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RESUMEN

Recientes investigaciones han demostrado que el malplegamiento proteico es la principal
causa subyacente de las enfermedades neurodegenerativas mas prevalentes. Hasta la fecha,
el mayor conocimiento recopilado sobre las bases moleculares del malplegamiento proteico,
lo recogen las investigaciones acerca de la proteina priénica, una glicoproteina de membrana

con tendencia al malplegamiento.

En condiciones especificas, dicha proteina puede adquirir una conformacion aberrante de
naturaleza amiloide, causante de un grupo de patologias llamadas encefalopatias
espongiformes transmisibles. El desarrollo de estas patologias implica largos periodos de
incubacion, pero una vez comienzan los signos clinicos, la resolucion es fatal en todos los

casos.

En este trabajo de fin de grado se han aportado nuevos datos para un tipo de estrategia
terapéutica basada en proteinas pridnicas recombinantes dominantes negativas. Es decir,
proteinas pridnicas que, debido a mutaciones singulares, presentan resistencia al
malplegamiento e inhiben el mismo en proteinas pridnicas susceptibles. Mediante el uso de
la amplificacion por agitacion del malplegamiento proteico, una técnica in vitro de generaciéon
de priones, se evalu6 la tendencia al malplegamiento de la proteina pridénica de Myodes
glareolus con siete mutaciones basadas en prolina: T107P, R136P, R164P, N170P, T191P,
Q212P y E227P. Ninguna mutacién resultd en proteinas resistentes al malplegamiento
espontdneo. Aun asi, la proteina pribnica que poseia la mutacion R164P resistié el
malplegamiento inducido por seis cepas pridnicas distintas, indicando una posible capacidad

dominante negativa.



ABSTRACT

Recent research has confirmed that protein misfolding is the principal cause underlying the
most prevalent neurodegenerative diseases. To date the greatest knowledge gathered about
the molecular basis of protein misfolding is on the prion protein, a misfolding prone cell-surface

glycoprotein.

Under certain conditions, the latter protein can acquire an aberrant amyloid conformation that
causes a group of pathologies known as transmissible spongiform encephalopathies. The
development of these pathologies implies long incubation periods but, once clinical signs arise,

the resolution is in all cases fatal.

This final degree thesis has provided new evidence for a therapeutic strategy based on
dominant negative recombinant prion proteins, that is, prion proteins which, due to singular
mutations, are able to resist protein misfolding and are able to inhibit the misfolding of other
susceptible prion proteins. Through the use of protein misfolding shaking amplification, a prion
generating in vitro technique, the misfolding proneness of seven proline-based mutated
Myodes glareolus prion proteins was evaluated: T107P, R136P, R164P, N170P, T191P,
Q212P and E227P. No mutation produced spontaneous misfolding resistant proteins. Even
so, the prion protein that possessed the R164P mutation withstood induced misfolding by six

different prion strains, indicating possible dominant negative properties.



ABREVIATURAS
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Proteinasa K.

Amplificacion ciclica del malplegamiento proteico, del inglés, protein misfolding

cyclic amplification.

PMSA

Amplificacion por agitacion del malplegamiento proteico, del inglés, protein

misfolding shaking amplification.
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PRNP
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Conformacion aberrante amiloide de la proteina priénica celular.
Reticulo endoplasmatico.
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Proteina pridnica recombinante resistente a proteinasa K.

Resonancia magnética nuclear.
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Sistema nervioso periférico.
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Alanina.
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Aspartato.
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A todos los que me han permitido llegar hasta aqui.



1 INTRODUCCION

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (EET), también conocidas como
enfermedades pridnicas, son un grupo de patologias raras, progresivas y de desarrollo fatal
gue afectan al sistema nervioso de un amplio conjunto de seres vivos, destacando a los
cérvidos, bévidos y al ser humano (1). Las EET poseen al malplegamiento proteico como
hecho etiologico fundamental (2). Estas enfermedades estan definidas por el malplegamiento
de la proteina priénica celular (PrP€), una glicoproteina de membrana, en una nueva isoforma
aberrante (PrP>¢) neurotdxica que tiende a la agregacion en forma de fibras amiloides (3).
Debido a esta razon, las enfermedades pridnicas recuerdan a otras enfermedades
neurodegenerativas mas prevalentes, como la enfermedad de Alzheimer (EA) o la
enfermedad de Parkinson (EP), pero a diferencia de estas, las EET se consideran Unicas por
su cardcter infeccioso. Junto con la EA y la enfermedad de EP, las EET son las patologias

caracterizadas por proteinas malplegadas mas estudiadas (4).

1.1 Encefalopatias espongiformes transmisibles: perspectiva histérica y descripcion

general

La historia del descubrimiento del agente etiolégico de las EET ha ido acompafada de la
serendipia. En el afio 1959, la casual visita de un veterinario americano, William J. Hadlow, a
una exposicion en Reino Unido sobre una enfermedad rara tropical llamada kuru, marcé un
antes y un después en las investigaciones sobre EET (5). Hadlow se percatd de que el kuru
—una enfermedad neurodegenerativa, exclusiva de un grupo étnico canibal de Papua Nueva
Guinea— presentaba un perfil histopatoldgico similar a una enfermedad infecciosa animal de
etiologia desconacida, la tembladera ovina o scrapie (anglicismo del verbo inglés “scrape”,
raspar). Los trabajos iniciales de Hadlow, dieron pie a muchos otros estudios sobre estas
patologias y se relacion6 la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob (ECJ), otra neuropatia de
etiologia desconocida descrita en 1920, con el kuru y scrapie. En aquellos momentos, se
especulé sobre un virus lento como el causante de estas patologias, aunque no se

encontraron evidencias sélidas al respecto (6).

En los afios 80, se llevaron a cabo muchos esfuerzos para descubrir el agente causal de las
EET. Contra toda opinidén publica, en el afio 1982, Stanley B. Prusiner defendié la hipétesis
de que las enfermedades pridnicas estaban causadas por ‘pequefias particulas proteicas
infecciosas”y no por virus (7). De tal manera, defini6 el término prion (acronimo derivado de
proteina e infeccién) y reté al mundo de la biologia, declarando que los procesos infecciosos
podian ocurrir desprovistos de organismos complejos o0 4cidos nucleicos. Esta idea se conoce
como hipoétesis de solo proteina (8) e hizo a S. B. Prusiner merecedor del premio Nobel de

Medicina del afio 1997. Tiempo después, se descubrié que la proteina pridnica presente en



enfermos de EET, diferia estructuralmente de la de individuos sanos. Asi, hoy en dia esta
ampliamente aceptado que las EET ocurren por el malplegamiento de la nativa PrP¢ en la

aberrante PrPSse,

Las EET humanas mas relevantes son el kuru, la ECJ, el sindrome de Gerstmann-Straussler-
Scheinker, el insomnio familiar fatal y la prionopatia variable sensible a proteasas (9). Estas
patologias poseen en comuin diversas manifestaciones clinicas con otras enfermedades
neurodegenerativas, como la EA y la EP. Mioclonia, ataxia, insomnio, demencia progresiva y
rigidez postural son algunos signos que estas enfermedades comparten (10). Aun asi, las EET
poseen tres marcadores histopatoldgicos cerebrales exclusivos, que las diferencian del resto:
espongiosis, gliosis y deposiciones amiloides fibrilares (11). Notablemente, las EET se
clasifican como esporadicas, adquiridas o heredades, dependiendo de su etiologia. En la

actualidad, la EET humana mas prevalente es la ECJ en su forma esporadica.
1.2 PrP¢: Biologia molecular y fisiologia de la proteina

La PrP® humana esta codificada en un gen de copia Unica llamado PRNP (loci 20p13) que
contiene dos exones y un intrén, con el marco abierto de lectura continuo contenido en uno
solo de sus exones (12). La PrP° se expresa constitutivamente por todo el organismo, pero
presenta una mayor presencia en el sistema nervioso y linforeticular (13). Su biosintesis esta
caracterizada por un importante proceso de maduraciéon, que comienza en el reticulo
endoplasmatico (RE) y acaba -por la via secretora- en el anclaje del péptido a la parte externa
de la membrana celular (14). El proceso de maduracion se encuentra definido por tres
modificaciones postraduccionales que ocurren a nivel del RE: eliminacion de un péptido sefial,
N-glicosilacién de asparaginas y conjugacion de un anclaje glicosilfosfatidilinositol (GPI) en el
extremo C-terminal. Asimismo, la PrP¢ es transportada al aparato de Golgi, donde sus
glicanos y anclaje GPI reciben modificaciones adicionales, que permiten la promocion del
péptido a la bicapa celular externa. Debido a estos hechos, la PrP¢ es una glicoproteina fijada

mediante un anclaje de GPI en la membrana externa (15).

