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RESUMEN

Actualmente no existe ningun tratamiento para las encefalopatias espongiformes transmisible
o enfermedades pridnicas a pesar del esfuerzo continuado de la comunidad cientifica. Se han
propuesto diversas estrategias para lidiar con estas devastadoras enfermedades
caracterizadas por el malplegamiento de la proteina del prion celular (PrP®) a una isofoma
patogénica denominada PrPS¢ y su acumulacion en forma de fibras amiloides en el sistema
nervioso central: 1) estimular la respuesta inmune, 2) reducir los niveles de expresién de PrP°,
3) inhibir las vias metabdlicas que conducen a la muerte neuronal, 4) incrementar la capacidad
de eliminacion de agregados proteicos e 5) introducir moléculas con la habilidad de impedir el
malplegamiento de la PrP® entre otros. Sin embargo, la falta de conocimiento sobre
mecanismos moleculares clave de la enfermedad, han hecho que la busqueda mediante
cribado masivo de compuestos inhibidores del malplegamiento y propagacion de priones sea
una de las alternativas mas prometedoras. El cribado masivo de compuestos requiere de un
sistema rapido, robusto y facilmente implementable, caracteristicas que las técnicas de
propagacién in vitro de priones podrian cumplir.

En este trabajo, con la idea de obtener un sistema de cribado masivo de compuestos con
actividad anti-priénica, se ha desarrollado una nueva metodologia de propagacion de priones
in vitro, basada en la PMCA (del inglés, Protein Misfolding Cyclic amplification), ampliamente
conocida en el campo. El nuevo sistema que se presenta sustituye los ciclos de
incubacién/sonicacion caracteristicos de la PMCA por agitacion como fuente de energia.
Ademas, utiliza un sustrato de reaccién con componentes definidos que incluyen PrP
recombinante y un Unico cofactor, haciendo el sistema mas robusto y facilmente adaptable para
el cribado masivo de compuestos. La composicion del sustrato permite a su vez, visualizar los
resultados mediante espectrometria, utilizando Tioflavina T y de forma automatizada. Por tanto,
el menor coste asociado a los agitadores y las caracteristicas del nuevo sistema permiten su
escalabilidad y su implementacion en cualquier laboratorio. Por ultimo, el sistema se basa en
la utilizacion de priones recombinantes infecciosos, permitiendo la detecciéon de potenciales
compuestos anti-pridbnicos en un proceso de propagacion muy similar al que se da in vivo, a
diferencia de otros sistemas basados en la fibrilizacion de PrPC€. Asi, el nuevo sistema
desarrollado permite el cribado de 50-100 compuestos por dia con la posibilidad de observar
inhibicion directa de la propagacion de priones bona fide.

Utilizando el método desarrollado, en este trabajo se presenta el cribado de una biblioteca de
2500 compuestos quimicos de alta diversidad del que se obtuvieron 3 compuestos con
actividad anti-pridnica, demostrando la utilidad del sistema y abriendo las puertas al desarrollo
de nuevas terapias contra las enfermedades pridnicas.

SUMMARY

Currently, no treatment exists for the Transmissible Spongiform Encephalopathies or
prionopathies despite the continuous efforts of the scientific community. Different strategies
have been proposed to deal with these devastating disorders characterized by the misfolding
of PrPC into PrPSc and the accumulation of amyloid fibrils in the Central Nervous System: 1)
boosting the immunological response, 2) reducing the expression of PrPC, 3) inhibiting the
pathway that leads to neuronal death, 4) increasing the capacity of protein aggregate
elimination and 5) introducing distinct molecules with the ability to hinder the misfolding of PrPC,
among others. The lack of knowledge about the molecular mechanisms of these diseases
makes the screening for compounds to inhibit prion propagation one of the most straightforward
and promising approaches. Testing a significant number of compounds requires a fast, robust
and easily implementable system. In vitro prion propagation techniques based on recombinant
PrP fulfilling most of these requirements.



In order to establish a high-throughput screening (HTS) system for the detection of chemical
compounds with anti-prion activity, we have developed a new methodology based on the well-
known Protein Misfolding Cyclic Amplification (PMCA). In the novel system presented herein,
we changed the sonication/incubation cycles characteristic of PMCA for shaking as the source
of energy. Moreover, a simplified substrate devoid of brain factors composed by full-length
recPrP and a single cofactor is used, making the technique very robust and easily adaptable to
a HTS format. This single cofactor-complemented substrate allows the measurement of the
presence of bona fide misfolded proteins using Thioflavin T (ThT) in a plate reader. Since
shaking devices are simpler and less costly than sonicators, the system is easily scalable and
implementable in any laboratory. Another important feature of the new method is the possibility
of working with faithful recombinant infectious prions obtained in vitro, what allows the detection
of the possible anti-prion compounds in a real infectious prion formation process in contrast to
other techniques based on recombinant PrP fibrillization. Altogether, this new HTS method
allows us to test 50-100 compounds per day with the possibility to observe direct inhibition of
bona fide prion propagation.

Here we present the HTS of a commercially available library of 2,500 small chemical
compounds using this newly developed system. From the library tested, we obtained two
promising hits as final result, L2.JM33 and L2.JM56, demonstrating the utility of the method for
the high-throughput screening of big chemical compound libraries.



ABREVIATURAS/GLOSARIO

Mg: microgramo

pl: microlitro

pm: micrometro

nm: nanometro

°C: grado centigrado

6D11: anticuerpo monoclonal anti-PrP denominado 6D11
ARN: acido ribonucleico

ARNm:  acido ribonucleico mensajero

AFM: microscopia electrénica de fuerza atomica, del inglés, atomic force microscopy
ADN: acido desoxirribonucleico

APP: del inglés, Amyloid Precursor Protein

CC: del inglés, charged cluster

CD: del inglés, Circular Dichroism

CPEB: delingles, cytoplasmic polyadenylation element binding protein

CMV: citomegalovirus

Da: dalton

DNAsa: deoxiribonucleasa

dNTP: del inglés, deoxynucleotide triphosphates
DOeoo: densidad optica a 600nm

DMSO:  DiMetilSulfOxido

D.p.i: Dias post-inoculacion

D18: anticuerpo monoclonal anti-PrP denominado D18

E. coli:  Escherichia coli, bacteria gamnegativa de la familia de las enterobacterias utilizada
extensivamente en la produccion de proteinas recombinantes

ECJ: enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

ECJe: enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporadica

ECJg: enfermedad de Creutzfeldt-Jakob genética

ECJv: enfermedad de Creutzfeldt-Jakob variante

EDC: enfermedad debilitante crénica en ciervos

EDTA: etilendiaminotetraacético

EEB: encefalopatia espongiforme bovina

EEF: encefalopatia espongiforme felina
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EET:
ETV:
EUE:
EV:

FTIR:

GPI :
GSS:
GFAP:
GndCl:

HC:
HY:
HET-s:

IFF:
IPTG:
IC50:

kDa:

Kd:

LB:
LCPs:
LD50:

mA:
MD:
mg:
min:
mi:

mm:

encefalopatia espongiforme transmisible
encefalopatia transmisible de visén
encefalopatia espongiforme de ungulados exéticos

del inglés, Extracelular Vesicles

del inglés, forward

del inglés, fourier transform infrared spectroscopy

fuerza centrifuga relativa

del inglés, glycosylphosphatidylinositol
Gerstmann-Straussler-Scheinker

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

hidrocloruro de guanidinio

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

proteina fungica que regula la incompatibilidad del heterocarién

insomnio fatal familiar
Isopropil-B-D-1-tiogalactopiradsido

del inglés, half maximal inhibitory concentration

kilodalton

Constante de afinidad

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

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

molar

mili amperios

del inglés, Molecular Dynamics
miligramo

minuto

mililitro

milimetro
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mM:
MAVS:
ME:

ng:
nm:
Nor98:
N2a:

ORF:
OR:

p/v:
PBS:
PCR:
PK:
PMCA:
PMCAa:
PMSA:
PMSF:
PRNP:
PRNP™
PRNP*":
PrP:
PrP*:
PrP27-30:
PrP¢:
Prpres:
PrPse:
PVDF:
PSVPr:

QUIC:

R:
rec-PrP:
RML:

rpm:

milimolar
del inglés, mitochondrial antiviral signaling

microscopia electronica

nanogramo
nanometro
cepa de prion ovino atipica

linea celular de neuroblastoma de ratén

marco de lectura abierto, del inglés, open reading frame

octa repeticiones, del inglés, octapeptide repeats

peso/volumen

del inglés, phosphate buffered saline

del inglés, polymerase chain reaction

proteinasa K

del inglés, protein misfolding cyclic amplification

PMCA automatizada

del inglés, Protein Misfolding Shaking Amplification

fluoruro de fenilmetilsulfonilo

gen que codifica la proteina PrP

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

PrP en un estado conformacional transitorio, intermedio entre PrP¢ y PrPSc
PrP resistente a PK de 27-30 kDa

isoforma celular de PrP, del inglés, cellular prion protein

PrP resistente a la digestion con PK

isoforma patégena de PrP, del inglés, Scrapie associated Prion Protein
polifluoruro de vinilideno

Prionopatia con Sensibilidad Variable a Proteasas

del inglés, quaking induced conversion

del inglés, reverse
PrP recombinante
cepa de prion ovino adaptado a raton en el Rocky Mountain Laboratory
revoluciones por minuto
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= RE: reticulo endoplasmico
= RMN: resonancia magnética nuclear

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

= s segundo
= 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

T

»  Tris-HCI: tris(hidroximetil)Jaminometano hidrocloruro

= TEM: microscopia electrénica de transmision, del inglés, transmission electron
microscopy

= ThT: del inglés, thioflavine T
=  TMPyP-Fe(lll): del inglés, Iron (1ll) meso-Tetra(N-methyl-4-.pyridyl)porphine
= TNT: del inglés Tunneling NanoTubes

U

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

\'

= Vv volumen/volumen

= VPSPr: delinglés, variably protease-sensitive prionopathy

Tabla de los 20 aminoacidos junto con su abreviatura y coédigo

Sn(:illri:;ii?lz Abreviatura | Codigo Sﬁ;ﬁg;iigz Abreviatura | Codigo
Alanina Ala A Leucina Leu L
Arginina Arg R Lisina Lys K
Asparagina Asn N Metionina Met M
Acido aspartico Asp D Fenilalanina Phe F
Cisteina Cys C Prolina Pro P
Glutamina Gln Q Serina Ser S
Acido glutamico Glu E Treonina Thr T
Glicina Gly G Triptéfano Trp w
Histidina His H Tirosina Tyr Y
Isoleucina Ile I Valina Val \"
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INTRODUCCION

1 - Encefalopatias Espongiformes Transmisibles y la naturaleza
del agente causal

Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EETs) son un grupo de enfermedades
neurodegenerativas mortales y transmisibles que afectan a los seres humanos ademas de a
un gran numero de especies de mamiferos. Entre las descritas en seres humanos tenemos la
Enfermedad de Creutzfeldt-dakob (ECJ), la enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker
(GSS), el Insomnio Familiar Fatal (IFF), el Kuru y la Prionopatia con Sensibilidad Variable a
Proteasas (PSVPr) (1). En cuanto al resto de mamiferos tenemos dos que destacan por su
importancia economica: el Scrapie o tembladera, que afecta al ganado ovino y la
Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), que afecta a bdévidos y fue responsable de la
epidemia de las vacas locas a inicios de los afios 90 en el Reino Unido. Otra EET de gran
relevancia por el alto nimero de casos, sobre todo en Estados Unidos y en Canada, es la
Enfermedad Croénica Debilitante de Cérvidos (ECD), que se esta extendiendo rapidamente
entre las poblaciones de cérvidos salvajes debido a la alta infectividad de la orina y las heces
de los animales afectados. Esta es ademas la unica EET detectada en animales salvajes.
También se han descrito otras como la Encefalopatia Transmisible del Vison (ETV),
observada solo en visones en cautividad, la Encefalopatia Espongiforme Felina (EEF) en
gatos domésticos y la Encefalopatia de Ungulados Exoéticos (EUE), también descrita

solamente en animales en cautividad (2, 3).

Los individuos afectados presentan gran variedad de signos neurolégicos, algunos
comunes a todas las EETs, entre los que podemos destacar la ataxia cerebelar y una
disfuncion motora y cognitiva progresiva. En todos los casos la enfermedad es letal y se
caracteriza por el corto periodo que transcurre desde la aparicion de los primeros signos hasta
el fallecimiento (entre 6 meses y dos afios aproximadamente), un tiempo extremadamente
corto si se compara con otras enfermedades neurodegenerativas. El estudio post mortem del
encéfalo muestra una acusada espongiosis, astrogliosis y acumulacién de proteina
malplegada. La espongiosis esta asociada a la muerte neuronal, dando aspecto de esponja
al encéfalo debido a la pérdida celular que ocurre en el tejido nervioso. El analisis post mortem
del encéfalo de los individuos sospechosos de sufrir la enfermedad es imprescindible para
realizar un diagndstico definitivo, ya que los signos son similares a los de otras enfermedades

neurodegenerativas y en muchos casos no permiten discriminar una enfermedad de otra (1).
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Figura 1. Anomalias observables en los encéfalos de individuos afectados por una enfermedad pridnica.
a) Imagen del cortex frontal de un paciente de ECJ donde se aprecia el dafio espongiforme. Tincién con
hematoxilina & eosina. 20x b) Deposicion de PrP en el cértex frontal de paciente de ECJ. Tincién con anticuerpo
anti-PrP 12F10. 20x ¢) Aumento de gliosis reactiva en el talamo de paciente de IFF. Tincién con anticuerpo anti-
Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP). 40x (Modificado de Will 2017).

Una de las caracteristicas mas importantes de las EETs es su capacidad de transmitirse
de unos individuos a otros. Este concepto lleva implicito la existencia de un agente con
capacidad autopropagativa que es responsable de esta transmisibilidad. Las primeras teorias
relacionaban estas enfermedades con algun tipo de virus lento que afecta al Sistema Nervioso
Central (SNC) provocando la neurodegeneracion y finalmente, la muerte de los afectados. La
existencia de largos periodos de incubacién y la variabilidad de las patologias descritas
usando animales de experimentacion encajaban con la teoria de un virus lento con diferentes
cepas. Sin embargo, las evidencias en contra de esta teoria y la falta de pruebas que
demostrasen la existencia del virus lento fueron decantando la balanza en favor de otra
controvertida propuesta que relacionaba las EETs con un agente infeccioso de naturaleza

exclusivamente proteica (4, 5).

1.1 - Inicios en la descripcion y estudio de las Encefalopatias Espongiformes
Transmisibles y de la naturaleza del agente causal

Las primeras referencias documentadas de las enfermedades pridnicas datan de mediados
del siglo XVIII. En una carta al Parlamento de Inglaterra los ganaderos de la regiéon de
Lincolnshire piden un mayor control en la importacion de oveja merina espanola debido a un
brote de tembladera o Scrapie, provocado por estas ovejas. Esta seria la primera vez que
esta enfermedad queda reflejada de forma escrita. Posteriormente, y a lo largo de los siglos
XVIIl 'y XIX se suceden varios textos de caracter mas o menos cientifico que relacionan el
Scrapie, la unica enfermedad pridnica conocida por entonces, con diferentes causas. En un
inicio, se llegé a postular que la tembladera estaba relacionada con la sobreactividad sexual
de las ovejas o las tormentas eléctricas. A principios del siglo XX se la relacionaron con el
parasito Sarcosporidium (6) y otros autores empezaron a hablar ya de agentes filtrables
sugiriendo un virus como agente causal. Estudios realizados en 1936 por Cuille y Chelle
demuestran que esta enfermedad es infecciosa realizando inyecciones intraoculares de

médula espinal de animales enfermos en animales sanos (7, 8). La capacidad de transmitirse
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entre individuos, junto a los largos periodos de incubacion y a la evidencia de que se trata de
un agente filtrable sefialaba claramente que un agente virico lento era el responsable de la

enfermedad.

Mientras todas estas teorias y descubrimientos sobre el Scrapie se sucedian, los
neurdlogos alemanes Hans Gerhard Creutzfeldt y Adolf Jakob describen alrededor de 1920
los primeros casos de una neuropatia desconocida hasta entonces en seres humanos (9, 10).
Se trata de la hoy conocida como Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, bautizada por el también
neurdlogo aleman Spielmeyer en 1922. Esta es la primera prionopatia descrita en humanos,
aunque su relacién con el Scrapie no fue descrita hasta muchos anos después. Durante las
siguientes décadas aparecen en la literatura diferentes casos con diferentes nombres debido
a la heterogeneidad de los signos y sintomas que sufren los pacientes, relacionandose mas
tarde muchos de ellos con la Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob y esta finalmente, con el resto

de las enfermedades pridnicas.

Otra enfermedad con rasgos neurolégicos que recuerdan a la ECJ, aunque en aquel
momento auln sin relacion, fue descrita a principios de los afios 50 en Papua-Nueva Guinea.
El doctor Vincent Zigas, oficial médico de la region, fue el primero en describirla en los Fore,
un grupo étnico de la isla. Se trataba de una enfermedad que provocaba temblores y graves
problemas motores. Los afectados acababan por perder totalmente la capacidad de caminar
o tenerse en pie y resultaba letal en todos los casos. Entre los Fore, que apenas hacia 10
afnos que habian entrado en contacto con el mundo occidental, era conocida como kuru, que
significa temblor o miedo en su idioma. La relacionaban con la brujeria debido a los extrafios
sintomas y a la rapidez con que los “embrujados” acababan sucumbiendo. Otro rasgo
caracteristico era que afectaba sobre todo a mujeres y nifios. Las experiencias de los médicos
y antropdlogos que viajaron a la isla y la describieron atrajeron la atencion de varios
investigadores en busca de una explicacion médica para la maldicion (11). Asi, unos afos
mas tarde el pediatra Carleton Gajdusek llegd a la zona, atraido entre otras cosas por la
peculiar encefalitis. Tras varios estudios en el terreno, el Dr. Gajdusek postulé que un virus
lento que afectaba al sistema nervioso era el responsable del Kuru y lo relacioné con las
practicas rituales canibalisticas de la tribu. Entre los Fore era tradicion que cuando un hombre
moria, el resto compartieran su carne para liberar su espiritu. Uno de los ritos clave en esta
ceremonia era el consumo del cerebro del fallecido por parte de su mujer e hijos. Cuando un
individuo sufria la enfermedad del Kuru, aun antes de la manifestacion de los sintomas, el
agente infeccioso se encontraba ya presente en su sistema nervioso por lo que la enfermedad
se transmitia a los consumidores, principalmente a los que hubiesen ingerido partes del
encéfalo y médula espinal. Debido a este rito, Gajdusek logré relacionar la encefalitis con el

consumo preferente del sistema nervioso por parte de los nifios y mujeres, sugiriendo que el
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agente infeccioso, probablemente un virus lento, debia encontrarse principalmente en el
encéfalo de los afectados (12). El siguiente paso fue tratar de aislar el agente causal del Kuru
e identificarlo, pero todos sus intentos fueron infructuosos, ya que estaban dirigidos hacia la
posibilidad de que el agente infeccioso fuera un virus lento, teoria que poco a poco seria

puesta en entredicho.

A pesar de que ya se conocian la ECJ y el Scrapie, la relacion entre ellas y con el Kuru aun
no se habia establecido. Fue William Hadlow, un veterinario patélogo, el que relacioné las
lesiones espongiformes del Kuru con el Scrapie. El Dr. Hadlow, que a principios de los sesenta
trabajaba en Rocky Mountain Laboratories, una institucion pionera en Estados Unidos en el
estudio del Scrapie, asistid en Inglaterra a una ponencia sobre la extrafia encefalitis de los
Fore en la que se mostraban imagenes de las lesiones espongiformes del encéfalo de estos
pacientes. Rapidamente Hadlow, avezado histopatdlogo, relacioné las lesiones
espongiformes del Kuru con las del Scrapie (13), relacionandose por primera vez las dos
EETs. Poco después, en 1966, Gajdusek y Gibbs demostraban definitivamente que el Kuru
era infeccioso en chimpancés (14) estableciendo una conexion evidente e irrefutable entre
ambas enfermedades. Sin embargo, la ECJ, aunque ya era conocida, todavia no se habia
relacionado con el Scrapie ni con el Kuru. Fue en 1968, tras la publicacion del trabajo de
Gajdusek con los chimpancés infectados experimentalmente con Kuru, cuando estas
enfermedades empezaron a relacionarse con la ECJ. Klatzo fue uno de los primeros en sugerir
esta conexion debido a la similitud de los sintomas y a las lesiones espongiformes observadas
en todos los casos (15). La repeticion del experimento llevado a cabo con el Kuru en
chimpancés, en este caso con material de pacientes de ECJ (16), termind por demostrar que
la ECJ también era una encefalopatia transmisible y, por tanto, estrechamente relacionada

con el Kuru y el Scrapie.

Durante la segunda mitad del siglo XX se siguieron describiendo otras neuropatias en
humanos que poco a poco se fueron uniendo al grupo de las EETs. La enfermedad de
Gerstmann-Straussler-Scheinker (17, 18) y el Insomnio Familiar Fatal (19, 20) fueron descritas
en los anos 1980-90 y la demostracién de que eran transmisibles en primates (21) fue clave
para demostrar que estaban directamente relacionadas con el Kuru y la ECJ. También fueron
descritas otras enfermedades en varias especies de mamiferos que afectaban al sistema
nervioso, generaban lesiones espongiformes y eran transmisibles. Todas fueron poco a poco
incluyéndose dentro de las EETs: la Enfermedad Transmisible del Vison (22), la Enfermedad
Crénica Debilitante de Cérvidos (23), la Encefalopatia Espongiforme Felina (24) y la
Encefalopatia de Ungulados Exaéticos (25). Estas dos ultimas tienen relacién directa con otra
EET, la Encefalopatia Espongiforme Bovina, también conocida como el mal de las vacas

locas. Esta enfermedad afecta al ganado bovino y se propagod en el Reino Unido durante la
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década de los ochenta debido al uso de piensos que incluian harinas carnicas de animales
infectados. Las similitudes bioquimicas e histopatolégicas permitieron establecer una
conexion directa entre la EEF y la EUE con la EEB. En el caso de la Encefalopatia
Espongiforme Felina el proceso de infeccion fue el mismo, ya que era bastante comun que
los piensos que se usaban para alimentar a los gatos domésticos incluyeran harinas carnicas,
mientras que en los casos de Encefalopatia de Ungulados Exéticos se atribuy6 a la ingestion
de carcasas de animales que habian sido contaminadas con tejido nervioso infectado con
EEB.

1.2 - Controversia acerca de la naturaleza del agente infeccioso

Una vez quedd demostrado sin lugar a dudas que las EETs eran transmisibles, el siguiente
paso fue explicar y demostrar la naturaleza del agente infeccioso. Esta busqueda
desencadenaria una controversia cuyos ecos aun resuenan, ya que de las teorias propuestas,
aquella que se confirmoé posteriormente suponia un desafio al dogma central de la biologia.
Los primeros estudios de infectividad realizados en modelos experimentales in vivo
demostraban que el agente infeccioso se encontraba principalmente confinado en el SNC,
que era un agente filtrable (26) y que los tiempos de incubacion hasta la aparicion de los
primeros signos eran muy largos en todos los casos (27-29). Estas caracteristicas llevaron a
formular las primeras hipétesis que relacionaban las EETs con un virus lento, hipotesis
postulada por primera vez por Sigurdsson en 1954. Uno de los factores que mas contribuyeron
a esta hipotesis fue la existencia de diferentes cepas descubiertas a raiz de los experimentos
llevados a cabo por Pattison y colaboradores en 1961. Inoculaciones realizadas en cabras y
ovejas demostraron la existencia de dos aislados diferentes de Scrapie, conocidos como
“scratchy” y “drowsy” (30). Estos estaban caracterizados por mostrar diferentes tiempos de
incubacion, signos clinicos y diferentes patrones de lesiones en el SNC. Otro descubrimiento
clave para el campo que también se realizé durante esta época fue la transmision del agente
causal entre especies filogenéticamente alejadas. La inoculacion de diferentes aislados de
Scrapie procedentes de cabra (31, 32) y de oveja (33) en ratones, ademas de demostrar la
transmisibilidad del agente en especies no emparentadas, dio lugar a los primeros modelos

de laboratorio manejables, suponiendo un gran avance en el estudio de las EETs.

La imposibilidad de aislar el virus a pesar de los multiples intentos y la ausencia de
respuesta inmunologica fueron los principales argumentos en contra de la teoria del virus vy,
como consecuencia, fueron surgiendo otras explicaciones que trataban de esclarecer el
extrafio comportamiento del agente infeccioso: viroides, elementos tipo retrovirus o
membranas con capacidad autorreplicativa (6). Ninguno de estos candidatos conseguia
explicar todas las caracteristicas descritas para el extrafio agente. Uno de los indicios mas
claros lo proporcionaron los estudios realizados por Tikvah Alper y colaboradores. En ellos
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demostraron que el agente infeccioso era resistente a la radiacion ultravioleta, lo que deberia
inactivar cualquier agente virico. También observaron que era resistente a nucleasas o
cualquier otra técnica usada para la inactivacion de los acidos nucleicos (34). Estimaron que
el tamarno de la particula infecciosa era de aproximadamente 2x10° Dalton (Da), demasiado
pequefio para tratarse de un virus o una bacteria (35). Todo esto parecia indicar que el agente
infeccioso no tenia material genético, a pesar de que era capaz de multiplicarse en un
huésped, lo que desafiaba directamente el dogma central de la biologia propuesto por Watson
y Crick. John S. Griffith fue el primero en hipotetizar una estructura proteica capaz de
autorreplicarse. En un texto publicado en 1967, Griffith habla de un modelo basado en una
proteina con dos estructuras diferentes: una estructura estable A’ y una estructura inestable
A. La formacién de la estructura inestable A es termodinamicamente muy desfavorable, por
lo que hay muy pocas unidades estructurales en conformacién A, pero esta proteina inestable
A seria capaz de agregar formando dimeros. Una vez formados los dimeros estos irian
sumando proteinas con estructura estable A’, que es muy abundante, formando trimeros,
cuatrimeros... en un proceso termodinamicamente favorable (36). A pesar de ser una
hipotesis totalmente tedrica fue el primer acercamiento a lo que hoy en dia conocemos como

la hipétesis de “solo proteina”.

1.3 - Formulacién de la hipétesis de “solo proteina” y primeros pasos hacia su
refutacion

La década de los ochenta supondria un punto de inflexion en la investigacion dentro del
campo de las enfermedades pridnicas. Basandose en la publicacién de Griffith y en los datos
recabados acerca del extrafio comportamiento del agente infeccioso en las décadas
anteriores, Stanley Prusiner propuso el término prion (del inglés proteinaceous infectious
particle) para nombrar a la particula infecciosa responsable de las EETs (37). Segun la teoria
propuesta por Prusiner, solo una proteina podria cumplir las caracteristicas que se le atribuian
a la particula infecciosa: resistencia a nucleasas, sensibilidad a proteasas y agentes alcalinos
y su pequeio tamafo. Ese mismo afio Bolton y colaboradores fueron capaces de aislar una
proteina que se encontraba en grandes cantidades en el SNC de los individuos afectados y
que era parte constituyente de la fraccion infecciosa. También describieron que esta proteina
era resistente a la digestion por proteinasa K (PK) y que tenia un tamafio aproximado de 27-
30 kDa (38). En este mismo periodo Merz y colaboradores obtuvieron las primeras imagenes
de estructuras que relacionaron con virus filamentosos en el SNC de animales y seres
humanos afectados por Scrapie, ECJ y Kuru (39). Poco después Prusiner relacionaba estas
estructuras, que él mismo denominaria “varillas del prion”, con el agente infeccioso al
demostrar que estaban compuestas exclusivamente de proteina priénica (PrP) y que eran una
parte imprescindible, si no unica, de la fraccién infecciosa. Ademas, relacionaba estas varillas

con los agregados amiloides detectados en el SNC de los afectados (40).
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Figura 2. Imagenes de microscopia electronica de campo oscuro de las fibras de PrP asociadas a las
EET. a) Microfotografia de campo oscuro en el que podemos observar PrP¢ marcada con un anticuerpo anti-
PrP que porta particulas de oro. b) Microfotografia de campo oscuro de las “varillas del prion” formadas por
PrPSc. Barra de escala de 100nm. (Modificado de Calella 2009).

