas entre ellas.

De forma similar al estudio realizado con el modelo TgNNG6h, las distintas proteinas malplegadas
se sometieron a rondas seriadas de PMCA utilizando homogeneizados de encéfalos de TgVole como
sustrato. Este estudio trataba de determinar si las cuatro rec-PrP™* obtenidas por PMSA eran capaces
de malplegar la PrP¢ de este modelo y, por tanto, evidenciar su potencial infectividad in vivo en
modelos que expresen la PrP¢ de topillo rojo. Los resultados obtenidos mediante digestion con PK y
Western Blot muestran que tanto las rec-PrP™ M-E1 y M-E4 y las rec-PrP™* V-EQ y V-E2 malplegaron la
PrP¢ de topillo rojo, pero con ciertas diferencias entre ellas (Figura 22 cy d). Las semillas M-E1 y M-E4
se propagaron en el 100 % de los tubos desde la ronda 1 de PMCA, mientras que las semillas V-EQ y V-
E2 necesitaron dos rondas de PMCA para propagarse en el 100 % de los tubos. Estos resultados indican
que las rec-PrP™ M129 presentan una mayor eficiencia para malplegar la PrP¢ del sustrato de TgVole
que la del sustrato de TgNN6h. Los controles negativos sin semilla no mostraron PrP™* en ninguna de

las rondas de PMCA.
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Figura 22. Determinacion de la infectividad potencial in vivo mediante PMCA basada en sustratos con PrP¢ de ratones
transgénicos de las PrP recombinantes humanas malplegadas en PMSA. a) Representacion grafica de la capacidad de
propagacion de las PrP recombinantes malplegadas (rec-PrPes) humanas M-E1, M-E4, V-EO y V-E2 mediante rondas seriadas
(R1 — R6) de PMCA basada en homogeneizados de encéfalo de ratones TgNN6h. Las semillas recombinantes humanas se
diluyeron 1:10 en el sustrato y se sometieron a una ronda de PMCA de 24 h. Para la realizacion de las rondas seriadas, el
producto de la ronda anterior se diluyé 1:10 en sustrato fresco y se sometié a una nueva ronda de PMCA. Como control de
la generacidén espontdnea de PrPres y contaminacidn cruzada se colocaron tubos con el mismo sustrato sin semilla. La
evaluacién de los resultados se llevé a cabo mediante la digestion con 25 pg/ml de proteinasa K (PK) de los productos de cada
ronda de PMCA, electroforesis y Western Blot utilizando el anticuerpo monoclonal 3F4 (1:10 000). Cada semilla se ensayé por
duplicado. EI nimero de tubos con PrP™s detectable tras las rondas seriadas de PMCA se ha sefialado con distintas
intensidades de gris, tal y como se indica en la leyenda situada en la parte inferior de la figura. Las semillas M-E1 y M-E4 son
capaces de propagar en este sustrato dando lugar a PrP™s a partir de la tercera ronda de PMCA, aunque con eficiencia
diferente, mientras que las semillas V-EO0 y V-E2 no muestran capacidad de propagar en sustrato de TgNN6h. b) Western Blot
representativo de los productos obtenidos tras las sucesivas rondas de PMCA con las semillas M-E1 y M-E4 en sustrato
TgNN6h. Se indican las diluciones de la semilla original alcanzadas (1:1016, 1:10%7y 1:1018) mediante rondas seriadas de PMCA.
Los productos de cada ronda mostrada se digirieron con PK (25 ug/ml) y se evalué la presencia de rec-PrPres utilizando el
anticuerpo monoclonal 3F4 (1:10 000). Se observan diferencias en el patrén electroforético de la rec-PrPres obtenida con cada
una de las semillas, pudiendo ser indicativo de diferencias en las propiedades biolégicas de cada una de ellas. PrP¢ (TgNN6h):
homogeneizado de encéfalo de ratones TgNN6h sin digerir utilizados como sustrato para mostrar las diferencias con la rec-
PrPres obtenida en PMCA. c) Representacidn gréfica de la capacidad de propagacion de las rec-PrPes humanas M-E1, M-E4, V-
EOy V-E2 mediante rondas seriadas (R1 — R3) de PMCA basada en homogeneizado de encéfalo de ratones TgVole. Las semillas
recombinantes humanas se diluyeron 1:10 en el sustrato y se sometieron a una ronda de PMCA de 24 h. Para la realizacién

de las rondas seriadas, el producto de la ronda anterior se diluyé 1:10 en sustrato fresco y se sometié a una nueva ronda de

PMCA. Como control de la generacidén espontanea de PrP's y contaminacién cruzada se colocaron tubos con el mismo
sustrato sin semilla. La evaluacion de los resultados se llevé a cabo mediante la digestion con PK (25 pg/ml) de los productos
de cada ronda de PMCA, electroforesis y Western Blot utilizando el anticuerpo monoclonal SAF83 (1:400). Cada semilla se
ensayo por duplicado. El nimero de tubos con PrPes detectable tras las rondas seriadas de PMCA se ha sefialado con distintas

intensidades de gris, tal y como se indica en la leyenda situada en la parte inferior de la figura. Todas las semillas

recombinantes humana fueron capaces de propagar en este tipo de sustrato, aunque se observan diferencias en la capacidad

de propagacién entre las semillas de la variante polimérfica M129 (M-E1 y M-E4) y las semillas de la variante polimorfica

V129 (V-EQ y V-E2), con mayor eficiencia para las primeras. d) Western Blot de los productos obtenidos tras las tres rondas

de PMCA con las semillas recombinantes humanas en sustrato TgVole. Los productos de cada ronda se digirieron con PK (25
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ug/ml) y se evalud la presencia de PrPres utilizando el anticuerpo monoclonal SAF83 (1:400). PrP¢ (TgVole): homogeneizado
de encéfalo de ratones TgVole sin digerir utilizados como sustrato para mostrar las diferencias con la rec-PrPres obtenida en
PMCA.

Con el objetivo de llevar a cabo los ensayos de infeccidn en los distintos modelos animales, las
semillas M-E1y M-E4 se continuaron propagando tras sucesivas diluciones en el sustrato TgNN6h hasta
alcanzar una dilucién final de al menos 1:10%°. Esta propagacion seriada tenia por objeto eliminar por
completo la semilla original. Los productos de las ultimas rondas de PMCA (Figura 22 b), asi como los
productos originales obtenidos de forma espontanea mediante PMSA, se han inoculado en ratones
transgénicos TgNN6h, estando actualmente a la espera de observar signos clinicos indicativos de
neurodegeneracion. El objetivo de inocular el producto obtenido de las rondas de PMCA es determinar
si la adaptacidon de la semilla original por PMCA a este modelo provoca un acortamiento de los tiempos
de incubacién en los ratones y comparar la infectividad entre las rec-PrP™* originales y los productos
adaptados a TgNN6h. De la misma forma, las distintas proteinas recombinantes se han preparado para

su inoculacién en el modelo TgVole. Este estudio estd actualmente en espera de realizacién.

Todos estos resultados indican que las rec-PrP™ humanas espontaneas presentan un alto
potencial infeccioso, tanto en el modelo humanizado TgNN6h como en el modelo TgVole. Se trata de
un indicio que se aifade a su alta resistencia a PK y a la extraordinaria capacidad de propagacidn in
vitro que difiere de la presentada por otros agregados de PrP obtenidos mediante otras metodologias.
Por todo ello, podemos concluir que las rec-PrP™ humanas presentan caracteristicas de priones bona

fide, de inestimable valor para el cribado masivo de compuestos anti-pridnicos.

6. Adaptacion de las rec-PrP"™s recombinantes humanas a un sistema de cribado masivo

basado en diluciones y prueba de concepto

Las cuatro rec-PrP™ humanas generadas de forma espontdnea mediante PMSA presentan la
misma capacidad de propagacidon mediante diluciones seriada, siendo todas ellas capaces de propagar
hasta una dilucién de 1:107, por lo que, basdndonos en este criterio, todas resultarian idéneas para un
sistema de cribado masivo basado en diluciones seriadas. Ademas, si se llegan a observar
caracteristicas distintivas en los estudios de inoculacidn in vivo indicando que constituyen diferentes
cepas, podrian utilizarse todas ellas en panel para evitar perder potenciales compuestos por mostrar
especificidad de cepa. Sin embargo, el objetivo de esta tesis doctoral no es llevar a cabo un cribado
masivo de compuestos, sino desarrollar y validar mediante una prueba de concepto un nuevo sistema
de cribado basado en priones recombinantes bona fide humanos. Para ello, se selecciond la rec-PrP™*
V-EO para llevar a cabo la adaptacidon y prueba de concepto, ya que es la que presenta mayor

resistencia a PK y un patrén electroforético facilmente distinguible, ambas caracteristicas favorables
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para la deteccion de rec-PrP™ y monitorizacion de posibles cambios no deseados durante su
adaptacion al nuevo sistema de cribado. Sin embargo, cabe esperar que, al presentar caracteristicas
similares, salvo la capacidad de propagar en PMCA basada en homogeneizados de encéfalos de
TgNNG6h, las cuatro cepas seleccionadas presenten comportamientos similares y se puedan adaptar de

igual modo a las condiciones de cribado de compuestos mediante PMSA.

6.1. Adaptacion de las PrP recombinantes humanas malplegadas al sistema de PMSA

para el cribado de compuestos anti-pridnicos

El sistema de PMSA adaptado a PrP de roedores, como topillo rojo o ratén, funciona en tubos de
diferentes tamafios y para distintos volumenes de sustrato, lo que facilita el escalado de los productos
obtenido mediante este sistema [330]. Para la obtencion de las nuevas rec-PrP™ humanas, se
utilizaron tubos de 2 ml, con un volumen de sustrato de entre 500 — 800 pl. Este formato permitio la
obtencidn de rec-PrP™ humanas de forma espontanea y su visualizacion mediante tincidn de proteina
total. Este procedimiento directo es mas informativo que la deteccién mediada por anticuerpos
(Western Blot) dado que no limita la observacion de ningln fragmento que algunos anticuerpos
podrian no detectar. Sin embargo, para un sistema de cribado masivo, este formato de tubos no es el
adecuado, ya que no permite testar una gran cantidad de compuestos al mismo tiempo debido a
limitaciones de equipamiento, ademas de requerir cantidades de compuestos muy superiores a los
que normalmente se disponen en las librerias quimicas. Por tanto, el primer cambio llevado a cabo fue
realizar la propagacién de la semilla V-EO utilizando tubos de menor tamafio, de 0.2 ml, y
consecuentemente utilizando un menor volumen de sustrato. Asi, en primer lugar, se determind el
volumen de sustrato necesario para alcanzar una propagacion similar a la obtenida en tubos de 2 mly
500 — 800 ul de sustrato. Para ello, la semilla V-EO se diluyé de forma seriada desde 1:10* hasta 1:108
en diferentes volumenes de sustrato recombinante, hasta alcanzar 50, 125 y 180 pl de volumen final
en los nuevos tubos. Estos se sometieron a una ronda de PMSA de 24 h en presencia de particulas
esféricas de zirconio-silice de 1.0 mm y a 1000 rpm de agitacion. Como control negativo para la
medicion de la autofluorescencia de la ThT y de la formacion de agregados inespecificos durante el
proceso de PMSA se prepararon tubos con sustrato sin semilla que permitieron establecer el umbral
de corte para la medida de fluorescencia. Los resultados se obtuvieron tras la medicién por
espectrometria de la fluorescencia emitida por la ThT, dado que previamente se habia determinado
que la sensibilidad de este sistema de deteccion presenta una buena correlacién con la observacién
directa de bandas resistentes tras la tincion total de proteinas (Figura 23). Esta forma de deteccién
facilita y acelera el cribado masivo de compuestos en comparacion con las otras técnicas bioquimicas

que requieren de digestidn con PK, electroforesis y el uso de anticuerpos. Los resultados obtenidos
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para los diferentes volumenes testados muestran que un volumen de 180 pl permite la propagacion
dptima de la semilla, incluso cuando esta se diluye 1:10° veces (100 %) o 1:107 veces (50 %); de forma
similar a los resultados obtenidos utilizando volimenes muy superiores en tubos de 2 ml (Figura 24 a).
Por el contrario, una reduccién del volumen final en el tubo de 0.2 ml provocd una reduccién de la
capacidad de propagacién de la semilla. Por ello, se establecié un volumen de 180 pl como el volumen
Optimo para el desarrollo del sistema de cribado de compuestos. Al obtener una eficiencia de

propagacion similar al formato de tubos de 2 ml, la velocidad de agitacion no se modificé y se mantuvo

a 1000 rpm.
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Figura 23. Comparacion de la deteccion de PrP malplegada recombinante mediante las técnicas de tincidn de proteina total
y espectrometria con Tioflavina T. a) Electroforesis y tincidn de proteina total que muestran los niveles de propagacion de la
semilla V-EO en dilucién seriada (1:101 — 1:108) utilizando los parametros de propagacidn éptimos (1000 rpm y 180 ul de
volumen) a excepcién de la duraciéon de la ronda de PMSA que fue de 6 h. Todos los productos obtenidos tras la PMSA fueron
digeridos con 25 pg/ml de proteinasa K (PK). PM: marcador de peso molecular. b) Representacién gréfica del incremento de
unidades relativas de fluorescencia (ARFU) con respecto al umbral de corte establecido donde se muestran los niveles de
fibras amiloides presentes en las mismas muestras que en el panel anterior de esta figura. Cada medicidn se realizd por
triplicado mediante espectrometria de fluorescencia con Tioflavina T (ThT). Con el objetivo de discriminar entre muestras
positivas para fibras amiloides y muestras negativas se define el umbral de corte como la media de RFU de 8 tubos con
sustrato recombinante humano sin semilla y sometidos a PMSA, mas tres veces su desviacion estandar. Cada dilucion fue
medida por triplicado. Se representa la media de los triplicados de cada muestra y las barras de error indican la desviaciéon
estandar. Todos los datos se normalizan con respecto al umbral de corte establecido. En ambos casos conseguimos detectar
una propagacion efectiva en las diluciones seriadas 1:10° y menores.

Una vez establecido el volumen éptimo que permite una ventana de propagacion amplia que
favorece la diferenciacion de aquellos compuestos con capacidades de inhibicion muy diversa, se
determind la variabilidad intrinseca del propio sistema. Esto permite definir un requisito minimo de
reduccion de la propagacion con respecto al control positivo que debe provocar el compuesto testado
para considerarlo inhibidor de forma fehaciente. En la Figura 24 b se representan los valores medios
de fluorescencia (ARFU) obtenidos en todas las réplicas realizadas para un volumen de 180 ul,
observandose cierta variabilidad entre las réplicas. Por ello, se prepararon 10 réplicas de diluciones
seriadas de la semilla de forma similar a las que se utilizaran como control de propagacién durante el

cribado de compuestos. La semilla se diluyé de forma seriada en el sustrato recombinante desde 1:10!
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hasta 1:10% y se afiadié DMSO a una concentracién final de 0.5% como vehiculo en el que estan
disueltos los compuestos a testar. Todas las diluciones se sometieron a una ronda de 24 h de PMSA en
las condiciones previamente establecidas y la fluorescencia de cada muestra se analizo tras la adicion
de ThT. Los resultados muestran como el 90% de las réplicas alcanzaron una dilucién méaxima de 1:106.
y el 50% de las diluciones alcanzaron una dilucién maxima de 1:10”. Unicamente una dilucién de las 10
réplicas (10%) alcanzé una dilucidon maxima de 1:10% lo que podria deberse a la variabilidad técnica
del proceso de preparacion de las diluciones y/o a la propia variabilidad del sistema de PMSA (Figura
25). Por tanto, teniendo en cuenta una dilucion maxima media durante el proceso de propagacién del
control de 1:10° y que no se obtuvieron réplicas a diluciones maximas menores de 1:10%, se establecié
gue solo se aceptara como posibles inhibidores aquellos compuestos que redujeran la propagacion de
la semilla utilizada 1000 veces o mas respecto a la dilucidn seriada utilizada como control que contiene

el vehiculo DMSO.
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Figura 24. Estudio de la capacidad de propagacion de la semilla V-EO en diluciéon seriada mediante PMSA utilizando distintos
voliimenes de reaccidn. a) Representacion grafica de los resultados de PMSA correspondientes a las diluciones seriadas
realizadas con la semilla recombinante humana V-EO en funcidn de los volimenes de reaccion utilizados (50, 125 y 180 pl).
La semilla se diluy6 1:10! — 1:108 en sustrato recombinante y se sometié en presencia de particulas esféricas de zirconio —
silice de 1.0 mm, a una ronda de PMSA de 24 h a 1000 rpm y 39 2C. La deteccién de PrP recombinante malplegada (rec-PrPres)
en cada muestra se llevd a cabo mediante la digestidon con 25 pg/ml de proteinasa K (PK), electroforesis y posterior tincidn
de proteina total. Cada dilucion se ensayé por cuadruplicado. El nimero de tubos con rec-PrPrs detectable tras la ronda de
PMSA se ha sefalado con distintas intensidades de gris, tal y como se indica en la leyenda situada en la parte inferior de la
figura. Se observa que el volumen de reaccion mas efectivo para la propagacién es de 180 ul, que en las condiciones utilizadas
permite la propagacién de rec-PrPs diluida 1:107. b) Representacién grafica del incremento de unidades relativas de
fluorescencia (ARFU) con respecto al umbral de corte establecido donde se muestran los valores medios de fibras amiloides
detectados en las cuatro réplicas de 180 pl de volumen de reacciéon mostradas en el panel anterior de esta figura. Cada
medicién se realizd por triplicado mediante espectrometria de fluorescencia con Tioflavina T (ThT). Con el objetivo de
discriminar entre muestras positivas para fibras amiloides y muestras negativas se define el umbral de corte como la media
de RFU de 8 tubos con sustrato recombinante humano sin semillay sometidos a PMSA, mas tres veces su desviacién estandar.
Se representa la media de los triplicados de cada muestra y las barras de error indican la desviacién estandar. Se observa una
propagacion efectiva tanto mediante electroforesis y tincidn de proteina total como por espectrometria de fluorescencia, en
las diluciones seriadas 1:107 y menores a 180 pl de reaccidn.
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de PMSA para el cribado masivo con la semilla