Las funciones fisiolégicas de la PrP¢ no estan del todo definidas y distintos modelos animales
transgénicos con el gen PRNP noqueado (PRNP”) han demostrado alteraciones
practicamente imperceptibles salvo a edades avanzadas (16,17). La PrP¢ puede poseer un
papel neuroprotector en el sistema nervioso periférico (SNP), ya que algunos modelos
murinos PRNP” muestran neuropatias periféricas (18) indicativas de que la PrP¢ podria
intervenir en el proceso de mielinizacion periférico (19). El mantenimiento de los ritmos
circadianos es otra funcion posible de la PrP¢. Modelos animales PRNP”- muestran patrones

irregulares de suefio, con una clara dominancia de suefio de fase 3 (20, 21).



1.3 Propiedades fisicoquimicas de la PrP¢y Prpsc

Aunque la PrP€ y la PrPS¢ coinciden en su estructura proteica primaria, sus estructuras
secundarias y terciarias presentan sorprendentes diferencias (22), que explican el contraste
observado al comparar las propiedades fisicoquimicas de ambas isoformas (23-25). Mientras
que la nativa PrP® es una proteina hidrosoluble sensible al tratamiento con proteasas, la
aberrante PrP>¢ no es soluble en agua y resiste muchos tipos de inactivacién, como la
radiacion ultravioleta (23), tratamientos de alta temperatura (24) y digestiones con proteinasa-
K (proteasa) (25). Diversos ensayos por dicroismo circular definen que ambas isoformas se
caracterizan por mostrar distinto contenido de estructura secundaria hebra-f3 (~2% en la nativa
PrPC¢y ~40% en la aberrante PrPs°) (22).

1.4 PrPC: Estructura de laisoforma nativa

La PrP€ humana madura es una pequeiia proteina extracelular de 208 aminoéacidos (aa), que
posee una masa molecular aproximada de 35 kDa (8). La secuencia de la PrP¢ se divide en
dos zonas, la region flexible y el dominio globular, que poseen distintas propiedades dinamicas
y estructurales (26). La region flexible se encuentra en el extremo amino (aa 23-124) y el

dominio globular en el extremo carboxilo (aa 125-230) (Figura 1).

La region flexible es una zona sin estructura definida (random coil) que contiene diversos
motivos aminoacidicos caracteristicos, como un octapéptido repetido (PHGGGWGQ, aa 51-
91) (27). Este motivo se conoce como octarepeticion (OR) y su nimero varia dependiendo de
la especia estudiada entre 4 y 6, la PrP¢ humana posee 5 OR. Adicionalmente, la region
flexible posee diversos grupos de aminoacidos cargados e hidréfobos. Por otro lado, el
dominio globular esta conformado por estructuras secundarias estables y filogenéticamente
conservadas (28). Se ha podido determinar por resonancia magnética nuclear (RMN) que el
domino globular de la PrP¢ esta constituido por tres hélices-a (Hi, H2 y Hs) y dos hebras-8
antiparalelas (S: y S2) (29). La estructura terciaria de la proteina se consigue con el
reordenamiento de las estructuras secundarias en el dominio globular. Una de las principales
interacciones intramoleculares que permiten este evento, es el establecimiento de un puente
disulfuro entre cisteinas presentes en H, y Hs (30) que estabiliza el domino globular entre el
aminodcido 179 y 214. Adicionalmente, destacan dos residuos de asparagina que actlan
como sitio de N-glicosilacion (aa 181 y 197), permitiendo la formacién de PrP¢ mono-, di- y

no- glicosilada, y un residuo de serina que actiia como sitio de anclaje GPI (aa 230) (31).
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Figura 1: Estructuray esquema de los motivos relevantes de la PrP¢ humana (PDB 1QLX). Un péptido sefial
reside en el extremo amino terminal, eliminado después de la maduracion. CC1 y CC2 muestran grupos de
aminoé&cidos basicos. OR indica la region de las octarepeticiones. HC representa un conjunto de aminoéacidos
hidréfobos. S-S muestra el puente disulfuro y CHO los sitios de N-glicosilacion. Las bandas verdes representan las
hebras-B y las rojas las a-hélices. GPI indica el sitio de conjugacion del ancla. Los numeros describen la posicion
aminoacidica de las anteriores estructuras. Adicionalmente, el modelo tridimensional de la molécula permite una
vision global. H1, H2, H3, S1y S2 definen las estructuras secundarias y siguen el anterior esquema de color rojo
y verde. Los extremos amino y carboxilo estan respectivamente indicados con marcador azul y amarillo. Una enlace

amarillo entre H2 and H3 muestra el puente disulfuro (25, 28).

1.5 PrPS¢: Estructura de la isoforma aberrante, amiloides fibrilares y modelos

estructurales

A la hora de elucidar la estructura de la PrP*°, la labor de bidlogos estructurales y biofisicos
siempre ha estado dificultada por su escasa solubilidad en agua, su tendencia a la agregacion
y su heterogeneidad ultraestructural (32). La isoforma PrP¢ se puede comprender como un
monoémero que, en proximidad de moléculas nativas, es capaz de autopropagarse por
induccion del malplegamiento de PrP€. Quimicamente, las moléculas de PrP>¢ actian como
promotores de un proceso de polimerizacion, que finaliza en la formacion de estructuras
fibrilares (33). Brevemente, las fibras priénicas son polimeros de PrPS¢. La conversion de la

PrPC en la PrPS¢ se acomparia de un destacado aumento en el contenido de hebras-B (22).



Teniendo en cuenta todo esto, las fibras de PrPS se pueden definir como amiloides,
agregados proteicos insolubles en agua que poseen una alta proporcién de hebras-p (34). La
formacion de amiloides es otra caracteristica que acerca las EET a otras enfermedades

neurodegenerativas mas prevalentes (EA y EP).

Se han desarrollado diversos andlisis para proponer un modelo estructural de las fibras de
PrPSc. Hasta hallazgos recientes, aun pendientes de revision, dos modelos estructurales se
consideraban como posibles arquitecturas de las fibras; el modelo del solenoide de cuatro
pisos (4RBS, del inglés four-rung B-solenoid) y el modelo de laminas-B intermoleculares
paralelas en registro (PIRIBS, del inglés parallel-in-register intermolecular §-sheet). Ambos
modelos diferian en gran medida a la hora de explicar la estructura basica de los amiloides
fibrilares. Por un lado, el modelo 4RBS defendia la hipdtesis de que la PrP€ malplegaba en
una estructura solenoidal, en la que cada monémero de PrPS¢ adquiria la estructura de una
hélice de cuatro giros (35) (Figura 2A). A su vez, el modelo asumia que cada fibra estaba
compuesta por dos protofilamentos, dando lugar a una fibra simétrica entrelazada. Por el
contrario, el modelo PIRIBS postulaba que cada monémero de PrPS¢ adquiria una
conformacion pseudolineal, en la que cada mondémero formaba parte de una seccion de la
fibra amiloide (36). Por lo tanto, la arquitectura PIRIBS hipotetizaba una fibra amiloide
asimétrica (Figura 2B). Resumidamente, cada modelo explicaba las secciones de la fibra de

PrPS¢ como monomeros helicoidales (4RBS) o planos (PIRIBS).
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Figura 2: Arquitectura 4RBS y PIRIBS. A. 4RBS sostiene que los monémeros de PrPSc se estabilizan en una
estructura helicoidal de cuatro pisos (34). B. Actualizaciones recientes por crio-EM han revelado que el modelo
PIRIBS es la estructura legitima que compone los amiloides prionicos (36). C. Nuevos mapas de densidad
crioelectronica definen el amiloide priénico como una hélice levégira formada por monémeros asimétricos no

coplanarios (36).