Esta proteina, que se encontraba en alta cantidad en las fracciones infecciosas formando
amiloides, resistente a proteasas y de un tamafno aproximado de 27-30 kDa se denominé
PrP?7-3% y fue vinculada directamente a la infectividad. El aislamiento y secuenciacién de la
PrP?7-3% permitié demostrar que esta era una parte de una proteina mayor de unos 33-35 kDa
(41). En 1986 se demostraria que la denominada proteina del prion (PrP) estaba codificada
en un gen de copia unica llamado PRNP que se expresaba de manera constitutiva en el SNC
de animales sanos, asi como otros tipos celulares. Estos estudios demostraron que la PrP?”-
30 también conocida como PrPS¢ (por su asociacion al Scrapie), y la PrP de 33-35 kDa,

conocida como PrP¢ (de celular), estaban codificadas en el mismo gen cromosémico (42).

La conjuncion de la teoria propuesta por Prusiner en 1982 con los datos obtenidos durante
los afos siguientes dio lugar a lo que hoy en dia conocemos como la hipétesis de “solo
proteina”. En esta teoria se propone que la PrPS¢ es el Gnico componente del agente
infeccioso de las EETs, siendo esta una isoforma malplegada de la PrP® normalmente
expresada con su plegamiento nativo. Sin embargo, como la PrPC era capaz de malplegarse
y transformarse en PrPSc, iniciando asi el proceso infeccioso era todavia un misterio. Se
plante6 que la PrPSc se generaba a través de un proceso de modificacion post-traduccional a
partir de la PrP¢ (43, 44), pero no se pudieron obtener datos claros que respaldaran esta teoria
(45). Mas tarde se propuso que la PrPS¢ actuaba como molde promoviendo la conversion de
PrPC a PrPS¢ a través de un cambio conformacional. Datos de espectroscopia infrarroja con
transformacion de Fourier (FTIR, del inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy) y de
dicroismo circular (CD, del inglés Circular Dichroism) probaron que la transformacion de PrP¢
a PrPS¢ estaba relacionado con una disminucion en la cantidad de hélices-a y un aumento en
la proporcion de laminas-$ (46, 47), demostrando asi que un cambio conformacional era el

responsable de la conversion de la PrP® en la forma infecciosa PrPSc. Este cambio
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conformacional seria también el responsable de las diferencias en las propiedades
bioquimicas observadas entre ambas proteinas, como por ejemplo la insolubilidad en
presencia de detergentes no idnicos (48) o la resistencia parcial a la digestién por PK (49).
Esta ultima caracteristica se relacionaria directamente con la existencia de las dos
conformaciones de la PrP con diferente peso molecular que hemos mencionado
anteriormente: la forma normal de 33-35 kDa y la infecciosa de 27-30 kDa. La digestion con
PK de la PrPS¢ daria como resultado la eliminacion de, aproximadamente, los primeros 90
aminoacidos, dando lugar asi a una proteina de menor peso molecular (27-30 kDa),
distinguible de la PrP¢ (33-35 kDa) mediante electroforesis. Otra importante diferencia
relacionada con este cambio conformacional seria la tendencia de la PrP¢ a formar fibras en
el SNC de los individuos afectados (50). Hasta la fecha, la presencia de la PrP?’-30 resistente
a la digestion por PK y su reconocimiento por anticuerpos anti-PrP siguen siendo el unico
marcador patognomonico de la enfermedad. No obstante, la descripcion en los ultimos afios
de la Prionopatia con Sensibilidad Variable a Proteasas (PSVPr) (51) desafiaria la existencia
de PrP resistente a la digestion por PK como marcador patognomonico aplicable a todas las
EETs.

La identificacion de formas familiares de las EETs atribuidas a diferentes mutaciones en el
gen de la PrP supuso otro importante apoyo a la teoria de “solo proteina”. Diversas
sustituciones, inserciones y deleciones en la secuencia aminoacidica de la proteina PrP la
hacen mas tendente a malplegarse, iniciandose asi el proceso infeccioso. Hsiao y
colaboradores relacionaron la mutacion P102L en el gen PRNP con el GSS familiar en 1989,
describiendo asi la primera mutacion ligada a una EET (18). En la actualidad se conocen mas
de 50 mutaciones relacionadas con el gen de la PrP humana y a las que se les ha atribuido

aproximadamente el 10-15 % de todos los casos de EETs descritos en humanos (52).

1.4 - Experimentos in vivo e in vitro confirman la hipétesis de “solo proteina”

Los primeros estudios de transmisibilidad de priones se llevaron a cabo en modelos
animales en los que la enfermedad habia sido descrita 0 en los modelos mas cercanos
posibles a los mamiferos susceptibles. Ovejas, cabras y primates fueron los Unicos modelos
ampliamente disponibles durante las décadas de los sesenta y los setenta. Debido a su gran
tamano, la dificultad para trabajar con ellos y a los largos tiempos de incubacion que presentan
después de su inoculacién, fue creciendo la necesidad de modelos animales mas pequefios
y que mostraran tiempos de incubacion mas cortos con el objetivo de resolver las nuevas
incognitas que iban surgiendo acerca de la naturaleza del agente infeccioso. La adaptacion
del Scrapie en ratones de genotipo silvestre llevada a cabo por Chandler (31) fue un primer
paso. Este hito facilitd en gran medida los estudios in vivo dentro del campo de las EETs
durante las siguientes décadas. Afos mas tarde, la EEB (53) y la ECJ (54) también serian
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adaptadas a ratones de genotipo silvestre, demostrando la utilidad de este modelo animal. El
hamster sirio dorado también seria un modelo ampliamente utilizado durante los ochenta (55,
56). Ambos modelos serian claves para la comprension y descripcién de las barreras
interespecie, la distribucion y propagacion de los priones en el SNC y los ensayos utilizando
diferentes vias de inoculacion. Sin embargo, la imposibilidad de trabajar con PrP¢ de
diferentes especies era un importante factor limitante para el avance en el estudio de las
enfermedades pridnicas. Fue en 1982 cuando se obtendria el primer ratén transgénico (57),
aunque hubo que esperar unos afios mas hasta la generacion del primer raton transgénico
para el gen de la proteina priénica. DeArmond y colaboradores demostrarian que el modelo
que habian generado contenia el transgén que expresaba la PrP® del hamster sirio dorado y
que este era capaz de reproducir fielmente todos los rasgos fenotipicos especificos de la
infeccidén por Scrapie en esta especie (58). Este seria un logro fundamental para el avance
hacia la determinacion y comprension del agente infeccioso ya que esta tecnologia permitiria
la generacion de ratones con PrP¢ de otras especies o con mutaciones de interés

manteniendo las ventajas de los modelos animales murinos.

La generaciéon de un modelo animal transgénico con la mutacion puntual P102L en el gen
PRNP, asociada a la aparicion espontanea del GSS, y la constatacién de que este modelo
sufria una enfermedad neurodegenerativa similar al GSS en humanos (59) demostraria que
una mutacion puntual en el gen PRNP era suficiente para la aparicion espontanea de una
EET, respaldando asi la teoria de “solo proteina”. Sin embargo, a pesar de que este modelo
animal reproducia los signos del GSS en humanos, la enfermedad espontanea inducida en
este modelo no era transmisible (60). No obstante, otros modelos transgénicos generados
posteriormente si fueron capaces de reproducir la aparicion espontanea de EETs
transmisibles a animales de genotipo salvaje. Entre ellos podemos destacar el modelo de
raton transgénico que expresa la PrPC bovina con una mutacién asociada a GSS en humanos
(61), los ratones transgénicos que expresan PrPC de raton con mutaciones asociadas a GSS
y ECJ (62) y el modelo de ratéon transgénico que expresa la PrPC del topillo rojo, cuyo
polimorfismo natural 1091 favorece el malplegamiento espontaneo (63). Otro respaldo
importante para la teoria de “solo proteina” vendria con la generacion del primer ratén
transgénico en el que se habia eliminado el gen PRNP. Estos animales, que no tenian PrP°,
eran totalmente resistentes a la infeccion por Scrapie, sin manifestacion alguna de signos
clinicos ni acumulacion de PrPSc (64). Esto demostré que la PrP¢ era indispensable para la
propagacién y acumulacion de PrPS°. Poco después la generacion de ratones hemicigotos
para PRNP (PRNP *") evidenci6 que los niveles de expresion de PrPC estan directamente
relacionados con la tasa de formacion de PrPs¢ e inversamente relacionados con los tiempos

de incubacion, ya que estos eran mas largos que en los animales homocigotos (PRNP **)
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(65). También se generaron ratones transgénicos que sobreexpresan el gen PRNP (66)

obteniéndose asi tiempos de incubacién mucho mas cortos.

A pesar de todos los datos obtenidos mediante experimentacion in vivo que respaldaban
la hipétesis de “solo proteina”, todavia existia durante la década de los 90 y principio del 2000
cierta oposicion hacia esta teoria (67). Los detractores de esta hipétesis argumentaban que
todavia no se habia logrado demostrar fehacientemente que Uunicamente era necesaria la
presencia de PrPC para mantener la propagacion de PrPS¢ y que esta fuera capaz de producir
una EET por si sola. La prueba definitiva de la teoria propuesta por Prusiner seria la obtencién
de un prion generado in vitro Gnicamente a expensas de PrP® y que, ademas, este fuera capaz
de producir un sindrome con los mismos signos que las EETs y con un tiempo de incubacion
similar. Se tardarian casi treinta anos en lograr este objetivo desde la publicacion de la teoria

de “solo proteina”.

El primer sistema de propagacion in vitro de priones, desarrollado por Byron Caughey y
colaboradores a principios de los noventa, conocido como ensayo de conversion libre de
células (del inglés, cell-free conversion assay). Usando este sistema fueron capaces de
demostrar la generacion de PrP malplegada resistente a la digestion por PK usando
Unicamente PrPC y PrPS¢ purificadas como sustrato y semilla respectivamente (68). De esta
forma se demostré por primera vez usando un sistema in vitro que el proceso de conversion
de la PrP°® a la isoforma resistente a la digestion por PK estaba catalizado por la PrPS¢. No
obstante, el bajo rendimiento de la conversion observada junto con las condiciones no
fisiologicas empleadas durante el proceso de conversion y el exceso de PrPS¢ necesario para
iniciar la propagacion, dificultaba mucho la evaluacién de la infectividad de la proteina
resistente generada in vitro. En un intento por mejorar el ensayo libre de células en el afio
2000 se consiguio la transformacion de PrP¢ a PrPS¢ utilizando una cantidad infima de semilla
mediante el uso de la sonicacion (69). Este estudio seria el inicio de la técnica que hoy en dia
se conoce como amplificacion ciclica de proteinas malplegadas o PMCA (del inglés, Protein
Misfolding Cyclic Amplification). Mediante la alternancia de ciclos de sonicacion e incubacion
se consigue la obtencién de grandes cantidades de PrPS¢ a partir de PrPC in vitro,
reproduciendo lo que ocurre en el SNC de los individuos afectados, con una cinética acelerada
(70). Los priones amplificados utilizando PMCA han demostrado que mantienen las mismas
propiedades estructurales, bioldgicas y bioquimicas de la PrPS¢ proveniente de encéfalo de
animales afectados (71). Este hecho supuso para muchos un apoyo clave para la hipétesis
de “solo proteina”, pero debido a que tanto la PrP¢ como la PrPS¢ utilizadas en esta técnica
provenian de encéfalos de animales, estas evidencias aun se consideraron insuficientes. Fue

necesaria la obtencion de material infeccioso a partir de PrP pura y en ausencia de cualquier
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componente proveniente de encéfalos animales para alcanzar la confirmacién final de la

teoria.

Una década después de la obtencién de los primeros priones mediante propagacién in
vitro, Legname y colaboradores generaron priones infectivos utilizando un nuevo método de
propagacion. En este caso, en lugar de utilizar PrP® proveniente de encéfalo, se utilizo PrP
recombinante de ratén producida en Escherichia coli (E. coli), dando lugar a fibras amiloides
de novo en ausencia de PrPS¢como semilla. La infectividad de estas fibras quedo demostrada
cuando se inocularon en ratones transgénicos que sobreexpresaban la proteina pridnica (72).
Sin embargo, dado que los tiempos de incubacién fueron mas largos de lo habitual en este
modelo transgénico y que las fibras no infectaban un modelo murino silvestre, este resultado
no fue suficiente para conseguir un respaldo unanime de la teoria de “solo proteina”. Los
disconformes argumentaron que el prion recombinante generado in vitro solo era capaz de
infectar modelos de ratdon que sobreexpresaban la PrP y, dado que estos animales
desarrollaban espontaneamente una patologia pridnica cuando envejecian, se sugiri6 que
este tipo de priones estuvieran simplemente acelerando este proceso y no generando una

enfermedad pridnica per se.

La generacién de priones utilizando sistemas de propagacion in vitro que fueran capaces
de infectar animales silvestres llegaria en 2010 de la mano de Makarava y colaboradores.
Utilizando un sistema de fibrilizacion diferente al realizado por Legname fueron capaces de
generar fibras amiloides a partir de PrP de hamster proveniente de E. coli. Este prion
recombinante requeria de una segunda inoculacion para hacer patentes los signos de la
enfermedad, mostrando unos tiempos de incubacion inusualmente largos (73). Este
comportamiento llevé a que, de nuevo, estos resultados fueran insuficientes para confirmar
definitivamente la teoria de “solo proteina”. Fue en ese mismo afio cuando Jiyan Ma y
colaboradores publicarian por primera vez la obtenciéon de priones altamente infectivos
generados in vitro utilizando PMCA y PrP recombinante de ratén como sustrato. Aunque
anteriormente Kim y colaboradores habian generado priones infectivos mediante PMCA
utilizando PrP recombinante, esta necesitaba de la presencia de una semilla de PrPSc.
Ademas, la infectividad el producto resultante fue baja (74). En el experimento realizado por
el grupo del Dr. Ma, la proteina malplegada se obtenia de novo mediante ciclos seriados de
PMCA, es decir, sin la adicion de ninguna semilla de PrPSc. El sustrato de PMCA utilizado
estaba compuesto exclusivamente por PrP recombinante de raton y ARN vy lipidos como
cofactores (75). Este prion generado in vitro, completamente carente de otros componentes
encefalicos y que mostraba una alta infectividad en ratones de tipo salvaje, representaba en
si mismo la confirmacion para muchos investigadores del caracter exclusivamente proteico

del agente infeccioso de las EETs.
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Actualmente, la discusion acerca de la naturaleza del agente etiologico de las EETs esta
practicamente zanjada, a excepcion de un reducido numero de investigadores que aun trata
de demostrar que es necesaria la existencia de acidos nucleicos asociados al agente causal
(6). Una de las principales dificultades para el respaldo total del modelo basado en la teoria
de “solo proteina” es la existencia de diferentes cepas caracterizadas por diferentes tiempos
de incubacién y diferentes manifestaciones clinicas e histopatoldgicas. Tradicionalmente, la
existencia de diferentes variantes o cepas de cualquier agente infeccioso se relaciona con la
existencia de acidos nucleicos que codifican la informacion responsable de estas diferencias.
Segun los detractores de la teoria de “solo proteina”, debido a que el agente causal de las
EETs esta formado exclusivamente por proteina, no es posible que existan diferentes cepas
de prion. No obstante, la hipotesis de Prusiner se ha conciliado con el concepto de cepas
justificandose la existencia de estas como diferentes variantes conformacionales o estados
de agregacion de la PrPs¢ (4). Esta posibilidad esta respalda con resultados experimentales
como aquellos que muestran que la PMCA es capaz de reproducir y mantener las
caracteristicas de la semilla original utilizada (71), que algunos compuestos puedan
interactuar de forma diferencial ante diferentes cepas (76) o que se hayan descrito ciertas
diferencias estructurales entre cepas usando varias técnicas biofisicas y de reconocimiento
por anticuerpos conformacionales (77-79). Ademas, se han descritos varios ejemplos en la
naturaleza de proteinas que se valen de la existencia de variantes conformacionales para
transmitir informaciéon. En particular, las proteinas Ure2 o Sup35, priones de levaduras
descritos por Wickner y colaboradores en los noventa y que actuan como elementos de
transmision de informacion bioldgica heredandose en la division celular y confiriendo nuevos
fenotipos metabdlicos (80). También se han descrito mecanismos de transmision de
informacion a través de cambios conformacionales en la babosa marina Aplysia californica,
cuya proteina CPEB, relacionada con la plasticidad sinaptica y la memoria, pasa por un
cambio conformacional que es inducible en CPEB cercanas (81). Otro ejemplo seria la
proteina MAVS, descrita en cultivos celulares humanos y relacionada con la respuesta
inmunolégica innata (82). Otras proteinas descritas en plantas y en Clostridium botulinum
también han demostrado su capacidad de transmitir diferentes variantes conformacionales,
pero aun no se ha podido confirmar si esta capacidad esta relacionada con la transmisién de

informacion (83, 84).

A pesar de que ya no hay dudas sobre la naturaleza exclusivamente proteica del agente
infeccioso causante de las EETs, aun quedan muchos aspectos de la enfermedad por
esclarecer como la determinacién de la estructura de la PrPS¢, el mecanismo molecular de
conversidon de PrP¢ a PrPSc tanto en presencia como en ausencia de semilla, si hay algin

cofactor mas implicado en la conversion ademas de la propia PrP, la cascada de eventos que
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culmina en neurotoxicidad, los determinantes estructurales del fendmeno de la aparicion de

cepas, asi como qué determina la barrera de transmision entre especies.

1.5 - Caracteristicas y clasificacion de las Encefalopatias Espongiformes
Transmisibles humanas

Las EETs estan intimamente asociadas a la aparicion y propagacion de PrPSc en el SNC
de los afectados. Su acumulacién en forma de fibras amiloides puede producirse en diferentes
areas del encéfalo y con diferentes caracteristicas bioquimicas, dando lugar a diferentes
manifestaciones clinicas. Teniendo en cuenta todas estas caracteristicas diferenciales, las
EETs se clasifican en funcién de su etiologia, rasgos clinicos, areas afectadas y

caracteristicas bioquimicas de la PrPSe.

En funcion de su etiologia, las EETs se clasifican en genéticas o familiares, que
representan el 10-15 % de los casos; adquiridas, siendo aproximadamente un 5 % de los
casos registrados; y esporadicas (putativamente espontaneas), siendo estas las mayoritarias
con un 80-85 % de los casos. Las EETs familiares estan directamente relacionadas con
mutaciones autosémicas dominantes en el gen de la PrP (PRNP). Entre las enfermedades
pridnicas genéticas tenemos la Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob genética (ECJg), el
Insomnio Familiar Fatal (IFF) y el sindrome de Gerstmann-Stralssler-Scheinker (GSS). Han
sido descritas mas de 50 mutaciones diferentes en el gen PRNP relacionadas con el desarrollo
de alguna EET. Entre ellas existen mutaciones puntuales, PrPs incompletas debido a la
aparicion de codones de terminacion prematuros o inserciones/deleciones en la zona de las
octarepeticiones (85-88). Las EETs adquiridas se relacionan con la introduccion exégena del
agente infeccioso a través de diferentes practicas médicas (EETs iatrogénicas) o por la
ingestion de material contaminado. Algunos ejemplos de las EETs iatrogénicas serian los
trasplantes de duramadre o cérnea procedentes de donantes enfermos, el uso de material
quirurgico contaminado o el tratamiento con hormona del crecimiento obtenida a partir de
hipdfisis de cadaveres (89). Hasta el momento, unicamente han sido descritos en todo el
mundo alrededor de 492 casos de ECJ con un origen iatrogénico. La mayoria estan
relacionados con el uso de hormona del crecimiento o implantes de duramadre contaminados
con PrPSc¢ (90). Aparte de la ECJ con origen iatrogénico, dentro de las EETs adquiridas
también se incluyen otras dos enfermedades pridénicas muy particulares cuyo origen se
relaciona con la ingestion de material procedente de animales o individuos enfermos. Se trata
de la variante de la Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJv), relacionada con la ingestion de
carne o derivados contaminados con SNC de bdévidos con EEB y el Kuru, relacionada con las
practicas canibalisticas de los Fore. Finalmente, cabe destacar la existencia de 3 casos de
ECJv contraidos a partir de transfusiones de sangre procedentes de donantes que mas tarde

desarrollaron ECJv (91). Las EETs esporadicas son las mas comunes y no tienen ninguna
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causa conocida. Dentro de estas enfermedades se incluye la Enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob esporadica (ECJe), el Insomnio Fatal esporadico (IFe) y la Prionopatia con Sensibilidad
Variable a Proteasas (VPSPr). Debido a que la aparicion de estas patologias no se ha podido
relacionar con ningun factor genético ni con la exposicion a material biolégico o quirurgico
infectado, se han propuesto diferentes teorias para intentar explicar la supuesta aparicion
espontanea de estas patologias. Diferentes experimentos realizados en primates y modelos
murinos han demostrado la existencia de cierta transmisibilidad entre el Scrapie y la PrP°
humana, aunque hay que destacar la existencia de una fuerte barrera interespecie (92, 93). A
pesar de estos datos experimentales, diferentes estudios epidemioldgicos han sido incapaces
de identificar una conexidn clara entre la existencia de Scrapie y la prevalencia de las EETs
espontaneas (94, 95). Otra explicacion seria la existencia de mutaciones somaticas en el gen
PRNP que favoreceria el inicio de la enfermedad como ocurre en los casos genéticos (96),

pero esta teoria tampoco ha sido confirmada.

Aunque la clasificacion de las EETs atendiendo exclusivamente a su etiologia resulta
simple, cada uno de los tres grupos engloba sindromes diferenciados entre si por sus
sintomas, areas del SNC afectadas y caracteristicas bioquimicas de la PrP5¢ asociada a dicha
enfermedad. Esta variabilidad se relaciona directamente con la existencia de diferentes cepas
de priones humanos, estando estas intimamente asociadas al origen del malplegamiento y a
la existencia de polimorfismos en la PrP en la posicion 129. Existen tres genotipos diferentes
de este polimorfismo: homocigosis para metionina (M129M), homocigosis para valina (V129V)
y heterocigosis (M129V) (97), afectando estos a las caracteristicas de las diferentes cepas y
a la mayor o menor susceptibilidad ante ellas. Un ejemplo claro de la importancia de este
polimorfismo dentro de las EETs humanas es la posibilidad de desarrollar ECJg o IFF
dependiendo del polimorfismo 129 cuando la mutacién D178N se encuentra presente. En los
casos en que esta mutacion se asocie a la presencia del polimorfismo V129V, el paciente
desarrollara ECJg, mientras que si la mutacion esta asociada a los polimorfismos M129M o
M129V el paciente desarrollara IFF (19).

Etiologia Nombre de la enfermedad

Enfermedad de Creutzfeldt Jakob genética (ECJg)
EET genéticas Insomnio Familia Fatal (IFF)

Enfermedad de Gerstmann-Stralissler-Scheinker (GSS)

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob iatrogénico (ECJi)
EET adquiridas Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob variante (ECJv)

Kuru

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporadico (ECJe)
EET esporadicas Insomnio Familiar esporadico (IFe)

Prionopatia con Sensibilidad variable a Proteasas (VPSPr)

Tabla 1. Clasificaciéon de las EET de acuerdo a su etiologia.
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A pesar de que los sintomas de estas enfermedades son muy similares a otras
enfermedades neurodegenerativas, estos también juegan un papel importante en el
diagndstico diferencial de las EETs humanas. Entre los rasgos clinicos mas comunes a todas
las EETs humanas se incluyen: demencia, anomalias del habla y la marcha, problemas
motores como mioclono, temblores, rigidez y espasticidad, y cambios del comportamiento
como agitacion, confusion o depresion. Hacia el final del curso de la enfermedad los pacientes
entran en estado de mutismo aquinético dejando de responder a estimulos externos. Algunos
de los rasgos clinicos diferenciales entre las EETs humanas incluyen el insomnio o suefio
interrumpido en el Insomnio Fatal, tanto en los casos genéticos como en los esporadicos, o la
dismetria ocular en el sindrome de Gerstmann-Straissler-Scheinker (98). Desde el inicio de
los primeros sintomas hasta la muerte del paciente, siendo este el desarrollo inevitable de la
enfermedad, transcurren entre cuatro meses y dos afios, aunque el curso de la enfermedad y
muchos de estos rasgos clinicos pueden variar entre las diferentes EETs (99). Destaca el
caso del sindrome de Gerstmann-Stralssler-Scheinker, cuya progresion se puede alargar

entre 3y 10 afios (98).

1.6 - Importancia de las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles en la
actualidad

Desde los inicios en la descripcion de las EETs, estas han suscitado gran interés en la
comunidad cientifica debido a las peculiares caracteristicas del agente infeccioso y a factores
econdmicos, ecoldgicos y de salud publica que implican. Sin embargo, debido a que las EETs
humanas pertenecen a la categoria de enfermedades raras o poco prevalentes, estas se han
mantenido relativamente desconocidas para la opinién publica durante una buena parte del
siglo XX. Esta situacion cambio radicalmente con la descripcion de la primera, y Unica hasta
el momento, zoonosis debida a la ingestion de carne procedente de animales con EEB,
popularmente conocida como enfermedad de las vacas locas. Ya desde mediados de los
ochenta se conocia esta enfermedad, que habia sido descrita en 1985 en el Reino Unido
(100). Poco después de la identificacion de la EEB, estudios epidemioldgicos demostraron
que la infeccioén estaba relacionada con el uso de piensos que contenian harinas carnicas de
animales infectados. Esta situacion precipitd la prohibicion del uso de harinas carnicas
provenientes de rumiantes para alimentar rumiantes en Julio de 1988. A pesar de ello, debido
al largo tiempo de incubacioén de la EEB, muchos de los animales que habian ingerido piensos
contaminados con harinas infectadas de EEB enfermaron durante el siguiente lustro. Esta
prohibicion fue seguida de otra con caracter preventivo que en 1989 prohibia la inclusion de
tejidos de ganado bovino con alta carga del agente causal en la cadena de alimentacion
humana con la intencién de proteger la salud publica. En 1995 se diagnostico el primer caso

de ECJ relacionado con la ingestion de material contaminado en un adolescente britanico. Al
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cabo de un afo cuatro jévenes mas fueron diagnosticados. Esta nueva EET pas6 a llamarse
variante de la Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJv) y ya en 1997 qued6 demostrada su
relacion directa con la EEB, considerandola una zoonosis proveniente de la ultima (101). Para
el afo 2006 ya se habian diagnosticado mas de 300 casos de ECJv en Reino Unido e Irlanda
del Norte, 16 en Francia, 3 en la Republica de Irlanda, 2 en Estados Unidos y 1 caso en
Portugal, Espanfa, Italia, Paises Bajos, Japon y Canada, todos ellos paises con casos de EEB
previos. Sin embargo, las medidas tomadas para controlar la enfermedad acabaron surtiendo
efecto y desde 2011 solo se han diagnosticado dos casos, uno en 2013 y otro en 2016 (dato
de National CJD Research and Surveillance Unit, Universidad de Edimburgo, 2017), siendo
el ultimo de especial importancia ya que se trata del primer caso de ECJv diagnosticado en
un paciente con polimorfismo M129V en el gen PRNP (102). Previamente, todos los casos
diagnosticados de esta EET humana poseian el polimorfismo M129M, evidenciando la mayor
susceptibilidad de este polimorfismo a la infeccion por EEB (103). Datos experimentales
utilizando ratones transgénicos que expresan la PrP humana con las tres posibles
combinaciones del polimorfismo inoculados con el agente causal de la EEB han demostrado
que el polimorfismo M129M es el mas susceptible, seguido por el heterocigoto M129V (92).
Estos datos, sumados a la descripcidon de dos casos subclinicos de ECJv con polimorfismo
M129V (104) y al hecho de que se estima que 1 de cada 2.000 individuos en el Reino Unido
fueron infectados (105), no hacen sino aumentar las sospechas de que una posible segunda
ola de casos de ECJv en combinacion con el polimorfismo M129V pueda comenzar en un

futuro proximo.