Figura 25. Estudio de la reproducibilidad del sistema
90
o recombinante humana V-EO en diluciones seriadas.
Representacion grafica de la dilucion maxima
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60 recombinante humana V-EO en dilucién seriada (1:10?
—1:108) a 180 pul de volumen de reaccion sometidos a
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esféricas de zirconio — silice de 1.0 mm, durante 24 h
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recombinante humano sin semilla y sometidos a PMSA, mas tres veces su desviacion estandar. Cada muestra fue medida por
triplicado. La dilucién méxima en la que se observé propagacion fue 1:107 en el 50 % de las réplicas, mientras que en el 90%
se alcanzd una dilucién minima de 1:106 y solo el 10 % con dilucidn maxima de 1:10%.
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Dilucion de la semilla detectada

Antes de efectuar la prueba de concepto donde se queria evaluar la capacidad de inhibicidn de un
grupo reducido de compuestos con alto potencial anti-pridnico, se testd el efecto anti-propagativo de
cuatro compuestos que habian demostrado previamente diferentes capacidades de inhibicién en otros
sistemas: un compuesto tetrapirrélico con elevada capacidad de inhibicién (denominado Tetrapirrol
control de ahora en adelante) (resultados pendientes de publicacidn) y los compuestos L2.JM33,
L2.JM56 y L2.JM85 [332] que se describen al inicio de la tesis y que se seleccionaron para determinar
si presentaban especificidad de especie y/o cepa. Para ello, se realizaron diluciones de la semilla en
sustrato recombinante desde 1:10% hasta 1:10% y se afiadié cada compuesto a una concentracion final
de 100 uM o 50 uM. Ademas, se incluyd una dilucidn con DMSO a una concentracidn final de 0.5%
como control del vehiculo en el que estan disueltos los compuestos y una dilucién con sustrato sin
semilla a modo de control negativo para la medicion con ThT. Posteriormente, se midid la presencia o
no de fibras amiloides mediante el uso de ThT. Ademas, los resultados se verificaron mediante Western
Blot, dado que determinados compuestos, debido al fendmeno de desactivacion fluorescente o
quenching, pueden ser falsos positivos. Se observa que el Tetrapirrol control inhibe 1x10* veces la
propagacion pridnica con respecto al control DMSO tanto a 100 uM como a 50 uM, indicando que
mantiene también su alta capacidad anti-pridnica para esta rec-PrP™ humana. En relaciéon a los
compuestos detectados previamente en el sistema de cribado basado en un prion recombinante de
topillo rojo, solo los compuestos L2.JM56 y L2.JM85 a 100 uM inhibieron la propagacion pridnica de
esta rec-PrP™ humana, mostrando una capacidad de inhibicidn similar a la del Tetrapirrol control
(1x10* con respecto al control DMSO). Sin embargo, el compuesto L2.JM33 no inhibid la propagacién
pridnica a ninguna de las concentraciones testadas. Es la primera vez que se observa que el compuesto
L2.JM85 inhibe la propagacién pridnica de una rec-PrP™ humana (Figura 26, Tabla 2), lo que sugiere la

existencia de una especificidad de inhibicidn para la cepa que constituye esta nueva rec-PrP™* V129
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humana. De igual forma, el compuesto L2.JM33 que inhibe la propagaciéon de una cepa recombinante
humana por PMCA pero no reduce la propagacion de la rec-PrP™ humana utilizada en este nuevo
sistema, sugeriria la existencia de una especificidad de cepa o podria ser debido a las diferencias en las
concentraciones finales a las que se testaron los compuestos en cada sistema (500 uM en PMCA versus
100 uM y 50 uM en el nuevo sistema de PMSA) (Figura 26, Tabla 2). Sin embargo, el compuesto
L2.JM56 es el que presenta una menor especificidad de cepa dado que fue capaz de inhibir la
propagacion de la cepa recombinante humana utilizada en PMCA y también la cepa seleccionada para
el desarrollo del nuevo sistema de cribado especifico para proteinas humanas (Figura 26). Por tanto,
se concluye que el nuevo sistema de cribado basado en una rec-PrP™ humana permite detectar
compuestos con alta capacidad de inhibicién de la propagacion pridnica, ademas de detectar aquellos

posibles inhibidores que presentan especificidad de especie y/o cepa pridnica.
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Figura 26. Evaluacion de la capacidad de inhibir la propagacion de PrP recombinante malplegada V-EO de compuestos con
actividad anti-pridnica conocida. Representacion gréfica de la capacidad de inhibir la propagacién mediante diluciones
seriadas de la semilla recombinante humana V-EO del Tetrapirrol control y los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85
detectados previamente en el sistema de cribado basado en rec-PrP de topillo rojo. Tras la dilucién 1:101 — 1:108 de la semilla,
se afnadieron los compuestos a evaluar a una concentracion final de 100 o 50 uM vy todas las diluciones fueron sometidas a
una ronda de PMSA de 24 h en las condiciones de PMSA éptimas establecidas previamente. Como control de la dilucién
maxima a la que propaga la semilla se incluyé una dilucién con DMSO (vehiculo en el que estan disueltos los compuestos). La
capacidad de inhibicién de un compuesto determinado se establecié en relacién a la dilucion maxima alcanzada en presencia
de dicho compuesto y la dilucién maxima alcanzada por el control DMSO. Los resultados se evaluaron mediante la medicién
por duplicado de los niveles de fibras amiloides en cada muestra utilizando espectrometria de fluorescencia con Tioflavina T
(ThT). Los cuadrados negros indican aquellas diluciones en las que se ha detectado propagacion. A la derecha (Inhibicién vs
DMSO), se indica la reduccién de la propagacion que cada compuesto provoca con respecto al control DMSO. En verde,
aquellos que muestran una alta capacidad de inhibicién (reduccién de 1000 veces o mas de la propagacidon) y en rojo aquellos
compuestos que no inhiben la propagacion. Ningiin compuesto ha mostrado baja capacidad de inhibicién (reduccién de 10 —
100 veces la propagacidén con respecto al control). Se observa que tanto el Tetrapirrol control a 100 y 50 uM como los
compuestos L2.JM56 y L2.JM85 a 100 uM muestran la misma capacidad de inhibir la propagacién de la semilla V-EO. Por el
contrario, el compuesto L2.JM33 a ambas concentraciones testadas y los compuesto L2.JM56 y L2.JM85 a 50 uM no inhiben
la propagacion de la semilla V-EQ.
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6.2. Prueba de concepto del sistema de cribado utilizando un panel de compuestos

tetrapirrdlicos

Una vez demostrado que la PMSA basada en rec-PrP™ humana detectaba eficientemente la
inhibicidon producida por compuestos muy variados como el Tetrapirrol y las moléculas L2.JM33,
L2.JM56 y L2.JM85, se selecciond un nimero reducido de tetrapirroles basdndose en su semejanza
estructural al utilizado como control de inhibicién. Ademads, los tetrapirroles seleccionados
(nombrados a partir de ahora como Tetrapirrol 1, Tetrapirrol 2, etc.) fueron previamente testados
mediante el sistema de cribado de PMSA basado en un prion recombinante de topillo rojo, mostrando
todos ellos la capacidad de inhibir la propagacién de este prion. Esta informacidon nos permitié
seleccionar los nuevos compuestos para la prueba de concepto, y evaluar si estos compuestos
tetrapirrdlicos presentaban especificidad de especie o cepa. Los tetrapirroles son compuestos que han
sido ampliamente estudiados en el campo de los priones como potenciales inhibidores, siendo el
TMPyP-Felll el mas conocido y estudiado hasta la fecha [301]. Teniendo en que cuenta la elevada
afinidad de algunos tetrapirroles como el TMPyP-Felll, que se une en un ratio 1:1 a la PrP, o como el
Tetrapirrol control, cuyos estudios preliminares mediante RMN indican que se une a la PrP humana
con una afinidad similar a la del TMPyP-Felll, se decidié testar los tetrapirroles seleccionados a una
concentracién final de 50 uM, lo que representaria un ratio rec-PrP:Tetrapirrol de aproximadamente
1:25. De esta forma, ademads de asegurar la interaccién con la PrP de incluso aquellos que presenten
menor afinidad por ella, podremos detectar tetrapirroles con la misma o mayor capacidad de
inhibicion que la del Tetrapirrol control. Hay que tener en cuenta que una posible estrategia
terapéutica seria la combinacién de varias moléculas, cada una de ellas con caracteristicas o
propiedades especificas. Por tanto, es importante detectar incluso aquellas que son menos eficaces
inhibiendo la propagacién, dado que toda la informacién que se obtenga contribuira al desarrollo de
nuevos estudios de mejora de los inhibidores mediante quimica médica. En total se seleccionaron 18
compuestos tetrapirrélicos que se prepararon a una concentraciéon de 10 mM en 100% de DMSO, y

con los que se trabajo a concentracion final de 50 uM.

El testado de todos ellos se llevé a cabo de forma simultanea. Para ello, se prepararon diluciones
seriadas de 1:10 a 1:108 y el compuesto en estudio se afiadié a cada dilucidn. Ademds, se prepararon
ocho tubos con sustrato sin semilla como control negativo de la medicién con ThT, una dilucién seriada
con DMSO como control de propagacion y una dilucidn seriada con el Tetrapirrol control a 50 uM como
control positivo de inhibicidn. Todas las muestras se sometieron a una ronda de PMSA de 24 h en las
condiciones establecidas como dptimas y se analizaron los resultados mediante fluorimetria con ThT.
Al tratarse de una prueba de concepto y no de un cribado masivo de compuestos, en el cual la

realizacidn de técnicas de immunoblot seria inabordable técnicamente, los resultados inicialmente se
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obtuvieron mediante ThT y posteriormente se verificaron mediante Western Blot. Esto permitia la
deteccidn de falsos positivos dado que algunos de los tetrapirroles podrian provocar el efecto de
desactivacién fluorescente o quenching. De esto modo, también se evalud la sensibilidad del sistema
de ThT con respecto al Western Blot para detectar inhibicidn. En la Figura 27 se muestra el flujo de
trabajo realizado durante la prueba de concepto y los resultados obtenidos en ella tanto por medicidn
con ThT como por Western Blot. El criterio para establecer el nivel de inhibicidn de cada compuesto se
mantuvo constante durante toda la tesis doctoral, considerando como alta capacidad de inhibicidn
cuando los compuestos provocan una reduccion de la propagacion con respecto al control DMSO de
1000 veces o mas, como baja capacidad de inhibicién cuando la reduccién es de 10 — 100 veces y sin
inhibicidon cuando no se observa reduccién alguna de la propagacion pridnica con respecto al control
DMSO. De esta forma, las mediciones fluorimétricas con ThT de los 18 tetrapirroles testados mediante
este nuevo sistema de cribado especifico para humanos mostraron que 14 de ellos presentaron alta
capacidad de inhibicion, 3 una baja capacidad y solo 1 de ellos no fue capaz de inhibir la propagacién
pridnica. La posterior confirmacidn de los resultados por Western Blot determind que el Tetrapirrol 6
era un falso positivo debido a la desactivacion fluorescente o quenching, ademads de indicar que el
Tetrapirrol 16 inhibié 1x10?la propagacién pridnica en lugar de 1x10* como indicaba la medicién con
ThT, pasando a ser considerado un compuesto con baja capacidad de inhibicion y no con alta
capacidad. Estas pequefias diferencias observadas entre los dos procedimientos podrian ser debidas a
las diferencias en la sensibilidad que presentan ambos métodos, pero en ninglin caso supuso un falso
negativo, lo que provocaria la pérdida de un compuesto con potencial anti-pridnico (Figura 28). En la
Figura 29 se muestra la imagen de Western Blot obtenida del control DMSO, el Tetrapirrol control, el
Tetrapirrol 8 (alta capacidad de inhibicion) y el Tetrapirrol 15 (baja capacidad de inhibicidon) a modo

representativo.
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14 tetrapirroles 12 tetrapirroles
Western
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18 tetrapirroles 3 tetrapirroles 5 tetrapirroles
[ Somamen o | [ o omeroon ] [ wotmmiion |
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1 tetrapirrol 1 tetrapirrol

Figura 27. Esquema del flujo de trabajo realizado como prueba de concepto del sistema de cribado masivo con una
biblioteca de compuestos tetrapirrolicos. Se seleccionaron 18 tetrapirroles en base a su semejanza estructural con otros
compuestos tetrapirrolicos y a su capacidad anti-pridnica determinada previamente en un sistema de cribado masivo basado
en un prion recombinante de topillo rojo. Tras la realizacién de la ronda de PMSA de las diluciones seriadas (1:101—1:108) de
la semilla V-EO en presencia de los compuestos inhibidores a una concentracién final de 50 uM, la presencia de rec-PrP™s en
cada muestra se determind mediante espectrometria de fluorescencia con Tioflavina T (Th) y se confirmé mediante Western
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blot debido a que determinados compuestos pueden dar lugar a falsos positivos mediante espectrometria debido al
fenémeno de desactivacion fluorescente o quenching. Tras la medicidén con ThT y posterior confirmacién mediante Western
Blot, 12 compuestos tetrapirrélicos mostraron alta capacidad de inhibicion (reduccién de 1000 veces o mas de la propagacion
pridnica), 5 se consideraron que presentaban baja capacidad de inhibicidn (reduccion de 10 — 100 veces de la propagacion
pridnica) y solo 1 no mostré capacidad de inhibir la propagacion de la PrP recombinante malplegada V-EO.

En este estudio se ha mostrado que 17 de los 18 tetrapirroles que mostraron capacidad de inhibir
la propagacién de un prion recombinante de topillo rojo también inhibieron la propagacién de una rec-
PrP™ humana. Sin embargo, la evaluacién fina del grado de inhibicién asociado a cada una de las
moléculas en cada uno de los sistemas revela que existen importantes diferencias: 12 de ellas
mostraron un alto potencial anti-pridnico, 5 mostraron una baja capacidad anti-pridnica y una de ellas
mostrd una inhibicién exclusiva para la propagacién de la proteina de topillo rojo. Por todo ello, el
cribado masivo de compuestos quimicos llevado a cabo en un sistema especifico para EET humanas
permitiria detectar aquellas moléculas con un mayor potencial para el desarrollo de una terapia en

humanos.

Diluciones de la semilla

401 402 10t 107 10*  Inhibicion  Figura 28. Resultados de la prueba de

4 £ £
" m " concepto del nuevo sistema de cribado
DMs0 - - - - - - masivo especifico para EET humanas
utilizando un panel de compuestos
tetrapirrdlicos. Representacidn grafica de
Tetrapirrol 1 - 5 1x10% la capacidad de inhibir la propagaciéon
mediante diluciones seriadas de la semilla
Tetrapirrel & - - - - recombinante humana V-E0 de 18
compuestos tetrapirrélicos seleccionados
en base a la semejanza estructural con el

Tetrapirrel 10 - - - - - Tetrapirrol control y a la capacidad de

inhibicion mostrada previamente en el

Tetrapirrol control 1x10#

Tetrapirrol 7 -9 1x10#

Tetrapirrol 11— 12 1x10% sistema de cribado masivo basado en
— priones recombinantes de topillo rojo.