Recientes investigaciones por criomicroscopia electronica (crio-ME) han proporcionado un
fuerte respaldo experimental a la arquitectura PIRIBS, habiendo -por primera vez- elucidado
estructuralmente fibras de PrPS¢ purificadas de encéfalos de animales afectados por EET (37).
Nuevos mapas de densidad crioelectronica publicados en febrero de 2021 (Figura 2C), han
demostrado que las fibras de PrP>¢ son hélices levogiras formadas por monémeros basados
en un sistema de once hebras-3, con notables implicaciones para el proceso de conversion
de la PrPC€.

1.6 Propiedades exclusivas de la PrPS¢: Fenémeno de cepay barrera de transmision

El fenémeno de cepa es uno de los eventos mas desconcertantes descritos en la biologia de
los priones, y es en gran parte el motivo de la gran heterogeneidad clinica, anatomopatolégica
y bioquimica que caracteriza a las EET (38). Un inéculo de fibras de PrPS¢ procedente de un
mismo hospedador, puede generar distintos fenotipos de EET en nuevos huéspedes. Una
cepa priénica (analogia de cepa virica) se define como un inéculo de fibras de PrPS¢, que
genera -consistentemente- EET con unas caracteristicas fisiopatoldgicas determinadas (ej.
periodo de incubacioén, perfil histopatoldgico y tasa de letalidad). Al originarse de una misma
molécula de PrPC, las cepas pridnicas se pueden entender como distintas conformaciones

estructurales de PrPS¢ adquiridas durante el proceso de malplegamiento (39).

Cepas pridnicas
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Figura 3: Cepas priénicas y barrera de transmisidon: Las cepas pridnicas se definen como distintas
conformaciones estructurales de una misma PrPS¢ que causan fenotipos distintos de EET. La transmision de EET
entre especies esta limitada, pero ocurre cuando las PrPC de dos especies pueden dar lugar a una misma cepa.
En la figura, la especie Ay la especie B producen la misma cepa pridnica, por lo que la transmision interespecifica
podria ocurrir. Por otro lado, la transmisién a la especie C esta limitada por una barrera de transmision al no

producir ninguna cepa propia de la especie A o B (38-40).

Aunqgue algunas enfermedades priénicas puedan ser transmitidas entre especies, el evento
no ocurre con frecuencia, y la transmisibilidad global de las fibras de PrPS¢ se encuentra
limitada entre especies (40). Este hecho se conoce como barrera de transmision y puede ser
explicado por el fendmeno de cepa. Unicamente un huésped aceptara una cepa prionica, Si
su nativa PrP€ producira dicha cepa. La barrera de transmisién se puede entender como un

equilibrio entre las cepas de PrPS¢ permitidas entre distintas especies (41). No obstante,



determinadas PrP® pueden interactuar con cepas pridnicas mediante un proceso de
adaptacion, resultando en EET con tiempos de incubacion mayores y menores tasas de

letalidad. Asi, surgen fendmenos de adaptacién que dan lugar a nuevas cepas (Figura 3).
1.7 PrP¢dominantes negativas: estrategia terapéutica frente a las EET

Asi pues, no todas las PrP¢ presentes en la naturaleza poseen la misma tendencia al
malplegamiento. Diversos animales presentan polimorfismos en su PRNP, que confieren un
menor o mayor grado de resistencia a la conversion de su PrP¢ en PrPS¢, En ocasiones, dichas
variaciones genéticas resultan en una total resistencia al malplegamiento, por tanto, dotan al
individuo de inmunidad frente a las EET. En otras ocasiones, la reducida susceptibilidad al
malplegamiento se reserva a determinadas cepas pridénicas. Aun asi, no se conoce con total
detalle por qué determinados polimorfismos inducen resistencia. En la actualidad, se cree que
todo recae en la compatibilidad entre la estructura tridimensional de la PrP€ y PrPSc, Un
polimorfismo capaz de reducir la funcionalidad normal de una proteina, se conoce como
polimorfismo dominante negativo (42). De tal manera, adaptando esta terminologia al area de
los priones, aquellas PrP¢ con polimorfismos que reduzcan su tendencia al malplegamiento y
que, ademas, por competicion puedan llegar a inhibir la conversién de otra PrP¢ susceptible,

se denominan proteinas pridénicas dominantes negativas (DN).

Dada la naturaleza del agente causal de las EET, en especial por su resistencia a los métodos
clasicos de eliminacién de patégenos, la posibilidad de disefiar PrP¢ sintéticas basadas en
dominancia negativa es de gran interés. Existen diversas estrategias a la hora del disefio de
PrPC DN. Notablemente, una posible estrategia seria limitar la formacién de hebras-B en la
PrPsc, utilizando mutaciones que, por impedimento estérico, imposibiliten dicha estructura

secundaria (mutaciones basadas en glicina o prolina) (43).
1.8 Modelo animal de EET: PrP€ de Topillo rojo (Myodes glareolus)

A diferencia de muchos otros animales, el topillo rojo (Myodes glareolus) -un pequefio roedor
cricétido- es especialmente susceptible a sufrir EET. Tanto de manera espontanea, como
inducida por inoculacion in vivo de PrPs¢ interespecifica, los topillos rojos tienden a sufrir
enfermedades pridnicas. Debido a este hecho, M. glareolus es considerado un aceptor
universal de priones (44). La predisposicion de este animal por las EET es debida a la
secuencia aminoacidica de su PrP€, que acepta conformaciones susceptibles al proceso de
malplegamiento. Por estas razones, la proteina de M. glareolus es un modelo canénico de
PrP¢ con tendencia al malplegamiento y, por ello, de especial interés a la hora de evaluar la

capacidad de potenciales PrP® DN.



1.9 Sistemas in vitro de generacion de priones (PMCA, PMSA y RT-QuIC)

La naturaleza infecciosa de las fibras de PrPS¢ es limitante a la hora de estudiar el fenémeno
de malplegamiento. Esta idea, junto con el coste y dificultad de estudios basados en modelos
animales o celulares, promovié en el afio 2001 el concepto de sistemas acelulares como
herramientas para el estudio de las EET (45). En estas técnicas, el malplegamiento pridnico
se reduce a un evento quimico, en el que la conversién y polimerizacion de la PrP>¢ obedece
las leyes puras de la termodindamica. Mediante una introduccién exdégena de energia cinética
en el sistema (ej. movimiento o sonicacion), las fibras de PrP¢ espontaneamente adquieren la
conformaciéon PrPs¢, y de manera auténoma, polimerizan en las fibras amiloides.
Anéalogamente, muestras purificadas de PrP¢ inoculadas con fibras de PrPS¢, aceptaran dicha
energia cinética y las fibras podran actuar como “semillas” del proceso de malplegamiento, es
decir, inductores de la conversion de la PrP¢ en PrPsc, Este proceso estara favorecido,

siempre y cuando no exista una barrera de transmision.