Otra EET que ha suscitado gran interés en la comunidad cientifica debido a su importancia
economica y a su prevalencia en el ganado ovino durante siglos, es el Scrapie, siendo una de
las EETs animales mas estudiadas. Se estima que dentro de las cabafias de ganado ovino
de Reino Unido y los Paises Bajos el porcentaje de incidencia de Scrapie en la década de los
noventa llego a alcanzar el 0,37 % y el 1,2 %, respectivamente (106, 107). Ademas, una vez
que la enfermedad aparece se extiende rapidamente por el rebano con un alto grado de
mortalidad (108), lo que supone grandes pérdidas econdmicas. Sin embargo, a raiz de la
descripcion de la ECJv como una zoonosis debida a un salto de especie de la EEB a los seres
humanos, el control sobre el Scrapie aumenté en gran medida. Hoy en dia y gracias a las
medidas de control adoptadas, se estima que en Estados Unidos la prevalencia de esta
enfermedad se ha reducido un 99 % desde 2003 hasta los datos obtenidos en 2016 (datos de
la United States Department of Agriculture, 2017). A pesar de estos datos, los programas de
vigilancia siguen activos con el objetivo de mantener el Scrapie fuera de la cadena alimenticia,
ya que todavia no esta totalmente descartada la posibilidad de transmision a los seres
humanos (92, 93).
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La ECD de los cérvidos también ha supuesto una parte importante de los esfuerzos de la
comunidad cientifica en este campo en los ultimos afios. En este caso, y a diferencia de la
EEB o del Scrapie, no destaca tanto el riesgo para de salud publica o la importancia
economica de esta, si no el gravisimo riesgo ecolégico que esta podria suponer en el futuro
proximo. Se trata de la Unica EET descrita en animales salvajes, afectando a varias especies
de cérvidos. En la actualidad esta descrita en ciervo mula (Odocoileus heminous), ciervo de
cola blanca (Odocoileus virginianus), reno (Rangifer tarandus) y alce (Alces alces y Cervus
elaphus) (109). Su origen se localiza en animales cautivos de Wyoming y Colorado en la
década de los 60, identificandose algunos afios después en animales salvajes (110). Desde
entonces se ha extendido rapidamente por las poblaciones salvajes de cérvidos de Estados
Unidos, donde se ha identificado en 24 estados, ademas de Canada, Korea del Sur (111) y,
recientemente, Noruega (112). Se estima que, en las zonas afectadas, la sufren en torno al 5
% de los animales en estado salvaje, aunque se ha reportado que puede llegar a afectar hasta
el 50 % en algunas zonas (109). El principal riesgo de esta enfermedad y la causa de su rapido
avance en las poblaciones de cérvidos es la alta carga infectiva presente en orina y heces,
incluso en periodos presintomaticos (113-115). También se ha demostrado la persistencia de
EDC-PrP%¢ en suelos (116) y agua (117) de zonas endémicas, lo que facilita la diseminacion
de la enfermedad, suponiendo una grave amenaza para las poblaciones de cérvidos en
América, Korea y Europa. Ademas, las posibles implicaciones que puede tener la existencia
de priones en el medio ambiente durante largos periodos de tiempo son desconocidas,
pudiendo afectar a otras especies de mamiferos que cohabitan estas zonas y suponiendo un
posible riesgo para la salud publica debido a su potencial zoonético. Experimentos realizados
en macacos cangrejeros (Macaca fascicularis) (118) y ratones transgénicos que
sobreexpresan la PrP® humana (119) han demostrado la existencia de una fuerte barrera
interespecie con los seres humanos, aunque no descartan completamente el posible riesgo
de transmision. Por ejemplo, la inoculacion de monos ardilla con ECJ (Saimiri sciureus) ha
demostrado ser mas efectiva que en el caso de los macacos cangrejeros (120). Sin embargo,
datos publicados en 2018 por el grupo de Chesebro y colaboradores demuestran la ausencia
de infectividad en Macaca fascicularis transcurridos 13 afios desde la inoculacion de estos
con ECD (121).

2 - PrP¢, PrPS¢ y el mecanismo de conversioén

Hace mas de tres décadas que se identificd el gen que codifica la proteina del prion, el
gen PRNP (42), de copia unica y cuyo marco de lectura abierto (ORF, del inglés Open Reading
Frame) esta contenido en un solo exdn en todas aquellas especies de mamiferos en las que
se ha estudiado (97). El gen se encuentra en el brazo corto del cromosoma 20 en humanos y

en la region homoéloga del cromosoma 2 en ratén, el primero formado por dos exones con el
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ORF codificado en el segundo, mientras en ratén, oveja, vaca o rata se han detectado tres
exones, estando codificado el ORF en el tercero (122). También se han identificado genes
homodlogos al gen PRNP en varias especies de aves (123), peces (124), anfibios (125) y
reptiles (126), aunque la similitud de estas proteinas pridnicas con la PrP de mamiferos es
baja (127).

2.1 -PrP¢

Tanto la PrP® como la PrPS¢ estan codificadas en el mismo gen, estando ambas
constituidas por la misma estructura primaria. La proteina esta formada por 250 aminoacidos,
entre los que se incluye un péptido sefial de 22 aminoacidos de longitud en el extremo N-
terminal que dirige la PrP hacia la membrana plasmatica y otro de 19 aminoacidos en el
extremo C-terminal que codifica la adicion de un anclaje de Glicosilfosfatidilinositol (GPI, del
inglés  Glycosylphosphatidylinositol). Ambos extremos son eliminados durante el
procesamiento post-traduccional, conformandose una proteina extracelular de 212
aminoacidos anclada a la membrana plasmatica. Su expresiéon comienza en fases tempranas
de la embriogénesis, siendo ubicua por todo el organismo, aunque los mayores niveles de
expresion los encontramos en el SNC. Dentro de este tejido, las neuronas son las que mas
cantidad de PrP® presentan en su membrana plasmatica, aunque también es comdun
encontrarla en las células gliales (128). El proceso de expresion comienza en los ribosomas
asociados al reticulo endoplasmatico, siendo transportada a continuacion al aparato de Golgi.
A partir de ahi, la proteina viaja hasta la membrana plasmatica, donde se acumula en las

balsas lipidicas a través del anclaje mediante GPI (97).
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Figura 3. Representacién esquematica de la PrP¢ y estructura de la PrPC resuelta por RMN. a)
Representacion esquematica de los diferentes dominios de la PrPC. Los numeros hacen referencia a la posicion
del aminoacido. En la region N-terminal existe un péptido sefial que dirige a la PrPC hacia la membrana plasmatica
hasta la posicion 23 (no aparece en la imagen). A continuacion le sigue la regién de las octarepeticiones y la zona
rica en aminoacidos con caracter hidrofébico. Ya en el dominio globular aparecen las dos regiones estructuradas
en forma de lamina-B y las tres regiones estructuradas en forma de a-hélice. 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 posicion escrita entre paréntesis y el anclaje a GPI en el aminoacido 231. Por ultimo,
tenemos una region de 19 aminoacidos que codifica el anclaje a GPI (no aparece en la imagen). OR: Region de
octarepeticiones. HC: Region hidrofébica. 1 y B2: Regiones estructuradas en lamina-g 1 y 2. H1, H2 y H3:
Regiones estructuradas en a-hélice 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) Representacion de la
estructura terciaria de la PrPC deducida a través de RMN. Se puede diferenciar la region N-terminal no estructurada
y flexible de la regién C-terminal globular y estructurada. Las estructuras en lamina-f3 aparecen de color turquesa
y las estructuras en a-hélice aparecen de color rojo. (Imagen b modificada de Gill 2017).

Una gran parte del extremo N-terminal de la proteina, en concreto desde la posicion 23 a
la 124 en humanos, esta articulada en un dominio flexible muy poco estructurado. En esta
parte de la proteina se puede resaltar la presencia de las octarepeticiones (OR, del inglés
Octapeptide Repeats), una zona conformada por cuatro o cinco repeticiones, dependiendo de
la especie, de una secuencia variables de ocho aminoacidos (129). La zona de OR, ademas
de estar altamente conservada entre todos los mamiferos se relaciona con algunas EETs
genéticas (130), lo que ha suscitado la atencién de varios grupos de investigacion. También
se la relaciona con alguna posible funcion fisioldgica de la PrP¢ donde estaria implicada la
activacion de sefiales. Se ha demostrado la interaccion de esta zona con diferentes cationes
metdlicos bivalentes, principalmente el Cu?* (131), y a otras moléculas como el heparan
sulfato. Flanqueando la regién de OR hay dos pequefias zonas cargadas positivamente
conocidas como CC1 y CC2 (del inglés Charged Cluster). Ademas del dominio
desestructurado en el N-terminal previamente mencionado, la proteina pridnica esta
conformada por un dominio globular en el extremo C-terminal y un conector entre ambas
partes con una alta proporcion de aminoacidos hidrofébicos conocido como HC (del inglés

Hydrofobic Core).

En la zona globular altamente estructurada localizada en el extremo C-terminal se
identifican diferentes dominios de gran importancia. La mayoria de las mutaciones
relacionadas con el desarrollo de una EET se encuentran en esta zona (132), estando ademas
altamente conservada en todos los mamiferos, tanto en su estructura primaria como
secundaria. La zona consta de dos pequefas regiones conformadas en lamina-p separadas
por una region en hélice-a. La segunda region de lamina-3 se contintia con otras dos regiones
en hélice-a (133, 134). También aparece un puente disulfuro entre las cisteinas localizadas
en las posiciones 179 y 214 y dos asparaginas en las posiciones 181 y 197 que pueden estar
0 no glicosiladas, dando lugar a las diferentes variantes de proteina pridnica conocidas como
PrP® no glicosilada, monoglicosilada o diglicosilada. Estos glicanos suelen presentar
cantidades elevadas de acidos sialicos en su composicion y, aunque con evidencias limitadas,

parecen estar implicados en el proceso de propagacion (135-137). Tampoco esta
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completamente demostrada la implicacién de los glicanos en otras caracteristicas biolégicas
de los priones. Aun asi, es comun utilizar las proporciones de proteina no glicosilada,

monoglicosilada y diglicosilada para distinguir y caracterizar diferentes cepas priénicas.

Oftra caracteristica remarcable de la PrP® madura es el anclaje de esta a la membrana
plasmatica mediante GPI. Este hecho es relativamente comun en las células eucariotas,
donde el 10-20 % de las proteinas de membrana presentan este tipo de anclaje. Se trata de
un proceso complejo que ocurre en el reticulo endoplasmatico y esta iniciado por un péptido
sefial, el cual es sustituido por un GPI preformado. En el caso de la PrP° este se afiade en la
posicion 231, el tltimo aminoacido presente en la PrPC madura. Todos los GPI comparten una
estructura muy conservada formada por una etanolamina fosfato unida al C-terminal de la
proteina mediante un enlace amida, un nucleo glicano de tres residuos de manosa,
glucosamina, un grupo fosfatidilinositol y colas fosfolipidicas que anclan el GPI a la membrana
plasmatica (138). Debido al gran numero de funciones que ejercen las proteinas ancladas a
membrana por GPI no se puede establecer una funcion para la PrP¢ especificamente
relacionada con la presencia de este tipo de anclaje, aunque si se le atribuye cierta implicacion
en el proceso de propagacion, asi como en el desarrollo de la patologia pridnica. Al ser el GPI
el responsable de la acumulacion de la PrP¢ en las balsas lipidicas la alteracion del GPI
mediante diferentes mutaciones causa una alteracion en la localizacion de la PrPC en la
membrana, lo que provoca una reduccion en la propagacion de la PrPS¢ (139). Un efecto
similar se observa si alteramos las balsas lipidicas mediante compuestos que modifican estas
zonas de la membrana (138). También existen ratones transgénicos que expresan una PrP¢
sin anclaje por GPl a membrana, mostrando en este caso altos niveles de placas de PrP¢ al
ser inoculados con priones murinos, pero con reducidos niveles de neurotoxicidad (140). Este
dato parece indicar que in vivo el GPI juega un papel mas relacionado con el desarrollo de la
patologia que con la propagacion propiamente dicha. La separacion entre propagacion y
neurotoxicidad que existe en las enfermedades pridnicas es un tema que trataremos mas
adelante en esta tesis doctoral, pero que conviene adelantar debido a su relacién con el
anclaje a GPI. Dos fendmenos independientes se dan lugar en el desarrollo de este grupo de
enfermedades: i) la conversién de PrP® a PrPS¢, también llamada propagacion vy ii) la
neurotoxicidad, en la que el anclaje a GPI parece jugar un papel importante segun los

experimentos de Chesebro y colaboradores.

Una de las mayores incognitas relacionadas con la PrP¢ es conocer su funcion fisiologica.
Se han desarrollado diferentes modelos animales carentes de PrP®, no observandose en
ningun caso un cambio fenotipico claro que los pudiera diferenciar de animales con PrPC,
salvo la resistencia total a la infeccion por priones (141). Ademas, la ausencia de PrP° no solo
afecta al proceso de propagacion, sino que también afecta al proceso de neurotoxicidad (140).

Otro experimento que evidencia la necesidad de PrP® para mediar el proceso neurotdxico se
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realizé utilizando animales PRNP " a los que se les habia implantado un injerto en el SNC
procedente de un animal que expresaba la PrP® normalmente. Los niveles de PrP%¢ eran los
mismos en todo el sistema, sin embargo, solo se pudieron observar dafios por neurotoxicidad
en el injerto (142). Por lo tanto, parece claro que una de las funciones de la PrP° seria la
mediacion de la neurotoxicidad provocada por la infeccién por priones, pero su relacion con
la neurotoxicidad no acaba aqui. También se ha relacionado con la neurotoxicidad asociada
a la propagacion del B-amiloide. Esta proteina agrega en un modo similar al que ocurre con
la PrPS¢, proceso que se relaciona directamente con la enfermedad de Alzheimer. Estudios
realizados en modelos celulares N2a PRNP - han demostrado ser mas resistentes a la muerte
neuronal provocada por las fibras de B-amiloide. Ademas, al afadir PrP recombinante en el
medio, esta se unia a las fibras y evitaba la unién de estas a cultivos celulares que si
expresaban el gen PRNP, reduciendo asi la muerte celular (143). Resultados similares se han
conseguido utilizando el modelo Drosophila. En este caso se sobreexpresan en el mismo
animal la proteina APP (del inglés, Amyloid Precursor Protein), precursora de la proteina que
se acumula en forma de B-amiloide, y la PrPC ovina. En estos animales se observa un
deterioro cognitivo claro respecto a los controles que expresan solo una de las dos proteinas
(144). Otros grupos de trabajo también han logrado reducir la propagacién de las fibras de [3-
amiloide utilizando péptidos de PrP, demostrando asi la unién de estos a las fibras de B-
amiloide (145). Una relacion similar se ha observado entre las fibras de a-sinucleina,
relacionadas con la enfermedad de Parkinson, y la PrP¢ (146). A pesar de que esta funcion
de la PrP° en neurotoxicidad es clara no parece probable que esta sea su tnica funcion debido
al alto grado de conservacion que presenta a lo largo de la evolucion en los diferentes grupos
animales en los que aparece. Parece mas probable que la relacion entre PrPC y neurotoxicidad
podria deberse mas a un proceso de alteracién de la actividad de esta proteina en una
situacion fisiolégica normal que a un efecto intrinseco a esta. Conocer la funcion fisiolégica de
esta proteina podria ser clave para un mejor entendimiento del proceso de toxicidad en las

EETs y otras enfermedades neurodegenerativas.

Se han llevado a cabo diversos estudios encaminados a la identificacion de la funcién
fisiologica de la proteina PrP® desde el conocimiento de esta hace ya dos décadas. Los
primeros estudios se realizaron utilizando principalmente modelos animales carentes de PrP¢
y diferentes experimentos de identificacion de moléculas que interaccionan con la PrPC. Sin
embargo, el desarrollo de diferentes modelos en los ultimos afios ha incrementado nuestro
conocimiento sobre la funcion de la proteina. Entre las diferentes funcionas atribuidas a esta
tenemos la adhesion celular, desarrollo de neuritas, excitabilidad neuronal, neurogénesis,
citotoxicidad, citoproteccién, actividad como canal idnico, regulacion del sistema inmunoldgico
y regulacion de los niveles de hierro y cobre (147-152). Aun asi, muchas de estas funciones
se han detectado en modelos muy concretos y necesitan ser validadas para poder asegurar

que una o mas de estas son funciones fisiologicas de la PrP¢. Ademas, los mecanismos
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moleculares que rigen estas funciones se desconocen, por lo que siguen sin sernos Utiles a
la hora de determinar sus funciones con seguridad (153). Por el contrario, si se ha relacionado
directamente la PrP€ con la cascada controlada por la proteina Notch, que esta intimamente
ligada con la formacion y desarrollo del tubo neural, demostrandose como animales sin PrP°
presentan alteraciones en la expresion de Notch a lo largo del desarrollo (154). También
cuenta con claras evidencias a favor su posible funcidén en la conservacion de la vaina de
mielina periférica mantenida por las células de Schwann. Tras la ablacion del gen PRNP en
varias cepas de raton se demostro el desarrollo de una polineuropatia desmielinizante crénica
(155, 156).

2.2 - Mecanismo de conversién a PrPs¢

Como ocurre con muchos de los aspectos centrales de la biologia de los priones, el
mecanismo de conversion a PrPS¢ no es del todo conocido. De acuerdo con la teoria de “solo
proteina”, el proceso se produce exclusivamente mediante un malplegamiento proteico que
ocurre de forma auto-catalitica. Este proceso de propagacion es el responsable del acumulo
de PrPs¢ en forma de fibras amiloides, que a su vez se organizan en placas en el SNC de los
individuos afectados. Una de las diferencias entre la PrP® y la PrPS¢ que se puede destacar
es la diferencia en la estructura secundaria, es decir, la cantidad de estructura en forma de
hélice-a o lamina-B. En el caso de la PrP° el porcentaje es ~ 40 % de hélice-a y ~ 3 % de
lamina-B3, estando el resto conformado en zonas desestructuradas y giros. En cambio, los
valores en la PrPS¢ son radicalmente diferentes, teniendo ausencia total de hélice-a y ~ 75 %
de lamina-f3, siendo el resto zonas desestructuradas o giros (157). Estudios biofisicos previos
indicaban que la PrPS¢ podria tener una parte de su estructura en forma de hélice-a, pero este
dato ha sido mas tarde descartado gracias al uso de técnicas biofisicas cada vez mas
sofisticadas como la resonancia magnética nuclear (RMN) en estado sdlido (158). Otras
caracteristicas diferenciales de la PrPS¢ son su insolubilidad en detergentes no i6nicos (48) y
su resistencia parcial a la digestion por PK (49). Estas dos caracteristicas son ampliamente
utilizadas para la diferenciacion, identificacion y purificacion de la PrPSc. Tras el tratamiento
con PK se eliminan, aproximadamente, los primeros 90 aminoacidos de la PrPS¢. Este nimero
depende en gran medida de la compactacién del nucleo de la fibra amiloide y varia de una
cepa a otra (159). Sin embargo, se acepta que, en general, se mantiene intacto un nucleo de
27-30 kDa, a diferencia de la proteina completa que tiene un peso molecular de 33-35 kDa.
La solubilizacién de este nucleo resistente en liposomas mantiene su capacidad infectiva,
indicando asi que no es la estructura amiloide la que porta la capacidad infectiva, si no los
oligébmeros de PrPS¢. Estos por si solos forman los centros de nucleacion para la propagacion
de los priones (160). En concreto, el oligdmero formado por 14-28 moléculas de PrPsc es la
particula mas infectiva, segun estudios realizados por Silveira y colaboradores. En este
experimento se desagreg6 parcialmente la PrPS¢ y luego se sometid a un proceso de
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separacion de acuerdo al tamafo de las particulas. Asi pudieron observar que las particulas
que portaban mayor infectividad eran las de 300-600 kDa, es decir, los oligdbmeros de los

tamarios anteriormente mencionados (161).

Diferentes experimentos han demostrado que existe una interaccion directa entre la PrP°
y la PrPS¢ y que esta es importante para el proceso de propagacion. Por ejemplo, el llevado a
cabo por Meier y colaboradores, en el que se expresaba una PrP soluble dimérica (162) u otro
de Prusiner y colaboradores, donde se expresaban en el mismo modelo animal la PrP de raton
y de hamster (163). Sin embargo, este complejo PrP/PrPS¢ nunca se ha podido aislar, por lo
que su existencia se mantiene en entredicho (97). Un hecho para tener en cuenta a la hora
de determinar esta interaccion es el fendbmeno de salto de especie que trataremos mas
adelante. A pesar de que la secuencia primaria de la PrP¢ en diferentes especies esta
altamente conservada, existen ciertas diferencias entre las secuencias de unas especies y de
otras. Esto se traduce en una dificultad para malplegar una PrP® con una secuencia
aminoacidica diferente a la PrPS¢ con la que esta interaccionando. Un estudio realizado in vitro
utilizando PrP de hamster y de ratéon confirmd este hecho demostrando que, aunque la
interaccion inicial entre ambas PrPs de diferentes especies ocurre, la tasa de conversion esta
reducida respecto a una interaccién entre dos PrPs de la misma especie. Dicho de otra forma,
se ve mas afectado el proceso de malplegamiento que la interaccion inicial entre la PrPC y la

PrPS¢ cuando se trata de diferentes especies (164).

Debido al conocimiento limitado que tenemos de esta interaccién y de sus principales
caracteristicas y teniendo en cuenta la hipétesis de “solo proteina”, se han descrito dos

modelos para esta interaccion:

Modelo de conversion inducida por molde

En este modelo, el malplegamiento estaria provocado por una interaccion directa entre la
PrPCy la PrPS¢, actuando la Gltima como molde para transformar a la primera. Una conversién
directa de PrPC a PrPS¢ sin la mediacion como molde de la PrPS¢ no podria ocurrir debido a
una alta barrera de energia entre ambas estructuras. Debido a la existencia de EETs
genéticas y esporadicas, un malplegamiento inducido por molde por si solo no podria explicar
estos fendomenos, ya que seria necesaria la aparicion de PrPS¢ sin que proviniera de una
fuente externa que inicie el proceso de malplegamiento. Por ello, se hace necesaria la adicion
de un estado conformacional conocido como PrP*. Este seria un estado intermedio entre la
PrP° y la PrPS¢ cuya formacion estaria catalizada por la unién entre una proteina X y la PrP°.
La interaccion entre PrP* y la PrPS¢ o entre dos unidades de PrP* conduciria a la formacién

de un homodimero de PrPS¢. De esta forma podemos explicar la existencia de EETs genéticas
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como una tendencia de la PrP° a transformarse a PrP* mas alta debido a una mutacion en el
gen PRNP que reduce la estabilidad de la PrPC. Seglin aumenta la cantidad de PrP* es mas
facil que se formen homodimeros de esta, los cuales terminarian malplegando y formando
homodimeros de PrPSc. En el caso de las EETs esporadicas el proceso se inicia por la
formacion, altamente infrecuente, de un homodimero de PrP*, que luego evoluciona a un
homodimero de PrPS¢. También se podria explicar la aparicion espontanea de PrPS¢ a través
de una mutacion somatica que aumenta la probabilidad de aparicion de PrP*, como ocurre

con las EETs genéticas (49).

Modelo de nucleacién-polimerizacion

En este modelo la PrP¢ y la PrPS¢ se encuentran en un equilibrio termodinamico reversible
en solucion. Debido a la baja estabilidad de la PrPS¢ en su forma monomérica esta tiende a
formar agregados, desplazando el equilibrio termodinamico hacia la formacion de PrPS°
conforme se van sumando al nucleo de agregacion unidades de esta (165). El proceso se
divide en dos fases: una primera fase conocida como fase de latencia, en la que el proceso
es muy lento y se va formando un nucleo o semilla inicial, seguida de una fase de crecimiento
exponencial en el que nuevas PrPS¢ monoméricas van siendo reclutadas al nicleo en
expansion. Conforme el agregado aumenta de tamafo ocurre una fragmentacion de este
generando varios nucleos, los cuales a su vez pasan a la fase de crecimiento exponencial. De

esta forma se favorece la cada vez mas rapida propagacion del agente.
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Figura 4. Representacion esquematica de los modelos de conversion de priones.
a) Modelo de conversion inducida por molde. b) Modelo de nucleacion-polimerizacién.
(Modificado de Calella 2009).

Hasta la actualidad ninguno de los modelos ha podido ser confirmado o revocado, ya que
existen pruebas tanto a favor como en contra para ambas teorias. Por ejemplo, la conocida
como proteina X, una parte importante del modelo de conversién inducida por molde, nunca
ha podido ser identificada. En un principio se le atribuyd una naturaleza proteica, sin embargo,
la obtencién de priones recombinantes in vitro utilizando componentes altamente definidos y
purificados (75) demostrd que este factor X podria tratarse de otra macromolécula que no
formaria parte del agente infeccioso. Este factor X actuaria unicamente como asistente de la
conversion. Otros indicios a favor de la teoria de conversion inducida por molde es la
demostracion mediante experimentos in vitro de la existencia de un estado conformacional
intermedio entre la PrPC y la PrPS¢ que se corresponderia con la PrP* (137, 166). Sin embargo,
otras evidencias apoyan el modelo de nucleacién-polimerizacion frente al de conversion
inducida por molde. Entre ellas destacamos los modelos matematicos (167) y los datos
cuantitativos obtenidos en diferentes ensayos de conversién libre de células. En estos ultimos
se demuestra la necesidad de oligbmeros mayores que el dimero de PrPS¢ que, segun el
modelo de conversién inducida por molde, iniciaria la propagacion (161). También se han
caracterizado morfolégicamente los agregados como polimeros no ramificados y de diametro

relativo constante (168).
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2.3 - PrpPse

Aunque hoy en dia se dispone de muchos datos acerca de las caracteristicas estructurales,
biologicas y bioquimicas de la PrPS¢, su estructura tridimensional y su papel en la
neurotoxicidad o en otros procesos en los que esta implicada aun no estan totalmente

descritos.

Estructura amiloide

La estructura tridimensional de los oligémeros o polimeros de PrPS¢ es uno de los campos
de investigacién mas intensos y que mayor atencion han reclamado en los ultimos afios. A
pesar de los multiples intentos, varios eventos han imposibilitado la obtencion de una
estructura tridimensional a nivel molecular de la PrPS¢. Entre ellos destacamos la existencia
de polimeros de diferentes tamafios en equilibrio dinamico, lo que dificulta el estudio de la
unidad basica de PrP¢ (161). Ademas, la alta heterogeneidad de las muestras debida a la
existencia de formas no glicosiladas, monoglicosiladas y diglicosiladas dificulta el uso de
técnicas como la Cristalografia de rayos X o la RMN (169). Su naturaleza hidrofébica también
supone un importante obstaculo, ya que esta es requerida en la mayoria de los estudios
estructurales. Si se puede conseguir una forma soluble utilizando detergentes, pero en estas
condiciones se compromete la infectividad de la PrPS¢, con lo que la estructura estudiada
podria no corresponderse con la estructura infectiva real (160). Ademas, la purificacién de la
PrPS¢ a partir de encéfalo es muy complicada, obteniéndose muestras que suelen estar
contaminadas con otras proteinas, lipidos o acidos nucleicos (170), lo que aumenta la

viscosidad de la muestra.