Tetrapirrol 13 o inhibe I .
sirapimre - - - - - - Tras la dilucion 1:101— 1:108 de la semilla,
Tetrapirrol 14 - - se afnadieron los compuestos a evaluar a

una concentracion final de 50 uM y todas

Tetrapirrol 15 - - - - - las diluciones fueron sometidas a una

ronda de PMSA de 24 h en las condiciones
Tetrapirrol 18 - - - - - de PMSA  6ptimas  establecidas
Tetrapirrol 17 - - prt’ev_iamente. Como control de la di!ucién
maxima a la que propaga la semilla se
Tetrapirrol 18 - - - - incluyd una dilucién con DMSO (vehiculo
en el que estan disueltos los compuestos)
y como control de inhibicién se incluyé una dilucién con Tetrapirrol control a 50 puM. La capacidad de inhibicién de un
compuesto determinado se establecié en relacion a la dilucién maxima alcanzada en presencia de dicho compuesto y la
dilucion maxima alcanzada por el control DMSO. Los resultados se evaluaron mediante la medicién por duplicado de los
niveles de fibras amiloides en cada muestra utilizando espectrometria de fluorescencia con Tioflavina T (ThT) y se confirmaron
mediante Western Blot con el anticuerpo D18 (1:5000). Los cuadrados negros indican aquellas diluciones en las que se ha
detectado propagacion. A la derecha (Inhibicién vs DMSO), se indica la reduccion de la propagacién que cada compuesto
provoca con respecto al control DMSO. En verde y agrupados, aquellos que muestran una alta capacidad de inhibicion
(reduccion de 1000 veces o mas de la propagacion), en naranja aquellos con baja capacidad de inhibicion (reduccion de 10 —
100 veces de la propagacion) y en rojo aquellos compuestos que no inhiben la propagacién. 12 de los 18 compuestos testados
muestran alta capacidad de inhibicién, 5 presentan baja capacidad de inhibicién y 1 no es capaz de inhibir la propagacion de
la semilla recombinante humana a diferencia del comportamiento con la semilla recombinante de topillo rojo. *: indica una
discrepancia entre las medidas de ThT y Western Blot debido al fendmeno de desactivacién fluorescente o quenching.
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Figura 29. Capacidad de inhibicion de la propagacién de la PrP recombinante humana V-EO del Tetrapirrol control,
Tetrapirrol 8 y Tetrapirrol 13. Western Blot que muestra la inhibicién de la propagacion de la semilla V-EO en presencia del
Tetrapirrol control, Tetrapirrol 8 y Tetrapirrol 13 a 50 uM representativos de los resultados obtenidos en la prueba de
concepto resumida en la Figura 28. Se incluye también el control con DMSO, para mostrar la dilucidn maxima alcanzada por
la semilla V-EO. Como recoge también la figura anterior, el Tetrapirrol 8 presenta una alta capacidad de inhibicién, de 1x10°
veces con respecto al control DMSO, mientras el Tetrapirrol 13 no es capaz de inhibir la propagacidén. PK: Proteinasa K; rec-
Hu V129 PrP: sustrato recombinante humano V129 sin digerir.

7. Adsorcion de las PrP recombinantes humanas malplegadas a particulas esféricas y

desarrollo de un ensayo de cribado alternativo

La hidrofobicidad de las proteinas permite que estas puedan adsorberse a superficies de diferentes
materiales. Durante esta tesis doctoral, se ha demostrado que la excesiva adsorcién de rec-PrP a las
particulas esféricas de vidrio, provoca una disminucion de la concentracién efectiva de rec-PrP en el
tubo de PMSA, lo que lleva a una reduccién en la eficiencia del malplegamiento espontaneo. Ademas,
la capacidad de los priones para adsorberse a diferentes superficies ha sido ampliamente usada
durante los ultimos afos para la deteccidn y amplificacion de los mismos, tanto en sistemas de
propagacion pridénica como la PMCA o la RT-QuIC como en sistemas in cellula, demostrando ademds
que los priones adsorbidos en la superficie de diferentes materiales retienen sus propiedades
infecciosas [413-415]. Tras estas y otras observaciones llevadas a cabo en el laboratorio con priones
recombinantes de otras especies, se testd la capacidad de adsorcién de las rec-PrP™ humanas
obtenidas mediante PMSA a las particulas esféricas de zirconio-silice de 1.0 mm de didmetro utilizadas
en los experimentos de propagacion. El objetivo era comprobar si las rec-PrP™* adsorbidas en estas
particulas mantenian su capacidad de transmitir su malplegamiento y se propagaban mediante PMSA.
Esto permitiria usar las particulas esféricas con rec-PrP™* adsorbidas a modo de semilla en PMSA vy
otras técnicas de propagacion de priones recombinantes tras un proceso de adaptacién, lo que

facilitaria la implementacion de un sistema de cribado masivo en cualquier laboratorio.

7.1. Adsorcion de las rec-PrP™s humanas a particulas esféricas de zirconio-silice

Con el objetivo de adsorber las rec-PrP™ humanas a las particulas esféricas, se llevé a cabo la
propagacion de estas en presencia de particulas de zirconio-silice de 1.0 mm, lavadas previamente

para eliminar posibles impurezas. Dado que las particulas parecen intervenir en el proceso de
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propagacion, este procedimiento permite que la nueva rec-PrP™ se adhiera a las particulas tras la
induccion de su malplegamiento. Las rec-PrP™* utilizadas como semilla se diluyeron 1:100 en sustrato
fresco constituido por rec-PrP homdloga y se sometid a una ronda de PMSA de 24 h de duracién y 700
rpm de agitacién. El producto liquido de esta ronda se diluydé de nuevo 1:100 en sustrato fresco, pero
en este caso se utilizaron las mismas particulas de la primera ronda de PMSA. Para obtener un mayor
volumen tanto de material liquido como de particulas con rec-PrP™* adsorbida, se utilizaron 6 — 8 tubos
idénticos por cada semilla evitando el uso de tubos de mayor tamafio con el fin de no modificar el
formato de PMSA establecido para los priones recombinantes humanos. Tras cada ronda de PMSA se
junté el material de cada tubo y se homogeneizd para su utilizacién en una segunda ronda de PMSA.
Para comprobar que habia habido una correcta propagacion, el material liquido de la segunda ronda
de PMSA se digirié con PK. La tincidn de proteinas totales del producto obtenido a partir de las cuatro
semillas mostré una adecuada propagacion (Figura 30 a), dado que cada una de las nuevas rec-PrpPr®
generadas mantuvieron su patrén electroforético caracteristico. Para comprobar si las rec-PrpP™
humanas se habian adsorbido a las particulas de zirconio-silice se llevé a cabo una ronda de PMSA
donde se usaron estas particulas como semillas. Previamente, las particulas se lavaron con PBS y H,0
estéril libre de nucleasas para eliminar cualquier posible resto de rec-PrP™* arrastrada con las particulas
pero no adsorbida a ellas. Con el fin de semi-cuantificar la capacidad de propagacion que tenia la rec-
PrP" V-EQ adsorbida a las particulas se utilizaron 1, 15 y 40 de estas y se sometieron a dos rondas de
PMSA. Los resultados muestran que la proteina malplegada V-EO se adsorbe eficientemente a las
particulas esféricas de zirconio-silice de 1.0 mm de didmetro y estas funcionan como semilla para su
propagacion. En este experimento se evidencié también que para obtener una propagacion adecuada
era necesario mas de una particula, dado que Unicamente se observd un patrdn electroforético
adecuado cuando se utilizaron 15 y 40 particulas (Figura 30 b). Para determinar el niumero minimo de
particulas con las rec-PrP™* humanas adsorbidas necesario para malplegar la rec-PrP del sustrato en
una sola ronda de PMSA, se realizd un experimento Unicamente con 3 y 5 particulas. La Figura 31
muestra como en todos los casos se obtuvo propagacion concluyendo que con un minimo de 3
particulas esféricas utilizadas como semillas (se denominaran particulas esféricas adsorbidas de ahora
en adelante) era suficiente para malplegar eficientemente la proteina recombinante en una sola ronda

de PMSA.
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Figura 30. Estudio de la capacidad de propagacion por PMSA de las particulas esféricas con PrP recombinante malplegada
adsorbida en su superficie. a) Electroforesis y tincidn de proteina total de las semillas recombinantes humanas M-E1, M-E4,
V-EQ y V-E2 propagadas en 2 rondas seriadas de 24 h de PMSA a dilucidn 1:100 en las condiciones habituales (en presencia
de particulas esféricas de zirconio — silice de 1.0 mm, a 700 rpm y 39 2C). Se utilizaron las mismas particulas esféricas de
zirconio-silice en ambas rondas con el objetivo de obtener particulas esféricas con rec-PrPres adsorbida en su superficie. La
obtencion de rec-PrPres con el patrén de bandas electroforético caracteristico de cada semilla tras la digestion del producto
(material liquido) de la ronda 2 con 25 ug/ml de proteinasa K (PK), electroforesis y posterior tincidn de proteina total indica
una correcta propagacion de cada una de ellas. b) Electroforesis y tincién de proteina total de los productos de PMSA
obtenidos tras la utilizacion como semilla de las particulas esféricas con rec-PrP™s V-EQ adsorbida en su superficie. Se testé
por triplicado la capacidad de 1, 15 y 40 particulas esféricas con rec-PrP™s adsorbida de malplegar 500 ul de sustrato
recombinante humano V129 mediante una ronda de PMSA de 24 h a 700 rpm y 39 2C. El producto obtenido tras la ronda de
PMSA se digirié con 25 ug/ml de PK y se evalué la presencia de proteina malplegada mediante electroforesis y tincion de
proteina total. Se observa que tanto 15 como 40 particulas esféricas con la semilla V-EO adsorbida en su superficie son capaces
de malplegar el sustrato recombinante. rec-Hu PrP: sustrato recombinante humano V129 sin digerir; PK: proteinasa K; PM:
marcador de peso molecular.

M-E1 M-E4 V-E0 V-E2

B parsiculas 3 5 3 5 3 5 3 5
esféricas PM

PK + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + (kDa)

- 26
- 16
 ®-o0e0 - .
|
AAREEE 6= A A aiad
e A

Figura 31. Estudio del niimero minimo necesario de particulas esféricas con PrP recombinante malplegada adsorbida a su
superficie para malplegar el sustrato recombinante por PMSA. Electroforesis y tincién de proteina total para evaluar la
generacion de rec-PrP™s mediante el uso como semilla de 3 o 5 particulas esféricas con las PrP recombinantes malplegadas
M-E1, M-E4, V-EO y V-E2 adsorbidas en su superficie. Las particulas esféricas se utilizaron como semilla de 500 ul de sustrato
recombinante homadlogo que se sometié a una ronda de PMSA de 24 h a 700 rpm y 39 2C. Tras la ronda de PMSA los productos
obtenidos se digirieron con 25 pug/ml de proteinasa K (PK) y se llevé a cabo la electroforesis y tincion de proteina total. Cada
cantidad de particulas esféricas se testd por triplicado. Los resultados muestran que tanto 3 como 5 particulas esféricas con
cada una de las semillas recombinantes en su superficie fueron capaces de propagar en este nuevo formato de PMSA. PM:

marcador de peso molecular.
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7.2. Propagacion mediante PMSA utilizando particulas esféricas adsorbidas como

semillas a diferentes velocidades de agitacion

Con el objetivo de caracterizar el nuevo sistema de cribado que se queria desarrollar utilizando
como semillas las particulas esféricas adsorbidas con cada rec-PrP™ humana y determinar si existen
diferencias entre las propiedades de cada una de ellas, se llevé a cabo una Unica ronda de PMSA a
diferentes velocidades de agitacion para estudiar el efecto de este pardmetro sobre la propagacion de
cada una de las rec-PrP™ humanas adsorbidas. Ademas, otro de los objetivos era determinar la
velocidad de agitacidn éptima para conseguir malplegar la proteina del sustrato utilizando una Unica
particula esférica adsorbida como semilla. Esto permitiria el desarrollo de un nuevo sistema de cribado
de compuestos basado en un procedimiento versatil, de facil implementacién y con una alta
reproducibilidad. Por ello se utilizaron 1 o 3 particulas esféricas adsorbidas con cada rec-PrP™ humana
(condicién control) y se llevé a cabo una Unica ronda de PMSA a 250, 500, 700, 1000 y 1200 rpm como
velocidad de agitacién. Tras la ronda de PMSA, el material de cada condicion se digirié con PK y se
visualizaron los resultados mediante la tincién de proteina total. Las velocidades de 250 y 500 rpm no
fueron suficientes para conseguir la propagacién con ninguna de las semillas ni cantidades de
particulas utilizadas (Tabla 3). A una velocidad de agitacion de 700 rpm y 1 particula esférica, no se
obtuvo propagacidn para ninguna de las rec-PrP™* humanas, a excepcion de la rec-PrP™ humana V-EO.
Sin embargo, a esta misma velocidad pero utilizando 3 particulas esféricas (condicion control), todas
las rec-PrP™* humanas propagaron en un Unico pase de PMSA. A velocidades mayores de agitacién, se
obtuvieron propagaciones tanto con 1 como con 3 particulas esféricas para todas la rec-PrP™ humanas
(Tabla 3). El patrén de bandas observado mediante la tincidn de proteina total se mantuvo respecto al
de las semillas originales, lo que junto con el hecho de que las condiciones usadas en este formato no
son las idoneas para el malplegamiento espontaneo de la rec-PrP humana, descartan practicamente la
posibilidad de que los resultados obtenidos se deban a la generacién espontanea de rec-PrP™ humana.
Por tanto, se determind que una Unica particula esférica adsorbida con cada rec-PrP™ humana es
capaz de propagar a partir de 1000 rpm, excepto rec-PrP™ V-EQ que ademas indujo el malplegamiento
a 700 rpm. En todos los casos donde se obtuvo rec-PrP™, el 100% de las réplicas resultaron positivas,

demostrando la alta reproducibilidad y la robustez de esta nueva metodologia.
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Tabla 3. Estudio del efecto de diferentes velocidades de agitacion sobre la propagacion por PMSA de las rec-PrPres
humanas adsorbidas en particulas esféricas. Utilizando como semilla 1 o 3 particulas esféricas con PrP recombinantes
malplegadas (rec-PrPes) humanas M-E1, M-E4, V-EO o V-E2 en PMSA, se evaluo el efecto de la velocidad de agitacion sobre
la capacidad de malplegar el sustrato recombinante en una ronda de 24 h. Cada condicion en estudio se testd por triplicado.
En la tabla se indica el nimero de tubos positivos para rec-PrPres (distintas intensidades de verde) evaluados mediante
digestidn con 25 ug/ml de proteinasa K (PK), electroforesis y tincidn de proteina total.

M-E1 M-E4 V-EO V-E2
Part. esféricas Part. esféricas Part. esféricas Part. esféricas
1 3 1 3 1 3 1 3
250 rpm 0 0 0 0 0 0 0 0
500 rpm 0 2 0 3 0 3 0 3
700 rpm 0 3 0 3 3 3 0 3
1000 rpm 3 3 3 3 3 3 3 3
1200 rpm 3 3 3 3 3 3 3 3

7.3. Propagacion en rondas de PMSA de distinta duracion utilizando particulas

esféricas adsorbidas como semilla

Tras los resultados anteriores, se establecié que a una velocidad de agitacidon de 1000 rpm y tanto
1 como 3 particulas esféricas con rec-PrP™* adsorbida como semilla eran capaces de promover el
malplegamiento de la rec-PrP humana. Por tanto, se establecié que para la nueva metodologia de
propagacion pridnica alternativa basada en particulas esférica adsorbidas, las condiciones éptimas se
alcanzaban a 1000 rpm, dado que era la Unica velocidad de agitacién que permitia la obtencién de rec-
PrP"™ con una solo particula esférica adsorbida como semilla. Sin embargo, para la prueba de concepto
de la busqueda de inhibidores mediante esta metodologia se decidié establecer 1000 rpm como
velocidad de agitacién y 3 particulas esféricas adsorbidas como semilla como los parametros idoneos,
ya que esto aumentaria la fiabilidad del sistema y reduciria la variabilidad en caso de que alguna
particula esférica no hubiese adsorbido de forma adecuada rec-PrP™, siendo incapaz de promover el
malplegamiento del sustrato de forma eficiente, lo que podria llevar a la obtencién de falsos positivos.
No obstante, debido a que las particulas esféricas adsorbidas como semilla no permiten realizar
diluciones seriadas para evaluar la eficiencia relativa de los potenciales compuestos inhibidores, se
exploré la eficacia del nuevo sistema para malplegar el sustrato recombinante mediante una ronda de
PMSA de distinta duracién, ya que la capacidad discriminatoria otorgada por las diluciones seriadas

podria sustituirse por rondas de PMSA a distintos tiempos. La propagacién de priones, tanto in vivo
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como in vitro es un proceso exponencial, que alcanza un plateau in vitro debido a la limitacion de PrP
en el sustrato. Dada la creciente eficiencia del proceso de malplegamiento a lo largo del tiempo,
aquellos compuestos que consiguiesen inhibir la propagacidn pridnica en una ronda de PMSA de 24 h
de duracion reflejarian una mayor capacidad de inhibicion que aquellos que Unicamente frenen la
propagacion pridnica retrasando la aparicién de rec-PrP™* detectable en rondas de PMSA de menor
duracidn. Ademas, estudiar la cinética de propagacion de esta nueva metodologia basada en particulas
esféricas con material adsorbido, podria permitir establecer rondas de PMSA mads cortas, lo que
implicaria una reduccién del tiempo necesario para la deteccién de posibles compuestos anti-
pridnicos. Por ello, utilizando las condiciones establecidas, se llevd a cabo una Unica ronda de PMSA
de 1, 2, 4, 6 y 24 horas de propagacién. El material obtenido tras cada ronda de PMSA de distinta
duracion se digirié con PK y se realizé la tincion de proteina total. Los resultados mostraron que el
tiempo minimo necesario para obtener rec-PrP malplegada detectable utilizando particulas esféricas
adsorbidas era de 6 h, ya que todas las particulas esféricas adsorbidas consiguieron propagar en el
100% de las réplicas realizada, salvo la rec-PrP™ V-E2, que presentd menor eficiencia de propagacién
a las 6 h ya que no se obtuvo rec-PrP™* en todas las réplicas, solo en el 50% de los tubos de PMSA
(Figura 32). Los controles sin semilla, donde se afiadieron tres particulas esféricas de zirconio-silice de
1.0 mm pero sin rec-PrP™ adsorbida a su superficie muestran que no existe malplegamiento
espontaneo de ambos tipos de sustrato recombinante humano. Por tanto, el rango de tiempo en el
qgue se obtiene propagacion pridnica detectable con este tipo de semillas es de 6 — 24 h, lo que
permitiria implementar un sistema de cribado capaz de discriminar la eficiencia de los potenciales

compuestos utilizando PMSA de tres o cuatro tiempos, por ejemplo, de 4,6, 12y 24 h.