Las técnicas acelulares in vitro de generacion de priones mas utilizadas en la actualidad son
tres: amplificacién ciclica del malplegamiento proteico (PMCA), amplificaciéon por agitacion
del malplegamiento proteico (PMSA) y conversion inducida por temblor en tiempo real (RT-
QuIC) (46). La primera técnica en surgir fue la PMCA (del inglés, protein misfolding cyclic
amplification) basada en ciclos alternados de sonicacion e incubacién de duracién variable.
Seguidamente, fueron la PMSA (del inglés, protein misfolding shaking amplification) y RT-
QUuIC (del ingles, real-time quaking-induced conversién) ambas dos basadas en agitacion sin
sonicacion. Las utilidades de cada técnica son distintas. La PMCA es la técnica mas
estudiada, y, aun siendo robusta, es tediosa a la hora de cuantificar el proceso de conversién
(47). Sin embargo, destaca su utilidad a la hora trabajar con homogeneizados de tejidos. La
PMSA deriva de la PMCA, pero no requiere de sonicacién. Con el uso de termacicladores,
cofactores anionicos especificos y particulas de materiales inertes, se consigue un proceso
muy versatil y de gran escalabilidad (48). Finalmente, la RT-QuIC incorpora el uso de una
molécula fluorescente afin a los amiloides en polimerizacion, llamada tioflavina-T, que permite
monitorizar en tiempo real el proceso de conversion. (46). A diferencia de los métodos
anteriores, las fibras de PrPs¢ formadas por RT-QuIC no son infecciosas, sin embargo, dada
su extraordinaria sensibilidad a la hora de detectar PrPS¢, posee un elevado valor diagnéstico.
Debido a ello, en este trabajo se ha utilizado la PMSA como herramienta de produccién y
cribado in vitro de potenciales proteinas priénicas recombinantes, dominantes negativas,

como estrategia terapéutica frente a las enfermedades pridnicas.



2 OBJETIVOS

e Produccién de proteinas pridénicas recombinantes (rec-PrP) con potencial capacidad
dominante negativa.

e Evaluaciéon de la capacidad de malplegamiento espontdneo in vitro de las proteinas
producidas.

e Evaluacion de la capacidad de las proteinas producidas para propagar in vitro distintos

priones recombinantes.

3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Produccidn de proteinas recombinantes para sistemas de propagacion in vitro

3.1.1 Transformacion bacteriana e induccién de la expresion de rec-PrP

Las secuencias codificantes de las rec-PrP con mutaciones se obtuvieron mediante sintesis
génica y subclonaje en el vector de expresion pOPINE (49) (NZYTech Lda.) y se
transformaron en bacterias competentes Escherichia coli Rosetta™ (BL21-DE3, Merck
Millipore) mediante el protocolo de choque térmico (50). Ademas de contener el gen
codificante de la rec-PrP, los plasmidos se caracterizan por poseer un gen de resistencia a la
ampicilina, un sistema de expresion T7/lac de alto rendimiento mediado por isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG) y un gen codificante de una cola de hexahistidina (His-tag). Para
cada rec-PrP, 10 ng de plasmido fueron afiadidos a 100 pL de E. coli DE3 y se almacenaron
en hielo durante 20 minutos (min). Después, se procedié a la transformacion por choque
térmico mediante una incubacién de 30 segundos en un bafio a 42 °C, seguida de otra
incubacién en hielo durante 5 min. Tras afiadir 150 pL de medio Luria Bertoni (LB, Sigma
Aldrich), las bacterias transformadas se incubaron en agitacion durante 1 hora (h) a 37 °Cy,
posteriormente, se sembraron en placas de agar LB enriquecidas con ampicilina a 50 mg/L
(LB+AMP, Sigma-Aldrich). Los cultivos se dejaron crecer a 37 °C durante 24 h para
seleccionar las bacterias transformadas. Para la expresién de las rec-PrP, se seleccioné una
colonia de cada placa y se utilizé para inocular 50 mL de medio de cultivo LB+AMP que actué
como precultivo. El precultivo se incub6é en agitacién a 37 °C hasta el siguiente dia v,
posteriormente, se utilizé para inocular 500 mL de caldo LB+AMP que, en condiciones de
agitacion, se incub6 hasta una densidad 6ptica de 0.8-1.0 a una longitud de onda de 600 nm
(DOswo). Una vez obtenida dicha DOeoo, Se procedié con la induccidon de la expresion proteica
afiadiendo IPTG (Gold Biotechnology) hasta una concentracion final de 1mM. Los cultivos se
incubaron durante 3 h a 37 °CYy, finalmente, se centrifugaron durante 15 min a 4500 g (Sorvall
Legend XTR™, Thermo Fisher Scientific) para forzar la precipitacion de las bacterias que

contenian rec-PrP en forma de cuerpos de inclusion.



3.1.2 Extraccion y purificacion de las rec-PrP

Utilizando distintas soluciones, el esquema de extraccion se dividi6 en tres etapas: lisis de las
bacterias, separacion de los cuerpos de inclusién y extracciéon de las rec-PrP de los cuerpos
de inclusién. Tras descartar el sobrenadante, el precipitado bacteriano se suspendié en 100
mL de solucién de lisis [50 mM clorhidrato de tris(hidroximetil)aminometano (Tris-HCI, Fisher
Bioreagents), 5 mM &cido etilendiaminotetraacético (EDTA, Sigma-Aldrich), 10 g/L Triton™ X-
100 (Sigma-Aldrich), 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, Sigma-Aldrich), 2 g/L
lisozima (Sigma-Aldrich), ajustado a pH 8.0] y en presencia de 5 mg/L de desoxirribonucleasa
(DNAsa, Sigma-Aldrich) y 20 mM de cloruro magnésico (MgCl,, Sigma-Aldrich), se incubd en
agitaciéon durante 30 min a 25 °C. Posteriormente, el lisado bacteriano se centrifugé a 4 °C
durante 1 h a 8500 g (Sorvall Legend XTR™, Thermo Fisher Scientific), se recuperd el
sedimento y se suspendié completamente en 100 mL de solucién de lavado [20 mM Tris-HCI,
150 mM cloruro sddico (NaCl, SigmaAldrich), 1 mM EDTA, 10 g/L lauroil sarcosinato de sodio
(sarkosyl, Sigma-Aldrich), ajustado a pH 8.0] que se centrifugé a 4 °C durante 1 h a 8500 g.
Acto seguido, se desecho el sobrenadante y el sedimento se disgreg6 en 12 mL de solucién
de inclusién [20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 6 M clorhidrato de guanidina (Gdn-HCI, Fisher
Scientific), ajustado a pH 8.0] que se incub6 a 37 °C durante toda la noche con agitacion
suave. Una vez extraidas las rec-PrP de los cuerpo de inclusion, se finaliz6 el proceso con
una centrifugacion a 4 °C durante 1 h a 8500 g. Se deseché el sedimento y se filtr el
sobrenadante, con filtros con tamafio de poro de 0.22 um (Minisart™, Sartorius Stedim), para

reducir la presencia de impurezas que alteraran el proceso de purificacion por cromatografia.

Seguidamente, las rec-PrP presentes en el filtrado se purificaron mediante cromatografia de
afinidad por iones metalicos inmovilizados (IMAC) con columna niquelada de afinidad por
histidina (HisTrap™ FF crude 5 mL, GE Healthcare Amersham) en un sistema FPLC (AKTA™
start, GE Healthcare Amersham). Primeramente, el sistema se acondicion6 con 35 mL
solucién de unién [20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 5 mM imidazol (Sigma-Aldrich), 2 M Gdn-HClI,
ajustado a pH 8.0] y el filtrado se introdujo en el sistema. De tal manera, mediante la
interaccion de regiones ricas en residuos de histidina con particulas de niquel presentes en la
columna, las rec-PrP se adsorbieron por afinidad a la columna. Seguidamente, con 75 mL de
solucion de unién se separaron los interferentes, y se finalizé la purificacion eluyendo las rec-
PrP con 30 mL de solucion de elucion [20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 500 mM imidazol, 2 M
Gdn-HCI, ajustado a pH 8.0]. Las rec-PrP purificadas se desnaturalizaron completamente
afiadiendo Gdn-HCI hasta 6 M y, mediante centrifugacion a 4 °C y 4500 g con filtros de limite
de exclusion de 10 kDa (Amicon Ultra-15™ 10 kDa, Merck), se concentraron hasta 1 mM. Las