Basados en la informacion obtenida hasta el momento se han confeccionado varios
modelos tedricos de la estructura de las fibras de PrPS¢. Aunque en un principio se incluian
en la estructura de la PrPSc diferentes cantidades de hélice-a dependiendo de la técnica
utilizada, estudios posteriores han demostrado que la presencia de hélice-a se trataba de un
artefacto, quedando demostrado que la PrPS¢ esta formada exclusivamente por lamina-f, con
rangos variables dependiendo de la técnica biofisica utilizada (157). La protedlisis limitada
también ha ofrecido pistas acerca de la estructura de la fibra, informandonos de cuales son
las zonas mas expuestas de la estructura (171). Otra técnica valiosa a la hora de determinar
la estructura de la PrPS¢ es el mapeo por epitopos accesibles utilizando anticuerpos
monoclonales. Esta técnica nos ha permitido, por ejemplo, conocer la existencia de un nucleo
altamente resistente que engloba desde la posicion 90 hasta la 120 o el reconocimiento de
zonas facilmente accesibles en el nucleo C-terminal (152-163 y 225-231) (172). La

microscopia electrénica de transmision (TEM, del inglés Transmission Electronic Microscopy)
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(173), la microscopia de fuerza atémica (AFM, del inglés Atomic Force Microscopy) (174) y
recientemente la criomicroscopia electronica (175) también ha aportado valiosos datos sobre
la estructura de las fibras de PrPSc. Utilizando protocolos de purificacion exhaustivos se
pueden obtener imagenes nitidas de las llamadas varillas priénicas (prion rods, en inglés), las
cuales nos permiten determinar ciertas caracteristicas estructurales. Aunque la obtencion de
cristales de PrPS¢ no ha podido ser posible, la determinaciéon de ciertas caracteristicas de
estas fibras se han identificado usando cristalografia de rayos X, obteniéndose patrones de
difraccion de baja resolucién (176). Por ejemplo, se ha identificado la existencia de un patrén
en cross-B. Este motivo cross-f se define como el apilamiento de laminas-$8
perpendicularmente al eje de la fibra y es muy comun en las fibras amiloides, aunque en el
caso de la PrPSc se han observado importantes diferencias respecto a otras fibras (177).
Finalmente habria que destacar la RMN en estado sodlido, que nos ha aportado un buen
numero de pistas acerca de la estructura tridimensional de la PrPSc. Estudios realizados por
Jaroniec y colaboradores utilizando la cepa Y145Stop, una cepa generada in vitro e infectiva
in vivo que lleva una mutacion que se relaciona con GSS en humanos, en combinacion con
RMN de estado soélido han demostrado la existencia de un nucleo formado por laminas- que
abarca desde la posicion 112 a la 139-141, dependiendo de la especie (178). Otros estudios
también han utilizado PrP de tamafio completo, malplegada in vitro e infectiva in vivo,
dandonos por tanto informacion mas completa acerca de la estructura de la PrPSc. En este
caso se observa un nucleo formado totalmente por la laminas-3 en el extremo C-terminal de
aproximadamente 155 aminoacidos, aunque lamentablemente no se pudo determinar la
localizacion exacta de estas laminas-3 (179). Otra modalidad de la RMN es la RMN de estado
sélido paramagnética, en la que se utilizan elementos paramagnéticos unidos a determinadas
zonas de la proteina, pudiendo estudiar asi esas zonas con mas detalle. El procedimiento
consiste en incubar la muestra en presencia de Cu?*, un metal paramagnético. El Cu®* tiende
a unirse a las estructuras mas superficiales de la PrPS¢, permitiéndonos determinar qué
aminoacidos estan mas expuestos en la fibra. En el caso de la cepa Y145Stop se determind
que los aminoacidos en forma de lamina- a mas expuestos se encuentran en las posiciones
113, 114,y 130-141, mientras que las posiciones 115-127 formarian el nucleo de la fibra (180).
La técnica de intercambio hidrégeno-deuterio acoplada a la espectroscopia de masas o a la
RMN es otra técnica util en el estudio de las estructuras amiloides. En este caso se va
observando céomo, a lo largo del tiempo, los atomos de hidrégeno de la estructura se van
intercambiando por los atomos de deuterio presentes en el entorno. Asi podemos determinar
qué aminoacidos estan mas expuestos en la estructura. Un experimento utilizando esta
técnica con priones purificados de cerebro ha demostrado la existencia de un nucleo muy
empaquetado en forma de laminas- a partir de la posicion 90 y hasta la zona C-terminal.

Ademas, también se pudo observar que existia cierta variacion entre las posiciones 90 y 140
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cuando se utilizaban diferentes cepas, confirmando asi que diferentes cepas equivalen a

diferentes estructuras de la PrPSc(181).

La recopilacion de todos estos datos obtenidos por técnicas de baja resolucidn ha permitido
la generacion de varios modelos tedricos para la estructura de las fibras de PrPS¢. Varios de
ellos incluyen hélices-a en su estructura, pero debido a que hoy en dia se acepta que la
estructura de la PrPSc esta formada unicamente por laminas-B (157), aqui solo se mostraran

los modelos que incluyen exclusivamente laminas-8 en su estructura.

Modelo hélice-f3

Este modelo determina la estructura de la PrPS¢ como una hélice-B, es decir, una hélice
formada por laminas-B entrelazadas de forma anti-paralela con una altura de 38.4 Angstroms
(A), lo que equivale a ocho laminas-B (182). Ninguna estructura proteica conocida se asemeja
a esta (183). Ademas, los datos de difraccion de rayos X descartan que la altura de las
moléculas de PrPS° pueda ser de 38.4 A (184), por lo que este modelo se considera hoy en

dia como muy poco probable.

Modelo de Iamina-B paralela en registro

En este caso el modelo propone una estructura formada por laminas-8 paralelas que se
disponen en registro, permitiendo un crecimiento infinito de las fibras. La PrPS¢ esta formada
Unicamente por laminas-B plegadas sobre si mismas de forma que cada molécula de PrPse
aporta una altura de 4.8 A a la estructura (185). Este modelo se basa principalmente en datos
obtenidos por intercambio de hidrogeno-deuterio utilizando PrP recombinante. Otro
experimento en el que se utilizdé RMN de estado sdélido y estudios in silico de dinamica
molecular (MD, del inglés Molecular Dynamics) también respalda este modelo, aunque los
priones utilizados en este estudio no son infectivos in vivo (158). También se han realizado
estudios con PrP?-*0 purificada a partir de ratones transgénicos sin GPI que indican que este
modelo podria ser el mas parecido a los priones que pueden encontrarse en encéfalos de
individuos afectados (181). Datos afines a este modelo también se han descrito utilizando la
cepa Y145Stop en combinacion con RMN de estado sélido (180, 186). Una de las criticas mas
importantes a este modelo seria su incapacidad para explicar la existencia de una senal
repetitiva de 19.2 A detectada por difraccion de rayos X y que no deberia aparecer si este
modelo fuera el correcto al estar formado por unidades repetitivas de 4.8 A idénticas entre si
(157).

Modelo de laminas-B en solenoide de cuatro pisos
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Este modelo se basa principalmente en datos de difraccion de rayos X, de criomicroscopia
electrénica y de proteolisis limitada. EI modelo se define como una estructura formada por
laminas-f enrolladas sobre si mismas en un solenoide de cuatro niveles. Cada PrPS¢ formaria
cuatro niveles en el solenoide, colocandose unas unidades de PrPS¢ sobre otras formando un
protofilamento. Esta estructura repetida formaria a su vez una fibra al relacionarse con otro
protofilamento formando una hélice (175). Anteriormente se habian realizado varios intentos
utilizando difraccion de rayos X para obtener informacion acerca de la estructura de la PrPSe,
pero debido a dificultades técnicas no se habia conseguido demasiada informacién. Si se
pudo confirmar la existencia de las unidades repetitivas de 4.8 A tipicas de las fibras amiloides,
aunque no sin cierta dificultad (187). Wille y colaboradores utilizando PrP?”-* altamente
purificada a partir de cerebros de raton y fuente de rayos X mas potentes tuvieron éxito,
determinando la existencia de unidades repetitivas de 19.2 A en la que encajaria cuatro veces
la unidad de 4.8 A (184). En este mismo experimento también se confirmé la ausencia de
sefial correspondiente a ~10 A, una sefial que en difraccién de rayos X se asocia a una
estructura en forma de lamina-p paralela en registro. Ademas, experimentos realizados con
priones recombinantes si confirmaron la presencia de esta sefial de ~10 A que se asocia a la
presencia una estructura de lamina-3 paralela en registro (184, 188, 189). Debido a las
diferencias biolégicas y bioquimicas que existen entre los priones purificados de encéfalo y
los generados in vitro a partir de proteina recombinante no es sorprendente que estos puedan
presentar una estructura diferente. Datos de criomicroscopia electronica utilizando PrP?7-30 sin
anclaje a GPI purificada a partir de encéfalos de raton también han sido determinantes para
la generacion de este modelo. En este caso Vazquez-Fernandez y colaboradores pudieron
observar unidades repetitivas de ~20 A, que se corresponderian con las unidades formadas
por cuatro pisos de 4.8 A determinadas por difraccion de rayos X (175). Finalmente datos de
proteolisis limitada utilizando PrPS¢ purificada de encéfalo y priones recombinantes infectivos

in vivo también respaldan este modelo (171, 190).
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Figura 5. Representacion de los diferentes modelos estructurales de las fibras de PrPSc. a) Modelo B-hélice.
(Modificado de Choi 2008). b) Modelo de lamina-f paralela en registro. (Modificado de Apostol 2011). ¢) Modelo
de lamina-f en solenoide de cuatro niveles. (Modificado de Requena 2018).
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Neurotoxicidad

Existen diferentes indicios que sugieren una disociacion entre la propagacion de PrPS¢y la
neurotoxicidad presente en las EETs. En la actualidad se acepta sin reservas que la unidad
portadora de la infectividad y que es capaz de propagarse es la PrPS¢. Sin embargo, no esta
tan claro su papel en la neurotoxicidad. La generacién de los primeros animales sin PrP¢
demostré que la falta de esta proteina no era la causante de los signos clinicos de la
enfermedad, puesto que estos animales se desarrollaban normalmente (191). Mas tarde se
observo que animales a los que se les eliminaba la PrP¢ de forma condicional cuando la PrPS¢
ya se habia extendido por todo el encéfalo mostraban signos de recuperacién y se revertia la
degeneracion espongiforme inicial. Ademas, los acumulos de PrPS¢ en el SNC de estos
animales eran similares a los animales con PrP¢ que estaban en fase terminal de la
enfermedad (192). Estos datos demuestran que la neurotoxicidad estda mediada por la PrPC,
como también confirman los experimentos realizados con animales sin PrP a los que se les
realizo un injerto en el SNC que si expresaba PrPC, y cuyas neuronas presentes en el injerto
acabaron desarrollando neurodegeneracion (193). Otros estudios ahondan mas en el hecho
de que la PrP° probablemente actiie como mediadora de la neurotoxicidad y demuestran que
no solo es necesaria la presencia de PrPC, sino que esta debe estar anclada a la membrana
por GPI para poder mediar esta accion de forma eficiente (194). También se han descrito
casos en los que los niveles de agregados de PrPS¢ eran minimos pero la neurodegeneracion
era evidente e indistinguible de otros casos de EET, tanto en animales (195) como en
humanos (196), indicando que la responsable de provocar la neurotoxicidad cuando se asocia
a la PrP¢ podria ser una forma intermedia que se generaria durante el proceso de

malplegamiento.

Experimentos llevados a cabo por Silveira y colaboradores demostraron que los oligémeros
formados por 14-28 moléculas de PrPS¢ son la unidad con mayor capacidad infectiva, y
también los que tienen una mayor actividad neurotéxica (161). Esto sugeriria que las fibras no
serian las unidades responsables de la neurotoxicidad, sino multimeros de pequefio tamano,
datos también confirmados con muestras preparadas in vitro e inoculadas en modelos
animales y celulares (197). Sin embargo, la via metabdlica que rige esta neurotoxicidad y que,
presumiblemente, seria iniciada por la PrP®, es desconocida. En los Gltimos afios también se
han hecho avances en el estudio de la neurotoxicidad provocada por la presencia de
oligobmeros de a-sinucleina, relacionada con la enfermedad de Parkinson y B-amiloide,
relacionada con la enfermedad de Alzheimer. Estos han demostrado la relacion entre la PrP°
y los oligémeros presentes en los pacientes de ambas enfermedades, sugiriendo que la PrP¢
podria actuar como receptor e iniciar la cascada de muerte celular responsable de la

neurotoxicidad asociada a estas enfermedades (144, 146).
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Adquisicion y diseminacion por el organismo

Al igual que otros aspectos de la biologia de los priones, las rutas de adquisicion de priones
desde el medio ambiente y su transporte hasta el SNC todavia no esta bien definida. Si bien,
si se tiene una idea aproximada de como funcionan estos procesos y qué érganos o tipos
celulares estan implicados. La situacion mas comun en modelos experimentales es la
inoculacion intracerebral, que consiste en la inoculacién directa al SNC de homogeneizados
de encéfalos de animales infectados (97). Sin embargo, es evidente que esta no es la
situacion que ocurre en la naturaleza, habiéndose descrito otras vias de entrada al organismo

tanto de forma natural como de forma experimental.

Sin lugar a dudas, la via oral es la via natural mas frecuente y, por tanto, una de las mas
estudiadas experimentalmente. Tras la ingestion, la PrPS¢ viaja a través del sistema digestivo
hasta el intestino delgado, donde es captada por las células M (198). Estas células se
encuentran en la superficie de las placas de Peyer y su funcion es la de captar antigenos y
microorganismos de la luz intestinal y presentarlos al sistema inmunologico para su
procesamiento. Se trata de un proceso fisioldgico normal del que los priones se aprovechan,
entrando asi en el organismo. No esta claro cémo ocurre esta captacién en detalle, pero
recientes estudios indican que no es necesaria la accion de la PrPC presente en las células
epiteliales intestinales (199). Ademas, en este mismo estudio se determiné que una
inflamacién de la pared intestinal mantenida en el tiempo puede aumentar la captacién de
PrPS¢ de la luz intestinal, siendo este por tanto un factor de riesgo a tener en cuenta. Una vez
la PrPS¢ ha penetrado en las placas Peyer comienza su propagacion, la cual esta intimamente
asociada a las células dendriticas foliculares. Finalmente, la PrPs¢ llega hasta los nervios
entéricos y desde alli viaja hasta el SNC (200). Un proceso similar se ha observado en otros
tejidos linfaticos inervados, principalmente por el sistema nervioso simpatico (201). También
se ha descrito que la reduccion de la distancia entre las células dendriticas foliculares y las
terminaciones nerviosas en estos drganos se traduce en un aumento en la entrada de priones
al SNC (202). Existen tres teorias diferentes acerca de como se produce este intercambio
entre el sistema linforeticular y las terminaciones nerviosas: i) contacto célula-célula, ii) por
transporte vesicular o iii) flotando libremente por el medio extracelular. Datos experimentales
in vitro respaldan las tres teorias, indicando que quizas se trata de una suma de las tres vias.
Una vez que la PrPs¢ entra en contacto con las terminaciones nerviosas viaja hacia el SNC
de forma retrégrada, probablemente a través de un transporte tanto axonal como no axonal,
implicandose en el proceso otras células del sistema nervioso, como las células de Schwann
(97).
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Otro actor que tiene un papel importante en la dispersién de los priones por el organismo
es el sistema linforeticular. Desde hace varias décadas se conoce la implicacién de varios
organos relacionados con este sistema en el transporte y propagacién de los priones por el
organismo. Tanto el bazo (203) como los nédulos linfaticos (204) son tejidos infecciosos que
acumulan PrPSc. También se sabe que los linfocitos tienen cierta relevancia en la dispersién
por el organismo, ya que se ha demostrado que expresan PrPC, aunque a un nivel moderado
(205). Mas tarde se demostré que la ausencia de linfocitos impedia la adquisicion de priones
por via periférica, mientras que no se observaba cambio alguno respecto a los controles
cuando se utilizaba la via intracerebral (206). En este mismo estudio también se determiné la
importancia de las células dendriticas foliculares como aglutinadoras de la PrPS¢ en los
nodulos linfaticos. Después se confirmaria que estas eran las responsables de la propagacién

y la acumulacién de PrPS¢ en los nédulos linfaticos (207).

Aparte del papel que juega el sistema inmunoldgico en la propagacion y dispersion de los
priones por el organismo, también se debe tener en cuenta el hecho de que la PrPS¢ es capaz
de evadirse del control ejercido por el sistema inmunoldgico. Al ser una proteina que se
expresa también de forma enddgena, la respuesta inmunoldgica se encuentra restringida.
Ademas, el empaquetamiento y las grandes glicosilaciones presentes en los oligémeros de
PrPS¢ dificultan el acceso y reconocimiento de epitopos conformacionales que permitirian
diferenciarla de la PrP® (208). Sin embargo, una vez la PrP¢ llega al SNC y empieza a
propagarse, la microglia se muestra muy activa contra los agregados de PrPS°. La inactivacion
farmacologica de esta gliosis provoca un aumento en el acimulo de PrPS¢ y un acortamiento

del periodo de incubacion de la enfermedad (209, 210).

Una vez los priones han alcanzado el SNC estos son capaces de propagarse de unas
neuronas a otras, colonizando asi todo el sistema. Existen dos teorias no excluyentes acerca
de como la PrPS¢ pasa de unas neuronas a otras: i) transmision por nanotubos (TNT, del inglés
Tunneling NanoTubes). Segun esta teoria las neuronas generan entre si unas estructuras
conocidas como TNTs a través de las cuales las células pueden intercambiar diferentes
moléculas o incluso organulos (211). Zurzolo y colaboradores fueron los primeros en describir
el transporte de priones a través de estos TNTs (212). Desde entonces, diferentes
experimentos llevados a cabo en modelos celulares han respaldado el papel de estos TNTs
en el transporte y propagacion de priones por el SNC (213). ii) Transmisién a través de
vesiculas extracelulares (EVs, del inglés Extracelular vesicles). La secrecion y endocitosis de
EVs es un proceso fisiologico altamente regulado y basico en el mantenimiento de la
homeostasis celular. Proteinas, lipidos y acidos nucleicos se comparten entre diferentes
células mediante este método, pero los mecanismos de control que rigen este sistema de

transporte todavia no se conocen con detalle. Fevrier y colaboradores describieron por
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primera vez el transporte de PrPS¢ a través de EVs en cultivos celulares (214). Mas tarde se
identificaron EVs que transportaban PrPS¢ entre diferentes neuronas en varios tipos de cultivos
celulares, dando importancia asi al papel que este método de transporte juega en la dispersion
de priones por el SNC (213).

Fenémeno de cepas

Desde los inicios en el estudio de las EETs uno de los fendbmenos mas intrigantes y que
mas han contribuido a la controversia que rodea a la teoria de “solo proteina” es la existencia
de diferentes cepas de priones. Debido a la naturaleza exclusivamente proteica del agente
infeccioso, la existencia de diferentes cepas no se podria explicar por mecanismos biolégicos
conocidos, donde solo una molécula formada por acidos nucleicos podria codificar la
informacion necesaria para generar semejantes diferencias. La teoria de “solo proteina”
explica este fendmeno mediante la existencia de diferentes variantes conformacionales de la
PrPS¢ que comparten una misma secuencia aminoacidica. Estas diferencias conformacionales
explican las diferentes caracteristicas fenotipicas de las cepas de priones. Estas no son solo
evidentes en la sintomatologia, sino también en relacién al patron de depdsitos de proteina
agregada en el SNC, periodos de incubacioén, perfil de lesiones histopatolégico y areas
neuronales especificas para los depositos de proteina malplegada (215). El periodo de

incubacion y el perfil de lesiones son los métodos mas utilizados para su clasificacion (216).

Estas diferencias conformacionales se basan en cambios en la estructura secundaria y
terciaria de la proteina. Uno de los estudios clave a la hora de demostrar y determinar estas
diferencias fue el realizado por Bessen y colaboradores utilizando dos cepas de priones de
hamster. Estas cepas, conocidas como Hyper (HY) y Drowsy (DY), presentaban una
manifestacion de la enfermedad totalmente diferente. Tras la purificacion de ambas cepas a
partir de encéfalos de hamster se observaron claras diferencias en las propiedades
fisicoquimicas de los priones causantes de una u otra sintomatologia. Por ejemplo, se
observaron diferentes velocidades de sedimentacién y diferente resistencia al tratamiento con
agentes desnaturalizantes (217). En un experimento posterior realizado con estas mismas
cepas también se observo la existencia de dos nucleos resistentes a la digestion con PK de
diferente tamafio, de acuerdo a su movilidad electroforética (218). Debido a que ambas cepas
presentaban la misma secuencia aminoacidica, la Unica explicacion posible era que ambas
cepas tenian una estructura diferente, de modo que en una hay mas aminoacidos expuestos
para su digestion con PK, mientras que en la otra no son accesibles. La existencia de variantes
conformacionales también daba explicacion a todas las otras caracteristicas observadas.

Debido a que, hasta la actualidad, no ha sido posible describir la estructura de la PrPS¢ con
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detalle, no se puede determinar con seguridad como estos cambios estructurales rigen las

diferencias fenotipicas descritas entre las cepas de priones.

Otro rasgo bioquimico de importancia para la clasificacion de las cepas de priones es la
proporcion de PrP no glicosilada, monoglicosilada y diglicosilada. La presencia proporcional
de cada una de estas formas son caracteristicos de cada cepa y se mantienen estables
durante multiples pases seriados en modelos animales (219) e in vitro (71). Este dato sugiere
que el patrén de glicosilacion, junto a la conformacién de la PrPSc, estaria implicado en la
caracterizacion y diferenciacion de la cepa. De acuerdo al patrén de glicosilacion de la PrP se
distinguen dos tipos de cepas: i) cepas clasicas, que presentan un patrén de tres bandas en
diferentes proporciones y ii) cepas atipicas, que ademas de presentar las tres bandas clasicas,
también muestran fragmentos internos resistentes a PK 'y escindidos de los extremo amino y
carboxilo terminal de entre 6 y 8 kDa, dependiendo de la cepa. Se han descrito cepas atipicas
en humanos, tanto en el GSS (220) como en VPSPr (221), y en el ganado ovino, donde se
identificd la cepa Nor98 como atipica (222). Mencion aparte merece la existencia de las
variantes atipicas de la EEB, que aunque estan denominadas como tal, no presentan los
fragmentos de 6-8 kDa y solo se diferencian de la EEB clasica en su particular movilidad

electroforética (223).

El fendmeno de tropismo celular de los priones es, dentro del estudio de las EETs, una de
las caracteristicas mas llamativas y sorprendentes de las cepas. Diferentes cepas afectan a
diferentes areas del SNC, traduciéndose esta diferencia en la generacion de diferentes signos
clinicos y la distinta deposicion de PrPS¢ en el SNC. Este fenomeno ha sido estudiado
utilizando diferentes cultivos celulares en combinacion con diferentes cepas, pero a pesar de
ello se desconoce qué es lo que define este tropismo (224). Debido a las diferencias
conformacionales inherentes a las cepas, se ha postulado que estas diferencias podrian influir
en su habilidad para interaccionar con moléculas especificas, como por ejemplo, receptores
celulares o ciertos cofactores. Esto generaria un tropismo de las cepas en favor de un tipo
celular especifico o de una zona donde un cofactor concreto sea mas abundante (97, 225).
Otras teorias se basan en el patron de glicosilacion como explicacion al tropismo que
observamos en el SNC (226). Asi, una PrPs° con un patron de glicosilacién concreto tendera
a propagarse en zonas del SNC donde la PrP® presente ese mismo patrén de glicosilacion
(227).

Barrera de transmision

La transmision de priones entre diferentes especies es un fenémeno ampliamente conocido

y estudiado desde los inicios en la descripcion de las EETs. Ya en los primeros experimentos
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de Gajdusek y colaboradores se demostrd que el Kuru era transmisible a chimpancés (26).
Otra de las demostraciones de que es posible una transmision interespecies es el conocido
salto de la EEB a los seres humanos, provocando en estos la ECJv (228). Debido a su
potencial zoondtico, este fendmeno ha sido ampliamente estudiado utilizando modelos

animales transgénicos que expresan PrP de otros mamiferos (58).

Sin embargo, la transmision de priones entre diferentes especies, aunque ocurre, esta
restringida por un fendmeno denominado barrera de transmision o barrera de especie.
Habitualmente, tras la inoculacién de un grupo de animales con un prion procedente de otra
especie no todos los individuos desarrollan la enfermedad y los que lo hacen, presentan
tiempos de incubacién mas largos comparados con los que se observan cuando se inocula la
misma especie (229). El porcentaje de animales que sucumben a la enfermedad, conocido
como tasa de ataque, va aumentando segun realizamos pases seriados, mientras que los
tiempos de incubacion se van acortando. Finalmente ocurre una adaptacion del prion en esta
nueva especie. El nUmero de pases necesarios para lograr una estabilizacion del prion en la
nueva especie es una forma de medir el grado de barrera de transmisién que existe entre
esas dos especies. Sin embargo, para realizar una medicion mas rigurosa es comun la
utilizacion de inéculos sometidos a diluciones seriadas con el objetivo de medir la dosis letal
50 (LD50, del inglés Lethal Dose 50 %) (227). Este método se suele utilizar habitualmente
para medir el posible riesgo zoondtico de priones procedentes de diferentes especies (92, 93,
119, 121).

En un principio se pensé que la existencia de dicha barrera se debia a la eficiencia de
conversion y la patologia generada por la cepa seleccionada (230, 231). Sin embargo, el factor
que parece tener mas peso en este fendmeno es la diferencia en la secuencia aminoacidica
entre la especie donante y la receptora (58). Un claro ejemplo que demuestra la importancia
de la estructura primaria es el experimento realizado por Prusiner y colaboradores. Ratones
transgénicos que expresaban la PrP¢ de raton y de hamster se inocularon con priones
procedentes de ambas especies. Cuando eran inoculados con priones de ratén solo se
observaban agregados de PrPS¢ de ratén, mientras que si se inoculaban con priones de
hamster, solo se observaban agregados de PrPS¢ de hamster (163). Otro experimento que
demuestra la importancia de la secuencia aminoacidica en la barrera de transmisién es la
existencia de variantes polimorficas y como estas afectan a la barrera. Uno de los ejemplos
mas conocidos es el caso de los ratones de genotipo a y genotipo b, cuya diferencia en la
estructura primaria es de solo dos aminoacidos. Sin embargo, muestran tiempos de
incubacién muy dispares en funcion de la cepa utilizada (232). Por otro lado, también se ha
observado que cada cepa de prion responde de forma diferente a la barrera de transmision.

Es decir, dos cepas diferentes de la misma especie y que comparten la misma secuencia
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aminoacidica, pueden mostrar un comportamiento diferencial en relaciéon a su capacidad de
transmitirse a otros individuos (233). Por tanto, la barrera de transmisiéon se rige por una
combinacién de la secuencia aminoacidica y la estructura tridimensional, siendo ambos
factores determinantes en la interaccion proteina-proteina y, por tanto, en la propagacion de

la estructura aberrante.

3 - Hacia un tratamiento de las Encefalopatias Espongiformes
Transmisibles

En un principio se teorizd que un virus lento era el factor etiolégico de las EETs y este
concepto no cambid hasta la confirmacion de la teoria de “solo proteina”. Esto llevd a que los
tratamientos que se testaron durante este periodo se centraran fundamentalmente en los
antiviricos. Durante la década de los setenta y ochenta se llegdé a utilizar aciclovir (234),
amantadine (235), interferon (236) y vidarabine (237), siendo en todos los casos los resultados
negativos. A medida que se acumulaban las evidencias demostrando la naturaleza
exclusivamente proteica del agente infeccioso, el tratamiento con antiviricos se fue
abandonando enfocandose a principios del siglo XXI Unicamente en el tratamiento de las
manifestaciones neurolégicas. Entre los farmacos utilizados en este periodo podemos
destacar el uso de analgésicos (238) y anticonvulsionantes (239). Hoy en dia algunos de estos
compuestos se siguen usando como métodos paliativos frente a los sintomas de las EETs. A
partir de la confirmacion de la teoria de “solo proteina” y el mayor conocimiento de los
procesos de propagacion, diseminacion y neurotoxicidad mediados por la PrPS¢ se disefiaron

nuevas estrategias enfocadas al futuro tratamiento de las EETs.