Figura 32. Evaluacion de la capacidad de propagacion de las

particulas esféricas con PrP recombinantes malplegadas

1h 2h 4h 6h 24 h humanas adsorbidas en rondas de PMSA de distinta duracién.

Representacion grafica de la deteccion de PrP recombinante

M-E1 . . malplegada (rec-PrPres) humana propagada en rondas de PMSA

de distinta duracion (1, 2, 4, 6 y 24 h) utilizando 1 particula

. . esférica con las semillas M-E1, M-E4, V-EO y V-E2 adsorbidas en

su superficie como semilla a 1000 rpm y 39 2C. Como control de

. . la generacion espontanea de rec-PrP™s, se incluyeron los dos

tipos de sustrato recombinante humano utilizados (M129 y

. . V129) con particulas esféricas de zirconio — silice de 1.0 mm sin

PrP recombinante malplegada en su superficie (Sin semilla

Sin semilla (M129) (M129) y Sin semilla (V129)). Tras las rondas de PMSA de

distinta duracion, el producto se digiridé con 25 pg/ml de

Sin semilla (V129) proteinasa K (PK) y se evalud la presencia de rec-PrP mediante

electroforesis y tincién de proteina total. Cada condicién se

0i2 112 22 testd por duplicado. El nimero de tubos con rec-Prpres

. . detectable tras las rondas de PMSA se ha sefialado con distintas

intensidades de gris, tal y como se indica en la leyenda situada

en la parte inferior de la figura. Se observa que todas las semillas recombinantes humanas adsorbidas en particulas esféricas
son capaces de malplegar el sustrato recombinante humano en rondas de PMSA de 6 h o mas.

Duracion de la ronda de PMSA

M-E4

V-E0

V-E2
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7.4. Prueba de concepto del sistema alternativo de cribado de compuestos anti-

pridnicos basado en particulas esféricas adsorbidas

Tras determinar el rango de tiempo en el que las semillas humanas recombinantes adsorbidas a la
superficie de las particulas esféricas son capaces de inducir el malplegamiento de las rec-PrP humanas,
decidimos testar la validez de este nuevo método de propagacién para el cribado de compuestos con
capacidad anti-pridnica. Para ello, en primer lugar, se evalud la capacidad de inhibir la propagacién
priénica del Tetrapirrol control y el Tetrapirrol 8 a una concentracién final de 50 uM, dado que ambos
mostraron una alta capacidad para inhibir la propagacién pridnica (1x10°) a esta concentracién
mediante el sistema basado en diluciones seriadas. Utilizando tres particulas esféricas con rec-Prp™*
V-EO adsorbida como semilla, se llevaron a cabo rondas de PMSA a 1000 rpm con distinta duracion,
con el objetivo de detectar diferencias en la eficiencia de cada compuesto anti-pridnico. Basandonos
en los resultados previos, se decidid realizar rondas de PMSA de 6, 12 y 24 h. Como control de
propagacion pridnica se incluyeron tubos con tres particulas esféricas adsorbidas y DMSO al 0.5% (v/v),
y como control de la generacién espontanea de rec-PrP™ o contaminacién cruzada se incluyeron para
cada tiempo de PMSA tubos con particulas esféricas sin rec-PrP™* en su superficie. Tras cada ronda de
PMSA de distinta duracion, el material obtenido se digiri6 con PK y se llevé a cabo la tincidn de
proteinas totales. Los resultados muestran que ambos compuestos tetrapirrélicos inhiben la

propagacion pridnica a 6, 12 y 24 h (Figura 33), sin mostrar ninguna diferencia entre ellos.
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Figura 33. Estudio de la capacidad del sistema de propagacion in vitro basado en particulas esféricas adsorbidas para
detectar compuestos anti-pridnicos. Electroforesis y tincion de proteina total donde se observa la capacidad de inhibir la
propagacion de las particulas esféricas adsorbidas utilizadas como semilla del Tetrapirrol control y el Tetrapirrol 8 (por
triplicado), ambos con elevada actividad anti-pridnica. Se utilizaron como semilla 3 particulas esféricas con la rec-PrP humana
malplegada (rec-PrPres) V-EQ adsorbida en su superficie y en presencia de 50 uM de cada compuesto, se llevo a cabo una
ronda de PMSA de 6, 12 0 24 h a 1000 rpm y 39 2C. Como control de propagacion se incluyeron muestras con DMSO (vehiculo
donde estan disueltos los compuestos) sometidos a las mismas condiciones de PMSA. Tras la ronda de PMSA, el producto de
cada una de ellas se digirié con 25 pg/ml de proteinasa K (PK) y se evalué la presencia de rec-PrPres mediante electroforesis y
tincion de proteina total. Se observa que ambos compuestos son capaces de inhibir la propagacién en PMSA
independientemente de su duracién, demostrando la capacidad del sistema de detectar compuestos con actividad anti-
pridnica. rec-Hu V29 PrP: sustrato recombinante humano V129 sin digerir; PM: marcador de peso molecular.
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A continuacién, en vista de los resultados obtenidos, se estudié el efecto de la concentracion final
del compuesto y el tiempo de la ronda de PMSA sobre la observacién de diferencias en cuanto a la
capacidad de inhibir la propagacién pridnica de ambos compuestos. Utilizando el mismo
procedimiento experimental, se testaron el Tetrapirrol control y el Tetrapirrol 8 a una concentracion
de 10 uM, aplicando rondas de PMSA de 4, 6 y 12 h. Ademas, en paralelo se decidid testar la
especificidad del sistema para detectar compuestos no inhibidores, por lo que se incluyé en este
experimento el Tetrapirrol 13 (sin capacidad de inhibir la propagacion pridnica en diluciones seriadas)
y un compuesto sin relacidn estructural con los tetrapirroles que aiin no ha mostrado eficacia contra
las EET humanas, la doxiciclina [377]. Estos dos nuevos compuestos se ensayaron a 50 uM y a 10 uM
en las mismas condiciones que el Tetrapirrol control y el Tetrapirrol 8. De igual forma, se incluyeron
controles de la propagacion con DMSO y controles de espontaneidad y contaminacién cruzada. La
Figura 34 muestra una correcta propagacién de los controles DMSO a todos los tiempos utilizados.
Ademas, podemos observar que mediante una ronda de PMSA de 4 h, el Tetrapirrol control y el
Tetrapirrol 8 inhiben el malplegamiento, por lo que una reduccién tanto del tiempo de PMSA como de
la concentracion de ambos compuestos aln permitiria catalogarlos como compuestos anti-pridnicos
in vitro. Por el contrario, ninguno de estos compuestos inhibe completamente la propagacion pridnica
en rondas de PMSA de 6 h de duracidn o mds largas. Sin embargo, la sefial de los fragmentos resistentes
a proteasa es mucho mas tenues que las correspondientes a las obtenidas con el control en las mismas
condiciones de PMSA (Figura 34). Este resultado sugiere que este procedimiento permitiria semi-
cuantificar la capacidad inhibitoria de los potenciales compuestos anti-priénicos. Y como demostracién
de este hecho, se puede observar la intensidad de la sefial de los fragmentos obtenida después la
ronda PMSA de 4 h, y deducir facilmente como el Tetrapirrol 8 presenta una mayor capacidad de
inhibicidn en comparacidn con la del Tetrapirrol control. Por otro lado, el testado del Tetrapirrol 13 y
de la doxiciclina ha permitido establecer que esta nueva metodologia es capaz de discriminar entre
compuestos inhibidores y no inhibidores. La doxiciclina no inhibié la propagacién pridnica a ninguna

concentracién, en ninguna de las rondas de PMSA de distinta duracion llevadas a cabo.
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Figura 34. Estudio de la capacidad de discriminacion entre compuestos con distinta capacidad anti-pridnica del sistema de
propagacion in vitro basado en particulas esféricas adsorbidas. Electroforesis y tincion de proteina total que muestra la
capacidad del Tetrapirrol control, Tetrapirrol 8, Tetrapirrol 13 y la doxiciclina a diferentes concentraciones de inhibir la
propagacion de 3 particulas esféricas con la semilla V-EO adsorbida en su superficie en rondas de PMSA de 4, 6 y 12 h de
duracion a 1000 rpm y 39 2C. Como control de propagacion se incluyeron tubos con DMSO (vehiculo donde estan disueltos
los compuestos) sometidos a las mismas condiciones de PMSA. Todos los productos obtenidos en cada ronda de PMSA se
digirieron con 25 pg/ml de proteinasa K (PK) y se evalud la presencia de PrP recombinante malplegada (rec-PrP™s) humana
mediante electroforesis y tincion de proteina total. Cada condicidn se ensayd por duplicado. La concentracién final testada
de cada compuesto se indica entre paréntesis. Se observa que el Tetrapirrol control y el Tetrapirrol 13 (alta capacidad anti-
pridnica en diluciones seriadas) son capaces de inhibir la propagacién en la ronda de PMSA de 4 h, pero solo el Tetrapirrol 8
es capaz de mostrar actividad anti-pridnica en rondas de mayor duracién. El Tetrapirrol 13 (sin capacidad anti-pridnica en
diluciones seriadas) es capaz de inhibir la propagacion en la ronda de PMSA de 4 h a 50 uM pero no a 10 uM. La doxiciclina
(compuesto que no ha mostrado eficacia contra las EET humanas en ensayos clinicos) no es capaz de inhibir la propagacion
in vitro en ninguna de las condiciones estudiadas. rec-Hu V29 PrP: sustrato recombinante humano V129 sin digerir; PM:
marcador de peso molecular.

Por el contrario, el Tetrapirrol 13 solo inhibié pero de forma incompleta la propagacidn pridnica a
50 uM y mediante una ronda de PMSA de 4 h, siendo incapaz de mostrar capacidad anti-pridnica en
rondas de PMSA de mayor duracidon o a menor concentracién (Figura 34). Por todo ello, se puede
concluir que esta nueva metodologia para el cribado de compuestos con potencial anti-pridnico
presenta una gran sensibilidad para detectar compuestos con alto potencial inhibidor y también
aquellos con menor potencial gracias al uso de rondas de PMSA de duracidn variable. Por ultimo, los
resultados también se evaluaron mediante espectrometria de fluorescenciay ThT con el fin determinar

la capacidad de este método mas sencillo y rapido para evaluar la inhibicién ejercida por un compuesto
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usando esta nueva metodologia. La Figura 35 muestra que los resultados obtenidos mediante ThT y
los obtenidos mediante digestién con PK y tincidn de proteina total son similares, quedando

establecida la posibilidad de monitorizar los resultados también mediante este método.
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Figura 35. Deteccion mediante espectrometria de fluorescencia con Tioflavina T de los resultados obtenidos con el sistema
de propagacion in vitro basado en particulas esféricas adsorbidas. Representacion gréfica de los niveles de fibras amiloides
detectadas por espectrometria de fluorescencia con Tioflavina T (ThT) de las mismas muestras que las de la Figura 34. Tras
las rondas de PMSA de distinta duracion en presencia de Tetrapirrol control, Tetrapirrol 8, Tetrapirrol 13 y la doxiciclina
diferentes concentraciones, se evalud la capacidad de inhibir la propagacién de la semilla V-EOQ adsorbida en particulas
esféricas con respecto al control DMSO, mediante espectrometria de fluorescencia con ThT con el objetivo de establecer la
validez de este método para monitorizar los resultados de esta metodologia alternativa para el cribado de compuestos con
potencial anti-pridnico. Cada muestra se midié por duplicado. Para discriminar entre muestras positivas para fibras amiloides
y muestras negativas se define el umbral de corte como la media de RFU de 4 tubos con sustrato recombinante humano con
3 particulas esféricas sin semilla adsorbida a su superficie y sometidos a PMSA, mas tres veces su desviacidon estandar. Se
representa la media de todos los tubos de una misma condicién medidos por ThT por duplicado y las barras de error indican
la desviacidn estandar. Se puede observar que los resultados obtenidos mediante este método de deteccidn son iguales a los
obtenidos mediante digestion con proteinasa K (PK), electroforesis y tincion de proteina total mostrados en la Figura 34.
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DISCUSION

Uno de los retos mas importantes al que se enfrenta la comunidad cientifica en relacién a las EET
humanas, sino el que mas, es la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas frente a estas patologias,
para las que aln no existe un tratamiento efectivo alguno [333]. Los tratamientos disponibles en la
actualidad estdn enfocados en aliviar los sintomas derivados del dafio neuroldgico, como el uso de
anticonvulsionantes. Por ello, aunque no se trate de un tratamiento curativo, el desarrollo de terapias
que modifiquen el curso de la patologia, aumentando la esperanza de vida junto con un
mantenimiento de la calidad de vida de los pacientes es de vital importancia [341]. Se han explorado
numerosas vias para alcanzar esa tan deseada opcidn terapéutica, algunas de las cuales como la
doxiciclina, la quinacrina, la flupirtina o el pentosan polisulfato se han llegado a probar en ensayos
clinicos. Sin embargo, desafortunadamente solo la doxiciclina se encuentra actualmente en fase de
ensayo clinico, mientras que los demdas compuestos han fallado al no proporcionar mejoras
significativas en los afectados [369]. Existen varias razones que explican el fracaso de los ensayos
clinicos realizados hasta la fecha. En primer lugar, la falta de un diagndstico precoz y certero para las
diferentes EET humanas, unido al rapido progreso de la enfermedad, implica que la gran mayoria de
los pacientes sean diagnosticados en etapas avanzadas de la misma, donde el deterioro cognitivo es
severo. Sin embargo, diferentes estudios en modelos animales infectados con priones muestran como
la eficacia del compuesto aumenta si se administra en fases tempranas de la enfermedad o de forma
profilactica, siendo ineficaz en etapas avanzadas de la misma [354, 381, 416]. Por ejemplo, uno de los
compuestos en los que las etapas de la enfermedad en la que se administra han sido ampliamente
estudiadas, el IND24, incrementd cuatro veces el tiempo de aparicién de los signos clinicos de la
enfermedad cuando se administré de forma profilactica y aproximadamente un 70% el tiempo de
supervivencia de los animales infectados con priones cuando se administré antes de la aparicion de los
signos clinicos. Por el contrario, no mostré eficacia alguna cuando se administré después de la
aparicidn de los primeros signos clinicos [381]. Es importante destacar que la mayoria de los ensayos
clinicos donde se han utilizado compuestos potencialmente anti-pridnicos han sido de tipo
observacional, con un nimero reducido de pacientes que ademas se encontraban en etapas avanzadas
de la enfermedad. Solo la quinacrina, la doxiciclina y la flupirtina han sido probadas en ensayos clinicos
controlados y aleatorizados, pero también con pacientes que presentaban sintomas avanzados de la
enfermedad [369]. El ensayo clinico que se estd desarrollando actualmente con la doxiciclina es el
primero que se realiza en formato de ensayo clinico preventivo, donde una parte de los individuos que
forman parte de él presentan la mutacidn genética que predispone al desarrollo de FFI, sin presentar
aun signos de la enfermedad [375]. En segundo lugar, se ha observado que las diferentes cepas

pridnicas podrian estar sometidas a procesos de seleccidn y/o adaptacidon en respuesta a los cambios
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en el ambiente en el que se encuentran. Para explicar este fendmeno hay que recurrir a una de las
hipotesis que actualmente tiene mas seguidores y que plantea la existencia de “sub-cepas” o “cuasi-
especies” que actuarian como variantes conformacionales dentro de una misma cepa. Cualquier
cambio que redunde en la capacidad de propagacién diferencial entre estas variantes
conformacionales, llevara a la seleccion de aquellos conféormeros que son biolégicamente mds estables
dentro de una misma cepa, en el nuevo ambiente en el que se encuentren [417-420]. Asi, se ha
demostrado que la administracidn de un compuesto anti-priénico en animales infectados con una cepa
priénica determinada puede inducir la aparicién de conférmeros alternativos resistentes al
tratamiento [380, 421, 422]. Este fendmeno de aparicién de nuevas variantes estructurales resistentes
al compuesto anti-priénico en estudio permite a los priones disponer de una estrategia para sobrevivir
en un ambiente desfavorable. Esto dificulta la busqueda de terapias efectivas contra las EET humanas
y explicaria la ineficacia de ciertos compuestos al ser testados en modelos animales o en ensayos
clinicos. Por ultimo, la existencia de cepas pridnicas lleva también a que ciertos compuestos que son
efectivos contra determinadas cepas no lo sean frente a otras, pudiendo llegar incluso a promover la
propagacion de alguna de estas cepas pridnicas, como el caso de la quinacrinay la CWD [423]. En este
sentido, Berry y colaboradores determinaron que la eficacia del compuesto IND24 y algunos de sus
derivados dependian de la cepa pridnica en estudio, mostrando capacidad de prolongar el tiempo de
incubacién en ratones infectados con las cepas RML y ME7, pero siendo ineficaces contra priones
humanos de tipo sCJD MM1 [381]. Otro ejemplo muy estudiado es el de la quinacrina, la cual mostré
una gran eficacia en modelos celulares infectados con priones de scrapie adaptados a ratén [424] pero
fue completamente ineficaz cuando se testé en humanos [425]. Una posible alternativa para solventar
alguno de estos problemas se basa en la terapia combinada. Sin embargo, recientemente se ha
demostrado que el uso combinado de IND24 y Anle138B, dos compuestos con limitada capacidad anti-
pridnica, no fue mas efectivo que el uso individual de ambos. Ademas, se observé la aparicién de PrP>
resistente a la terapia combinada [422]. Al igual que en la mayoria de los estudios con fines
terapéuticos, para este estudio se utilizé un modelo murino infectado con una cepa pridnica derivada
de scrapie. Por tanto, teniendo en cuenta todos los factores anteriormente explicados, los resultados

obtenidos en los diferentes modelos murinos podrian no ser extrapolables a EET humanas.