rec-PrP se almacenaron a -80 °C hasta su posterior uso.
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3.2 Técnica de amplificacion agitada del malplegamiento proteico (PMSA) para la

induccién del malplegamiento

3.2.1 Preparacion del sustrato para la PMSA

Previamente a la induccion del malplegamiento de las rec-PrP producidas, estas se adecuaron
al medio de reaccion necesario en la PMSA (sustrato). Primeramente, las rec-PrP se diluyeron
en tampon fosfato salino (PBS, Fisher Bioreagents) hasta una concentracién 0.20 mM (ratio
1:5), se introdujeron en casetes de dialisis con limite de exclusion de 10 kDa (Slide-A-Lyzer™
10k MWCO 3 mL, Thermo Fisher Scientific) y se dializaron con agitacion frente a PBS durante
1 h a temperatura ambiente (ratio 100 uL rec-PrP:1 L PBS) para favorecer el plegamiento
nativo. Posteriormente, con la finalidad de eliminar agregados amorfos insolubles en agua,
producidos durante el proceso de dialisis, se centrifug6 el dializado a 4 °C durante 15 min a
19 000 g (Sorvall™ ST 16R, Thermo Fisher Scientific). Las rec-PrP solubles en su
conformacion nativa se obtuvieron por decantacién del sobrenadante y, mediante el método
de Pierce (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific), se determiné la
concentracion de rec-PrP en el sobrenadante. Finalmente, se elaboré el sustrato de PMSA
mezclando una parte del dializado, con una parte de dextrano sulfatado 50 g/L (40,000 MW,
Sigma-Aldrich) y nueve partes de solucién de conversion [150 mM NacCl, 10 g/L Triton™ X-
100 en PBS], obteniéndose asi, un sustrato de PMSA complementado con dextrano sulfatado

con una concentracion de entre 2 'y 3 uM de rec-PrP.

3.2.2 Induccién del malplegamiento mediante PMSA

Una vez producido el sustrato de cada rec-PrP, se procedid a realizar los ensayos de
malplegamiento proteico inducido por PMSA, técnica que induce el cambio de conformacion
de las proteinas aptas para el malplegamiento de tipo priénico. En este trabajo se utilizaron
dos tipos de esquemas experimentales: 1) ensayo de malplegamiento espontaneo, y , 2)

ensayo de malplegamiento inducido.

Los ensayos de malplegamiento espontaneo se realizaron con cuatro réplicas técnicas para
cada rec-PrP. Primeramente, se tomaron tubos tipo Eppendorf™ de 2 mL con tapén de rosca
(3488NK, Thermo Fisher Scientific) y se rellenaron con 250 mg de particulas esféricas de
zirconia-silica de 1 mm de didmetro (ZnO,-SiO,, BioSpec Products). Posteriormente, se
afadio sustrato recién preparado a los tubos, 4 tubos portaban 600 pL y 12 tubos 540 L, y
se aplico la reaccion PMSA a los tubos de 600 pL durante 24 h, mediante agitacion en
termobloques (Digital Heating Shaking Drybath, Thermo Scientific) a 39 °C y 700 rpm. Los 12
tubos restantes se almacenaron a -80 °C para realizar sucesivos pases de PMSA, es decir,
PMSA seriadas de 24 h. Una vez finalizado el primer pase de los tubos con 600 uL, se tomaron

60 pL y se utilizaron parar inocular 540 pL del sustrato previamente almacenado (ratio 1:10),
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gue se sometieron a un pase de PMSA de 24 h. Este proceso se repitid hasta realizar 4 pases

de PMSA a cada réplica de cada sustrato.

Por otro lado, los ensayos de malplegamiento inducido se basaron en la inoculacion de los
anteriores sustratos con 6 cepas pridnicas previamente caracterizadas (SST01, USTOL1,
USTO02, USTO05, USTO06, UST09; resultados pendientes de publicacién) que actuaron como
“semillas” del proceso de malplegamiento de las rec-PrP estudiadas. Las cepas utilizadas se
presentaron adsorbidas en particulas de Zn0O,-SiO; de 1 mm de didmetro, y las condiciones
de reaccion fueron idénticas al del ensayo de malplegamiento espontaneo, exceptuando el
contenido de particulas esféricas. En este caso, se realizaron dos réplicas donde cada tubo
contenia 1 o 5 particulas cargadas con cada una de las cepas Yy, respectivamente, 9 0 5

particulas de ZnO,-SiO; que actuaban como catalizadores del proceso.

3.3 Detecciéon de rec-PrP malplegada: digestién con proteinasa K y electroforesis

desnaturalizante

3.3.1 Digestién enziméatica de la rec-PrP malplegada con proteinasa K

La presencia de rec-PrP malplegada en los productos sometidos a PMSA se determiné
mediante digestién con proteinasa K (PK, endopeptidasa hidrosoluble de 28.9 kDa) acoplada
a electroforesis y tincion de proteina total. Notablemente, aunque la PrP*¢ y las formas
amiloides de la rec-PrP presentan resistencia al tratamiento con proteasas, los sistemas in
vitro de generacion de priones pueden inducir distintos tipos de malplegamiento que, en
ocasiones, resultan en proteinas autopropagativas sin capacidad de generar in vivo EET. De
manera estricta, al no haberse evaluado in vivo la capacidad infecciosa de las proteinas
producidas, en este trabajo los productos de la PMSA se referirAn como rec-PrP resistentes
a proteinasa K (rec-PrP'™s). En una estufa precalentada a 42 °C (CP-op, Nahita), 450 pL de
cada muestra se incubaron con PK (Roche) a una concentracion de 0.85 uM durante 45 min.
Tras la digestion, las muestras se centrifugaron a 4 °C durante 5 min a 10 000 g (Sorvall™ ST
16R, Thermo Fisher Scientific) y se deseché el sobrenadante. Seguidamente, el sedimento se
lavé con 500 pL de PBS y se repiti6 la centrifugacién en las condiciones anteriores.
Finalmente, se descarto el sobrenadante y el sedimentado se suspendié en 15 pL de solucion
de carga (NUPAGE™ LDS Sample Buffer 4X, Thermo Fisher Scientific) diluida 1:3 en PBS.

3.3.2 Electroforesis desnaturalizante acoplada a tinciébn de proteina total

Una vez digeridas las muestras, la presencia de rec-PrP™ se determind mediante una
electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-
PAGE) y tincién de proteina total. Con ese fin, las muestras suspendidas en solucién de carga
se hirvieron a 100 °C durante 10 min, se cargaron en geles SDS-PAGE (NUPAGE™ 4-12%
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Bis-Tris 1.0 mm, Thermo Fisher Scientific) y se corrieron en el sistema XCell4 SureLock™
Midi-Cell (Thermo Fisher Scientific). La electroforesis se desarroll6 en tres etapas: 10 min a
70V,10 mina 110 Vy 1 h a 150 V. Una vez finalizado el proceso, se extrajeron los geles y
se incubaron en agente de tinciébn de proteina total tipo azul de Coomassie (Blue Safe,
NZYTech) con agitacion suave durante 1 h. Adicionalmente, como control del proceso de
electroforesis y tincion, 5 pL de los sustratos de PMSA se cargaron diluidos en 10 pL de

soluciéon de carga y se corrieron en condiciones idénticas a las muestras de rec-PrP's,

4 RESULTADOS

4.1 Seleccion de posibles mutantes dominantes negativas de topillo rojo

Debido a la relevante tendencia al malplegamiento que posee la PrP¢ de topillo rojo (TR), y
que la fibra de PrPS¢ se compone principalmente por la regién globular, se utilizé la secuencia
de TR (aa 23-231) como modelo bioquimico de EET. A partir de esta secuencia aminoacidica,
se disefiaron siete nuevas proteinas pridnicas recombinantes (rec-PrP) con una sustituciéon
de un aminoacido por prolina, un aminoacido que imposibilita estructuras hebra-, con el fin
de disefar proteinas dominantes negativas (DN) resistentes al malplegamiento (Figura 4). Las
rec-PrP mutantes se disefiaron basandose en el modelo estructural mas reciente por crio-ME
de la fibra de PrP*¢ (structure-based protein engineering). Aun asi, las posibles candidatas, se
refinaron por deconvolucion de un estudio filogenético en curso, del propio Laboratorio de
Priones del CIC-bioGUNE. Grosso modo, el proceso se podria resumir en dos etapas: 1)
comparaciéon de un gran nimero de secuencias de PrP¢ de mamifero; con el fin de elegir
sustituciones aminoacidicas seguras (observacion en otras especies) basadas en prolina, v,
2) estudio del reciente modelo por crio-ME; para seleccionar aquellas mutaciones que
presenten un mayor interés. Las mutantes fueron: T107P, R136P, R164P, N170P, T191P,
Q212P y E227P. Se debe destacar que las mutaciones T107P y N170P, provienen

respectivamente de la PrP¢ de integrantes de la subfamilia Caprinae y Sciurinae.