A diferencia de otras enfermedades infecciosas, el sistema inmunoldgico apenas interviene
en la defensa contra las EETs. Debido a que la secuencia aminoacidica de la PrP€ y la PrPSc
es la misma, no existe una respuesta inmunolégica robusta contra la infeccién por priones.
Este fendmeno se conoce como autotolerancia y es fundamental para evitar el desarrollo de
enfermedades autoinmunes. Ademas, la casi exclusiva propagacion del agente infeccioso en
el SNC, un tejido inmunoprivilegiado, dificulta todavia mas el desarrollo de una respuesta
inmunoldgica eficaz contra la diseminacién de la enfermedad por el SNC. Sin embargo, si se
ha descrito un aumento en la activacién de la microglia, siendo esta la Unica manifestacién
clara de una reaccién del sistema inmunolégico contra las enfermedades pridnicas. Este
fendmeno quedd demostrado por el acortamiento de los tiempos de incubacion y el aumento
del acimulo de PrPS¢ en el SNC al inhibir farmacoldgicamente este tipo de macrofagos
residentes del SNC (210, 240). Por tanto, una de las estrategias que se contemplan para el
tratamiento de las EETs consiste en estimular el sistema inmunolégico mediante vacunas

contra la PrP°. El objetivo es forzar una respuesta inmunolégica contra la PrPS¢ generando
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anticuerpos contra la isoforma malplegada, creando asi una inmunidad duradera que evite la
propagacion de los priones tras su entrada al organismo. El uso de PrP de origen
recombinante es el proceso mas comun para generar inmunocompetencia contra los priones.
Utilizando PrP dimérica recombinante se han generado auto-anticuerpos en raton,
demostrando mas tarde su eficacia en modelos celulares (241). La inmunizacién contra la PrP
recombinante también ha demostrado su eficacia in vivo en varios modelos murinos, aunque
siempre utilizada como método profilactico (242-244). Mas recientemente se ha logrado
generar una vacuna oral efectiva contra la EDC utilizando un péptido de PrP que podria ser
vital para el control de esta enfermedad en las poblaciones de cérvidos salvajes (245). A pesar
de los datos positivos, el principal problema de esta estrategia radica en que solo funciona
como método profilactico cuando los priones provienen de una fuente externa. Como la
mayoria de los anticuerpos no pueden acceder de forma eficiente al SNC debido a la barrera
hematoencefalica, el tratamiento de las EETs genéticas o esporadicas con esta estrategia no
seria efectiva. Otro acercamiento a esta estrategia es el uso de anticuerpos monoclonales
generados en células. Se ha demostrado en modelos murinos que estos anticuerpos
generados de forma exdgena son efectivos en modelos celulares e in vivo (243, 246). Sin
embargo, existe una fuerte controversia acerca de esta estrategia, ya que hay evidencias que
indican que los anticuerpos contra el dominio globular de la PrP pueden provocar una
neurodegeneracion similar a la que se observa en los pacientes de EETs (247). Ademas,
persiste el problema de la barrera hematoencefalica, que restringe el paso de macromoléculas

al SNC, entre ellas, una gran variedad de anticuerpos.

El uso de terapia génica es otra de las estrategias que han mostrado mayor eficacia en la
lucha contra las EETs en modelos experimentales. En este caso se utilizan virus modificados
que portan, o bien una proteina mutante resistente a la propagacion o un RNA silenciador del
gen PRNP, inhibiendo asi la expresion de la PrPC. Utilizando un lentivirus que porta una
secuencia de la PrP humana con la mutacion Q167R, que habia sido descrita como dominante
negativa (con capacidad de inhibir la propagacién de priones por competencia) (248, 249), se
logré una reduccion casi total de la cantidad de PrPS¢ a los 15 dias del tratamiento en un
modelo celular de ratén (250). Este mismo lentivirus se testd a continuacion en modelos
murinos, donde se observé un aumento en el periodo de incubacion del 20 % acompafiado
de una clara reduccion en la espongiosis y astrogliosis (251). Utilizando lentivirus que portan
RNAs silenciadores del gen PRNP también se han obtenido resultados prometedores in vivo
en dos experimentos independientes (252, 253). El principal problema de las técnicas de
modificacion génica es la falta de infectividad de estos virus, que en muchas ocasiones no
logran infectar a un nimero de neuronas suficiente como para generar cambios que se reflejen
en la remision de los sintomas o la prolongacion en la vida de los animales de forma

sustancial. Ademas, aunque la eliminacion de la PrP® en varios modelos murinos no ha
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demostrado que estos sufran de un cambio de fenotipo evidente (191), los efectos de la falta
de una proteina ubicua y conservada en la evolucion de los mamiferos a largo plazo podria

ser perjudicial (254).

La estrategia que hasta la actualidad ha dado mas frutos y tiene mas posibilidades de
convertirse en un futuro tratamiento contra las EETs es el uso de moléculas, normalmente de
pequefio tamafio, capaces de interaccionar con la PrP® o PrP¢ e inhibir el proceso de
malplegamiento. Estas moléculas pueden actuar de diferentes formas, aunque en algunas
ocasiones el mecanismo molecular concreto es desconocido. El modo de accion mas comun
es la union a PrP¢, pero debido a que ignoramos los mecanismos que rigen el proceso de
propagaciéon con detalle es muy dificil dilucidar la accién especifica de estas. Entre los
inhibidores capaces de unirse a la PrP° e inhibir la propagacion tenemos la quinacrina (255),
el Rojo Congo (40), las tetraciclinas (256) y las porfirinas (257). Todos ellos han demostrado
su eficiencia en diferentes modelos in vitro, in vivo e in cellula. La quinacrina y la doxiciclina
son dos de las mas estudiadas y es comun su uso como compuestos de referencia en los
estudios de inhibicién de la propagacion hoy en dia. Ademas, ambas han sido utilizadas en
varios ensayos clinicos (258-260). Desafortunadamente, no se observd reduccion en los
sintomas de los pacientes ni un retraso en el desarrollo de la enfermedad en ninguno de los
ensayos. Otro modo de accion de estas moléculas es la union a la PrPSc, estabilizando las
fibras amiloides de PrPS¢ y evitando asi su disgregacion. Este modo de accion, que a primera
vista puede parecer contraproducente, es efectivo a la hora de ralentizar la propagacion de la
PrPSc¢ por el SNC. Las particulas que juegan el papel dominante en la propagacion son los
oligbmeros de 18-24 unidades (161), por lo que aumentando la estabilidad de las fibras
amiloides podemos disminuir la cantidad de estos oligdbmeros, provocando asi una
ralentizacion del proceso patolégico. Los politiofenos conjugados luminiscentes (LCP, del
inglés Luminiscent Conjugated Polythiophenes) son un grupo de compuestos luminiscentes
de pequefo tamafo que actuan de esta forma y que han mostrado su eficacia in vivo (261).
Anteriormente ya se habia descrito su uso para detectar fibras amiloides y diferenciar cepas
(262). A partir de este ultimo trabajo podemos intuir el principal problema al que se enfrenta
este tipo de compuestos, y es que como las diferentes cepas poseen distintas estructuras
tridimensionales y los LCPs se basan en la afinidad con determinadas estructuras, los LCPs

seran probablemente mas efectivos frente a unas cepas que frente a otras.

Otras moléculas que también actian uniéndose a la PrP® son las conocidas como
chaperonas moleculares. Se trata de moléculas de pequefio tamafio que se asocian a la PrP¢
de forma especifica y modifican su estructura aumentando su estabilidad (263, 264). Debido
a que en el proceso de malplegamiento se produce un cambio estructural para transformar la

PrPC en PrPSc, un aumento en la estabilidad de la PrPC dificulta este cambio conformacional
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al aumentar la barrera de energia necesaria para iniciarlo. Gracias a su pequefo tamafno y a
su facil manipulacion este tipo de compuestos son muy prometedores como futuros farmacos
contra las EETs, ya que se pueden 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 dosis altas para obtener un efecto farmacoldgico eficaz. Varias
chaperonas moleculares han sido descritas como inhibidoras de la propagacién. Entre ellas
destacamos las porfirinas, las antraciclinas, los pigmentos azoicos, las metilaminas, la
heparina, el tegobuvir y el GN8 (264-267). La mas conocida y estudiada de estas es el TMPyP-
Felll (del inglés Iron (Ill) meso-Tetra(N-methyl-4-pyridyl)porphine), una porfirina capaz de
unirse a la PrP® en ratio 1:1 con una Kd de 11 uM y que ha demostrado su actividad en

modelos celulares (268) y animales (257).

Ademas de las estrategias que se centran en la potenciacion de la respuesta inmunolégica
y la inhibicion de la propagacion de los priones también se han estudiado otras vias de
tratamiento contra las EETs. Entre ellas, las centradas en la potenciacion de los sistemas de
eliminacion de deshechos celulares del SNC. En un experimento realizado por Muth y
colaboradores se utilizd un retrovirus capaz de aumentar la actividad de la microglia en el
SNC de un modelo murino de propagacion de priones. Los datos obtenidos demuestran que
esta estrategia aumenta la eliminacion de los priones y que, por tanto, se reducen los niveles
de PrPs¢ (269). Un aumento de la actividad lisosomal en el SNC funcionaria de un modo
similar al proceso descrito anteriormente y se ha testado como posible tratamiento contra las
EETs con éxito moderado (270-273). También se ha utilizado la inhibiciéon de la respuesta a
proteinas desplegadas (UPR, del inglés Unfolded Protein Response) mediante farmacos (274)
o modificaciones genéticas (275) como posible método de tratamiento de las enfermedades
pridnicas, ya que previamente se habia descrito un aumento en la actividad de la UPR en
modelos animales de varias enfermedades neurodegenerativas (276-278), entre ellas las
EETs (275). Utilizando modelos murinos inoculados con RML se consiguio un retraso claro en
el avance de la enfermedad y en las lesiones histopatoldgicas al ser tratados con un farmaco
inhibidor de la UPR (279).

4 - Sistemas de propagacién de priones

El desarrollo de sistemas in vitro e in celulla capaces de mimetizar el proceso de
propagacion que tiene lugar in vivo es uno de los logros mas importantes en el campo de
investigacion de las EETs. Gracias a la implementacion de los métodos de propagacion in
vitro e in cellula hemos sido capaces de estudiar mas a fondo los diferentes aspectos del
proceso de conversion con una considerable reduccion en el tiempo y en el coste con respecto

a los experimentos realizados en modelos animales. En este apartado describiremos los
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diferentes sistemas in vitro e in cellula que mas informacién nos han aportado acerca de las
caracteristicas biolégicas de los priones y su uso en el cribado de moléculas con actividad

anti-prionica.

4.1 - Sistemas de propagacion in cellula

La obtencion de lineas celulares capaces de mantener la propagacion de priones ha sido
de gran ayuda para la descripcion de diferentes mecanismos que entran en juego en la
propagacion y neurotoxicidad de la PrPS¢ (280). Una de las principales ventajas de estos
métodos es que, al igual que los modelos in vitro, son rapidos y facilmente manipulables.
Ademas, se considera que son mas semejantes a los modelos in vivo que los sistemas in
vitro, ya que se respeta el anclaje a membrana por GPI y la interaccion entre células. Debido
a ello, los estudios de alteracion de localizacion celular de la PrP¢, de mecanismos de
toxicidad o de silenciamiento del gen PRNP solo son posibles en este tipo de modelos,
exceptuando los modelos in vivo. La clorpromazina es un antipsicético cuya actividad anti-
pridnica ya habia sido descrita con anterioridad (255, 281). Sin embargo, a pesar de haberse
observado la interaccion entre el compuesto y la PrPC in vitro, no se conocia en detalle el
mecanismo de accién que explicaba la inhibicion descrita. Utilizando un modelo celular
proveniente de neuroblastoma de ratén conocido como N2a, se logré demostrar que la
clorpromazina alteraba la localizacion subcelular de la PrPC, evitando asi su interaccion con
la PrPSc (282). Utilizando esta misma linea celular, Hetz y colaboradores lograron demostrar
por primera vez la importancia de la respuesta al estrés mediada por el reticulo
endoplasmatico en la mediacién de la toxicidad provocada por la infeccion de priones (283).
En experimentos similares también se describio la importancia del sistema del proteasoma a
la hora de eliminar las estructuras aberrantes de PrP (284) o la alteracion en las mitocondrias
neuronales tras la infeccién con priones (285), todos ellos clave a la hora de entender la
neurotoxicidad mediada por el malplegamiento de la PrP. También han sido criticos los
modelos celulares a la hora demostrar la eficacia de las terapias génicas de silenciamiento

del gen PRNP, validando asi su posterior uso en modelos animales (286).

El testado y descripcion de nuevos compuestos con actividad anti-prionica también 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 situacidon natural que se desarrolla
en el SNC, y han sido mas tarde validados mediante diferentes modelos de propagacion in
cellula. Algunos ejemplos son la quinacrina (287), el TMPyP-Felll (288), los acidos biliares
(289) y el tegobuvir (267). También se han utilizado estos modelos para el testado masivo de
bibliotecas de compuestos con posible actividad anti-pridénica (290), sin embargo estos
métodos requieren de amplia experiencia previa y tienen altos costes comparados con los
métodos in vitro que no implican cultivos celulares. Ademas, la necesidad de técnicas
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bioquimicas como el Western Blot o el Dot Blot para detectar los niveles de PrPSe lastran el
sistema para su aplicacion como método de testado masivo. A pesar de su utilidad, la
imposibilidad de propagar ciertas cepas en lineas celulares de uso rutinario en el laboratorio
es un serio problema para el uso de estos sistemas (280). Hasta el dia de hoy se desconoce
el mecanismo que explique por qué algunas lineas celulares son susceptibles a la infeccion

unicamente por determinadas cepas prionicas (291).

4.2 - Sistemas de propagacion in vitro

El primer sistema de propagacion de priones in vitro se conoce como ensayo de conversion
libre de células y fue desarrollado por Caughey y colaboradores a principios de la década de
los noventa. Este sistema se basa en el uso de PrP® y PrPS¢ purificadas a partir de cultivos
celulares y encéfalo, respectivamente. Tras la desnaturalizacion de la PrPSe utilizando agentes
coatropicos esta se volvia a renaturalizar mediante dilucion del agente desnaturalizante. Esta
PrPS¢ renaturalizada es capaz de provocar el malplegamiento de la PrP®, que anteriormente
habia sido marcada radiactivamente con *S para facilitar su deteccion (68). Gracias a este
sistema se pudieron identificar diferentes factores que afectan al proceso de propagaciony a
la barrera de transmisién (292). Ademas, se demostrdé por primera vez que el proceso de
malplegamiento puede ocurrir en un entorno controlado donde ningun otro componente aparte
de PrP°y PrPsc esta presente, siendo este estudio un gran apoyo a la teoria de “solo proteina”.
No obstante, el bajo rendimiento del proceso y el exceso de PrPS¢ necesaria han impedido la

caracterizacion de la proteina malplegada generada in vitro.

En un intento de mejorar el ensayo de conversién libre de células se consiguié por primera
vez simular el proceso de propagacion in vitro partiendo de cantidades infimas de PrPSc
mediante el uso de sonicacion (69). Este estudio marcé el comienzo del desarrollo de la
técnica de amplificacion ciclica de proteinas malplegadas (PMCA, del inglés Protein Misfolding
Cyclic Amplification). Dos principios fueron claves para su desarrollo: i) la demostracion de
que el proceso de propagacion se podia simular en un tubo de ensayo (68) y ii) un sistema
ciclico basado en un bafio de ultrasonidos/incubacién (69). Conceptualmente, la PMCA es un
analogo a la PCR (del inglés Polymerase Chain Reaction), donde a partir de una hebra de
ADN molde se pueden generar millones de copias idénticas en un corto espacio de tiempo a
expensas de una reaccion que ocurre de forma ciclica. Posteriormente, el sistema fue
automatizado (PMCAa) con el objetivo de aumentar su sensibilidad, especificidad y
rendimiento (293-296). La técnica se basa en la repeticién constante de un ciclo formado por
dos fases, permitiendo imitar in vitro el proceso de propagacion que se da in vivo con una
cinética acelerada. Durante la primera fase, una pequefia cantidad de PrP*¢ es incubada en
presencia de un exceso de PrPC, lo que promueve la formacion de agregados de PrPSc. Tras
esta fase de incubacion la muestra se somete a la accion de ultrasonidos con el objetivo de
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disgregar los agregados de PrPS¢ formados durante la fase de incubacion, aumentando asi el
numero de nucleos de crecimiento para la siguiente fase de incubacion. Con los sucesivos
ciclos de sonicacion e incubacion se va aumentando exponencialmente la cantidad de
“semilla” (294), obteniéndose finalmente una cantidad de PrP*¢ significativamente mayor que
la utilizada inicialmente. De esta forma cantidades de PrPS¢ que eran indetectables por
métodos bioquimicos estandares como el Western blot inicialmente pueden amplificarse hasta
niveles facilmente detectables. A partir de este proceso se han realizado diferentes
modificaciones y adaptaciones: la adicion de diferentes componentes, equipos mas
sofisticados y nuevas aplicaciones han sido elementos esenciales para su actualizacién a lo

largo de los afios.

Uno de los principales valores de la PMCA es que ha demostrado que es capaz de
mimetizar algunas de las etapas fundamentales implicadas en la propagacién de priones que
ocurren in vivo. Y como consecuencia, es capaz de replicar diferentes cepas de priones
manteniendo sus caracteristicas determinantes (71) y de reproducir gran parte de los
fendmenos de barrera de especie asociados a estas (297). No obstante, conviene recordar
que el propésito original para el que nacié la PMCA es el diagndstico de las EETs a partir de
muestras de tejidos o fluidos corporales donde las cantidades de PrPS¢ son indetectables. En
este sentido podemos resaltar, por ejemplo, que la PMCA se utilizé por primera vez para la
deteccidn con éxito de priones en muestras de sangre provenientes de animales tanto

sintomaticos como presintomaticos (70, 296).

Por otro lado, la PMCA también ha sido una técnica clave a la hora de confirmar algunos
de los postulados centrales de la teoria de “solo proteina”. La conversion de PrP¢ a Prpse
gracias a los sucesivos ciclos de incubacién/sonicacion supone la confirmacién de un proceso
de propagacion en el que la nueva PrPS¢ generada es capaz de malplegar a otras moléculas
de PrP° presentes en el sustrato (298). Posteriormente, la generacion de priones mediante
PMCA utilizando sustratos basados exclusivamente en PrP recombinante, sin la necesidad
de ningun cofactor sintético o proveniente de mamifero, fue decisiva para la confirmacién de
la teoria (74).

Debido a las dificultades para trabajar con la PrPC purificada a partir de cultivos celulares
o de encéfalo se han realizado diferentes estudios con el objetivo de generar priones sintéticos
a partir de PrP recombinante proveniente de E. coli. Esta proteina, al generarse en un
organismo procariota, presenta dos diferencias importantes que influyen en el proceso de
propagacion in vitro y en la infectividad in vivo: i) carece de glicosilacion vy ii) carece de la
secuencia C-terminal que sirve de anclaje al GPI. A pesar de estas diferencias, la PrP

recombinante se ha utilizado con éxito en la PMCA para la generacion de priones infectivos
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in vivo (74). Sin embargo, las semillas generadas en PMCA a partir de PrP recombinante,
conocidas como PrP"™s (PrP resistente a PK), presentan niveles de infectividad limitados. La
definicion de infectividad limitada responde a que no todas las PrP™* generadas in vitro son
tan infecciosas como las semillas de origen animal al ser inoculadas in vivo, siendo gran parte
de ellas no infecciosas. Una caracteristica importante del experimento llevado a cabo por Kim
y colaboradores es que se utilizé una semilla para iniciar el proceso de propagacion. El grupo
liderado por Jiyan Ma fue pionero en la generacion de priones recombinantes in vitro de forma
espontanea. Para ello se utilizé un sustrato formado por PrP recombinante y complementado
con dos cofactores: ARN y lipidos. Este prion artificial generado espontaneamente mediante
PMCA mostré niveles de infectividad semejantes a los procedentes de animales al ser
inoculados en ratones de genotipo salvaje (75), incluso por via intraperitoneal (299). Otros
priones artificiales generados por PMCA y con capacidad infecciosa in vivo son los generados
por Suppattapone y colaboradores utilizando fosfatidiletanolamina como cofactor (300) y los
generados por Castilla y colaboradores utilizando diferentes cofactores (225). Estos
experimentos demuestran 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 existentes en la naturaleza.

El empleo de la PMCA para el cribado de nuevos compuestos anti-priénicos también esta
ampliamente extendido en el campo de las EETs. Debido a que esta técnica ha demostrado
su capacidad para mimetizar las principales etapas que tienen lugar en el proceso de
propagacion in vivo, podriamos asumir que aquellos compuestos que muestren una inhibicion
del malplegamiento utilizando esta metodologia, tendran un comportamiento similar in vivo.
Varios compuestos que han demostrado su efectividad en PMCA han sido posteriormente
inhibidores efectivos de la propagacion in vivo, por ejemplo el compuesto anle138b (301).
Teniendo en cuenta este comportamiento, la PMCA a priori seria un modelo ideal para el
testado masivo de bibliotecas de compuestos quimicos con posible actividad anti-priénica. Sin
embargo, la necesidad de un gran nimero de sistemas de sonicacion y el uso de técnicas
bioquimicas como el Western Blot para detectar la reduccion en la propagacion de PrPSc

dificultan el uso de la PMCA en este tipo de estudios.

Otra técnica de propagacion de priones in vitro de gran relevancia en el estudio de las EETs
es la conversion inducida por agitacion en tiempo real (RT-QulC, del inglés Real Time -
Quaking Induced Conversion). En este método se utiliza la agitacion como fuente de energia
en lugar de la sonicacion y un sustrato conformado exclusivamente por PrP recombinante,
tioflavina T (ThT, del inglés Thioflavine T), sales y detergentes (302). El sistema se vale de la
ThT para monitorizar la formacion de fibras amiloides en tiempo real (303) y esto, sumado al

uso de placas de 96 pocillos y a la medicion de la fluorescencia a través de un lector de placas,
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permite la automatizacion del sistema. Todas estas caracteristicas hacen que esta técnica
sea mas rapida, sensible y reproducible que la PMCA. De hecho, actualmente es el principal
candidato para convertirse en la herramienta de diagnéstico clinico de las EETs humanas y
animales. Su extraordinaria capacidad para inducir el malplegamiento proteico permite
detectar cantidades infimas de PrPS¢ en diferentes muestras de facil acceso, como liquido
cefalorraquideo (304, 305), raspados nasales (306), orina (307), heces (308) y saliva (309).
En el caso de las EETs humanas ha demostrado una sensibilidad del 96 % y una especificidad
del 100 % utilizando muestras de liquido cefalorraquideo de pacientes con ECJe (306).
También se han obtenido valores de sensibilidad y especificidad similares utilizando muestras
de mucosa olfatoria procedentes de pacientes de IFF y ECJe (306, 310). Por otro lado, el
control de las poblaciones de cérvidos salvajes frente a la amenaza de la EDC también puede
ser facilitado gracias a esta técnica, que permite detectar la presencia de PrPS¢ en muestras
de orina, heces y saliva de estos animales con una alta sensibilidad y especificidad (307, 311).
Esto permitiria detectar las poblaciones de cérvidos infectadas y aislarlas del resto,
conteniendo asi la enfermedad. A pesar de su enorme potencial como técnica de diagndstico,
la ausencia total de infectividad al inocular las fibras amiloides generadas mediante RT-QuIC
en modelos animales ha impedido el uso de la técnica para estudios relacionados con la
descripcion del proceso de propagacion o la estructura de la PrPS¢. También se ha descrito el
uso del RT-QuIC para el testado de compuestos anti-priénicos como la acridina, el dextrano,
el 4cido tanico y las trimetilchalconas, siendo todos ellos activos también en modelos celulares
(312, 313). Ademas, gracias a su versatilidad, velocidad y reproducibilidad se ha propuesto
su uso como sistema de testado masivo de bibliotecas de compuestos con posible actividad
anti-priénica (314), pero otra vez, la imposibilidad de trabajar con priones bona fide lastran su
uso para el testado de compuestos en un método lo mas parecido a una situacion real de

propagacion.

Con el objetivo de aunar las ventajas de la PMCA y el RT-QuIC se inicid el desarrollo de
una nueva técnica de propagacion in vitro en nuestro laboratorio, siendo el desarrollo de dicha
técnica uno de los pilares centrales de esta tesis doctoral. El método, bautizado como
amplificacion de proteinas malplegadas mediante agitacion (PMSA, del inglés Protein
Misfolding Shaking Ampilification), cambia la sonicacién por agitacién como fuente de energia,
al igual que el RT-QuIC. Sin embargo, la agitacion se administra a través de un sistema
diferente que en el RT-QuIC, siendo también la composicion del sustrato y el soporte donde
se produce la reaccién de propagacion, diferentes en esta técnica. Estos cambios respecto al
RT-QuIC, junto con el uso de un prion con alta infectividad procedente de PMCA como semilla,
han permitido integrar la propagacion de un prion bona fide que mantiene su infectividad en
modelos animales con la versatilidad, reproducibilidad, sencillez instrumental y escalabilidad

que aporta el uso de la agitacion en lugar de la sonicacién. Ademas, gracias a la simplicidad
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del sustrato utilizado, compuesto por PrP recombinante, dextrano sulfatado, detergentes y
sales, en combinacion con el uso de ThT para la deteccion de fibras amiloides y el uso de
placas de 96 pocillos acoplado a un sistema de lector de placas, permite testar compuestos
de una forma rapida y fiable. Teniendo en cuenta todas estas ventajas, la PMSA se convierte
en un sistema ideal para el testado masivo de bibliotecas de compuestos con posible actividad

anti-pridnica, siendo este el principal objetivo de esta tesis doctoral.
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OBJETIVOS

1. Desarrollo de un sistema de propagacion in vitro de priones infecciosos aplicable al cribado
masivo de compuestos con potencial actividad anti-pridnica.

a. Obtencion de un prion recombinante infeccioso con alta capacidad de propagacion in vitro en
un entorno con una composicion definida.
b. Optimizacion de la eficiencia de propagacion in vitro del prion infeccioso.

c. Desarrollo de un método de deteccién de priones compatible con el cribado masivo de
compuestos.

2. Cribado de una biblioteca de 2500 compuestos con alta diversidad quimica para la
deteccién de compuestos anti-pridnicos.

3. Confirmacién de la actividad anti-pridnica de los compuestos seleccionados mediante
otras técnicas.

a. Evaluacion de la capacidad anti-pridénica de los compuestos seleccionados utilizando una
técnica alternativa de propagacion in vitro.

b. Evaluacion de la capacidad anti-pridnica de los compuestos seleccionados utilizando una
técnica de propagacion in cellula.
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MATERIALES Y METODOS

1 - Construccion de los plasmidos de expresion de las PrP de
topillo rojo, de humano y de oveja

Para la produccion de las PrP recombinantes de humano, oveja y topillo rojo en Escherichia
coli (E. coli) utilizamos vectores plasmidicos especializados en la expresion de genes
eucariotas, incorporados mediante genética molecular. 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 expresién de la proteina clonada (315). Concretamente, utilizamos el plasmido pOPIN E,
basado en el vector pTriEx2 cuyas principales caracteristicas son su resistencia al antibiotico
ampicilina, la presencia de un enhancer (del inglés, potenciador) hibrido de Citomegalovirus
(CMV), del promotor de B-actina que permite la expresidn 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 Niquel - Nitriloacetic Acid).

El vector pOPIN E se digirié 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 (iINtRON Biotechnology) segun las especificaciones del
fabricante. Por ultimo, el vector linealizado de 5151 pares de bases se purificd mediante el kit

QIAquick Gel Extraction (Qiagen) siguiendo el protocolo indicado por el fabricante.