La ausencia de modelos celulares y la dificultad para modelar la enfermedad en animales para el
estudio de EET humanas dificulta en gran parte la blisqueda de compuestos anti-pridnicos. La gran
mayoria de las lineas celulares desarrolladas para el estudio de las enfermedades pridnicas se basan
en priones murinos y son muy restrictivos en lo referente a su capacidad de propagar distintas cepas.
Todos los intentos para desarrollar un modelo celular enfocado al estudio de cepas pridnicas humanas

han fracasado [88]. De forma similar, a pesar de la gran diversidad de modelos de ratdn transgénicos
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desarrollados que expresan PrP¢ humanas, ya sean de tipo WT o con mutaciones asociadas a patologia,
su utilidad para el estudio de estrategias terapéuticas es limitada [426]. Por un lado, aquellos modelos
gue no presentan sobreexpresion no desarrollan la enfermedad en el corto periodo de vida de un ratén
al ser inoculados intracerebralmente con cepas humanas, requiriéndose niveles muy elevados de PrP¢
y haciendo que su respuesta a compuestos anti-priénicos sea peor. Por otro lado, ni siquiera los
modelos murinos con sobreexpresién o los que expresan PrP® con mutaciones asociadas a EET
humanas genéticas muestran una adecuada susceptibilidad a la inoculacién con aislados de caracter
homdlogo, salvo contadas excepciones [88, 288, 427]. Todo esto, ademas de dificultar mucho el
estudio de la potencial eficacia de los compuestos encontrados mediante cribados basados en técnicas
in vitro e in vivo, podria ser uno de los principales motivos del fracaso de la mayoria de estos tras su
testado en la variedad de modelos in vitro, in cellula e in vivo disponibles. Es necesario, por tanto, un
esfuerzo extra para conseguir establecer una linea celular capaz de propagar de forma persistente una
cepa priénica humana o para conseguir modelos animales que recapitulen de forma fidedigna las EET
humanas esporddicas, lo que permitiria llevar a cabo el testado de nuevas aproximaciones terapéuticas

en sistemas especificos para EET humanas.

Por otro lado, con los sistemas de propagacién in vitro ocurre algo similar; la mayoria de los
sistemas que han sido utilizados para la busqueda de compuestos no se basan en priones humanos o
no recapitulan las principales caracteristicas de un prion bona fide in vivo, como en el caso de la RT-
QuIC, una técnica muy util para la deteccidn de proteinas malplegadas pero que no da lugar a una
propagacion pridnica como la que tiene lugar in vivo [325], limitando la utilidad de estos sistemas para

la busqueda de compuestos terapéuticos.

Dada la imposibilidad actual de superar el desconocimiento de los mecanismos moleculares que
impide disefiar terapias de forma racional, los esfuerzos de un gran nimero de investigadores se estan
centrando en la busqueda masiva de nuevos compuestos quimicos con potencial para convertirse en
un futuro tratamiento contra las EET humanas utilizando todos estos modelos imperfectos [428]. En
este sentido, una de las vias de investigacidn mas explotadas es la identificacion de compuestos con
capacidad de inhibir la propagacion pridnica en sistemas in vitro e in cellula a partir de librerias
guimicas [326, 386]. A pesar de haberse identificado decenas de compuestos con actividad anti-
pridnica, el fracaso al trasladarlos a la practica clinica [385] refleja lo importante que es continuar en
el descubrimiento de nuevos compuestos con potencial anti-pridonico mediante el uso de sistemas lo
mas cercano posible a la realidad de las EET humanas. La detecciéon de nuevas moléculas permitira
describir nuevos farmacéforos que posibilitardn el estudio y desarrollo de nuevas estructuras
mediante quimica médica, asi como el disefio de terapias que combinen compuestos con distintos

mecanismos de accion. En este sentido, nuestro laboratorio ha desarrollado recientemente una nueva
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metodologia para la propagacién de priones in vitro denominada PMSA, la cual permite la obtencidn
de grandes cantidades de priones recombinantes altamente homogéneos e infecciosos in vivo [330].
La gran versatilidad de esta metodologia ha permitido su adaptacidn posterior en el cribado masivo de
compuestos con posible actividad anti-priénica. El nuevo sistema de cribado permitié testar una
biblioteca de mas de 2000 compuestos quimicos, entre los que se detectaron tres nuevas moléculas
inhibidoras de la propagacién priénica in vitro [332]. Sin embargo, la caracterizacion de estos tres
compuestos, denominados L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85, mediante sistemas de propagacidn priénica
in vitro alternativos, como la PMCA y el modelo celular ScN2a infectado con la cepa priénica RML,
determind que presentaban especificidad de especie, remarcando de nuevo la necesidad de realizar
el cribado en un sistema in vitro basado en la especie en estudio. Al estudiar la capacidad de inhibicién
de estos tres compuestos mediante PMCA basada en sustratos con PrP recombinantes o de origen
encefdlico de diferentes especies, se observd una importante variacion en la eficacia anti-pridnica de
los tres compuestos (Tabla 2). La diferencia en la capacidad de inhibicidn en funcion de la especie se
podria explicar basdndose en una mayor afinidad que presentan estos compuestos por la rec-PrP o por
la semilla utilizada de cada especie. Asi, a pesar de que no se conoce el mecanismo por el cual estos
compuestos bloquean la propagacidn pridnica, los estudios preliminares realizados han indicado que
los tres compuestos se unen a la PrP® humana (resultados pendientes de publicacién). Por tanto,
teniendo en cuenta dicha unidn, se puede hipotetizar que un posible mecanismo de accion consista

en el impedimento de la interaccién PrP® — PrP% o a través de la estabilizacién de la conformacidén

nativa de la PrP¢, dificultando su malplegamiento [385]. Esta ultima hipdtesis, permitiria explicar la
especificidad de especie de ciertos compuestos debido a la mayor afinidad por la PrP¢ de una especie
frente a la de otra. Sin embargo, si asumimos que el mecanismo se basa en obstaculizar la interaccion
PrPC — PrP*, si las diferentes cepas pridnicas de una misma especie presentan distintas regiones de
interaccién con la PrP¢ de la especie en cuestidn, el sitio de la PrP¢ al que se une el compuesto anti-
priénico podria explicar la especificidad de cepa, ya que podria unirse a una regién de la PrP¢
inadecuada que no permitiera interferir en la interaccién con la PrP*. No obstante, debido a que se
desconoce si los compuestos podrian unirse a su vez a la PrP>, no podemos obviar que los mecanismos
responsables de la especificidad de especie y cepa podrian ser totalmente distintos a los planteados
aqui. Por todo ello, se podria concluir que la utilizacién de sistemas de cribado in vitro basados en
proteinas recombinantes de otras especies o limitados a una sola cepa podria implicar la no deteccidn
de compuestos con actividad anti-pridnica especifica contra determinadas EET humanas. Y es por ello
por lo que uno de los objetivos principales de esta tesis doctoral se ha enfocado en el desarrollo de un
sistema in vitro que permita la obtencién de un panel de priones recombinantes humanosy la posterior

adaptacion de estos a un sistema de cribado para la busqueda de compuestos anti-pridnicos

especificos contra las EET humanas.
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Los mismos estudios que determinaron la especificidad de los tres compuestos detectados
mediante PMSA basada en topillo rojo, revelaron a su vez el dato sorprendente de la baja o nula
capacidad de inhibir la propagacidn pridnica de algunos de estos compuestos por PMCA basada en un
sustrato recombinantes de topillo rojo complementado con homogeneizado KO-PrP. Esto se podria
explicar debido a la presencia de cofactores encefalicos en el sustrato de PMCA aportados al afiadir el
homogeneizado KO-PrP. La presencia de una gran variedad de moléculas podria reducir la capacidad
anti-pridnica de estos compuestos debido a que estos podrian unirse también a otros elementos
presentes en el encéfalo, reduciendo su interaccién con la rec-PrP de topillo rojo. Aun asi, el compuesto
L2.JM33, a pesar de encontrarse en un ambiente encefalico, disminuyé la propagacion priénica 1000
veces probablemente por presentar una elevada afinidad por la rec-PrP humana. Por otro lado, el
compuesto L2.JM85 parece mostrar una elevada especificidad por la PrP de oveja, dado que
Unicamente es capaz de inhibir la propagacién priénica de dicha especie en PMCA. Por el contrario, el
compuesto L2.JM56 muestra la capacidad de inhibicién pridnica mas elevada, dado que inhibe mas de
1x10° veces la propagacion en todos los sustratos recombinantes usados en PMCA. En términos
generales, los tres compuestos vieron reducida su capacidad anti-pridnica cuando se testaron en PMCA
basada en homogeneizados de encéfalos de diferentes especies, a excepcidon de los compuestos
L2.JM56 y L2.JM85 con el sustrato basado en homogeneizados de encéfalos de modelos murinos que
sobreexpresan PrP¢ de oveja. Ademads de contener todos los cofactores presentes en el encéfalo, este
tipo de sustrato estd formado por PrP¢ en lugar de rec-PrP. Las diferencias entre ambos tipos de PrP
(ausencia de GPI y de glicosilacién en la rec-PrP) podria ser la causa de las diferencias observadas. Un
estudio de la interaccién de estos compuestos con distintas rec-PrP mediante RMN aclararia si las
perturbaciones debidas a la unién con los compuestos se dan en regiones cercanas donde se acoplan
las glicosilaciones o al GPI. Con todo, la gran afinidad por otras moléculas presentes en el encéfalo, la
diferencia de afinidad para la PrPCy la rec-PrP, y los diferentes comportamientos observados entre los
tres compuestos, respaldan el objetivo principal de este trabajo: la necesidad de desarrollar un sistema

in vitro para el cribado de compuestos especificos para la PrP humana.

El primer requisito para el desarrollo de un sistema de cribado masivo in vitro especifico para EET
humanas, es la obtencidn de un prion humano idéneo para el sistema de propagacién pridnica en el
que se basara. Debido al reciente desarrollo de la PMSA para la propagacién de priones recombinantes
de topillo rojo en nuestro laboratorio y a su exitosa adaptacion a la busqueda de compuestos anti-
pridnicos, esta metodologia in vitro fue la seleccionada para tal propdsito. Ademas de ser capaz de
replicar las caracteristicas de un prion bona fide, la PMSA presenta una serie de ventajas con respecto
a las demas técnicas de propagacion in vitro existentes. La sencillez del equipo necesario para su

aplicacion, asi como una gran simplicidad del sustrato, permiten que pueda ser implementada en
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practicamente cualquier laboratorio. Adema3s, la composicidn del sustrato, basado Unicamente en rec-
PrP, detergente, sales y dextrano sulfatado permite monitorizar los resultados mediante fluorimetria
mediada por ThT, lo que favorece la automatizacién del proceso y reduce las limitaciones asociadas a
las técnicas de immunoblotting. Por otro lado, esta nueva metodologia de propagacién, gracias al uso
de un cofactor especifico como el dextrano sulfatado, parece limitar la heterogeneidad estructural de
los priones propagados in vitro [330]. Este comportamiento difiere del de la PMCA donde el uso de
homogeneizados de encéfalos favorece la generacidon de rec-PrP™ con propiedades bioldgicas
variables, probablemente debido a la formacidn de material estructuralmente heterogéneo [258].
Ademas, los priones recombinantes de topillo rojo obtenidos en presencia de dextrano sulfatado tanto
en PMCA como en PMSA fueron altamente infecciosos en el modelo natural de topillo rojo, dato que
ratificé la decision de adaptar esta metodologia al uso rec-PrP humana. Por ultimo, una de las
propiedades de la PMSA que también se valoré a la hora de su eleccién como sistema para el desarrollo
de esta tesis doctoral fue su capacidad de generar grandes voliumenes de rec-PrP™ recombinante
homogénea, dado que permitiria aumentar en gran medida el nimero de compuestos a ser testados

de una forma rapida y con pocas limitaciones.

Una vez seleccionado el sistema in vitro de propagacion, la primera estrategia que se exploré para
la obtencidn de priones recombinantes humanos aptos para su propagacion por PMSA fue el uso de
cepas esporadicas humanas de origen encefdlico para inducir el malplegamiento en un sustrato
recombinante. El objetivo era replicar las caracteristicas de un prion propagado previamente en un
encéfalo en el formato de PrP recombinante, con el fin de obtener priones recombinantes bona fide.
Los estudios realizados mediante PMCA con sustratos basado en PrP¢ han demostrado que esta técnica
puede propagar diferentes cepas pridnicas humanas con distinta eficiencia, siendo la mas eficiente la
cepa de tipo vCID (tipo IV) [312, 429]. Por el contrario, la PMCA presenta una menor eficiencia a la
hora de propagar cepas esporadicas o con origen genético (tipo | y tipo Il). Debido a que la patologia
esporadica es la mas frecuente dentro de las EET humanas y a que la eficacia de un futuro compuesto
anti-pridnico puede verse afectada por el tipo de cepa pridnica presente en el individuo afectado, se
seleccionaron cuatro cepas distintas de sCJD para esta primera estrategia. La seleccion de estas cepas
responde a la necesidad de representar la variabilidad existente dentro de las enfermedades pridnicas
esporadicas [430]. A diferencia de los resultados obtenidos en nuestro laboratorio para otras especies,
esta estrategia no fue efectiva para la generacién de priones recombinantes humanos. Solo la cepa
sCID MV2 generé material resistente a PK cuando se utilizé el sustrato rec-Hu V129 PrP a partir de la
ronda 2 de PMSA. Sin embargo, este material no mantuvo la capacidad de propagacion de forma
indefinida en las rondas seriadas de PMSA aplicadas para estudiar su estabilidad. Esto nos llevé a

cuestionar la naturaleza del material resistente obtenido, dado que probablemente se tratara de
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material agregado con resistencia parcial a la digestiéon por proteasas en lugar de rec-PrP™ con
propiedades de un prion bona fide. La aparicién de fragmentos de bajo peso molecular (~5 kDa o
menores) y la desaparicion de la banda de ~16 kDa, que representa al principal producto de la digestion
por PK de la rec-PrP™ habitualmente, es otro de los indicios que apuntan en esa direccidn. Es
importante destacar que los fragmentos de bajo peso molecular se originan frecuentemente en el
sustrato rec-Hu V129 PrP, tanto en reacciones de PMSA sin semilla (espontdneas) como con semilla,
incluso cuando la semilla no propaga en ninguna de las rondas de PMSA, como el caso de la semilla
sCJD VV1. Por el contrario, no se han observado fragmentos de bajo peso molecular en las reacciones
de PMSA con el sustrato rec-Hu M129 PrP, ni en las reacciones de PMSA espontdneas ni con semilla.
Por tanto, hipotetizamos que la rec-PrP humana con el polimorfismo V129 presenta propiedades
particulares que inducen la formacién de agregados de bajo peso molecular resistentes a PK, lo que
podria generar la apariciéon puntual de bandas de mayor tamano resistentes a PK, no siendo
consecuencia por tanto de la induccién del malplegamiento por parte de la semilla utilizada. Esta
caracteristica también se ha observado en otros experimentos independientes donde se usé sustrato

rec-Hu V129 PrP, apuntando en la misma direccion.