28P 38Y 48R 58G 68P 78G

Myodes glareolus 1109 22 CKKRPKPGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGG TWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQ 83
rec-PrP M o e

88G 98Q 108N 118A 128Y 138M 148R
84 PHGGGWGQGGG THNQWNKPSKPKTN I KHVAGAAAAGAVVGGLGGYMEGSAMSRPM | HF G NDWEDRNNMRENNNRY P 158

168Q 178D 188T 198F 208R 218Y 228G

159 NQVN¥RP V DQ Y N NENNENEDECVNINIKQEIVANNNIKGE N F TETDVKVMMERVA/EQMCVITAYQKESQAYYEGRSS 231
..... B..... B . ....... . . P PP

Figura 4: Secuencia anotada de PrPC de TR alineada con mutaciones basadas en prolina: Los subrayados
presentes en la PrP¢ de TR grises indican la region flexible, los verdes las hebras-f y los rojos las hélices-a. Las
mutaciones evaluadas basadas en prolina se indican juntas en la segunda secuencia con el siguiente esquema de
color: T107P, rojo; R136P, verde; R164P, azul; N170P, negro; T191P, naranja; Q212P, rosa y E227P, gris.
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4.2 Produccién de las rec-PrP mutantes de topillo rojo

Antes de evaluar la capacidad DN de las nuevas proteinas mutantes, estas se produjeron en
bacterias y adecuaron al medio de reaccion de la PMSA. Las rec-PrP mutantes se obtuvieron
por transformacion de bacterias competentes E. coli Rossetta (DE3) ™ con plasmidos pOPINE
de expresion inducible para el fragmento de la PrP¢ madura (aa 23-231) de TR con
mutaciones. Adicionalmente, los productos recombinantes fueron purificados por
cromatografia de afinidad y, dado que se conservaban en un medio basado en el agente
caotropico cation guanidinio desnaturalizante, se dializaron para recuperar su conformacion
nativa. Después de adecuarse al medio de reaccion de la PMSA (solucion de conversion),
una alicuota de cada sustrato se utilizd6 como control de calidad, verificAndose el peso
molecular de las rec-PrP producidas por SDS-PAGE. Se descartd la presencia de
truncamientos o formas multiméricas de poco interés. Adicionalmente, se valoré el proceso
de expresion al verificarse las concentraciones de rec-PrP por comparacion. Se incluy6

también una muestra de sustrato con rec-PrP silvestre de TR como control.

Tal y como muestra la Figura 5, mediante SDS-PAGE acoplada a tincién de proteina total, se
pudo observar que los sustratos presentaron concentraciones de rec-PrP equiparables.
Ademas, la inclusion de la rec-PrP silvestre de TR asegurd que las siete proteinas mutantes
tenian el peso molecular esperado, al presentarse en las inmediaciones de la banda de 25
kDa del marcador. Asi mismo, se pudo comprobar que no se habian dado eventos

inesperados durante la preparacion de los sustratos de PMSA.

ol [2H (oW [al o
S (] BNy [=] AN
E = Be R= D ~ s Figura 5: Tincion de proteina total de los sustratos
09 29 P ) o kDa de las rec-PrP disefiadas comparadas con rec-PrP
- —-50 silvestre: Los sustratos de las rec-PrP disefiadas
- —37 poseian proteinas con un peso molecular cercano a los
25 kDa. Una tenue sefial presente sobre los 46 kDa
e — — -----. - 25 indicé una baja presencia de dimeros. WT: silvestre.
- —15 PM: Marcador de peso molecular.
- =10

4.3 Evaluacion de la capacidad de malplegamiento espontaneo mediante cuatro
rondas de PMSA

Una vez comprobada la idoneidad de los sustratos para PMSA, se procedi6 a evaluar si las
proteinas con sustituciones de prolina presentaban capacidad de malplegamiento
espontaneo. Para ello, a cada sustrato se sometid, a cuatro pases seriados de 24 h de PMSA.
El producto resultante se procesé mediante digestion por proteinasa K acoplada a SDS-PAGE

con tincién de proteina total (Figura 6). Adicionalmente, se utilizaron cuatro replicas técnicas
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con la finalidad de estimar semi-cuantitativamente la tendencia al malplegamiento de cada
rec-PrP disefiada y asegurar significancia estadistica de los resultados. Se realizaron cuatro
pases seriados con el fin de definir mejor la probabilidad de que ocurriera el proceso de
malplegamiento. Por ello, la aparicion de rec-PrP™s en un pase tardio y/o un bajo nUmero de

réplicas con esta caracteristica, indicarian una menor tendencia al malplegamiento.

Como puede observarse en la Figura 6B, después de cuatro pases de PMSA, todas las rec-
PrP evaluadas malplegaron espontaneamente. Aun asi, al analizar los pases anteriores,
destacan los resultados obtenidos en la mutante R164P (Figura 6A). Notablemente, en
comparacion con el resto de las proteinas disefiadas, esta presentdé una menor tendencia al

malplegamiento y, por lo tanto, un mayor potencial para actuar como proteina DN.

A T107P R136P R164P N170P T191P Q212P E227P
Pase 1 4/4 3/4 1/4 3/4 4/4 1/4 3/4
Pase 2 4/4 3/4 1/4 3/4 4/4 2/4 4/4
Pase 3 4/4 4/4 1/4 4/4 4/4 4/4 4/4
Pase 4 414 414 414 414 414 414 414
B T107P R136P R164P N170P T191P Q212P E227P s
Ry R, R R, Ry R, Ry R, Ry R, Ry Ry Ry R, Ry Ry R, R, Ry Ry R, R, Ry R, R, R, Ry R, o
kDa
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Figura 6: Evaluacion de la capacidad de malplegamiento espontaneo: A. Resultados desglosados por
mutaciones, se define positivo cualquier muestra con rec-PrP's, Un menor nimero de réplicas positivas y/o una
aparicion en pase tardio, indica una menor tendencia al malplegamiento. La ausencia relativa de sefiales positivas
indica una posible rec-PrP DN. B. Sefiales presentes en el cuarto pase de PMSA. Al mostrar sefiales sobre los 7
y 14 kDa, todas las rec-PrP malplegaron espontdneamente después de 4 pases de PMSA. T107P mostro6 sefiales

intensas indicando elevada tendencia al malplegamiento, se descarté en los siguientes ensayos.

4.4 Evaluacién de la capacidad de propagacion de las rec-PrP mutantes mediante la

utilizacién de inéculos basados en particulas embebidas con distintas cepas pridnicas

Sumando los resultados de malplegamiento espontaneo, la capacidad de propagacion de las
rec-PrP propuestas se evalu6 mediante la utilizacion de cepas priénicas. Mediante estudios
de malplegamiento inducido, se simularon condiciones similares a las presentes en las EET
en desarrollo. Adicionalmente, teniendo en cuenta que la capacidad DN puede mostrar
especificidad de cepa, se inocularon seis cepas pridnicas previamente caracterizadas por el
Laboratorio de Priones del CIC-bioGUNE (SST01, UST01, UST02, USTO05, UST06 y UST09).
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El esquema experimental se dividid en dos grupos con la finalidad de definir cualitativamente
la tendencia al malplegamiento inducido de las rec-PrP disefiadas: grupo A, propagacion con
una particula (semilla con una carga pribnica minima); grupo B, propagacion con cinco
particulas (semilla con una carga pridnica maxima). Todas las muestras se sometieron a un
pase de 24 h de PMSA.