Para la clonacion de las diferentes secuencias de PrP en el vector pOPIN E mediante el
sistema In Fusion, los extremos de las secuencias de los genes de PrP humana 129M, de
oveja ARQ (alanina en posicién 136, arginina en posicion 154 y glutamina en posicién 171) y
de topillo rojo 1091 se adecuaron mediante la técnica de PCR, teniendo en cuenta las
especificaciones senaladas en el protocolo de la OPPF. Este paso es crucial para la correcta
clonacioén de la secuencia deseada en el vector mediante el sistema In Fusion, ya que se basa
en una recombinaciéon homologa entre los extremos de la secuencia a clonar y el vector. Por
esto, los oligonucledtidos disefiados para tal fin se hicieron coincidir al menos 15 pares de
bases con los extremos del vector. Ademas, en el oligonucledtido del extremo carboxilo
terminal se introdujo un coddn de terminacion (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 es imprescindible para la eliminacion de la cola de 6
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histidinas necesaria para la purificacién de la proteina por columnas de afinidad Ni-NTA. Sin
embargo, debido a la presencia de numerosas histidinas en la zona de octarrepeticiones 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 oligonucledétidos utilizados son las siguientes:

- Oligonucleotido del extremo amino terminal para la PrP de topillo rojo 1109I:
AGGAGATATACCATGAAGAAGCGGCCAAAGCCTGG

- Oligonucledétido del extremo carboxilo terminal para la PrP de topillo rojo 1109I:
GTGATGGTGATGTTAGGAACTTCTCCCTTCGTAGTA

- Oligonucledétido del extremo amino terminal para la PrP de humano M129M:
AGGAGATATACCATGAAGAAGCGCCCGAAGCCTGG

- Oligonucledétido del extremo carboxilo terminal para la PrP de humano M129M:
GTGATGGTGATGTTAGCTGATCCTCTCTGGTAATA

- Oligonucledétido del extremo amino terminal para la PrP de oveja ARQ:
AGGAGATATACCATGAAGAAGCGACCAAAGCCTGG

- Oligonucledétido del extremo carboxilo terminal para la PrP de oveja ARQ:
GTGATGGTGATGTTAACTTGCCCCCCTTTGGTAATA

Utilizando como molde el ADN gendémico de las especies indicadas anteriormente, se
realizé una PCR con el fin de amplificar la secuencia de ADN de interés mediante los
oligonucledtidos especificamente disefiados y mostrados en el parrafo anterior. Los reactivos
presentes en las reacciones de PCR fueron: 2-10 ng de ADN gendmico, 50 ng de cada uno
de los oligonucledtidos (Sigma), 1,25 unidades LongAmp™ Taq DNA Polymerase (New
England Biolabs), 10 yl 5X LongAmp™ Taq Reaction Buffer (New England Biolabs), 0,4 pl
dNTP 10 mM (Sigma-Aldrich), H.O desionizada (hasta alcanzar un volumen final de reaccion
de 50 ul, dependiendo de la concentracion de ADN gendmico). Las condiciones de PCR
aplicadas fueron en primer lugar, un ciclo inicial de desnaturalizaciéon del molde de ADN de
partida mediante calentamiento a 95 °C durante 5 min, a continuacién, 35 ciclos de
amplificacion y finalmente, un periodo adicional de 10 min a 72 °C que permite la extension
de los productos de PCR incompletos. Cada ciclo de amplificacién consistié en un periodo de
desnaturalizacion a 95 °C durante 20 s, seguido de un periodo de 45 s a 56 °C que facilita la
hibridacion de los oligonucledtidos con el molde de ADN vy finaliza con un periodo de 60 s a
72 °C que permite la polimerizacién de las nuevas cadenas de ADN. El producto de PCR se
almacenod y conservo a 4 °C. Para realizar las PCR se empleé el termociclador DNA Engine
Peltier Thermal Cycler, PTC-200 (Bio-Rad).
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Tras comprobar que el tamafo del fragmento amplificado es el correcto, se continué 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 ADN metilados
procedentes del molde utilizado para la reaccion. Las muestras digeridas se purificaron
mediante el kit QIAquick PCR purification (Qiagen) siguiendo las especificaciones del

fabricante.

Una vez obtenidos el vector y el fragmento a clonar linealizados, se procedié a la
realizacion de las recombinaciones homélogas 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 generar una mezcla

de ambos componentes en proporciéon 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 transformacién mediante choque
térmico descrito por Inoue et al (316). Todas las colonias bacterianas obtenidas se cultivaron
en 2 ml de medio de cultivo Luria Bertoni (LB) (Pronadisa) con 50 ug/ml de ampicilina (Sigma-
Aldrich) y se incubaron a 37 °C en agitacién toda la noche. Partiendo de estos cultivos, los
plasmidos procedentes de colonias bacterianas se purificaron empleando el kit Q/Aprep 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 129M, de
topillo rojo 1091 y de oveja ARQ se realiz6 un analisis de restriccion de los plasmidos con la
enzima de restriccion 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 secuenciacion de
Stabvida empleando el oligonucleétido universal T7 (5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’).

2 - Obtencion de las proteinas PrP recombinantes

En este apartado se explicara paso por paso la transformacion del plasmido deseado en
las bacterias super competentes E. coli Rossetta (DE3)™ (EMD Millipore) y la generacion de

PrP recombinante para su uso en sistemas de propagacion in vitro.

2.1 - Transformacién de plasmidos en bacterias mediante choque térmico

Para producir las proteinas recombinantes de PrP completas [rec-PrP(23-231)] a partir de
los plasmidos pOPIN E generados anteriormente, los vectores se transformaron en bacterias
super competentes E. coli Rossetta (DE3)™ (EMD Millipore), desarrolladas especialmente
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para la expresion de proteinas eucariotas. Los plasmidos pOPIN E se transformaron
especificamente en estas bacterias mediante el protocolo estandar de transformacién por

choque térmico (316). Posteriormente se conservaron a -80 °C en medio glicerol 1:1 (v:v).

2.2 - Expresion y purificaciéon de proteinas PrP recombinantes para su uso en
los sistemas de propagacién in vitro

Las bacterias DE3 transformadas con el plasmido deseado se cultivaron en 50 ml de medio
Luria Bertoni (LB) (Pronadisa) en presencia de ampicilina (20 pg/ml) a 37 °C en agitacion a
200 rpm durante toda la noche. A continuacién estos 50 ml se mezclaron con 2 L de medio
LB con ampicilina (20 pug/ml) (Sigma-Aldrich) y se incubaron a 37 °C en agitacion a 200 rpm
hasta alcanzar una densidad optica en la longitud de onda de 600 nm (DOeqo) de 0,8-1. Una
vez alcanzada, se afadioé al cultivo bacteriano isopropil-3-D-1-tiogalactopiranésido (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 agitacion descritas durante 3 h. Pasadas las 3 horas, la induccion 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 °C
(Centrifuga Sorvall Legend XTR, Thermo Scientific) con el objetivo de precipitar las bacterias

que acumulan la proteina recombinante producida en forma de cuerpos de inclusion.

El precipitado bacteriano resultante se resuspendidé en 100 ml de solucién de lisis [50 mM
tris(hidroximetil)aminometano hidrocloruro Tris-HCI (Fisher Bioreagents), 5 mM acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (Sigma-Aldrich), 1 % Triton X-100 (Sigma-Aldrich), 1 mM
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma-Aldrich), 100 pg/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 (MgCl.) (Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 20 mM, necesario para el
correcto funcionamiento de la DNAsa. El producto lisado se centrifugé a 8500 g (Centrifuga
Sorvall ST 16R, Thermo Scientific) durante 1 h y a una temperatura de 4°C. El precipitado
resultante se resuspendié en 100 ml de solucidon de lavado [20 mM Tris-HCI (Fisher
Bioreagents), 150 mM cloruro de sodio (NaCl) (Sigma-Aldrich), 1 mM EDTA (Sigma-Aldrich),
1% Sarkosyl (Sigma-Aldrich), ajustado a pH 8,0]. El material resuspendido se centrifugd de
nuevo a 8500 g durante 1 h a una temperatura de 4 °C y el precipitado resultante se disgrego
en 12 ml de solucion de inclusion [20 mM Tris-HCI (Fisher Bioreagents), 0,5 M NaCl (Sigma-
Aldrich), 6 M cloruro de guanidina (GndCl) (Fisher Scientific), ajustado a pH 8,0]. Con el
objetivo de disolver totalmente los cuerpos de inclusion presentes en el precipitado, el material
resuspendido se incuba a 37 °C durante toda la noche con agitaciéon suave. Finalmente, las

muestras se centrifugan a 8500 g durante 1 h a una temperatura de 4 °C. El sobrenadante
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resultante se filtra utilizando un tamano de poro de 0,22 pm (Minisart, Sartorius Stedim) y se
sonica 3 veces utilizando un sonicador de punta acoplado a un sistema Misonix Q-700

(Qsonica) con una potencia del 60 % durante 15 s para reducir su viscosidad.

Una vez filirada y sonicada, la PrP recombinante presente en la muestra se purifica
utiizando columnas de afinidad de histidinas HisTrap FF Crude 5 ml (GE Healthcare
Amersham). Las columnas se equilibran con 35 ml de solucién de union [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 utilizando una aguja de 22G (Terumo). La columna se lava con 75 ml de solucion de
unién y finalmente la PrP se eluye utilizando 30 ml de solucion 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 desnaturalizan
completamente aumentando la concentracién de GndCl hasta 6 M y posteriormente se
concentran hasta alcanzar 25 mg/ml mediante filtros de centrifugacion de 10 KDa Amicon
Ultra-15 10KDa Centrifugal filter unit (Millipore). Finalmente, las proteinas recombinantes

generadas se almacenan a -80 °C hasta su uso.

La pureza de las proteinas recombinantes obtenidas y la eficacia del proceso de
purificacion se evaluaron mediante tincion de Coomassie tras electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (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 ul de varios de los eluidos
obtenidos. En concreto se recogieron muestras de 10 pl de la muestra filtrada y sonicada
antes de cargarla en la columna de afinidad, de la muestra filtrada y sonicada tras su paso por
la columna, de la solucion de lavado una vez pasada a través de la columna y de la proteina
final purificada. A continuacion las muestras de 10 ul se precipitaron afadiendo 56,7 ul de
metanol frio (Fisher Chemical) y tras centrifugar durante 30 min a una velocidad de 19000 gy
a 4 °C de temperatura (Centrifuga Sorvall ST 16R, Thermo Scientific), el material precipitado
se resuspendié en 16 pl de solucion de carga NuPAGE (Invitrogen Life Technologies) diluido
1:3 en PBS (del inglés Phosphate Buffer Saline) (Fisher Bioreagents) y se cargé en el gel de
electroforesis. Por ultimo, el gel se incubd durante 1 h a temperatura ambiente en solucion de

tincion BlueSafe (Nzytech).

3 - PMSA como método de propagacion in vitro de priones

En este apartado se explicara la preparacion del sustrato para PMSA utilizando PrP

recombinante de topillo rojo 1091 complementada con dextrano sulfatado y se indicaran en
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detalle los diferentes métodos de propagacion de priones 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 preparacion, se
alicuotaron convenientemente para evitar ciclos de congelacion/descongelacion y se

conservaron a -80 °C hasta la realizaciéon de los experimentos.

Las proteinas purificadas mediante columnas de afinidad HisTrap se diluyeron en ratio 1:5
en PBS, se cargaron en casetes de dialisis de 10 kDa Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette 10K
MWCO (Thermo Scientific) y se dializaron durante 1 h frente a PBS (Fisher Bioreagents) a
temperatura ambiente. Durante el proceso de didlisis se puede observar la formacion de
acumulos blanquecinos de proteina anormalmente plegada. Para la eliminacion de este
precipitado las muestras dializadas se centrifugaron a 19000 g durante 15 min a una
temperatura de 4 °C (Centrifuga Sorvall ST 16R, Thermo Scientific). Finalmente se recogié 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.
Dependiendo de la concentracién de la proteina esta se diluye utilizando PBS o se concentra
mediante filtros de 10 KDa Microcon Ultra-0.5 10 KDa (Millipore) hasta obtener una

concentracion de 40 uM.

Una vez preparada la proteina, esta se diluyé en solucién de conversion fria [PBS (Fisher
BioReagents), 150 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich)] a un ratio
1:10. De esta forma la concentracion final de proteina sera de 4 yM. Por Ultimo se afadio

dextrano sulfatado hasta alcanzar una concentracion final de 0,5 % (p/v).

3.2 - Propagacion in vitro de priones mediante PMSA

Todos los experimentos de PMSA se llevaron a cabo utilizando tubos de 0,2 ml (Axygen),
igual que en PMCA. El volumen final utilizado en todos los experimentos fue de 50 pl por tubo.
Durante el proceso de desarrollo del sistema PMSA, su optimizacién y su posterior adaptacion
a un sistema de cribado masivo se han ido implementando diferentes cambios que se

describen a continuacion:

Obtencion de una semilla adaptada al sistema PMSA
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Con el objetivo de adaptar una semilla de topillo rojo 1091 con capacidad infecciosa
procedente de PMCA al nuevo sistema de propagacion in vitro PMSA, se realizaron rondas
sucesivas de PMSA en las que la cepa de prion se diluyd 1:10 en el sustrato. Tras 24 h de
PMSA, se realizd una dilucion 1:10 en sustrato fresco, sometiéndolo de nuevo a 24 h de
PMSA. Este proceso se repitid 15 veces, obteniéndose finalmente una cepa adaptada al
nuevo sistema. Ademas, la realizacion de 15 pases seriados asegura la total desaparicion del
indculo original utilizado, ya que basandonos en el nimero de Avogadro, una dilucién 1:10
seria suficiente para su eliminacion total (296). También se incluyé una muestra sin semilla
inicial que se sometié al mismo proceso con el objetivo de controlar la apariciéon espontanea
de priones. A lo largo del experimento se realizaron cuadruplicados intraexperimentales para
dar robustez estadistica a los resultados, tanto de las muestras inoculadas como de los
controles sin semilla. Las condiciones utilizadas en este experimento son las siguientes: ciclos
de 60 s de agitacion a 700 rpm y 5 min de incubacién, 38 °C y particulas de zirconio/silica de
1 mm (Sigma-Aldrich). Todo el proceso de obtencién de la semilla adaptada a PMSA se llevo

a cabo en un Thermomixer (Eppendorf).

Proceso de optimizacion del sistema PMSA

Durante el proceso de optimizacion del sistema PMSA se empled el método de diluciones
seriadas con el objetivo de determinar qué condiciones son mas efectivas para la propagacion
de la semilla adaptada al nuevo sistema. Este método consiste en la realizacién de diluciones
seriadas de la semilla en sustrato fresco (1:10" - 1:108), sometiéndose a continuacién a 24 h
de propagacion mediante el sistema PMSA. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado utilizando un Thermomixer (Eppendorf). Dependiendo de las condiciones utilizadas,
se determind la dilucion maxima a la que podia detectarse PrP™s, lo que indicaba la eficiencia
de propagacion de esas condiciones concretas. Las variables modificadas y las condiciones

utilizadas aparecen detalladas en el apartado 1.2 de Resultados.

Sistema de cribado masivo de compuestos quimicos mediante PMSA

Para testar la posible inhibicion de la propagacion de priones de los diferentes compuestos
quimicos, se utilizaron también diluciones seriadas de semilla. Sin embargo, las condiciones
utilizadas fueron diferentes a las descritas para el desarrollo y optimizacién del sistema. Una
vez realizadas las diluciones, se afadieron los compuestos a una concentracion final de 200
MM, obteniendo asi un ratio 1:50 respecto a la PrP recombinante. También se incluy6 una
dilucion seriada con control de vehiculo DMSO (Sigma-Aldrich), otra con TMPyP-Felll (200
MM) y 8 muestras no inoculadas como controles de ausencia de propagacion, necesarios para

la deteccién de fibras amiloides por Tioflavina T (ThT, del inglés Thioflavine T). En este caso,
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utilizamos un sistema Monoshake (Thermo Scientific) introducido en un horno de laboratorio
(Nahita) para controlar la temperatura. Ademas, se usaron unas literas disefiadas
especialmente con este propdsito para aumentar al doble el numero de diluciones seriadas
testadas por cada Monoshake (Thermo Scientific). Las condiciones utilizadas son las
siguientes: agitacion continua a 1000 rpm, 39 °C de temperatura y particulas de cristal de 0,1
— 0,2 mm de diametro (Sigma-Aldrich). Las muestras se sometieron a una uUnica ronda de
PMSA de 24 h.

4 - Deteccion de la formacion de fibras amiloides utilizando ThT

La ThT es un compuesto quimico fluorescente de pequefio tamafo capaz de unirse con
alta afinidad a las fibras amiloides, aumentando su emision de luz de forma directamente
proporcional a la cantidad de fibras amiloides presentes en la muestra (303). Gracias a estas
caracteristicas, la ThT se ha utilizado para comprobar la formacién de fibras amiloides,
especialmente de priones. Por ejemplo, se utiliza para determinar la formacion de fibras
amiloides en tiempo real en el RT-QuIC (302). En nuestro caso la medicion se realizara a
tiempo final, es decir, someteremos a la muestra a la propagacion in vitro mediante PMSA y
la presencia de fibras amiloides sera comprobada una vez finalizado este proceso. El producto
de PMSA se diluye en proporcion 1:5 en la solucion de medicion [Acetato sédico (Sigma-
Aldrich) 10 mM, ThT (Sigma-Aldrich) 20 uM, ajustado a pH6]. Esta mezcla se coloca en placas
negras de 96 pocillos de fondo transparente Costar® 96xwell black plate assay (Corning),
realizandose 2 repeticiones de cada una de las muestras. A continuacioén se introduce en el
aparato FLUOstar Optima (BMG Labtech). Las muestras se incuban durante 15 min a 45 °C
en el interior del aparato y a continuacién se mide la fluorescencia. Las condiciones de
medicion utilizadas son las siguientes: longitud de onda de emisién a 450 nm y de recepcién
a 480 nm, ganancia a 2000 y 20 pulsos por muestra. Entre las muestras medidas siempre se
incluyen 8 muestras no inoculadas como controles de ausencia de fibras. La medida de estas
muestras se utiliza como control de la autofluorescencia de la ThT en ausencia de fibras

amiloides.

ARFU = Media de RFU de la muestra - Media de RFU del control no inoculado

Esta diferencia de unidades relativas de fluorescencia (ARFU, del inglés Relative
Fluorescence Units) sera la medida que utilizaremos para determinar si una muestra es
positiva o0 negativa, es decir, si ha habido propagacion de priones a niveles detectables o no.

Para ello utilizamos la siguiente regla:

Si ARFU de la muestra > 10% de la media de RFU del control no inoculado = positivo

Si ARFU de la muestra < 10% de la media de RFU del control no inoculado = negativo
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5 - PMCA como método in vitro de propagacién de priones

En este apartado se explicara la preparacién de los dos tipos de sustratos utilizados para
testar la capacidad inhibidora de los compuestos quimicos identificados en el cribado masivo

y se indicara con detalle el proceso de propagacion mediante PMCA.

5.1 - Preparacién de sustratos basados en PrP recombinante complementada
con homogeneizado de encéfalo de pollo

Al igual que en la preparacion de sustratos para PMSA, todos los componentes del mismo
se mantuvieron a 4 °C para mantener su estabilidad. Tras su preparacion, se alicuotaron
convenientemente para evitar ciclos de congelacion/descongelacion y se conservaron a -80

°C hasta la realizacién de los experimentos.

Las proteinas producidas segun lo explicado en el apartado 2.2 de Materiales y Métodos
se diluyeron 1:5 en PBS 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). A continuacion las muestras se centrifugan a 19000
g durante 15 min a 4 °C para eliminar los agregados insolubles de proteina anormalmente
plegada y precipitada. Finalmente recogemos el sobrenadante, que contiene unicamente la
proteina soluble plegada y medimos su concentracion utilizando el kit BCA Protein Assay
(Fisher Scientific) siguiendo el protocolo del fabricante. En este caso, y a diferencia de la
PMSA, se acepta un rango de concentracion de la proteina que oscila entre 0,5 mg/ml y 1
mg/ml, lo que equivaldria a, aproximadamente, 20 y 40 uM. Dependiendo de la concentracion
de la proteina esta se diluye utilizando PBS o se concentra mediante filtros de 10 KDa

Microcon Ultra-0.5 10 KDa (Millipore) hasta obtener una concentracién dentro de este rango.

Con el objetivo de complementar los sustratos con todos los factores presentes en el SNC
necesarios para estimular la propagacién de los priones, utilizamos homogeneizado de
cerebro de pollo (Gallus gallus domesticus), cuya PrP¢ no interviene en el proceso de
propagacioén al no ser convertible. Debido a la complejidad de llevar a cabo la perfusion de
estos animales, los cerebros fueron extraidos lo mas rapidamente posible y se lavaron
externamente con solucién de perfusién [PBS (Fisher Bioreagents), EDTA 5 mM (Sigma-
Aldrich)] para eliminar la mayor cantidad de sangre posible. También se complementaron
algunos de los sustratos con homogeneizado de encéfalo de ratébn PRNP . En este caso, los
animales se sacrificaron mediante inhalacién de dioxido de carbono (CO2) y se perfundieron
inmediatamente mediante perfusion cardiaca con 50 ml de solucion de perfusion para eliminar
la mayor cantidad de sangre posible. Este proceso es importante, ya que la sangre afecta

negativamente al proceso de propagacion. Los encéfalos se homogeneizaron al 10 % (p/v)
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en solucién de conversion fria a la que se le habia anadido previamente un inhibidor de
proteasas (Roche). Este proceso se llevo a cabo con ayuda de un homogeneizador de vidrio
o Potter (Fisherbrand) en hielo para evitar el calentamiento de las muestras debido a la friccion
que se produce durante la homogeneizacion. Seguidamente, el homogeneizado se centrifugd
a 19000 g durante 15 min a 4 °C para eliminar restos de tejido no homogeneizado
correctamente, quedandonos con el sobrenadante. Por ultimo, la PrP recombinante dializada
y cuantificada se mezclé con el sobrenadante del homogeneizado de encéfalo de pollo o ratén
PRNP -~ en proporcion 1:10 (PrP recombinante : encéfalo de pollo), se alicuoto y se conservo

a -80 °C para su posterior uso.

5.2 - Preparacion de sustratos basados en homogeneizado de encéfalo de raton

Con el objetivo de testar los compuestos en un modelo mas parecido a una situacion in
vivo, se utilizaron homogeneizados de ratones transgénicos que expresan el gen PRNP de
oveja o topillo rojo como sustrato en lugar de PrP recombinante complementada con
homogeneizado de encéfalo de pollo. Los animales se sacrificaron mediante inhalacion de
diéxido de carbono (CO.) y se perfundieron inmediatamente mediante perfusién cardiaca con
50 ml de solucién de perfusién para eliminar la mayor cantidad de sangre posible. Los
encéfalos se homogeneizaron al 10 % (p/v) en solucion de conversion fria a la que se le habia
anadido previamente un inhibidor de proteasas (Roche). Este proceso se llevé a cabo con
ayuda de un homogeneizador de vidrio o Potter (Fisherbrand) en hielo para evitar el
calentamiento de las muestras debido a la friccion asociada al proceso de homogeneizacion.
A continuacion los sustratos se alicuotaron convenientemente y se conservaron a -80 °C para

Su uso posterior.

5.3 - Propagacion in vitro de priones mediante PMCA y testado de compuestos
L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85

La propagacion in vitro de priones se realizé basandose en el procedimiento de PMCA
descrito por Castilla y colaboradores (69, 70, 296) que permite replicar la propagacion de
priones in vitro mimetizando el proceso que tiene lugar in vivo, pero con una cinética

acelerada.

Todos los experimentos se realizaron en tubos de 0,2 ml de pared fina para favorecer la
penetracion de las ondas ultrasénicas. El volumen final empleado en todos los casos es de
50 pl. Se utilizé un sonicador Misonix Q-700 con sistema de microplaca (Qsonica) programado
para llevar a cabo ciclos de 30 min de incubacién y 15 s de sonicacion a una potencia del 60
%. La temperatura a lo largo del proceso se mantuvo constante a 38 °C utilizando un bafio de
agua circulante. También se afiadieron particulas de zirconio-silice de 1 mm para aumentar

la homogeneidad de los resultados (317).
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Al igual que en el proceso de cribado de compuestos por PMSA, utilizamos diluciones
seriadas de las semillas para testar los inhibidores en PMCA. Sin embargo, y basandonos en
la experiencia previa del laboratorio, no nos limitamos a las diluciones 1:10" - 1:108, sino que
estas se variaron en funcion de la capacidad propagativa de las diferentes cepas de priones
utilizadas y del tipo de PrP recombinante o PrP¢ presentes en el sustrato. Una vez realizadas
las diluciones seriadas se afiadieron los compuestos a testar a una concentracion final de 500
MM. También se utilizaron como controles las mismas diluciones seriadas con vehiculo DMSO
y con el inhibidor TMPyP-Felll a 500 uM. A continuacion, las diluciones seriadas se sometieron

a 24 o0 48 h de PMCA utilizando las condiciones especificadas anteriormente.

6 - Digestion de muestras con proteinasa K

La digestion de las muestras con proteinasa K (PK) es el método por excelencia para la
deteccion de PrPSc en cualquier tipo de muestra, ya sea procedente de técnicas in vitro, in
cellula o in vivo. Debido a que a lo largo de esta tesis doctoral se han utilizado diferentes
métodos de propagacion, las condiciones de digestion han sido adaptados a los diferentes

tipos de muestras utilizadas.

Las muestras procedentes de PMSA y de PMCA se digirieron durante 1 h a 42 °C en
agitacién constante de 450 rpm utilizando un Thermomixer (Eppendorf). Sin embargo, las
concentraciones de PK variaron dependiendo del sustrato utilizado. En los casos en que la
PrP del sustrato era recombinante, tanto en PMSA como en PMCA, se utilizd una
concentracién de PK (Roche) de 50 ug/ml, mientras que las muestras en las que el sustrato
estaba basado en homogeneizado de encéfalo de ratén se utilizé una concentracion de PK
de 150 ug/ml. Ademas, con el objetivo de mejorar el proceso de digestion, se utilizaron
diferentes mezclas de detergentes (solucién de digestion). En el caso de los sustratos
recombinantes las muestras se diluyeron 1:2 en PBS con 10 % de Sarkosy! (N-Laurilsarcosine
sodium salt, Sigma-Aldrich), mientras que las procedentes de encéfalo de raton se diluyeron
1:7 en PBS con 2 % de Tween-20 (Sigma-Aldrich) + 2 % de Nonidet P40 (Sigma-Aldrich) + 5
% de Sarkosyl (Sigma-Aldrich). En todos los casos, el proceso de digestion se detuvo con la

adicion de solucion de carga NuPAGE (Invitrogen Life Technologies).

Las muestras procedentes del modelo de propagacion in cellula ScN2a se sometieron a
una incubacion previa a la digestién por PK con el objetivo de lisar las células presentes en el
cultivo. Para ello eliminamos el medio de cultivo, dejando las células adheridas al fondo de los
pocillos y afiadimos 50 ul de solucion de lisis [50 mM Tris-HCI (Fisher Bioreagents), 150 mM
NaCl (Sigma-Aldrich), 0.5% Deoxicolato sédico (Sigma-Alrich) y 0,5 % Triton X-100 (Sigma-
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Aldrich), ajustado a pH 7,4]. A continuacién anadimos 25 ul de Benzonasa (30 pU/ul Sigma-
Aldrich) e incubamos las muestras a 37 °C durante 30 min para digerir los acidos nucleicos
presentes en la muestra, ya que estos aumentan la viscosidad de la muestra y afectan al
proceso de Dot Blot que realizamos posteriormente. Transcurridos los 30 min, anadimos 25
ul de PK (Roche) para obtener una concentracion final de 100 pg/ml. Incubamos durante 1 h
a 37 °C y detuvimos la digestion afiadiendo 100 pl de Pefabloc a 1 mM (Sigma-Aldrich),
quedando las muestras listas para la deteccion de proteinas mediante Dot Blot (apartado 10

de Material y Métodos).

7 - Deteccion de proteinas mediante electroforesis y Western Blot

Una vez digeridas las muestras, se evalud la presencia o ausencia de PrP™ mediante la
técnica de Western Blot. La separacion proteica se llevé a cabo mediante la electroforesis en
gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico (SDS-PAGE). En todos los casos se utilizd
para la separacion proteica el sistema Criterion TGX gel 4-15% (Bio-Rad), mientras que para
la transferencia de las muestras se utilizaron 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). Tras
el bloqueo de la membrana utilizando solucion de bloqueo [PBS (Fisher Bioreagents), 5 %
(p/v) leche deslipidada, 0,05 % (p/v) Tween-20 (Sigma-Aldrich)] durante 1 h, la membrana se
incubd con el anticuerpo primario D18 (1:5000) (Peretz 2001) en todos los casos. Como
anticuerpo secundario se utilizé el anticuerpo secundario policlonal anti-lgG de cabra
conjugado con peroxidasa de rabano (Thermo Scientific Pierce). Tras la incubacién de cada
anticuerpo durante 1 h a temperatura ambiente se realizaron lavados con una solucién de
PBS (FlIsher Bioreagents) + 0,05 % (p/v) Tween-20 (Sigma-Aldrich). Por ultimo, las bandas se
revelaron por quimioluminiscencia utilizando el kit Super Signal West Pico (Thermo Scientific
Pierce) y la visualizacién de imagenes digitales se llevo a cabo mediante el equipo FluorChem

Q (Alpha Innotech) y el software AlphaView (Alpha Innotech).