La incapacidad de las semillas encefdlicas humanas de propagar mediante esta nueva metodologia
podria explicarse debido a la baja cantidad de PrP* en las muestras y a la interaccion de los
componentes encefalicos con el sustrato de PMSA. Por ello, antes de incorporarlo como indculo a la
PMSA, la semilla sCID MV2 se purificd mediante un colchdn de sacarosa, con dos objetivos: concentrar
las moléculas de PrP¢ de la muestra y eliminar algunos de componentes encefalicos que pudiesen
interferir en la propagacion pridnica. Sin embargo, a la luz de los resultados obtenidos, esta estrategia
tampoco permitié la propagacion de dicha cepa pridnica en el sustrato recombinante. La reduccién de
cofactores presentes de forma natural en el encéfalo mediante este método de concentracidn pudo
haber provocado una reduccion de la capacidad de propagacion de las semillas encefdlicas, ya que el
papel de los cofactores en la propagacion de priones mediante PMCA esta bien establecido [258, 431].
Alternativamente, la centrifugacién realizada para concentrar la PrP> presente en la muestra puede
llevar a una compactacion de las mismas y a la seleccién de los agregados de mayor tamafio, cuya
capacidad de propagacidn parece ser mas reducida [155], resultando en la no propagacidn sobre la
rec-PrP, que ya estaria impedida por las diferencias en las glicosilaciones y el anclaje a membrana. Por
ello, se descartd la estrategia de concentracién y se probd la estrategia contraria basada en la
utilizacién de diluciones mayores de la semilla (1:10% en lugar de 1:10%), con el fin de alcanzar un
compromiso entre reducir la cantidad de moléculas inespecificas del encéfalo que pudieran interferir
en la propagacidon y mantener los cofactores necesarios para una propagacion eficiente. Esta

aproximacioén experimental ha sido exitosa a la hora de propagar semillas encefélicas de otras especies,
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como topillo rojo, ciervo y ratén (resultados no publicados). Sin embargo, de nuevo, los resultados
mostraron que las semillas humanas utilizadas no indujeron el malplegamiento de la rec-PrP humana

mediante PMSA.

El material generado mediante el uso de la cepa humana sCID MV2 no reunia las caracteristicas
adecuadas para ser utilizado en un sistema de cribado de compuestos, ya que no presentaba capacidad
de propagacién de forma indefinida, por lo que se descartd su uso. Por ello, ante la dificultad para
malplegar la rec-PrP de ambos polimorfismos por PMSA utilizando semillas de origen encefalico, se
exploraron otras vias como la generacion espontdanea mediante PMSA. Durante los ultimos afios se ha
llevado a cabo un proceso de optimizacidon de la PMSA en nuestro laboratorio que ha permitido el
malplegamiento espontdneo de rec-PrP de diferentes especies: topillo rojo, oveja, ciervo y ratdn
(resultados pendientes de publicar). Este procedimiento es analogo al proceso de obtencion
espontdnea que tiene lugar en PMCA [98, 258, 432]. La generacidn espontanea de dichos priones
mediante PMSA con alta eficiencia y reproducibilidad sugirieron que podria ser una buena estrategia
para aplicar a otras especies para las que se quisiera obtener priones recombinantes bona fide.
Ademas, conseguir el malplegamiento espontdneo de rec-PrP de topillo rojo en una Unica ronda de
PMSA utilizando dextrano sulfatado que limita la heterogeneidad estructural, permite la obtencién de
rec-PrP™ mas homogéneas, a diferencia de lo que ocurre en PMCA complementada con
homogeneizado de encéfalo [258]. No menos importante es la posibilidad de que los priones
recombinantes obtenidos de forma espontdnea mimeticen de forma mds precisa a las cepas

responsables de las EET humanas esporadicas. Por eso, se valoré positivamente esta estrategia, basada

en el mismo principio por el que se valord el uso de semillas encefdlicas de sCJD. Ademas, con el
objetivo de favorecer el malplegamiento espontaneo, se utilizé6 como sustrato la rec-PrP humana con
la mutacién 1109 de topillo rojo a pesar de que no es una variante polimarfica natural en humanos. Sin
embargo, se ha demostrado que esta variante es la responsable de la elevada propensién de la PrP de
topillo rojo al malplegamiento, tanto in vivo como in vitro [91, 258], llegdndose a proponer a este
modelo animal como un aceptor universal de priones [410]. Esta estrategia de utilizar una proteina a
priori mas susceptible al malplegamiento para conseguir un prion recombinante humano con una

Unica diferencia aminoacidica permitia determinar si la rec-PrP humana podia malplegarse o no. No

conseguir el malplegamiento de la rec-PrP humana 1109 podria indicar una fuerte restriccién o

imposibilidad para malplegar cualquier rec-PrP humana (variantes alélicas naturales o con mutaciones
artificiales). Sin embargo, gracias a rondas sucesivas de PMSA con las condiciones éptimas para la
obtencidn de rec-PrP™* espontdnea de topillo rojo se consiguid malplegar rec-PrP humanas con la
mutacion 1109. Desafortunadamente, aplicando el mismo procedimiento, no se consiguieron

malplegar las isoformas WT de la rec-PrP humana. Estos resultados iniciales dejaron patente que el
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malplegamiento de las rec-PrP WT humanas iba a requerir de un proceso de optimizacién de la PMSA
adapta a este tipo de proteinas. El experimento con las rec-PrP humanas mutadas también reveld que
la eficiencia del malplegamiento espontaneo era diferente para cada tipo de proteina. Esto podria
deberse a la influencia del polimorfismo del codén 129, ademas de a la variabilidad intrinseca o a la
alta estocasticidad de los procesos de malplegamiento espontaneos [433]. Con todos estos datos
previos, el objetivo se centrd en generar de forma espontdnea priones recombinantes humanos WT a
través de la optimizacién de la PMSA. Para ello, los pardmetros sobre los que se puede actuar son la
concentracién de rec-PrP en el sustrato, el tipo y velocidad de agitacidn, el tamafio y material de las
particulas esféricas utilizadas y la temperatura [330]. El estudio del efecto de cada uno de estos
parametros (a excepcidén de la temperatura que se fijé en 392C) asi como su modificacidén acorde,
resultd en la consecucion de una PMSA optimizada que conseguia de forma sistematica el
malplegamiento de las rec-PrP humanas WT. El primer pardmetro evaluado fue la concentracién de
rec-PrP en el sustrato. La idea de que una mayor concentracién de rec-PrP en el sustrato final podria
aumentar la eficiencia del malplegamiento espontaneo se sustentd sobre la experiencia de nuestro
laboratorio en la obtencidén de priones recombinantes espontaneos mediante PMSA, donde una mayor
concentracion de rec-PrP (hasta alcanzar un limite maximo) aumenta la eficiencia del malplegamiento
espontaneo de rec-PrP de otras especies. Ademas, es necesaria una concentracién minima para
mantener la eficiencia de propagacion de la semilla pridnica de topillo rojo en niveles dptimos
comparables a los obtenidos mediante PMCA [330]. Esta dependencia sobre la concentracion de PrP
esta relacionada con el acortamiento de los tiempos de incubacién observados en modelo animales
murinos que sobreexpresan la PrP¢ [434]. Durante el desarrollo de esta tesis doctoral, se ha observado
que, tras el proceso de dialisis y preparacion de sustrato, la concentracién de rec-PrP humana obtenida
era menor que la concentracion alcanzada para otras rec-PrP (Figuras 10y 11). Esto puede ser debido
a que las rec-PrP humanas presentan ciertas particularidades que las predisponen a una mayor
agregacion inespecifica durante el proceso de didlisis para su plegamiento nativo. Por ello, el primer
enfoque se centrd en aumentar la concentracidn de rec-PrP humana post-didlisis partiendo de una
concentracién mayor de rec-PrP humana desnaturalizada. Inesperadamente, se comprobd que el
incremento de proteina obtenido utilizando una mayor concentracién de rec-PrP no fue proporcional
a la concentracidn inicial. Esto puede ser debido a las caracteristicas intrinsecas de las rec-PrP humanas
gue en un ambiente no regulado como por ejemplo en el entorno celular, la particular agregabilidad
de las proteinas durante la didlisis depende exclusivamente de las caracteristicas de su secuencia
primaria y, por tanto, se trata de un evento dificil de modular. Al no haber alcanzado los niveles de
concentracién estandar, unido a que los resultados con esta rec-PrP indicaban que tampoco se
conseguia un aumento proporcional de la concentracion final y que parecia existir un limite maximo

de concentracidn final en el sustrato (Figura 10; concentracidn 2x versus 4x de topillo rojo), se descarté

167



seguir trabajando en esta estrategia debido a la escasa relacién coste-beneficio que supone. Ademas,
los intentos de modificar las condiciones de dialisis mediante el uso de glicerol, Gdn-HCl o acetato
sodico, que podrian contribuir a un proceso de plegamiento mds progresivo y, por consiguiente,
reducir la pérdida de proteina [390, 435], no resultaron en un incremento de concentracién
significativo y/o no aumentaron la eficiencia del malplegamiento espontaneo de las rec-PrP humanas,

por lo que también se descartd seguir trabajando sobre las condiciones de dialisis.

Los esfuerzos se centraron, por tanto, en reducir o evitar la pérdida de rec-PrP humana durante su
conservacién o durante el proceso de PMSA. Por este motivo, se decidié no someter a procedimientos
de congelacion/descongelacion a las rec-PrP humanas, evitando asi una pérdida de proteina, aunque
quizads no muy significativa, que pudiese afadir ain una mayor dificultad para su malplegamiento
espontaneo. La formacion de agregados en dichos procesos de congelacion/descongelacién también
afectarian a la calidad del sustrato. Estos agregados inespecificos de PrP podrian inducir la formacién
de mas agregados amorfos limitando la aparicidon de priones bona fide mediante un evento de tipo
siembra cruzada o cross-seeding [436], en un proceso auto-sustentado donde la presencia de estos

agregados interferiria con el malplegamiento de la rec-PrP.

La utilizacién de particulas esféricas ha demostrado mejorar la propagacién de priones, tanto en
PMCA [437-439] como en PMSA [330]. En esta ultima, las particulas esféricas de zirconio-silice, tanto
de 0.5 mm como de 1.0 mm de didmetro, demostraron ser las mdas adecuadas para la propagacion
pridnica. Sin embargo, en los estudios de generacién espontdnea con rec-PrP de otras especies
llevados a cabo en nuestro laboratorio, las particulas esféricas de vidrio de 0.1 — 0.2 mm parecen ser
mas eficientes a la hora de promover la generacidén espontanea de rec-PrP™* (resultados pendientes
de publicacion). Esto se ha demostrado de forma empirica y aun se desconocen los mecanismos por
los que las particulas esféricas de vidrio promueven la espontaneidad. Existen varias hipdtesis con las
que se trabaja: 1) la presencia de particulas esféricas de vidrio de 0.1 — 0.2 mm y la vibracion de estas
debido a la agitacién, podrian provocar un incremento de la energia suministrada al sistema y, por
tanto, favorecer la superacién de la barrera energética necesaria para el malplegamiento espontaneo
de rec-PrP a rec-PrP™*. Esto podria explicar posibles diferencias en relacién al tamafio de las particulas
esféricas, pero no explicaria las diferencias que se han observado al utilizar particulas esféricas del
mismo tamanfo, pero de distinta composicidn; 2) que estas particulas esféricas, al estar compuestas
por vidrio, presentan una superficie cargada negativamente que favoreceria la interaccion
electrostatica, entre otras, con la rec-PrP, promoviendo el malplegamiento de la misma. Esta hipdtesis
estaria en consonancia con la idea de que existe una relacién directa entre los polianiones y la
eficiencia de propagaciéon [440], actuando estos como anclajes o andamiajes moleculares que

principian el malplegamiento de la PrP. Ejemplos de polianiones usados para la propagacién de priones
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serian las moléculas de RNA [441] y el dextrano sulfatado [258, 330] que, junto con sales, detergentes
y rec-PrP favorecen la generacion de priones recombinantes altamente infecciosas. También existen
evidencias de laimportancia de los polianiones en el proceso de propagacién in vivo, como por ejemplo
el caso de los glicanos como el heparan sulfato [442, 443]. Sin embargo, la utilizacién de particulas
esféricas de vidrio de 0.1 —0.2 mm no aument? la eficiencia del malplegamiento espontaneo mediante
PMSA de las rec-PrP humanas, tanto WT como mutadas, a diferencia de las rec-PrP de otras especies.
Gracias a los experimentos para determinar el grado de adsorcién de la rec-PrP en funcidn de la
superficie de particulas esféricas presente en el tubo de ensayo, se determind que un exceso de
particulas esféricas de vidrio podria ser la explicacion de la ineficiencia de la PMSA para malplegar de
forma espontdnea la rec-PrP humana. La rec-PrP de topillo rojo no se veria tan limitada por este efecto
de adsorcidn gracias de nuevo, a su alta propensién al malplegamiento espontaneo. Por ello, el cambio
de particulas esféricas de vidrio de mayor tamafio que permitian alcanzar un equilibrio entre el nUmero
de particulas necesarias y una menor superficie de vidrio que no redujese drasticamente la
concentracién de rec-PrP plegada y soluble en el sustrato, permitié que por primera vez se consiguiera
malplegar de forma espontdnea la rec-PrP humana de ambos polimorfismos en una o dos rondas de

PMSA.

Estos resultados nos acercaron a uno de los objetivos mds importantes de esta tesis doctoral, que
es la obtencidn de priones recombinantes bona fide para su utilizacién en la busqueda de compuestos
anti-pridnicos especificos para las enfermedades pridnicas humanas. Con el fin de continuar con la
optimizacion de la PMSA adaptada a proteinas humanas, el siguiente estudio se centré en
modificaciones sobre la velocidad de agitacion. Este estudio evidencid que de forma general las
velocidades de agitacion mas bajas (500 — 700 rpm) favorecian la generacion espontdnea de las rec-
PrP"™ humanas. Sin embargo, el efecto sobre la agitacion repercutié en menor medida que los cambios
aplicados sobre el tipo y cantidad de superficie de vidrio. Esto podria explicarse por la existencia de un
rango de velocidades de agitacidn que favorecerian la interaccién entre la rec-PrP y las fibras de rec-
PrP" nacientes. Suponiendo que el efecto de la agitacion, unido a la presencia de particulas esféricas,
tenga lugar a través de un incremento de la energia proporcionada por el sistema para superar la
barrera energética necesaria para alcanzar la conformacion de rec-PrP™, se podrian elaborar varias
hipétesis para explicar el efecto de la velocidad de agitacion. En primer lugar, se asumiria que todas
las velocidades de agitacidn dentro de un rango (500 — 1000 rpm) proporcionarian la energia suficiente
al sistema para promover el malplegamiento espontaneo de las rec-PrP humanas, aunque cada una de
ellas con una eficiencia determinada. Sin embargo, una vez generadas las primeras rec-PrP™*, estas
actuarian como nucleo de polimerizacién facilitando el malplegamiento de las rec-PrP humanas del

sistema. Asi, para explicar una mayor eficiencia en la obtencion de rec-PrP"™ humana de las velocidades
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de agitacién menores, podemos hipotetizar con que una elevada velocidad de agitacidn podria
dificultar la interaccién entre las fibras de rec-PrP™ humanas nacientes y las moléculas de rec-PrP
solubles del sustrato. Otra opcién no excluyente de la anterior, es que una mayor velocidad de
agitacién también podria dificultar el posible efecto del dextrano sulfatado en el malplegamiento de
la rec-PrP™ humana. Aun asi, al no conocerse todavia los mecanismos que rigen el efecto de las
particulas esféricas de vidrio y la velocidad de agitacién sobre el malplegamiento espontaneo de la rec-

PrP, no se puede determinar con seguridad la validez de esta u otras hipdtesis.

Tras el proceso de optimizacidon de la PMSA se determinaron los parametros adecuados para el
malplegamiento espontaneo de las rec-PrP humanas WT y con la mutacidn puntual 1109: agitacion
continua a 700 rpm en presencia de particulas esféricas de vidrio de 1.0 mm y 392C como temperatura
de reaccién. Ademas, el sustrato con el que se trabajo no sufrid procesos de congelacion vy
descongelacion para su conservacién 6ptima. La aplicaciéon de esta nueva metodologia de forma
sistematica mediante replicas permitié constatar que presenta una gran reproducibilidad y robustez,
con la variabilidad propia de los procesos de malplegamiento in vitro [433]. Por tanto, esta nueva
metodologia permitiria obtener un panel de priones recombinantes humanos aplicable para la
busqueda de compuestos anti-pridnicos para las diferentes EET humanas, mas alld de las cuatro
seleccionadas en este estudio en concreto. La utilizaciéon de rec-PrP humanas con diferentes
mutaciones relacionadas con las distintas patologias pridnicas permitiria, ademas de estudiar y
caracterizar las posibles diferencias existentes entre cada una de estas variantes, desarrollar un
método de cribado basado en diversas rec-PrP™ humanas, solventando en gran medida el problema
de especificidad de cepa para la blisqueda de terapias anti-pridnicas. Para alcanzar ese objetivo final,
en primer lugar, fue necesario caracterizar las rec-PrP™ humanas obtenidas para determinar si
presentaban las caracteristicas para poder utilizarlas en el sistema de cribado. Este estudio se realizo
con dos rec-PrP™ humanas M129 y dos rec-PrP™ humanas V129, que se seleccionaron basdandose en
gue su patron de movilidad electroforético era representativo de la variabilidad obtenida, descartando
por ahora la seleccion de las rec-PrP™ humanas 1109 debido a que, como se ha discutido a lo largo de
esta seccion, no se trata de una mutacidn natural de la PrP humana [293, 381]. Ademas de confirmar
que las cuatro rec-PrP™* seleccionadas presentaban resistencia a la digestion por PK, los estudios para
determinar la capacidad de propagacién indefinida de las rec-PrP™* humanas por PMSA revelaron que
la velocidad de agitacion dptima para la propagacidn de semillas recombinantes de topillo rojo [330],
no era la mas adecuada para la propagacidon de las semillas recombinantes humanas. Esto podria ser
debido, al igual que para el malplegamiento espontdneo de las rec-PrP humanas, a una mayor
dificultad de las semillas recombinantes humanas para interaccionar con la PrP del sustrato a

velocidades de agitacion mayores. Esta mayor comprension y caracterizacion del sistema de PMSA
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tanto para la generacion espontanea de rec-PrP™ humanas como para la propagacién de las mismas
conseguida finalmente, permitiria explorar otras vias de obtencidn de nuevas rec-PrP™* humanas que
en las condiciones iniciales no arrojaron resultados positivos, como por ejemplo la utilizaciéon de
semillas de origen encefalico para inducir el malplegamiento de la PrP humana. No obstante, la
necesidad de estudiar y optimizar la mayoria de los pardmetros hasta tener que desarrollar una nueva
metodologia especifica, pone de manifiesto la dificultad de trabajar con la PrP recombinante humana,
en comparacion con PrP de otras especies que presentan un rango mas amplio sobre el que modificar

ciertos parametros, como la PrP de topillo rojo o de ratdn.