Los resultados en ambos dos grupos fueron similares, mostrando sefiales de débil intensidad
atribuibles a la propagacion de las cepas. Debido a la mayor carga priénica del grupo B,
algunas sefales de este grupo mostraron una mayor intensidad. Salvo la rec-PrP basada en
la mutacion R164P, ninguna de las proteinas propuestas demostré capacidad DN, al mostrar
bandas indicativas del malplegamiento proteico. Notablemente, al no presentar rec-PrPs
sobre los 7 kDa, la rec-PrP mutante R164P present6 total resistencia al malplegamiento

(Figura 7).

R136P R164P N170P T191P s

o
ABCDTETF ABCODTETFA ABT CTDTETFABTE CTUDE F kDa
®-25
w =10

e iy " e-s
- 0...3..“ N .

Q212P E227P s =
ABCDEFABCDEFn'kDa ABCDEFn'kDa
' —-25 »-25
- —-15 - —15
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Figura 7: Evaluacion de la capacidad de malplegamiento inducido (grupo B): Salvo en el caso de la rec-PrP
con la mutacion R164P, la propagacién con cinco particulas posibilitd el malplegamiento de todas las rec-PrP
evaluadas, al mostrar todas ellas sefiales sobre los 7 kDa. La rec-PrP WT acepto las cepas inoculadas. PM:

Marcador de peso molecular. WT: rec-PrP de TR silvestre.

Posteriormente, con el objetivo confirmar los resultados previos, se propagaron los productos
del grupo B en nuevo sustrato correspondiente a cada rec-PrP mutante, y se procedid a un
pase adicional de PMSA. Este experimento confirmo lo observado anteriormente (Figura 8).
Todos los productos del grupo B, salvo los de la rec-PrP R164P, actuaron como semillas del
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proceso de malplegamiento al mostrar sefiales leves cerca de 14 kDa. Por lo tanto, la mutacién

R164P parece dotar de resistencia al malplegamiento.

R136P R164P N170P T191P E
ABCDTETF ABGCDTETFABGCUDETFABTC CTDTE F kDa
- =15
« =10
- -
. -5
i - -2
Q212P E227P s
o
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- —15
- - =10
-
» =5

i B . ->

Figura 8: Evaluacion de la capacidad de malplegamiento inducido: En términos de intensidad, la inoculacion
de los productos del grupo B en nuevo sustrato confirmé los resultados previos. Salvo en el caso de R164P, un
pase de PMSA fue suficiente para generar rec-PrP™s con capacidad autopropagativa en todas las rec-PrP

evaluadas, al mostrar sefial sobre los 7 y 14 kDa. PM: Marcador de peso molecular. WT: rec-PrP de TR silvestre.

5 DISCUSION

En este trabajo se ha estudiado el concepto de rec-PrP con capacidad dominante negativa
como estrategia terapéutica frente a las EET, un grupo de enfermedades neurodegenerativas
de fatal pronéstico actualmente sin tratamiento. Utilizando la PMSA como técnica in vitro para
la induccion del malplegamiento de la proteina pribnica, se evalué la capacidad de
malplegamiento de siete rec-PrP de TR mutantes que presentaban un Unico cambio
aminoacidico por prolina, siendo el TR una especie cuya proteina pribnica muestra una
elevada tendencia al malplegamiento y por ello actia como modelo de EET (51). Todas las
rec-PrP con mutaciones son capaces de adoptar espontaneamente formas amiloides. Aun
asi, a la hora de estudiar la capacidad de malplegamiento, mediante propagacion de cepas
previamente caracterizadas, los datos que se presentan en este trabajo evidencian que la
mutacion R164P en la rec-PrP de TR es de elevado interés, al dificultar la propagacion de

todas las semillas evaluadas, indicando que podria poseer capacidad DN.

El avance en el &rea de los priones se ha encontrado limitado por el desconocimiento de la
estructura de las fibras amiloides y al fenédmeno de conversién de isoforma. Es por este
motivo, que los recientes mapas de densidad crioelectrénica de la fibra de PrP>¢, publicados

en febrero de 2021 (37), van a marcar un antes y después en la interpretacion de resultados
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experimentales de este area. Ademas de posibilitar el disefio racional de rec-PrP mutantes, el
estudio de los citados ensayos por crio-EM permite la discusion de los resultados bajo la luz
de un modelo estructural real y, por lo tanto, extraer conclusiones con una robustez sin
precedentes. Por ello, un andlisis técnico del modelo precede a la discusion de los resultados
(Figura 9).

El modelo PIRIBS explica que las fibras de PrPS¢ estan formadas por la superposicién de
monomeros de naturaleza asimétrica, que se estabilizan en un nucleo hidréfobo constituido
por 11 hebras-B. Adicionalmente, define que los monémeros de PrPS¢ son no coplanarios,
donde cada lateral de los mondémeros existe en un plano distinto. Este hecho posibilita
secciones protuberantes, concentradas en una zona de interfase (aa 168-178), posiblemente
relacionadas con el fenédmeno de polimerizacion de las fibras amiloides (52). Se distinguen
distintos motivos estructurales a la hora de entender el nicleo hidréfobo de la fibra de PrP=e,
A diferencia del lateral proximo al extremo carboxilo, el lateral préximo al extremo amino
presenta una estructura de elevado caracter hidrofobo, caracterizada por el entrelazamiento

de dos secciones aminoacidicas (aa 95-107 y 140-148) en forma de cremallera (“dry zipper”).
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Figura 9: Monémero de PrPS¢ segln el modelo PIRIBS: Versidn esquematica anotada del monémero de PrPse,
Los enlaces gruesos indican la posicion de una hebra-B, las de mayor interés se encuentran resaltadas. La posicién
de las mutaciones evaluadas se muestra con circulos coloreados, siguiendo el esquema de color: T107P, rojo;
R136P, verde; R164P, azul; N170P, negro; T191P, naranja; Q212P, rosay E227P, gris. Figura adaptada de Kraus
et al (36).

Seguidamente, otra estructura relevante en la fibra de PrP¢ es el motivo estructural greca
(“Greek key”). Un motivo estructural terciario definido por cuatro hebras-B antiparalelas, que
recuerda a los ornamentos griegos del mismo nombre (aa 112-134). Notablemente, las grecas
son motivos estructurales comunes entre amiloides, destacando los presentes en a-sinucleina
(53). De acuerdo con el modelo PIRIBS, los anclajes GPI se concentran en el lateral proximo
al extremo COOH, infiriendo -por primera vez- que los amiloides pridnicos se presentan

paralelos a la extensién de la membrana celular externa. Sumando la naturaleza helicoidal de
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las fibras amiloides, este hecho puede explicar las evaginaciones espirales de membrana
comunmente presentes en tejidos de individuos afectados por EET (54). Habiendo subrayado
los detalles moleculares del modelo PIRIBS, se podrian explicar algunas razones por las que
las rec-PrP basadas en las mutaciones T107P, R136P, N170P, T191P, Q212P y E227P no
presentaron resistencia al malplegamiento (Figura 9).