8 - Determinacidén de la toxicidad de los compuestos L2.JM33,
L2.JM56 y L2.JM85

Para la determinacion de los niveles de toxicidad de los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y
L2.JM85 utilizamos el modelo celular N2a procedente de neuroblastoma de ratén inoculado
con priones de raton de la cepa RML. Este modelo, también conocido como ScN2a (de
Scrapie), es el mismo que utilizamos para testar la capacidad inhibidora de los compuestos
nombrados anteriormente. Para ello, se utilizara el ensayo MTT, llamado asi por el uso del

compuesto MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), el cual solo

73



puede ser metabolizado por las células vivas presentes en el medio de cultivo. Este proceso
de metabolizacion del MTT genera un compuesto insoluble que precipita en forma de cristales
que presentan un caracteristico color morado al ser disueltos en DMSO 100 %, siendo la
cantidad de colorante generado proporcional al porcentaje de células vivas presentes en el
cultivo. Asi, midiendo la cantidad de colorante presente en nuestra muestra mediante la
absorbancia a una longitud de onda concreta (570 nm), podemos determinar el porcentaje de

células vivas y cémo el compuesto ha afectado a la supervivencia de las mismas.

Las células persistentemente infectadas con la cepa murina RML y conservadas en
nitrégeno liquido en alicuotas de 2 ml, se descongelan rapidamente en un bafio seco a una
temperatura de 37 °C. Una vez descongeladas se afaden 10 ml de medio de cultivo [Buffer
OptiMEM (Gibco), Suero Bovino Fetal al 10 % (v/v) (Gibco) y 2 mM de Glutamina (Gibco)]. A
continuacion, la muestra se resuspendié brevemente y se centrifugd a 200 g durante 5 min a
temperatura ambiente. Se desecho el sobrenadante y el precipitado resultante se resuspendio
en medio de cultivo. Este proceso se repite 3 veces para asegurar la total eliminacion del
medio de congelacién, necesario para la conservacion de las células en nitrégeno liquido.
Finalmente, diluimos el medio de cultivo con las células resuspendidas en proporciéon 1:5 en
nuevo medio de cultivo atemperado y los introducimos en un frasco de cultivo celular de 25
cm? (Corning). Finalmente, los frascos se incuban a 37 °C en presencia de un 5 % de CO;

utilizando un incubador Heracell 150i (ThermoFisher).

Una vez que las células han alcanzado la confluencia deseada (80-90 %), se desecha el
medio de cultivo, quedando las células adheridas al fondo del frasco. Con el objetivo de
despegar las células del fondo afiadimos 3 ml de solucion de digestion con Tripsina [Solucion
1x 0,05 % Tripsina - EDTA (Sigma-Aldrich)] y dejamos incubar durante 1 min. A continuacion,
se afnade 10 ml de medio de cultivo fresco y se resuspendi6 varias veces para asegurar la
disgregacion total de las células en el medio. Esta suspension de células disgregadas se
diluyé 1:10 en medio de cultivo y rellenamos una o varias placas de 96 pocillos de fondo
redondeado transparente (Corning), poniendo 95 pl por pocillo. Las placas se incubaron a 37
°C en presencia de un 5 % de CO- durante 3 h 30 min. Transcurrida esta incubacion, se
anadieron 5 pl de los compuestos a testar, del control TMPyP-Felll y del vehiculo DMSO para
obtener las concentraciones finales deseadas. En nuestro caso la concentracion final de los
compuestos y del TMPyP-Felll fue de 100, 50, 10, 1, 0,1 y 0,01 uM. En el caso del control de
vehiculo, se realizé una simulacion de las cantidades de DMSO presentes en las muestras
con compuestos. Todas las pruebas a diferentes concentraciones de compuestos y del DMSO
se realizaron por cuadruplicado. Ademas, por razones estadisticas, se realizd un
cuadruplicado a una concentracion final del 5 % de DMSO para utilizar como control de muerte

celular del 100 % de la poblacion. Como control del 0 % de muerte celular utilizamos la
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muestra a concentracién de compuesto 0,1 uM. Finalmente, las placas se incubaron en
presencia de los compuestos utilizando las condiciones descritas anteriormente durante 4 d,

momento en el que pudieron ser utilizadas para el ensayo de toxicidad.

Para la realizacion del ensayo MTT, en primer lugar preparamos una solucion de 5 mg/ml
del compuesto MTT (Sigma-Aldrich) en H,O desionizada, se filtrd utilizando filtros con tamafio
de poro de 0,22 um y se conservé a 4 °C. Se anadio 10 ul de esta solucion al cultivo celular
incubado en presencia de compuesto durante 4 d para obtener una concentracion final de 0,5
mg/ml y se dejé incubar durante 2 h a 37 °C en presencia de un 5 % de CO,. Pasadas las 2 h
se eliminé el medio de cultivo, asegurandose de no despegar los cristales generados como
resultado del metabolismo del compuesto MTT, que se encuentran adheridos al fondo de los
pocillos. Se afadieron 125 pyl de DMSO 100 % a cada pocillo para disolver los cristales y se
incubd a temperatura ambiente durante 5 min. Finalmente, se midid la absorbancia de las
muestras a 570 nm utilizando el aparato CLARIOstar (BMG Labtech). Los datos obtenidos se

analizaron mediante el software GraphPad Prism (GraphPad).

9 - Testado de los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 en el
modelo de propagacién in cellula ScN2a

Para testar los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 se utilizé el modelo celular
ScN2a. Nuestro objetivo en este caso fue calcular su concentracién inhibidora media maxima
(IC50, del inglés half maximal inhibitory concentration), es decir, la concentracion de
compuesto necesaria para reducir a la mitad la cantidad de PrP™* presente en el cultivo

celular.

Los primeros pasos de preparacion del cultivo celular fueron idénticos a los detallados en
el apartado 8 de Materiales y Métodos. Una vez se dispone del cultivo celular en las placas
de 96 pocillos incubadas durante 3 h 30 min a 37°C en presencia de un 5 % de CO, los
compuestos se afiadieron hasta alcanzar concentraciones finales idénticas a las utilizadas en
el ensayo MTT. En este caso también utilizaremos como control de inhibicion el compuesto
TMPyP-Felll. También se realizaron cuadruplicados de todas las muestras, incluido un
cuadruplicado con 5 % de concentracién final de DMSO como control del 0 % de PrP™s. El
control del 100 % de PrP™* fue el cuadruplicado al que se afadi6 DMSO simulando una
concentracién de compuesto de 0,1 uM. Estos dos controles se incluyeron por razones
estadisticas. Una vez anadido el compuesto, el control TMPyP-Fell y el DMSO, al igual que
en el ensayo MTT, las muestras se incubaron durante 4 d a 37 °C en presencia de un 5 % de
CO;. Una vez finalizada la incubacion se midieron los niveles de PrP™s presentes en la

muestra mediante la digestion con PK y el empleo de la técnica Dot Blot.
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10 - Deteccion de proteinas mediante la técnica de Dot Blot

Una vez digeridas las muestras mediante el protocolo especificado en la seccion 6 de
Materiales y Métodos, se activé una membrana de PVDF sumergiéndola en metanol (Fisher
Chemical) durante 20 s. Seguidamente aclaramos la membrana con H.O desionizada y
solucion TBS (Del inglés, Tris Buffer Saline) [50 mM Tris-HCI (Fisher Bioreagents) y 150 mM
NaCl (Sigma-Aldrich), ajustado a pH 7,4]. Con el objetivo de transferir las proteinas presentes
en las muestras a la membrana activada se utilizé un aparato de microfiltracién Bio-Dot (Bio-
Rad) segun las instrucciones del fabricante. Una vez finalizado el proceso de transferencia se
incubd la membrana durante 8 min en una solucion 3M de GndClI (Fisher Scientific) para
asegurar la exposicion de los epitopos reconocibles por el anticuerpo utilizado posteriormente.
Tras la exposicion de los epitopos, se bloqued la membrana utilizando solucién de bloqueo
[TBS, 5% (p/v) leche deslipidada + 0,05 % (p/v) Tween-20 (Sigma-Aldrich)] durante 1 h a
temperatura ambiente. Como anticuerpo primario se utilizd el anticuerpo anti-PrP 6D11
(1:5000) (Santa Cruz Biotechnology) durante 1 h. Terminada esta incubacion, lavamos la
membrana con TBS + Tween-20 0,05 % (p/v) y se incubd 1 h con un anticuerpo secundario
policlonal conjugado con fosfatasa alcalina (1:3000) (Santa Cruz Biotechnology). Finalmente
se lavo la membrana con TBS + Tween-20 0,05 % (p/v) y se revel6 utilizando el kit Attophos
(Roche), segun las condiciones del fabricante. La captacién y visualizacion de las imagenes
se realiz6 mediante el equipo Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare) y el software Typhoon FLA
9500 (GE Healthcare). Los analisis densitométricos necesarios para estimar la cantidad de
PrP™s en las muestras se llevd a cabo mediante el software Jimage (NIH). Los calculos

estadisticos se realizaron mediante el software GraphPad Prism (GraphPad).

76



RESULTADOS

1 - Desarrollo de la PMSA como nuevo método de propagacioén in
vitro

Un gran niumero de compuestos han sido identificados mediante diferentes sistemas in
vitro e in cellula, siendo algunos de ellos efectivos también en modelos murinos (256, 257).
Sin embargo, aunque dos de ellos han sido utilizados en ensayos clinicos en humanos,
ninguno ha logrado ralentizar el desarrollo de la enfermedad ni reducir los sintomas en los
pacientes (258-260). Por tanto, la descripcion de nuevos compuestos con posible actividad
anti-priénica es uno de los objetivos principales dentro del campo de estudio de las EET. Con
este fin decidimos desarrollar un sistema de propagacion in vitro sencillo, escalable,
reproducible en cualquier laboratorio con un equipo minimo, que imitara la propagacion del
prion de la forma mas fiel posible a la que ocurre en el SNC y que por tanto se pudiera utilizar

para el testado masivo de compuestos con actividad inhibidora del malplegamiento.

Como punto de partida se utilizd la PMCA (71, 318), una técnica ampliamente conocida en
el campo, pero imposible de aplicar en testado masivo de inhibidores debido a la complejidad
del sistema de sonicacién. Por tanto, el primer requisito para un nuevo sistema de propagacién
in vitro que pudiera aplicarse al testado masivo, es que necesite un equipo minimo, pero sin
perder la capacidad de propagar priones bona fide. Por ello, se decidié cambiar la sonicaciéon
por la agitacion como fuente de energia necesaria para inducir el malplegamiento de la PrP.
Se evitd el uso de un sistema de sonicacién, que no permite la propagacion de una gran
cantidad de muestras a la vez, siendo ademas la agitacion una fuente de energia mas
uniforme y estable. En concreto, se utilizé un sistema Thermomixer para la optimizacion y
estandarizacion de las condiciones del ensayo y un sistema Monoshake, mas sencillo, de
reducido tamano, y escalable para el cribado de la biblioteca de compuestos. La nueva técnica
se ha bautizado como amplificacion de proteinas malplegadas mediante agitacion (PMSA). Al
igual que en la PMCA, se utilizaron tubos de 0,2 ml con el fin de introducir los minimos cambios
posibles y mantener de esta forma la propagacion de priones infecciosos en el proceso de
adaptacion y desarrollo de la nueva técnica. Esto diferencia a la PMSA de otras técnicas de
propagacion in vitro que utilizan la agitacion como fuente de energia, como por ejemplo el RT-
QuIC, que utiliza una placa de 96x pocillos en lugar de los tubos de 0,2 ml. También se
mantuvo el uso de particulas esféricas de zirconio-silice de 1 mm, ya que aumentan la

reproducibilidad y la eficiencia de conversion del ensayo (317).

El segundo requisito, consistié en disponer de una fuente practicamente ilimitada y menos

costosa de obtener sustrato convertible a PrP™ que los homogenados de encéfalo utilizados
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previamente en PMCA, como podria ser la PrP recombinante proveniente de E. coli. Nuestro
grupo habia reportado previamente la generacion de priones recombinantes altamente
infecciosos utilizando PrP recombinante, sales, detergentes y diferentes cofactores utilizando
la PMCA como técnica de propagacion in vitro y PrP recombinante de topillo rojo con el
polimorfismo 1091 (319). Por tanto, y debido al interés que ha despertado en los ultimos afios
el topillo rojo como modelo de enfermedades pridnicas, se decidié por el uso de esta proteina
como sustrato convertible para el desarrollo de la nueva técnica de propagacion. La
posibilidad de utilizar priones recombinantes con gran capacidad infecciosa que pueden
propagarse en sustratos con componentes minimos, conviene ademas al tercer requisito
necesario para adaptar el nuevo sistema de propagacién in vitro al testado masivo de
compuestos, la necesidad de un método sencillo y rapido para la lectura de los resultados. El
uso de sustratos con componentes minimos, permite prescindir de la necesidad del
tratamiento de las muestras con proteasas y posterior Western blot para la deteccion de PrP
malplegada, pudiéndose utilizar compuestos fluorescentes con afinidad por las fibras
amiloides como la Tioflavina T (ThT, del inglés Thioflavine T) y técnicas espectroscépicas para

su deteccion.

Estudios previos de PMCA realizados en nuestro laboratorio demostraron que se pueden
propagar cepas de priones infecciosas en PrP recombinante de topillo rojo 109l en ausencia
de cofactores o utilizando ARN, ADN plasmidico o dextrano sulfatado. Por ello, se decidi6
utilizar para el nuevo sistema un sustrato conformado por PrP recombinante de topillo rojo
1091, sales, detergentes y dextrano sulfatado. Se podria haber seleccionado el ARN como
cofactor dado que dio lugar también a una cepa con alta capacidad infecciosa in vivo, sin
embargo la necesidad de obtener grandes cantidades de ARN extraido de higado afade
complejidad y variabilidad al sistema. Ademas, la purificacion de ARN implica la co-
purificacion de otros componentes abundantes en este érgano como el colageno. Por esta
razon, finalmente se utilizé el dextrano sulfatado como cofactor, un compuesto que se puede
obtener de forma comercial y proporciona una mayor reproducibilidad. También existia la
posibilidad de no utilizar ningun cofactor, pero las cepas de priones obtenidas en este sustrato
carente de cofactores resultaron menos infecciosas in vivo comparadas con las cepas

seleccionadas en presencia de dextrano (319).

Finalmente las condiciones de temperatura y agitacion utilizadas inicialmente en el nuevo
sistema se basaron también en la PMCA manteniendo en lo posible condiciones similares de
incubacién y aporte energético. El proceso estandar de PMCA incluye un ciclo de 20 s de
sonicacion y 30 min de incubacion (71). Debido a que la cantidad de energia producida por la
agitacién es menor comparada con la producida por un sistema de sonicacién, decidimos

aumentar el ratio agitacion/incubacion. En concreto utilizaremos como condicion inicial 60 s
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de agitacion a 700 rpm y 5 min de incubacion. La temperatura inicial y la concentracion de
PrP recombinante elegidas inicialmente fueron también las mismas que en la PMCA basada
en sustrato de PrP recombinante: 38 °C y 4 uM, respectivamente (319). No obstante, todas
estas condiciones utilizadas inicialmente para el desarrollo del sistema, fueron modificadas
posteriormente tras un proceso de optimizacion, el cual sera explicado en el apartado 1.2 de

Resultados.

1.1 - Obtencidén de una semilla adaptada al sistema PMSA

Una vez fijadas las condiciones iniciales, el primer paso consistié en la obtenciéon de un
prion recombinante o semilla adaptada al nuevo sistema de propagacion para su uso posterior
en el testado masivo de compuestos. Teniendo en cuenta diferentes trabajos previos llevados
a cabo en nuestro laboratorio se decidié tomar como punto de partida una semilla generada
por PMCA en un sustrato compuesto por PrP recombinante de topillo rojo 109I, sales,
detergentes y dextrano sulfatado como cofactor. Esta semilla procede de un aislado de EDC
sometido a sucesivos pases de PMCA en sustratos basados en PrP recombinante de topillo
rojo 1091. Finalmente se obtuvo la semilla L-seeded-Dextran, que al ser inoculada
intracerebralmente en topillos rojos 1091 presentd un 100 % de tasa de ataque y un periodo
de incubacién 239 + 46 d.p.i. (dias post-inoculacién), observandose los signos tipicos de una
infeccién por priones (319). Al trabajar con un sustrato basado en PrP recombinante de topillo
rojo 1091 y dextrano sulfatado como cofactor en el nuevo sistema de propagacion, la eleccion
de esta semilla buscaba mantener la continuidad respecto a la PMCA de la que procedia,

tratando de conservar su infectividad.

A lo largo de todo el proceso de adaptacion de la semilla original L-seeded-Dextran
procedente de PMCA al sistema PMSA utilizamos un sustrato compuesto por PrP
recombinante de topillo rojo 1091, tampén fosfato salino (PBS, del inglés Phosphate Buffer
Saline), Triton X-100 y dextrano sulfatado como cofactor. Este sustrato sera nombrado a lo
largo de esta tesis doctoral como sustrato recombinante de topillo rojo 1091 con dextrano. La
semilla procedente de PMCA se diluy6 1:10 en el sustrato mencionado y se sometié a 24 h
de propagacion en las condiciones detalladas en el apartado anterior utilizando un
Thermomixer. Tras 24 h de PMSA el producto resultante se diluyd 1:10 en sustrato fresco y
se sometio a otras 24 h de propagacion en las mismas condiciones. Este proceso se repitié

durante 15 pases seriados para la total eliminacion por dilucién de la semilla original L-seeded-
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Dextran procedente de PMCA. A lo largo del proceso se observd propagacion efectiva en
todos los pases, obteniendo finalmente una semilla adaptada al sistema PMSA con un perfil
electroforético tras su digestion con PK idéntico a la semilla L-seeded-Dextran de la que
procede. Esta nueva semilla se denomind BVo-Dextran-PMSA, y mantiene la misma movilidad
electroforética que la procedente de PMCA L-seeded-Dextran tras su digestion con PK (figura
6 a). Para confirmar la estabilidad de la nueva semilla generada esta se sometié a 33 pases
seriados de PMSA en dilucién 1:1000 (dilucion final de 1:10-'%°), no observandose cambios en

la movilidad electroforética de la semilla tras su digestion con PK (figura 6b).
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Figura 6. Imagenes de tincion de Coomasie de las semillas L-seeded-Dextran y Bvo-Dextran-PMSA. a) Imagen de tincion
de Coomasie donde se muestran las semillas L-seeded-Dextran y BVo-Dextran-PMSA tras su digestion con PK (25 pg/ml) de
forma comparativa. Se puede observar que ambas semillas son idénticas, a pesar de provenir de sistemas de proapgacion
diferentes. También se incluye un control de sustrato sin digerir para distinguir la diferencia de tamafo entre la PrP
recombinante presente en el sustrato y la PrP™®. b) Imagen de tincion de Comassie donde se muestran los pases seriados en
dilucion 1:100 de la semilla BVo-Dextran-PMSA tras su digestion con PK (25 pg/ml). También se incluye un control de sustrato
sin digerir para distinguir la diferencia de tamafio entre la PrP recombinante presente en el sustrato y la PrP™*. P-1 corresponde
a pase 1, P-20 corresponde a pase 20 y P-33 corresponde a pase 33. Incluso después de 33 pases la semilla mantiene el
mismo patrén de movilidad electroforética.

La semilla resultante BVo-Dextran-PMSA fue inoculada intracerebralmente en modelos
transgénicos murinos que expresan la PrP del topillo rojo 11091 para determinar su infectividad.
Se observaron los signos clinicos tipicos de una EET con un 100 % de tasa de ataque,
mostrando un periodo de incubacion de 240 + 14 d.p.i.. Este resultado confirma que ambas
semillas, la original generada por PMCA y la propagada y mantenida por PMSA son altamente

infecciosas y, acorde a los resultados histopatoldgicos, indistinguibles entre si.

1.2 - Optimizacion del sistema de propagacion

Una practica comun en PMCA, y que adoptamos para la PMSA, consiste en evaluar la
eficiencia de propagacion de diluciones seriadas de una semilla concreta en el sustrato
deseado tras someterlas a un ciclo de 24 h de amplificacion ciclica. La capacidad propagativa

se cuantifica a través de la dilucion maxima de semilla a la que se observa una propagacion
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detectable (320). Por ello, se prepararon 8 tubos con el sustrato recombinante de topillo rojo
1091 con dextrano y la semilla adaptada (BVo-Dextran-PMSA) se sometié a diluciones
seriadas 1:10: 1:10", 1:102, 1:103, 1:10%, 1:10°, 1:10°, 1:107, 1:108. Tras 24 h de propagacion
en PMSA utilizando las condiciones iniciales descritas previamente (ciclos de 60 s de agitacion
y 5 min de incubacion a 700 rpm y 38 °C en tubos de 0,2 ml con particulas de zirconio-silice
de 1 mm), se comprobaron los niveles de propagacion mediante Western Blot después de su
digestién con PK. En estas condiciones se consiguié detectar propagacion de la semilla hasta
la dilucién 1:103 (figura 7), lo que suponia una reduccién significativa de la capacidad de
propagacion respecto a la semilla original sometida a 24 h de propagacion en PMCA en el

mismo sustrato.

Sustrato rec-PriP

Diluciones desemilla 402 402 102 104 105 105 107 10
PKE + + + + + + + +

-

Figura 7. Estudio de la capacidad de propagacion mediante PMSA de la semilla BVo-Dextran-PMSA sobre sustrato con
PrP recombinante de topillo rojo con el polimorfismo 109l utilizando las condiciones iniciales. Imagen de Western Blot
donde se muestran los niveles de propagacién de la semilla BVo-Dextran-PMSA utilizando las condiciones de propagacion
iniciales (ciclos de 60 s de agitacién y 5 min de incubacion a 700 rpm y 38 °C en tubos de 0,2 ml con particulas de zirconio-silice
de 1 mm). La semilla fue diluida 1:10" — 1:108 y sometida a una ronda de PMSA de 24 horas. También se incluye un control de
sustrato sin digerir para distinguir la diferencia de tamafio entre la PrP recombinante presente en el sustrato y la PrP™s. Se divide
con linea discontinua el sustrato no digerido, ya que no pertenece a la misma membrana. Revelado con el anticuerpo D18
(1:5000). Bajo estas condiciones iniciales Ginicamente conseguimos una propagacion efectiva en las diluciones 1:10% y menores.

Una alta eficiencia de propagacion es crucial para el adecuado cribado masivo de
compuestos, dado que la forma de seleccionar los compuestos de interés sera a través de su
capacidad de inhibir la propagacion de diluciones seriadas de una semilla (1:10" - 1:108) tras
someterlas a 24 h de PMSA. Con el fin de cuantificar el grado de inhibicion observado para
cada uno de los compuestos utilizados, los niveles de propagacién de un control que solo
contiene el vehiculo se compararan con los niveles de propagacion obtenidos a partir de las
diluciones de la semilla en presencia de los diferentes compuestos. Dada la variabilidad
intrinseca o estocasticidad de los procesos de propagacion in vitro de amiloides, una mayor
eficiencia de propagacion del control respecto a los tratados permitiria observar mayores

variaciones entre compuestos sin capacidad de inhibicidon, con baja capacidad y con alta
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capacidad de inhibicion. Ademas, reduciria la posibilidad de falsos positivos al aumentar el
margen de deteccion de inhibidores y establecer umbrales minimos de inhibicién (por ejemplo,
considerando inhibidores, solo aquellos compuestos que reduzcan 1000 veces o mas la
eficiencia de propagacion). Por todo ello, la PMSA se sometid a una serie de mejoras
secuenciales con el objetivo de aumentar su eficiencia de propagacion utilizando la semilla
BVo-Dextran-PMSA.

El proceso de optimizacion consiste en el cambio de una de las variables involucradas en
el proceso, manteniendo el resto sin modificar. De todas las variaciones evaluadas sobre esa
variable se elige la que muestre una mayor eficacia de propagacién utilizando el ensayo de
diluciones seriadas. A continuacién se fija esta condicion como 6ptima y se varia otra nueva

variable, manteniendo la condicién éptima ya testada mas el resto de iniciales.

Optimizacién de las condiciones de agitacion

En primer lugar se decidi6 probar diferentes velocidades de agitacion, manteniendo el resto
de variables sin modificar. Utilizando el ensayo de diluciones seriadas se evalué la eficiencia
de propagacion a cero, 400, 700, 1000 y 1200 rpm utilizando un Thermomixery por triplicado.
El resultado refleja claramente la implicacion de la velocidad de agitacion en la efectividad del
proceso (figura 8 a). Las muestras no agitadas y agitadas a 400 rpm Unicamente muestran
niveles detectables de PrP malplegada (PrP™°) por Western Blot en la primera dilucion,
aunque es probable que la PrP™s observada sea la sefal remanente de la propia semilla
utilizada. A 700 rpm los niveles de PrP™s detectables no superan la dilucion 1:10%, dato que
concuerda con el explicado anteriormente, ya que estas serian las condiciones iniciales
utilizadas para la obtencion de la semilla BVo-Dextran-PMSA. Sin embargo, a 1000 rpm se
observa una notable mejoria en la eficiencia del proceso, observandose una propagacion
eficiente hasta la dilucion 1:10° en uno de los triplicados. Finalmente, las diluciones testadas
a 1200 rpm muestran una eficiencia algo menor que las sometidas a 1000 rpm, por lo que

para posteriores pruebas se seleccion6 una agitacién a 1000 rpm.
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Figura 8. Estudio de la capacidad de propagacion mediante PMSA de la semilla BVo-Dextran-PMSA sobre sustrato con
PrP recombinante de topillo rojo con el polimorfismo 1091 complementado con dextrano sulfatado modificando las
condiciones de agitacion. a) Grafico donde se muestran los porcentajes de muestras positivas evaluadas tras digestion con
PK 'y analisis por Western Blot de las muestras sometidas a diferentes velocidades de agitacion. La semilla BVo-Dextran-PMSA
fue diluida 1:10" — 1:10% y sometida a una ronda de PMSA de 24 horas, realizandose tres repeticiones de cada una de las
velocidades de agitacion testadas. El resto de condiciones se mantuvieron como las utilizadas inicialmente (ciclos de 60 s de
agitacion y 5 min de incubacion, 38 °C en tubos de 0,2 ml con particulas de zirconio-silice de 1 mm). El porcentaje de repeticiones
positivas aparecen sefialadas con distintas intensidades de grises, tal y como se muestra en la leyenda inferior de la figura. La
velocidad de agitacién mas efectiva fue 1000 rpm, obteniéndose niveles detectables de PrPres hasta la dilucion 1:107. b) Grafico
donde se muestran los porcentajes de muestras positivas evaluadas tras digestion con PK y analisis por Western Blot de las
muestras sometidas a diferentes ciclos de incubacion/agitacion. La semilla BVo-Dextran-PMSA fue diluida 1:10" — 1:108 y
sometida a una ronda de PMSA de 24 horas, realizandose tres repeticiones de cada una de los ciclos de incubacion/agitacion
testados. El resto de condiciones utilizadas fueron: 1000 rpm de agitacién, 38 °C en tubos de 0,2 ml con particulas de zirconio-
silice de 1 mm. El porcentaje de repeticiones positivas aparecen sefialadas con distintas intensidades de grises, tal y como se
muestra en la leyenda inferior de la figura. El ciclo de incubacion/agitacion mas efectivo fue la situacion de agitacion constante,
obteniéndose niveles detectables de PrPres hasta la dilucion 1:107.