Por otro lado, ademas de determinar la resistencia a PK y la capacidad de propagar de forma
indefinida de las rec-PrP™ humanas, caracteristicas necesarias de un prion bona fide, también se
determind que estas nuevas rec-PrP™ humanas eran bioquimicamente diferentes a otros tipos de
agregados de rec-PrP obtenidos mediante otras metodologias. Se han desarrollado multiples sistemas
in vitro para lograr la obtencidn de diferentes materiales malplegados y agregados de la rec-PrP, cada
uno de las cuales presenta caracteristicas y condiciones determinadas, como variaciones de pH, el uso
de agentes desnaturalizantes y/o caotrdpicos, uso de agitacion o sonicacion, etc. [178, 330, 406, 444].
Las diferencias entre ellos, unido a la intrinseca capacidad de una misma proteina amiloidogénica de
adoptar diferentes estructuras amiloides estables (polimorfos), son los responsables de la existencia
de diferentes tipos de agregados compuestos de una misma PrP con distintas caracteristicas bioldgicas
y estructurales, base también de la existencia de las cepas pridnicas [101, 445]. Ademas, es importante
destacar que incluso la utilizacién de una misma metodologia como la PMCA, puede propiciar la
generacion de entidades de PrP™ con propiedades bioldgicas diferentes, como la capacidad de
infeccidn [177, 331]. Por tanto, diferenciar las nuevas rec-PrP™* humanas generadas por PMSA de otros
tipos de agregados de rec-PrP que no presentan las caracteristicas de priones bona fide [96], seria un
indicativo del alto potencial de estas proteinas malplegadas de constituirse en priones recombinantes
bona fide, a falta de determinar su capacidad infecciosa in vivo. Por ello, las rec-PrP™ humanas se
compararon con los agregados obtenidos en presencia de Gdn-HCI, que segun estudios anteriores
requirieron segundos pases en animales para inducir una enfermedad neurodegenerativa in vivo [96].
Ademas, el hecho de que durante la PMSA se puedan generar agregados que denominamos amorfos,
con ninguna o alguna caracteristica bioquimica asociada a los priones bona fide pero no transmisibles,
nos llevd a aplicar condiciones de PMSA que no promueven la generaciéon de rec-PrP™ pero que
pueden inducir la agregacion inespecifica de la rec-PrP en material amorfo. Ademas de presentar una
amiloidogenicidad limitada de acuerdo con su respuesta a ThT y baja resistencia a PK, las fibras Gdn y
el material amorfo no se propagaron por PMSA, por lo que aun considerando plausible que a pesar de

sus caracteristicas bioquimicas inusuales pudieran ser priones bona fide, la imposibilidad de
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propagarlas en un sistema como la PMSA, nos lleva a concluir que se tratan de agregados de PrP
claramente distinguibles de priones bona fide propiamente dichos, al contrario que las nuevas rec-

PrP™* humanas seleccionadas para este estudio.

Sin embargo, para determinar fehacientemente si nos encontramos ante priones recombinantes
bona fide es necesario evaluar la capacidad de infeccidn de las rec-PrP™ en modelos animales. Los
ensayos in vivo conllevan largos periodos de incubacidn, mas aun en el caso de los modelos animales
disponibles para las EET humanas, que pueden no llegar a desarrollar los signos de una enfermedad
priénica durante su periodo de vida [426]. Por tanto, la evaluacion previa de la potencial infectividad
in vivo mediante una PMCA basada en homogeneizados de encéfalos del modelo animal en estudio
[258, 330, 446], permite minimizar riesgos al poder disefiar la experimentacion in vivo basandose en
las predicciones realizadas in vitro. Por este motivo, las cuatro rec-PrP™* humanas se evaluaron en su
capacidad de propagar utilizando una PMCA basada en homogeneizados de encéfalos de dos modelos
animales diferentes. Debido a que la PMCA propaga con distinta eficiencia las distintas cepas pridnicas
humanas de origen encefdlico, unido a que los sustratos basados en homogeneizados de encéfalos de
la mayoria de modelos animales que expresan la PrP® humana no suponen un sustrato eficiente para
propagar algunos priones humanos por PMCA, la eleccion del modelo para estos estudios in vitro se
vio limitada. Asi, se selecciond el modelo TgNN6h por diversas razones. En primer lugar, este modelo
transgénico expresa la PrP¢ humana sin glicosilaciones debido a las mutaciones puntuales de los sitios
de anclaje de los glicanos (N181Q y N197Q), presentando por tanto una mayor similitud con la PrP
recombinante humana. La caracterizacion de este modelo, ademas de indicar que expresa la PrP¢ sin
glicosilar unida a membrana, también ha determinado que las mutaciones puntuales N181Qy N197Q
no afectan al plegamiento global de la PrP%, como indican los espectros de CD obtenidos para la PrP¢
sin glicosilar de estos animales y para la PrP recombinante humana WT [447]. Ademas, se ha
demostrado que los sustratos basados en homogeneizados de encéfalos de estos animales
transgénicos permiten la propagacion de cepas esporadicas humanas sCID MM1 y sCID MM2
mediante PMCA [396]. En segundo lugar, se ha demostrado recientemente la susceptibilidad de este
modelo animal a la infeccidén por un prion recombinante humano obtenido mediante QuIC (Ensayo de
conversion por agitacién, del inglés, Quaking induced Conversion). Los animales desarrollaron signos
neurolégicos aproximadamente a los 500 dias post-inoculacion (dpi) en el primer pase y a los 230 dpi
en el segundo pase en el mismo modelo [447]. Ademas, este estudio también demostré la capacidad
de inducir una enfermedad pridnica en el modelo TgNN6h de la cepa sCID MM1, la cual fue usada
como semilla para generar el prion recombinante humano en QuIC. Por todo ello, unido a las
limitaciones de otros modelos animales existentes para el estudio de priones humanos, se decidio

seleccionar el modelo TgNN6h para testar la capacidad de infeccidn tanto in vitro como in vivo. El
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hecho de que Unicamente las rec-PrP™ humanas M129 fueran capaces de inducir el malplegamiento
de la PrP¢ del homogeneizado de encéfalos de estos animales puede deberse a la barrera polimérfica
existente debida a la V129 de las rec-PrP™ y la M129 de la PrP¢ del modelo. A este hecho hay que
sumarle que este animal transgénico presenta una expresién reducida (0.6x) de la PrP¢ en su SNC, lo
que podria dificultar ain mas la capacidad de propagacién de las rec-PrP™* V129. Por todo ello, mas
que descartar la infectividad de las semillas recombinantes V129, estos datos sugieren que el modelo
TgNN6h no es el mas adecuado para evaluar su capacidad de infeccidn in vivo. Por otro lado, las
diferentes eficiencias a la hora de malplegar la PrP¢ humana sin glicosilar mostradas por las rec-PrP™s
M-E1 y M-E4 podria deberse a la estocasticidad del fendmeno de malplegamiento por PMCA o a
diferencias en las caracteristicas bioldgicas entre ambas, que podrian estar indicando la existencia de
dos cepas. Ademas, la propagacion por PMCA de ambas proteinas malplegadas dio lugar a productos
con diferentes patrones electroforéticos, pudiendo también ser un indicio de diferencias bioldgicas
entre ellas. No obstante, se necesita una caracterizacién mas profunda de las propiedades bioldgicas
de las semillas M-E1 y M-E4 en este modelo para confirmar tales evidencias. Para determinar si
efectivamente se tratan de rec-PrP™* con propiedades bioldgicas diferentes con capacidad de generar
una enfermedad pridnica in vivo, se llevd a cabo la inoculacién intracerebral en animales TgNN6h con
las proteinas obtenidas directamente por PMSA y de los productos adaptados a la PrP¢ del modelo
TgNN6h obtenidos por PMCA. En estos momentos se estd a la espera de observar los primeros signos
clinicos asociados a neurodegeneracion. Los periodos de incubacién obtenidos por Kim vy
colaboradores al inocular el prion recombinante humano obtenido en QuIC [447] hacen que
estimemos largos periodos de incubacién hasta observar los primeros signos clinicos, motivo por el
cual se decidié inocular los productos de PMCA adaptados a la PrP¢ de TgNN6h, dado que podria
provocar un acortamiento de los tiempos necesarios sin implicar un cambio en las propiedades de cada

rec-PrP™* [102].

El otro modelo animal seleccionado para evaluar la capacidad de infeccidn tanto in vitro como in
vivo de las rec-PrP™ humanas obtenidas durante esta tesis doctoral fue el modelo transgénico TgVole.
Este modelo expresa la PrP¢ de topillo rojo con el polimorfismo 1109, una proteina que ha demostrado
propagar practicamente la totalidad de los priones que se manejan habitualmente [410, 411]. Es por
ello por lo que este modelo ha sido ampliamente utilizado tanto in vivo como in vitro mediante PMCA
no solo para el estudio de priones humanos asociados a diferentes EET humanas [408, 448-450], sino
también para el estudio de enfermedades pridnicas de diferentes especies [451-453]. Se trata de un
modelo de gran utilidad para estudiar la capacidad de infeccién de priones recombinantes humanosy
determinar si presentan caracteristicas biolégicas similares a aquellos priones bona fide que han sido

previamente estudiados en este modelo. La propagacidn in vitro de estas proteinas malplegadas por

173



PMCA utilizando homogeneizados de encéfalos de TgVole mostré de nuevo una mayor eficiencia de
las rec-PrP™* M129 en comparacidn con las rec-PrP™* V129. Esto, al igual que las diferencias obtenidas
con el modelo TgNN6h, podria ser indicativo de la existencia de diferencias bioldgicas entre las dos
variantes polimdrficas de rec-PrP™ humanas o deberse también a una barrera de especie mds
restrictiva. Al igual que con las cepas pridnicas humanas bona fide responsables de las diferentes EET
humanas, donde el genotipo y el patrén de movilidad electroforético de cada una de ellas se
correlacionan con las caracteristicas clinico-patolégicas y bioquimicas de cada cepa [247], la existencia
de una metionina o valina en el aminoacido 129 de estas proteinas podria otorgar caracteristicas
bioldgicas particulares a cada variante. Entre ellas, la capacidad o no de infectar un determinado
modelo animal o la menor o mayor eficiencia de infeccién en dicho modelo. Por tanto, los ensayos in
vivo en ambos modelos transgénicos son necesarios para determinar fehacientemente si son priones
bona fide y si existen diferencias biolégicas entre las rec-PrP™* humanas en estudio y, junto con una
mayor caracterizacion in vitro de ellas, establecer si el aminodcido de la posicién 129 es la causa de

dichas diferencias.

La capacidad de causar una enfermedad pridnica in vivo supondria un gran valor afiadido para la
busqueda de compuestos anti-priénicos mediante el método desarrollado, dado que estas semillas
recombinantes mimetizarian con gran fidelidad las caracteristicas bioldgicas de los priones bona fide
responsables de las enfermedades pridnicas humanas, pudiendo ayudar a solventar el problema de la
especificidad de especie y cepa. La adaptacidn de la técnica de PMSA para la obtencién de priones
recombinantes humanos espontdneos abre la posibilidad de obtener un panel de priones
recombinantes humanos mediante la utilizacion de rec-PrP humanas con diferentes caracteristicas. En
este grupo entrarian proteinas con mutaciones puntuales asociadas a la patologia o isoformas
truncadas de la misma, las cuales pueden presentar propiedades bioquimicas y bioldgicas diferentes y
ser reflejo de la variedad de cepas pridnicas humanas bona fide existentes. El cribado de grandes
bibliotecas de compuestos con potencial actividad anti-pridnica basado en un panel de priones
recombinantes humanos en lugar de en uno solo, reduciria significativamente el problema de la
especificidad de cepa, permitiendo ademas avanzar en el conocimiento de las terapias combinadas
para el tratamiento de las EET humanas. Por ello, las rec-PrP™* humanas se adaptaron al procedimiento
de cribado masivo desarrollado para priones recombinantes de topillo rojo [332]. Al ser el objetivo de
esta tesis doctoral la implementacidn de un sistema apto para el cribado masivo de compuestos
especificos para humanos y no el cribado de una biblioteca de compuestos como tal, se decidid llevar
a cabo la adaptacion y prueba de concepto con una de las rec-PrP™ humanas que cumplia las
caracteristicas mas importantes para implementar un sistema de cribado de compuestos: una alta

resistencia a PK con un patrén bioquimico facilmente distinguible y una alta capacidad de propagacion
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tras su dilucidon seriada (al menos 1:107). Sin embargo, dado que conceptualmente el proceso de
propagacion en este formato es similar al formato en el que se han caracterizado todas las rec-PrP™*
humanas y que no existen grandes diferencias entre las rec-PrP™ humanas generadas, cabe esperar
que todas ellas, ademas de las futuras rec-PrP™ que se obtengan mediante esta metodologia, puedan
ser adaptadas con facilidad y sin grandes variaciones en los pardmetros del sistema. La evaluacién de
la capacidad de inhibicién de un compuesto tetrapirrélico del cual sabemos que es capaz de inhibir
eficazmente la propagacion de priones en diferentes especies (resultados pendientes de publicacion)
[294], mostrd que el sistema desarrollado era capaz de detectar compuestos con un elevado potencial
inhibitorio. Ademds, este sistema también se utilizd para evaluar la inhibicidon ejercida por los
compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85, previamente detectados mediante un sistema basado en
PrP recombinante de topillo rojo. La alta capacidad de inhibicién mostrada por el compuesto L2.JM56
en este sistema (1x10° con respecto al control DMSO) concuerda con los datos de inhibicidn obtenidos
por PMCA y PrP recombinante humana, donde también mostré una elevada capacidad de inhibiciéon
(1x103% con respecto al control DMSO). Por otro lado, un dato sorprendente fue la capacidad de
inhibicion mostrada por el compuesto L2.JM85 a 100 uM, dado que todos los datos previos indicaban
una alta especificidad de especie, inhibiendo Unicamente a los priones de oveja a concentraciones
mayores de 100 uM. Es la primera vez que se observa que este compuesto inhibe la propagacién de
una rec-PrP™ humana. Dado que esta inhibicién tuvo lugar sobre un sustrato basado en PrP
recombinante humana, dextrano sulfatado, sales y detergente, no se descarta que la inhibicién
mostrada con la semilla V-EO se vea afectada si se lleva a cabo en presencia de homogeneizado de
encéfalo. Para estudiar cdmo la inhibicidon de la propagacion de la semilla V-EO se ve afectada en
presencia de cofactores del encéfalo, sera necesario previamente poner a punto el sistema de PMCA
para permitir una propagacion eficiente de esta semilla, lo cual basandonos en la experiencia obtenida
durante esta tesis doctoral y a las diferentes capacidades que presentan distintas cepas humanas para
propagar en PMCA [312, 429], puede no ser un proceso trivial. Por dltimo, el compuesto L2.JM33 no
mostré inhibicion de la propagacidn pridnica en este nuevo sistema, lo que podria ser debido a la
menor concentracidn utilizada en comparacién con los estudios previos, sin descartar problemas de

especificidad de cepa.