La mutacion T107P se localiza en la segunda hebra-f del modelo PIRIBS, es decir,
inmediatamente posterior al motivo estructural “dry zipper” hidréfobo. Los motivos
estructurales de tipo cremallera son relevantes en la formacion de fibras pridnicas y otros
amiloides, asimismo, el papel de estos motivos en el proceso de transmision interespecifica
se ha descrito (55), pero en otras regiones de la proteina distintas a la del motivo “dry zipper”.
Asi, una posible explicaciéon de la baja resistencia al malplegamiento de T107P podria ser que
la mutacion se encuentre adyacente al motivo “dry zipper”y no en su interior. De igual manera,
al encontrarse en las inmediaciones del motivo, la mutacion R136P se encuentra en una
situacion similar a T107P. En este caso, la mutacion se presenta en las cercanias de la cuarta
hebra-f y por ello, en una zona mas interna del nucleo hidroéfobo. La escasa resistencia al
malplegamiento podria atribuirse a la eleccion de un residuo con escasas interacciones

intramoleculares que dotarian integridad estructural a la fibra de PrP>°,

La mutacion N170P se presenta entre los extremos no coplanarios del amiloide, en el inicio
de la zona de interfase (séptima hebra-B). La escasa eficacia DN de esta rec-PrP resulta
sorprendente, al pertenecer a una topologia prometedora para la produccion rec-PrP con
cualidad DN. Diversos ensayos sugieren que los residuos de esta zona, correspondientes a
un bucle de conformacién semirrigida en la PrP€ (‘rigid loop”), son determinantes en la
transmision de PrPS¢ entre especies (56). EI modelo PIRIBS indica que la zona de interfase
produce secciones protuberantes en las que cada monémero (N) interacciona con las PrPs¢

inmediatamente anterior y posterior (N+1, Figura 10). La escasa resistencia al malplegamiento

Figura 10: Zona de interfase y no coplanaridad: La zona de interfase posibilita la formacion de secciones
protuberantes y la no coplanaridad de los monémeros. Como se puede observar en la figura, el monémero N
(amarillo) interactia con los mondmeros inmediatamente anterior y posterior (Nt1) en su zona central.
Adicionalmente, se puede comprender la no coplanaridad de los monémeros, al estar los laterales de cualquiera

de ellos en distintos planos. Figura adaptada de Kraus et al (36).

19



de la mutacién N170P podria deberse a que no se presenta en el interior de la séptima hebra-
B, donde especificamente se esperan el maximo numero de interacciones intermoleculares.
De tal manera, aun siendo parte del bucle rigido en la PrP€, es posible que N170 no sea
determinante en las interacciones que se establecen en la PrPS¢, un hecho que no se habia
podido demostrar hasta la reciente publicacion de los mapas crioelectronicos PIRIBS. Futuros

ensayos in silico utilizando los datos por crio-EM podrian esclarecer esta situacion.

En el caso de la mutacién T191P, esta se presenta en el extremo final de la novena hebra-8
del modelo PIRIBS, localizada en el lateral préximo al extremo carboxilo de la fibra amiloide.
La escasa resistencia al malplegamiento de esta proteina probablemente se deba a una
reducida influencia en la estabilizacién del monémero amiloide. Aun asi, la zona es de especial
interés al estar presente en las proximidades de los dos sitios de N-glicosilacion de la proteina
priénica, que también se han relacionado con el malplegamiento inducido dependiente de
cepa (57). Al utilizar cepas de origen recombinante, por ello exentas de modificaciones
postraduccionales, la ausencia de resistencia al malplegamiento también podria deberse al
defecto de N-glicosilaciones. Al igual que en el caso anterior, la rec-PrP con la mutacion
Q212P, que esta localizada a corta distancia del puente disulfuro, no present6 resistencia. La
alteracion de los residuos adyacentes al puente disulfuro resulta en la desestabilizacion de la
forma amiloide pridnica (58), pero, en ocasiones, estas modificaciones inducen también la
desnaturalizacion de la estructura nativa (59). Los resultados de expresion y malplegamiento
evidencian que la presencia de Q212P no es suficiente para desestabilizar ninguna de las dos
isoformas. Por dltimo, la mutacion E227P presente inmediatamente después de la onceaba
hebra-f del modelo PIRIBS, en el extremo carboxilo del nicleo hidréfobo, mostré nula
resistencia al malplegamiento. Similarmente al caso de T191P, las rec-PrP no poseen anclaje
GPI por su naturaleza recombinante. La ausencia de esta estructura no posibilita conclusiones
muy robustas sobre T191P y E227P, siendo ensayos ex vivo o0 in vivo mas adecuados para

su estudio.

Los resultados mas llamativos los recoge la mutacion R164P que, aun no impidiendo el
malplegamiento espontaneo de rec-PrP, exhibié resistencia al malplegamiento inducido por
seis cepas pridnicas recombinantes. De manera similar a N170P, la mutacién R164P se
presenta en las inmediaciones del bucle semirrigido y la zona de interfase (entre la quinta y
sexta hebra-B del modelo PIRIBS) una region de alto interés por su potencial papel en el
fendmeno de conversién (60). La resistencia de R164P podria deberse a una incompatibilidad
estructural entre la rec-PrP y las cepas pridnicas utilizadas en el ensayo de malplegamiento
inducido. Sumando los resultados de malplegamiento espontaneo, el malplegamiento de
R164P podria resultar en una nueva conformacion radicalmente distinta, pudiéndose tratar de

una rec-PrP malplegada sin capacidad de generar EET in vivo, un fendmeno habitual en la
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generacion in vitro de amiloides (61) que requeriria de estudios in vivo para su
esclarecimiento. Los mapas de densidad crioelectronica, por otro lado, indican que la
resistencia al malplegamiento de R164P podria deberse a la desestabilizacién de una seccion
protuberante clave durante el proceso de solapamiento de los mondmeros amiloides.
Tedricamente, al estar la quinta y sexta hebra-f Unicamente separadas por dos aminoacidos,
una mutacion basada en prolina podria imposibilitar, simultaneamente, ambas dos estructuras
secundarias e inducir en gran medida la desestabilizacion de la seccién protuberante. Un
hecho que desfavoreceria la conformacion amiloide sobre la nativa y acabaria induciendo

resistencia al malplegamiento.

Nuevos avances en el mundo de la biologia estructural estdn cambiando la manera en la que
la comunidad cientifica estudia la estructura proteica. En el caso de la biologia de los priones,
la revolucién de la resolucion que aporta la crio-EM (62) ha permitido resolver la arquitectura
de la fibra de PrPs¢ y posibilitar, por primer vez, una comprensién de las enfermedades
pribnicas a nivel atomico. Aunque la definicion de los mecanismos moleculares, que
otorgarian capacidad DN a R164P, requeririan de futuros experimentos, los resultados de este
trabajo pueden utilizarse como punto de partida de otras investigaciones que avancen en esa
direccion. Un proyecto de interés para el disefio de otras potenciales rec-PrP DN, podria ser
la realizacion de un gran ensayo de mutagénesis dirigida mediante escaneo de prolina (proline
scan site-directed mutagenesis). En este proyecto, mediante mutaciones secuenciales
basadas en prolina, se detectarian los residuos aminoacidicos de mayor interés para la
desestabilizacion de las fibras de PrPsc. Paralelamente, otro posible proyecto de elevado
interés se basaria en la aplicacion directa de la tecnologia de crio-EM para el estudio de las
anteriores fibras. Un trabajo que podria abordarse en el futuro cercano, gracias a la
adquisicion por la Universidad del Pais Vasco, de un microscopio crioelectrénico de Ultima
generacion (Krios G4, Thermo Fisher). Finalmente, esto permitiria definir la relacion
estructura-actividad de las conformaciones estructurales de la proteina priénica y comprender

los fendmenos de barrera de transmision y de cepa.

6 CONCLUSIONES

1. Todas las rec-PrP disefiadas con potencial dominancia negativa se han plegado en su
forma nativa para su posterior evaluacion.

2. Ninguna de las rec-PrP disefiadas con potencial dominancia negativa han mostrado
incapacidad para el malplegamiento espontaneo in vitro.

3. Una de las rec-PrP disefiadas, que contenia la mutacion R164P, ha mostrado
incapacidad para propagar ninguna de las seis cepas pridnicas evaluadas. Esto
demuestra la validez de un método, basado en estudios estructurales y moleculares,

para el disefio y deteccion de rec-PrP con capacidad dominante negativa.
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