Tras determinar que ciertos compuestos inhibidores de la propagacion pridnica en otras especies
también eran capaces de ejercer su efecto anti-pridnico en este nuevo sistema de cribado basado en
la rec-PrP™ V-EOQ, se puso a prueba el sistema testando 18 compuestos tetrapirrdlicos con gran
similitud estructural con otros tetrapirroles conocidos, como el TMPyP-Felll o el Tetrapirrol control.
Estas moléculas se seleccionaron también por ser inhibidores de la propagacion pridnica de un prion

recombinante de topillo rojo en un sistema similar. De esta forma, ademas de confirmar la capacidad
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anti-pridnica de estos tetrapirroles utilizando proteina humana, se buscaba identificar aquellos con
distintos comportamientos en cuanto a la especificidad de especie y/o cepa. Cabe destacar que al
tratarse de un numero reducido de compuestos y al ser las primeras pruebas del sistema, la
confirmacién de los resultados derivados de la medicidon con ThT se llevé a cabo mediante Western
Blot, determinando que ambos métodos presentan una sensibilidad similar. Esto se realizé debido al
fendmeno de desactivacién fluorescente o quenching que puede tener lugar en la medicion con ThT.
Y a pesar de ello se cree que el cribado de miles de compuestos se deberia realizar utilizando este
procedimiento frente a la utilizacién de técnicas de immunoblot que presentan una mayor dificultad
técnica y un importante consumo de tiempo. El uso de ThT, a pesar de aumentar los posibles falsos
positivos, permite un cribado rdpido y sencillo, siendo Unicamente necesario confirmar un nimero
reducido de compuestos por Western Blot. Un ejemplo del buen funcionamiento de este
procedimiento es el cribado masivo llevado a cabo en nuestro laboratorio, donde de 2500 compuestos
de partida solo fue necesario realizar Western Blot a 42 de ellos que habian inhibido la propagacién
prionica [332]. La prueba de concepto mostré que la gran mayoria de los tetrapirroles inhibian la
propagacion pridnica, un dato que era de esperar debido a la similitud existente con otros compuestos
con conocida actividad anti-pridnica. Sin embargo, uno de ellos no mostré capacidad de inhibicidn,
posiblemente debido a la especificidad de especie y/o cepa. Por tanto, el cribado de grandes
bibliotecas de compuestos mediante esta nueva metodologia especifica para EET humanas, nos
permitira detectar aquellos con alto potencial para inhibir la propagacién de un prion recombinante
humano, descartando los problemas derivados de la especie de la PrP en estudio. El disponer de un
gran numero de moléculas inhibidoras con elevada semejanza estructural, pero con diferencias en los
grupos funcionales que presentan, nos permitira llevar a cabo estudios de solubilidad,
biodisponibilidad, farmacocinética y farmacodindmica para seleccionar aquellos que se convertirdn en

un futuro tratamiento de las enfermedades pridnicas humanas.

A pesar de que aun no existe un tratamiento efectivo contra las EET humanas y de que muchos de
los compuestos anti-pridnicos hallados in vitro no han mostrado resultados positivos al ser testados
mediante sistemas alternativos como los modelos in cellula, o en modelos in vivo o incluso en humanos
mediante ensayos clinicos, las estrategias basadas en la busqueda de pequefias moléculas capaces de
inhibir la propagacion pridnica constituyen una de las aproximaciones experimentales mas exploradas
en el campo de la enfermedades pridnicas [60, 294, 386, 424, 454, 455]. La falta de conocimiento de
los mecanismos de propagacidn, neurotoxicidad y dispersidn de los priones por el organismo, asi como
el desconocimiento de la estructura tridimensional de la entidad infecciosa, dificultan en gran medida
el disefio racional de nuevas estrategias terapéuticas. Esto aplica a todo tipo de aproximaciones

encaminadas a prevenir o disminuir la neurodegeneracidn asociada a las EET humanas o a bloquear la
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neuroinvasién de los priones mediante el uso de anticuerpos, compuestos neuroprotectores o
mediante otras estrategias basadas en terapia génica como la reduccidn de los niveles de expresion de
PrP¢ en el SNC. El uso de anticuerpos contra las EET humanas ha sido y es objeto de estudio,
encontrandose uno de ellos, denominado PRN100, actualmente en evaluacion a través de un estudio
basado en medicina experimental [348]. Lamentablemente, hasta la fecha no se han obtenido
resultados positivos en dicho estudio y ningun otro anticuerpo disefiado para las EET humanas ha
alcanzado la practica clinica. Ademas, esta estrategia presenta algunas limitaciones importantes, como
el posible efecto neurotéxico de determinados anticuerpos dirigidos contra regiones especificas de la
PrP [350, 351] o la dificultad de atravesar la barrera hematoencefalica. Por otro lado, recientemente
se han publicado los avances obtenidos en el estudio de la terapia con oligonucledtidos antisentido en
la que trabajan Minikel y colaboradores [354, 355]. A pesar de ser una estrategia prometedora aun se
encuentra en fase de desarrollo, habiéndose probado en modelos animales pero a la espera de ser
testados en humanos mediante un ensayo clinico. Ademas, existen ciertas incégnitas relacionadas con
este tipo de terapias encaminadas a reducir la expresidon de la PrP¢, ya que esta se trata de una proteina
ubicua y conservada a lo largo de la evolucion, por lo que, aunque aun desconozcamos con certeza las
funciones fisioldgicas que desempeiia, los posibles efectos fisiolégicos adversos debido a la reduccién
o eliminacion de esta proteina en humanos son desconocidos, aun habiéndose confirmado que
parecen ser minimas en determinados modelos animales [208, 456, 457]. Por todo ello, la busqueda
de compuestos capaces de inhibir la propagacién pridnica constituye una de las estrategias mas
populares, dado que no requiere conocer los aspectos neurobiolédgicos de los priones o su estructura
tridimensional para determinar el potencial anti-pridnico de las moléculas en estudio. Se basan en
predecir las propiedades anti-pridnicas de compuestos generalmente de pequefio tamafo basandose
en la capacidad de unirse directamente a la PrP¢ y/o PrP* o de interferir en la interaccién PrP¢— Prps*
[379]. La capacidad de las técnicas in vitro de propagacién de priones de mimetizar en un tubo de
ensayo el evento de malplegamiento que tiene lugar en el SNC permite evaluar el potencial inhibitorio
de un compuesto determinado, a pesar de desconocer el mecanismo exacto por el cual ejerce dicha
inhibicidn. El desarrollo de sistemas in vitro para el cribado masivo de grandes bibliotecas de
moléculas, como el desarrollado durante esta tesis doctoral, permitira detectar una gran cantidad de
moléculas, con alta variabilidad funcional y estructural, y su posterior estudio en modelos mas
cercanos a la fisiologia humana, como los sistemas in cellula e in vivo, revelaran los posibles
mecanismos por los que actdan. Teniendo en cuenta que la terapia combinada puede ser de gran
utilidad para el tratamiento de estas patologias, no solo por el uso de multiples compuestos que eviten
el malplegamiento de la PrP%, sino también por el uso combinado con estrategias terapéuticas con
diferentes enfoques, encontrar un mayor nimero de moléculas anti-pridnicas gracias a los sistemas in

vitro aumentara las posibilidades de desarrollar una terapia efectiva contra las EET humanas.
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Durante las dos ultimas décadas, se han desarrollado diferentes estrategias de cribado masivo
basadas en una gran variedad de metodologias. Los primeros sistemas in vitro que se utilizaron para la
busqueda de compuestos se basaron en modelos celulares de infeccién pridnica [295, 458] o en
priones de levaduras [459], radicalmente diferentes a los priones de mamifero. Ademas del desarrollo
de estos diferentes sistemas in vitro, se han aplicado diversas técnicas biofisicas a la busqueda de
compuestos anti-priénicos, como por ejemplo la resonancia de plasmones superficiales (SPR, del
inglés, Surface Plasmon Resonance) [460], la espectroscopia de correlacion de fluorescencia [461, 462]
o sistemas computacionales in sillico [463]. Sin embargo, estos sistemas se basan en la unién o
interaccion de la molécula en estudio con la PrP en su conformacidn nativa, pero no permiten estudiar
de forma directa la disminucion o inhibicién de la propagacidn pridnica, dado que solo pueden detectar
interacciones entre los compuestos y la PrP. Por tanto, si la unién de la molécula a la PrP no evita el
proceso de malplegamiento dado que no consigue estabilizar su forma nativa o no consigue interferir
en su interaccidn con la PrP*¢ a pesar de unirse a la PrP, no mostrara propiedades anti-pridnicas en los
distintos modelos utilizados, aumentando por tanto el nimero de compuestos que en la practica
deben considerarse falsos positivos. Tras detectar aquellos compuestos que interaccionan con la PrP
es necesario un flujo de trabajo basado en sistemas in vitro de propagacion de priones, modelos
celulares y modelos in vivo para determinar fehacientemente la capacidad anti-pridnica de estos
compuestos [464]. Sin embargo, la utilizacién de sistemas de propagacién de priones como la PMCAy
la PMSA, los cuales pueden ser de eleccion para validar aquellos compuestos detectados mediante
técnicas biofisicas e in sillico, permiten medir directamente el efecto del compuesto sobre el
malplegamiento pridnico. Esta caracteristica permite detectar aquellos que interaccionen con la PrP*
y no solo con la PrP¢ o rec-PrP, como los métodos previamente mencionados. Dentro de los sistemas
in vitro de propagacion pridnica existen también diferentes métodos, siendo los principales la PMCA 'y
la RT-QuIC, que también han sido utilizados para la busqueda de compuestos con actividad anti-
pridnica [316, 326]. Sin embargo, aunque la RT-QuIC ha demostrado gran utilidad para la busqueda de
compuestos inhibidores, dada su escalabilidad y posibilidad de automatizacién, el dar lugar a
productos no infecciosos in vivo [325] supone una importante limitacién, dado que algunos inhibidores
de la formacién de este tipo de agregados amiloides podrian no ser efectivos frente a los priones bona
fide. Por el contrario, la PMCA, que si propaga priones infecciosos, presenta limitaciones técnicas para
el cribado masivo, siendo mas dificil de automatizar y requiriendo equipos de elevado coste. Por tanto,
el desarrollo de la PMSA, un sistema facilmente escalable, capaz de propagar eficientemente priones
recombinantes bona fide y su adaptacién para la obtencion de rec-PrP™ humanas, llevada a cabo
durante esta tesis doctoral, permitird aunar las principales caracteristicas que debe poseer un sistema
in vitro de cribado masivo: estar basado en priones bona fide, permitir procesar miles de muestras en

un corto periodo de tiempo y ser especifico para la especie en estudio.
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Finalmente, durante esta tesis doctoral se quiso explorar una nueva metodologia de propagacién
pridnica in vitro, la cual se basa en la capacidad de adsorcidn a diferentes materiales y superficies que
presentan los priones y que ya ha sido previamente explorada y utilizada por otros investigadores y en
nuestro laboratorio con priones recombinantes de otras especies (resultados pendientes de
publicacidon). Se ha demostrado que los priones se adsorben con gran avidez a superficies metalicas,
manteniendo su capacidad de infeccidn in vivo [465, 466] e in cellula [467]. A partir de estos
descubrimientos, se ha utilizado esta capacidad de los priones de unirse a superficies metalicas para
mejorar la deteccién de priones en cantidades minimas de muestra mediante PMCA [414], RT-QuIC
[415] y modelos celulares [413], asi como para evaluar nuevos métodos de descontaminacion pridnica
[468-470]. Los estudios de descontaminacién de priones adsorbidos a superficies metdlicas son de gran
importancia dado que se han reportado casos de iCJD debido a la reutilizacion de material quirudrgico
contaminado [471]. Por tanto, esta nueva metodologia de propagacidon pridnica basada en la
utilizacion de particulas esféricas con rec-PrP™* de diferentes especies adsorbidas a su superficie como
semilla, entre ellos rec-PrP™ humana, ofrece una forma facil y eficaz de evaluar la capacidad de
descontaminacién de una gran variedad de productos (resultados pendientes de publicacién). Este
mismo principio se aplica en esta tesis a la deteccion de compuestos con actividad anti-pridnica,

ofreciendo algunas ventajas respecto al ensayo basado en diluciones seriadas.

La demostracion de que las rec-PrP™ humanas obtenidas espontdneamente se adsorben
eficientemente a las particulas esféricas de zirconio — silice manteniendo todas sus caracteristicas, ha
permitido el desarrollo de un sistema alternativo de cribado masivo. La gran versatilidad de esta
metodologia, asi como el facil manejo de las muestras pridnicas en formato de particulas esféricas
adsorbidas unido a la sencillez de los sustratos necesarios para la PMSA y los equipos basicos utilizados,
hace que esta nueva metodologia de PMSA pueda implementarse facilmente en otros laboratorios con
medidas basicas de seguridad para el trabajo con agentes patégenos. La escalabilidad de la PMSA hace
que la produccidn de grandes cantidades de particulas adsorbidas con rec-PrP™* sea facil y rapida,
requiriendo una Unica ronda de PMSA para su obtencion. Esto permite la generacion de grandes lotes
de particulas esféricas adsorbidas para su distribucién en un formato “listo para usar”, lo que implica
una minima manipulacién de la muestra pridnica del investigador que las adquiera y una alta
reproducibilidad de los resultados en cualquier laboratorio. Todo esto, unido a la sencillez del método
de visualizacidn de los resultados, basado en espectroscopia de fluorescencia gracias a la ThT, para la
cual no es necesaria la digestién de la muestra con proteinasa y tampoco la utilizacién de técnicas de
immunoblot que implican una mayor manipulacidn de la muestra y una mayor dificultad técnica, hace
que el cribado masivo de bibliotecas de compuestos con potencial anti-pridnico se pueda distribuir e

implementar de una forma sencilla en muchos laboratorios. Esto tiene una gran relevancia, dado que
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supondria la democratizacion de una técnica de propagacién de priones in vitro apta para la busqueda
de terapias contra las EET humanas, ayudando a potenciar sin la necesidad de técnicas de gran
complejidad, no solo la busqueda de compuestos anti-pridnicos, sino otros campos de investigacion
dentro de las enfermedades pridnicas, como los estudios de descontaminacién, barrera de
transmisién, etc. Ademads, frente al sistema in vitro de cribado de compuestos mediante diluciones
seriadas de la semilla, esta metodologia basada en particulas esféricas con rec-PrP™* adsorbidas, ofrece
una elevada sensibilidad, como demuestra el hecho de haber detectado actividad anti-priénica a
concentraciones menores de los compuestos. Este incremento de sensibilidad podria conllevar un
aumento de la capacidad de este sistema para detectar compuestos con menor potencial inhibitorio,
como el Tetrapirrol 13. La sensibilidad y capacidad del sistema para detectar compuestos con
diferentes potenciales inhibitorios son parametros facilmente ajustables mediante la realizacién de
ensayos a distintos tiempos y menores concentraciones. La utilizacién de rondas de PMSA de menor
duracion ha permitido detectar diferencias entre el Tetrapirrol control y el Tetrapirrol 8 a
concentraciones bajas de ambos, mostrando que estos compuestos presentan eficacias anti-pridnicas
diferentes. La reduccion de la concentracidn del Tetrapirrol 13 ha permitido confirmar que no inhibe
la propagacidén pridnica a determinadas concentraciones, como demuestra su comportamiento a 50y
10 uM. Los posibles falsos positivos de compuestos no inhibidores mediante este sistema podria
deberse a que las particulas esféricas utilizadas como semilla equivalen a diluciones mayores de las
semillas en formato liquido, encontrandonos en el limite del sistema para detectar inhibidores a
concentraciones altas. Por tanto, queda demostrado que este problema se solventa con una reduccion
de la concentracién de los compuestos, lo que a su vez supone una ventaja debido al menor gasto de
material que conlleva. Esta nueva metodologia presenta, por tanto, ademas de gran reproducibilidad,

una gran versatilidad.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

CONCLUSIONES

Tras la modificacidn de los pardmetros clave se ha optimizado la metodologia de propagacién
de priones in vitro para adaptarla al uso especifico de PrP recombinante humana.

La optimizacidn de esta metodologia de propagacidn in vitro ha permitido obtener por primera
vez PrP recombinantes humanas malplegadas de forma espontanea por PMSA.

La caracterizacion bioquimica de estas proteinas ha demostrado que presentan las
propiedades esperadas para un prion bona fide. Los resultados sugieren que podrian tratarse
de diferentes conférmeros.

La adaptacién de una de las PrP recombinantes humanas malplegadas al sistema de cribado
masivo ha mostrado una buena capacidad para detectar compuestos anti-pridnicos
previamente identificados mediante el ensayo basado en proteina recombinante de topillo
rojo.

Una prueba de concepto realizada con el nuevo sistema utilizando un panel de compuestos
tetrapirrdlicos ha demostrado su validez para la deteccién de compuestos especificos frente a
las EET humanas.

El cribado especifico de compuestos frente a las EET humanas ha revelado que seis de los
dieciocho tetrapirroles estudiados presentan una menor o nula actividad anti-pridnica en
comparacién con la mostrada en el sistema basado en priones recombinantes de topillo rojo.

La propiedad de las PrP recombinantes humanas malplegadas de adsorberse a la superficie de
particulas de zirconio — silice ha permitido desarrollar una metodologia alternativa de
propagacion de priones in vitro adaptable al cribado masivo de compuestos anti-priénicos.

La evaluacién de la metodologia alternativa utilizando algunos de los compuestos
tetrapirrdlicos anteriores ha demostrado que presenta una sensibilidad y especificidad similar
al sistema de cribado masivo basado en diluciones seriadas para la deteccion de compuestos
anti-pridnicos.

La metodologia desarrollada para la obtencién de PrP recombinantes malplegadas humanas
junto con el disefio de nuevos sistemas para el cribado masivo es una herramienta de gran
utilidad para la deteccién de compuestos especificos que potencialmente se convertirdn en
una terapia frente a las EET humanas.
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