A continuacion se variaron los ciclos de agitacién/incubacion, manteniendo los 1000 rpm
como condicién 6ptima junto con el resto de condiciones iniciales. Se testaron los siguientes
ciclos: 60 s de agitacion / 60 min de incubacion, 60 s de agitacion / 30 min de incubacion, 60
s de agitacion / 15 min de incubacién, 60 s de agitacion / 5 min de incubacién y agitacion
continua. De nuevo, se realizaron tres réplicas. La condicion éptima de propagacion fue la
agitacion continua, obteniéndose niveles detectables de PrPs hasta la dilucion 1:107 (figura
8 b). A medida que se disminuia el tiempo de agitacion, la eficiencia de propagacion se redujo

significativamente por lo que se eligié la agitacion continua a 1000 rpm como condicion éptima.

Optimizacién del tipo y tamaio de particulas esféricas

Otras de las variables que influyen notablemente en la eficiencia de propagacion son el
material y el tamano de las particulas esféricas utilizadas en el sistema. Manteniendo la
agitacién continua a 1000 rpm, ademas de las condiciones iniciales de temperatura vy
concentracién de proteina, se testaron las siguientes particulas: zirconio-silice 1 mm, zirconio-
silice 0,7 mm, teflon 1 mm, acero 1 mm, vidrio 0,2-0,3 mm y ausencia de particulas esféricas.
Se realizaron de nuevo tres réplicas de cada condicidn. Los resultados demuestran que las
particulas de vidrio 0,2-0,3 mm son las mejores en cuanto a eficiencia de propagacion (figura

9). Se consiguieron niveles de propagacion similares utilizando las particulas de zirconio-silice
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de ambos tamanos, aunque algo menores. Por ello, se decidié seguir con las pruebas

utilizando particulas esféricas de vidrio de 0,2-0,3 mm de diametro.

Diluciones de semilla
104 102 10 10+ 105 0% 107 0%

No bolas . .

Zirconio/Silice 1 mm . - - - - -
Zirconiofsflioeﬂ,ﬁmm. . . . . .
Teflon 1,8 mm . -

Acero1mm . -

Vidrio 0,2-0,3 mm . . . . . - .

03 173
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Figura 9. Estudio de la capacidad de propagacion mediante PMSA de la semilla BVo-Dextran-PMSA sobre sustrato con
PrP recombinante de topillo rojo con el polimorfismo 1091 complementado con dextrano sulfatado modificando el tipo
y tamaio de particulas esféricas. Grafico donde se muestran los porcentajes de muestras positivas evaluadas tras digestion
con PK'y analisis por Western Blot de las muestras en presencia de diferentes tipos y tamafios de particulas esféricas. La semilla
BVo-Dextran-PMSA fue diluida 1:10" — 1:108 y sometida a una ronda de PMSA de 24 horas, realizandose tres repeticiones de
cada uno de los tipos y tamarios de particulas testadas. El resto de condiciones utilizadas fueron: agitacion continua a 1000 rpm
y 38 °C en tubos de 0,2 ml. El porcentaje de repeticiones positivas aparecen sefialadas con distintas intensidades de grises, tal
y como se muestra en la leyenda inferior de la figura. Las particulas mas efectivas promoviendo la propagacion por PMSA en las
condiciones utilizadas fueron las de vidrio con un diametro de 0,2-0,3 mm, obteniéndose niveles detectables de PrPres hasta la
dilucion 1:108.

Optimizacién de la temperatura

El siguiente paso de optimizacion se centré en la variacién de la temperatura a la cual se
llevaba a cabo el proceso de propagacion. En este caso se mantuvieron las condiciones
oOptimas de 1000 rpm en agitacién constante y particulas de vidrio de 0,2-0,3 mm, y se
realizaron también tres réplicas utilizando un sistema Thermomixer. El proceso se llevo a cabo
a 37 °C, 38 °C, 39 °C, 40 °C y 42 °C. Tras las 24 h de PMSA se midieron los niveles de
propagacion para las diferentes temperaturas. Las diferencias observadas fueron minimas en
el rango de temperaturas utilizado (figura 10). Dado que ninguna temperatura mostré

diferencias significativas se selecciond la temperatura media de todas las testadas, 39 °C.

Diluciones de semilla
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Figura 10. Estudio de la capacidad de propagacion mediante PMSA de la semilla BVo-Dextran-PMSA sobre sustrato con
PrP recombinante de topillo rojo con el polimorfismo 1091 complementado con dextrano sulfatado modificando la
temperatura. Grafico donde se muestran los porcentajes de muestras positivas evaluadas tras digestion con PK y analisis por
Western Blot de las muestras incubadas a diferentes temperaturas. La semilla BVo-Dextran-PMSA fue diluida 1:10" — 1:108 y
sometida a una ronda de PMSA de 24 horas, realizandose tres repeticiones de cada una de las temperaturas testadas. El resto
de condiciones utilizadas fueron: agitaciéon continda a 1000 rpm en tubos de 0,2 ml con particulas de vidrio de 0,2-0,3 mm. El
porcentaje de repeticiones positivas aparecen sefialadas con distintas intensidades de grises, tal y como se muestra en la leyenda
inferior de la figura. Todas las temperaturas mostraron unos niveles de propagacion similares.

Optimizacion de la concentracion de PrP recombinante

La ultima condicién evaluada fue la concentracion de proteina PrP recombinante presente
en el sustrato. La correcta elecciéon de la concentracion de proteina tiene una especial
importancia, no solo porque afecta a la eficiencia de la propagacion del sistema, sino porque
determina la concentracion a utilizar de los compuestos a testar. Debido a que el modo de
accién mas probable de los compuestos inhibidores de la propagacion es mediante la
interaccion con las moléculas de PrP recombinante, el ratio molecular PrP:compuesto resulta
un factor esencial para el desarrollo de un sistema de cribado masivo de compuestos. Para
asegurar una accion maxima de los potenciales inhibidores de la propagacion, durante el
cribado masivo se pretende utilizar un ratio de al menos 1:50, existiendo 50 moléculas del
compuesto a testar por cada molécula de PrP recombinante. De esta forma, se asegura la
saturacion incluso en situaciones donde la afinidad del compuesto por la PrP recombinante
pudiera no ser muy alta. Como en los casos anteriores, utilizaremos las condiciones fijadas
como 6ptimas hasta ahora: agitacion continua a 1000 rpm, particulas de vidrio de 0,2-0,3 mm
y 39 °C. Para determinar la minima concentracién de proteina posible (reduciendo la cantidad
de compuesto necesario para el testado) se probaron las siguientes: 4, 2, 1, 0,5y 0,25 uM,
por triplicado y utilizando un Thermomixer. Las concentraciones mas altas mantuvieron una
propagacion de la semilla eficiente, mostrando niveles de PrP malplegada hasta diluciones
1:105-1:107 (figura 11). Aunque las concentraciones de PrP recombinante de 2 uM y de 4 uM
mostraron niveles de propagacién similares, se utilizara una concentracion de 4 yM por ser

ligeramente mejor aun sin mostrar diferencias significativas.
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Figura 11. Estudio de la capacidad de propagacion mediante PMSA de la semilla BVo-Dextran-PMSA sobre sustrato con
PrP recombinante de topillo rojo con el polimorfismo 1091 complementado con dextrano sulfatado modificando la
concentracion de PrP. Grafico donde se muestran los porcentajes de muestras positivas evaluadas tras digestion con PK y
analisis por Western Blot de las muestras incubadas a diferentes concentraciones de PrP recombinante. La semilla BVo-Dextran-
PMSA fue diluida 1:10" — 1:108 y sometida a una ronda de PMSA de 24 horas, realizandose tres repeticiones de cada una de las
concentraciones testadas. El resto de condiciones utilizadas fueron: agitacion continua a 1000 rpm y 39 °C en tubos de 0,2 ml
con particulas de vidrio de 0,2-0,3 mm. El porcentaje de repeticiones positivas aparecen sefialadas con distintas intensidades de
grises, tal y como se muestra en la leyenda inferior de la figura. Tan solo las concentraciones mas altas (2 y 4 pM) mantuvieron
unos niveles de propagacion altos.

Finalizado el proceso de optimizacion de las condiciones de PMSA utilizando la semilla
BVo-Dextran-PMSA y el sustrato recombinante de topillo rojo 1091 con dextrano, se
seleccionaron las siguientes condiciones como Optimas para el testado masivo de
compuestos: agitacion continua a 1000 rpm, particulas de vidrio de 0,2-0,3 mm, 39 °C y una
concentracion de PrP recombinante de 4 yM. A partir de ahora, salvo que se indique lo
contrario, todas las PMSA descritas se realizaron utilizando las condiciones 6ptimas. Bajo
estas condiciones se esperan unos niveles detectables de PrP malplegada mediante Western
Blot de entre 1:10°%y 1:107, lo que asegura una sensibilidad suficiente a la hora de diferenciar
compuestos inhibidores reales de las variaciones debidas a la estocasticidad intrinseca al

proceso de propagacion.

1.3 - Adaptacion de la PMSA a un sistema de cribado masivo

A pesar de que el proceso de optimizacién de la propagacién fue un primer paso clave
hacia la validacion del nuevo sistema para su uso como método de cribado masivo, la
necesidad de medir los niveles de PrP malplegada mediante Western Blot seguia impidiendo
que la PMSA pudiera usarse para este propésito, ya que incrementaria considerablemente el
coste y el tiempo necesarios para el cribado. Por tanto, se decidié utilizar la espectrometria
valiéndonos de la ThT cuya interaccion con fibras amiloides, produce un aumento en la
intensidad de fluorescencia de la molécula (303). La deteccién de fibras amiloides mediante
ThT se usa, por ejemplo, en el sistema RT-QulC, ya que proporciona informacién acerca de

la formacion de fibras amiloides en tiempo real. Sin embargo, en nuestro sistema utilizamos
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la ThT para realizar medidas a punto final de la propagacién con el fin de no alterar la reaccién,
ya que experimentos realizados con insulina demuestran que la ThT puede afectar al proceso

de fibrilizacion (321), aunque otros datos apunten en la direccion contraria (322).

Basandonos en la bibliografia se decidié utilizar una concentracion de ThT de 20 uM (303)
para medir la formacion de PrP malplegada tras el proceso de propagacion por PMSA. Una
vez finalizadas las 24 h de propagacion, el producto resultante se mezclé en dilucion 1:5 con
una soluciéon que contenia la ThT y se midié utilizando un fluorimetro. En nuestro caso se
utilizaron placas de 96x pocillos y un aparato Fluostar Optima (BMG), de forma que se
pudieran escalar faciimente las mediciones, como requiere un sistema de cribado masivo.
Ademas, se incluyeron en cada una de las mediciones ocho muestras no inoculadas
sometidas a PMSA durante 24 h, midiendo asi la autofluorescencia producida por la ThT en
ausencia de fibras amiloides. Todas las muestras se midieron por duplicado. Una vez medidas
las diluciones seriadas (1:10" - 1:108) y los ocho controles no inoculados, se realizé una media
del valor de fluorescencia de las diluciones y a continuacion este valor se restd a la media de
los controles no inoculados proporcionando la diferencia de unidades relativas de

fluorescencia (ARFU, del inglés, Relative Fluorescence Units).

ARFU = Media de RFU de la muestra - Media de RFU del control no inoculado

Dada la variabilidad propia del sistema de medicion por fluorescencia, resulté necesario
establecer una norma para distinguir inequivocamente los controles no inoculados de las
diluciones seriadas. Esta norma se establecid basandose en mediciones empiricas
comparando resultados obtenidos mediante Western Blot y obtenidos mediante medicién con

ThT, determinando la siguiente férmula:

Si ARFU de la muestra > 10 % de la media de RFU del control no inoculado = positivo

Si ARFU de la muestra < 10 % de la media de RFU del control no inoculado = negativo

Este sistema de medicion por ThT permitié alcanzar una sensibilidad similar al Western
Blot (figura 12), aunque a lo largo de las sucesivas repeticiones se observaron algunas
muestras positivas en Western Blot que no se pudieron detectar utilizando la medicion por
ThT. Estas muestras, detectadas unicamente por Western Blot, contenian una cantidad
minima de PrP"™s casi en el limite de deteccion de la técnica y se producian en las ultimas
diluciones seriadas positivas siendo relativamente infrecuentes, por lo que no repercutieron
en la interpretacion del resultado final. Estos datos implican que la sensibilidad de la medicion
por ThT es ligeramente inferior a la del Western Blot, aunque suficiente para ser utilizada en

el testado masivo de nuestra biblioteca de compuestos.
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Figura 12. Comparacién de la detecciéon de PrP™° mediante las técnicas de Western Blot y espectrometria con ThT. a)
Imagen de Western Blot donde se muestran los niveles de propagacion de la semilla BVo-Dextran-PMSA utilizando las
condiciones de propagacion ideales (agitacion continua a 1000 rpm y 39 °C en tubos de 0,2 ml con particulas de vidrio de 0,2-
0,3 mm). La semilla fue diluida 1:10" — 1:10% y sometida a una ronda de PMSA de 24 horas. También se incluye un control de
sustrato sin digerir para distinguir la diferencia de tamafio entre la PrP recombinante presente en el sustrato y la PrP™s. Revelado
con el anticuerpo D18 (1:5000). b) Grafico de la ARFU donde se muestran los niveles de propagaciéon medidos por
espectrometria con ThT de la misma dilucion seriada mostrada en el apartado a de esta figura. En ambos casos conseguimos
detectar una propagacion efectiva en las diluciones 1:10° y menores.

Otro cambio importante respecto a la PMSA basica fue el uso de un Monoshake en lugar
de un Thermomixer como sistema de agitacion. Estos permitieron escalar el proceso de
propagacion facilmente, al ser menos costosos que los Thermomixer, ya que no permiten
controlar la temperatura de las muestras. Por esto, los Monoshakes se colocaron en el interior
de un horno de laboratorio para controlar la temperatura. En nuestro caso se utilizaron tres
sistemas Monoshake en un mismo horno de laboratorio durante todo el proceso de cribado
de la biblioteca de compuestos. Para descartar cualquier diferencia en el proceso por el
cambio de Thermomixers por Monoshakes, se realizaron diluciones seriadas que se
sometieron a PMSA durante 24 h en ambos sistemas utilizando las condiciones 6ptimas
descritas en el apartado anterior y se midieron los resultados con ThT. Los resultados
demuestran que ambos sistemas funcionan de la misma forma, no observandose reduccion
en la eficiencia de propagacion (figura 13). Ademas, con el objetivo de escalar el proceso sin
necesidad de mas equipos y aumentar el numero de compuestos que se pudieran testar
simultaneamente, se disefiaron unas gradillas especiales en litera que se obtuvieron mediante
impresion 3D (IMES3D, Barcelona) (figura 14). Estas también fueron testadas utilizando
diluciones seriadas en todas las posiciones posibles sin observarse cambios en la eficiencia

de propagacion (figura 15).
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Figura 13. Estudio de la capacidad de propagacion de la PMSA utilizando un sustrato con PrP recombinante de topillo
rojo con el polimorfismo 1091 complementado con dextrano sulfatado comparando el sistema Thermomixery el sistema
Monoshake. Gréfico de la ARFU donde se muestran los niveles de propagacion de la semilla en el sistema Thermomixery en
el sistema Monoshake por triplicado. La semilla fue diluida 1:10" — 1:108 y sometida a una ronda de PMSA de 24 horas utilizando
ambos sistemas. Se muestran los resultados de las tres diluciones agitadas en cada uno de los sistemas. La cantidad de fibras
amiloides presentes en las muestras se midieron mediante espectrometria con ThT. Independientemente del sistema utilizado
se consiguieron los mismos niveles de propagacion.

Gradilla superior
I Posicion A

Posicion B

Posicion C

Gradilla inferior

Figura 14. Imagenes de las gradillas especiales en litera.
Seguidamente, se comprobd la robustez del sistema PMSA adaptado al cribado masivo de

compuestos en presencia de dimetilsulféxido (DMSQ) a diferentes concentraciones, ya que
este es el vehiculo mas comun de las bibliotecas de compuestos quimicos disponibles
comercialmente. Se utilizaron diluciones seriadas para comparar concentraciones de DMSO

crecientes, desde un 1 % hasta un 8 %. En ningun caso se observaron cambios en la eficiencia
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de propagacion ni en la deteccion por ThT. También se sometio el sustrato de PMSA a varios
ciclos de congelacion/descongelacién para determinar si una incorrecta manipulacion del
mismo podia afectar notablemente al sistema. En este caso tampoco se observaron cambios
en la propagacion ni en la deteccion por ThT, incluso realizando cuatro ciclos de

congelacion/descongelacion, demostrando la robustez del método.
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Figura 15. Estudio de la capacidad de propagacion de la PMSA utilizando un sustrato con PrP recombinante de topillo rojo
con el polimorfismo 1091 complementado con dextrano sulfatado en diferentes posiciones de las gradillas especiales en litera.
Grafico de la ARFU donde se muestran los niveles de propagacion de la semilla en diferentes posiciones dentro de la gradilla especial
en litera. Las posiciones A, B y C aparecen referenciadas en la figura 14. La semilla fue diluida 1:10" — 1:10% y sometida a una ronda
de PMSA de 24 horas utilizando las gradillas especiales. La cantidad de fibras amiloides presentes en las muestras se midieron
mediante espectrometria con ThT. Independientemente de la posiciéon en la que se colocaron las diluciones seriadas en la litera

especial se consiguieron los mismos niveles de propagacion.

Por ultimo, se testo el sistema utilizando dos compuestos quimicos diferentes con actividad
inhibidora: TMPyP-Felll, un inhibidor confirmado por diferentes técnicas de propagacion in
vitro e in cellula (Biasini 2016) y la Clorpromazina, un compuesto que actua reduciendo la
propagacion en modelos celulares, pero que es inactiva en modelos de propagacion in vitro
(Stincardini 2017). Como control de vehiculo utilizamos una concentracion del 1 % de DMSO.
La concentracion final de ambos compuestos fue de 500 uM, observandose una clara
reduccion (1x107 veces) en la dilucion seriada en presencia del compuesto TMPyP-Felll,
mientras que el compuesto Clorpromazina no fue capaz de reducir los niveles de propagacion

respecto al control con vehiculo (figura 16). Estos datos concuerdan con los obtenidos en
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experimentos previos utilizando otros modelos de propagacién, confirmando asi la robustez

de la PMSA como método de propagacion in vitro.
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Figura 16. Estudio de la capacidad de inhibicién mediante PMSA de los compuestos TMPyP-Felll y Clorpromazina sobre
sustrato con PrP recombinante de topillo rojo con el polimorfismo 1091 complementado con dextrano sulfatado. Grafico
de la ARFU donde se muestran los niveles de propagacion de la semilla utilizando los inhibidores TMPyP-Felll y Clorpromazina
a una concentracion de 500 uM y el vehiculo DMSO (1%). La semilla fue diluida 1:10" — 1:10® y sometida a una ronda de PMSA
de 24 horas. La cantidad de fibras amiloides presentes en las muestras se midieron mediante espectrometria con ThT. Tan solo
el compuesto TMPyP-Felll fue capaz de mostrar una inhibicion efectiva de la propagacion, mientras que el compuesto
Clorpromazina no tuvo efecto sobre los niveles de propagacion.

2 - Cribado de la biblioteca Ro3 Maybridge

Una vez optimizada la propagacion de la PMSA vy finalizada su adaptacion para el cribado
masivo de compuestos, el siguiente paso consistio en la eleccidn y preparacién de la biblioteca
a testar como prueba de concepto. Se utilizd la biblioteca comercial R0O3 Maybridge,
compuesta por quimicos de pequefio tamafo y con alta diversidad estructural, lo que
aseguraba el cribado de un gran numero de farmacoforos diferentes. Ademas, los compuestos
se caracterizan por su elevada solubilidad en DMSO y PBS, facilitando su manejo y
almacenamiento. La libreria esta formada por 2500 compuestos preparados a 200 mM en
DMSO, siendo uno de los objetivos principales de esta tesis doctoral el cribado de todos ellos
a través del sistema PMSA. Debido a que los compuestos presentaran diferentes afinidades
por la PrP, se utilizé un ratio PrP:compuesto alta (1:50) para asegurar asi la union de incluso
los compuestos con menor afinidad por la PrP. En este sentido es importante tener en cuenta
que se trata de compuestos muy pequenos, del orden de 100-200 Dalton, que podrian no ser

muy efectivos por si solos, pero si en combinacion con otros. Por ello resultaba primordial
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detectar incluso los menos efectivos, ya que la informacién obtenida seria muy util para futuros
estudios de mejora farmacoldgica combinandolos o realizando pequefos cambios en su

estructura.

Teniendo en cuenta que en el sustrato la concentracién de PrP recombinante es de 4 uM,
necesitabamos los compuestos a testar a una concentracion final de 200 uM para cumplir con
el ratio 1:50. También se debid tener en cuenta que no se podia aumentar el porcentaje de
DMSO en el ensayo por encima del 8 %, ya que se podria ver afectada la eficiencia de
propagacion. Por este motivo, se prepararon los compuestos de la biblioteca a 10 mM con
una concentracion final del 50 % DMSO en PBS. De esta forma la concentracion final de

DMSO en el ensayo seria del 1 %.

Para asegurar la mayor reproducibilidad posible se usaron los mismos tres Monoshakes,
las mismas gradillas en litera y el mismo horno de laboratorio durante todo el proceso de
cribado. Teniendo en cuenta que en cada uno de los dos niveles de la litera se podian colocar
doce diluciones seriadas 1:10" - 1:108 y que se utilizaron tres Monoshakes con una litera cada
uno, se pudieron testar setenta y dos diluciones diarias. Sin embargo, no todas ellas contenian
compuestos de la libreria, ya que cada dia se colocaron ocho tubos con sustrato no inoculado
como control para las mediciones con ThT, una dilucién seriada con vehiculo como control de
propagacion y una dilucién seriada con TMPyP-Felll como control positivo de compuesto
inhibidor. Estos tres controles fueron cambiandose de posicion entre los tres Monoshakes y
los dos niveles de las literas de forma rotatoria, para asegurar asi la mayor uniformidad posible
en los datos durante todo el proceso. En cualquier caso, no se observaron variaciones en los
controles a lo largo del proceso de cribado, obteniéndose niveles de propagacion de entre
1:10° y 1:108 en los controles con DMSO (figura 17) y ausencia total de propagacién en los
controles de TMPyP-Felll en todos los casos. Sin embargo, se observd de forma esporadica
la formacion de fibras amiloides espontaneas en algunos de los controles no inoculados, tema

que se tratara en el apartado de Discusion.
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Figura 17. Porcentaje de diluciones seriadas con vehiculo DMSO que han alcanzado una determinada dilucién maxima
detectada mediante la espectrometria con ThT durante el cribado de la biblioteca Ro3 Maybridge por PMSA. En el grafico
se incluyen todos los controles de vehiculo de DMSO que se han realizado a lo largo del cribado masivo de la biblioteca Ro3
Maybridge. En total hay 46 diluciones seriadas, siendo la dilucion maxima detectada por espectrometria con ThT mas comun
1:10". Tan solo el 2 % de los controles tuvieron una dilucién de semilla maxima detectada de 1:10°.

Teniendo en cuenta las variaciones intrinsecas al propio proceso de propagacion, solo se
aceptaron como posibles inhibidores aquellos compuestos que redujeron la propagacion de
la semilla 1000 veces 0 mas respecto a la dilucién seriada con vehiculo utilizada ese mismo
dia. Se decidi6 aplicar este punto de corte al comprobar que, tras la repeticion continuada de
las diluciones seriadas con vehiculo, salvo en un caso, no se observo entre ellas diferencias
mayores de 1000 veces en los niveles de propagacion (figura 17). Teniendo en cuenta el
numero total de controles con DMSO utilizados a lo largo del proceso de cribado este caso
unico representaria, aproximadamente, el 2 % del total. Con el propdsito de no perder ningun
posible inhibidor de la propagacion se decidié mantener este filtro, a pesar de la posibilidad

de obtener un 2 % de falsos positivos entre los inhibidores.

De los 2500 compuestos de la biblioteca R03 Maybridge, 118 redujeron los niveles de
propagacion 1000 veces o mas respeto al control de vehiculo, representando el 4.7 % del total
(figura 18). Estos compuestos se sometieron a una ronda confirmatoria utilizando las mismas
condiciones, aparatos y literas que en la primera fase del cribado con el objetivo de excluir de
las siguientes fases los falsos positivos asociados a la estocasticidad intrinseca del sistema.
De estos 118 compuestos, 42 se confirmaron como positivos teniendo en cuenta la regla de
la reduccion de 1000 o mas veces en los niveles de propagacion (figura 18). Este dato implica
que 76 de los compuestos, un 3 % del total, resultaron ser falsos positivos, en concordancia
con el 2 % esperado. La pequefia diferencia entre ambos porcentajes podria deberse a la
disparidad en el numero total de muestras sélo con vehiculo o con inhibidores, habiéndose

realizado 46 diluciones con DMSO frente a las mas de 2600 diluciones del cribado.
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Figura 18. Esquema que muestra el flujo de trabajo realizado durante el cribado masivo de la biblioteca Ro3 Maybridge
y los porcentajes de compuestos positivos o negativos en las sucesivas fases del cribado y rondas confirmatorias.

Otra potencial fuente de falsos positivos surge del fendmeno de desactivacion fluorescente
0 quenching que puede sufrir la ThT durante la medicion de la fluorescencia emitida. Este
fendmeno se debe a la presencia durante la medicion de compuestos quimicos capaces de
absorber luz a 480 nm, que es el espectro de emisién de la ThT. Al haber en la mezcla el
doble de compuesto que de ThT la emisién de luz de esta quedaria enmascarada. Esto se
plasmaria en nuestros datos como una inhibicidon del proceso de propagacion que no es real,
ya que no se podria ver la fluorescencia emitida por la ThT en presencia de fibras amiloides
al absorberla el compuesto presente. Debido a este fendmeno se decidio realizar una segunda
ronda confirmatoria en la que la presencia o ausencia de PrP™s en las muestras sometidas a
PMSA fue comprobada por Western Blot. Para ello, los productos de las PMSA de la ronda
de confirmacion que ya habian sido medidos por ThT se digirieron con PK; tanto los controles
con vehiculo y TMPyP-Felll, como los 42 compuestos que inhibieron 1000 veces o0 mas la
propagacion de la semilla, para comprobar si la inhibicion observada mediante
espectrofluorimetria era real o consecuencia de la desactivacion de la fluorescencia (figura
18). De los 42 supuestos inhibidores, 39 resultaron ser falsos al no observarse una diferencia
de 1000 veces 0 mas en la inhibicién de la propagacién respecto al control con vehiculo. Por
tanto, 3 compuestos cumplian con todos los requisitos para ser considerados sin duda,
inhibidores de la propagacion de la semilla en el sistema PMSA. Estos 3 compuestos,
llamados L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85, representan el 0,12 % del total de compuestos
testados (figura 19).
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Figura 19. Resultado de propagacion de los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 mediante PMSA obtenidos en el
cribado masivo de la biblioteca Ro3 Maybridge. Grafico de la ARFU donde se muestran los niveles de propagacion de la
semilla utilizando los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 a una concentracién de 200 yM y el vehiculo DMSO (1%). La
semilla fue diluida 1:10" — 1:108 y sometida a una ronda de PMSA de 24 horas. La cantidad de fibras amiloides presentes en las
muestras se midieron mediante espectrometria con ThT. Los tres compuestos muestran una reduccion en los niveles de
propagacion de 1000 veces o mas.

3 - Confirmacién de la capacidad inhibidora de los compuestos
L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 mediante técnicas alternativas

Una vez identificados los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 como inhibidores de
la propagacién mediante el sistema de cribado in vitro basado en la PMSA, se quiso confirmar
su actividad mediante otros sistemas de propagacion, comprobando a su vez si la inhibicion
era exclusiva para la semilla y sustrato utilizados en el cribado o se daba también con otras
cepas de priones y otras especies. Debido a nuestra experiencia previa, decidimos utilizar la
PMCA como método de testado in vitro de los compuestos en diferentes especies, utilizando
PrP recombinante humana 129M, de oveja ARQ y de topillo rojo 1091 complementada con
homogeneizado de encéfalo de pollo, con el fin de evaluar si la inhibicion seguia siendo
efectiva en presencia de todos los factores que pueden encontrarse en el SNC. Ademas,
también se utilizaron como sustratos un homogeneizado de un modelo transgénico murino
que sobre-expresa la PrP® de oveja (Tg338) y otro que sobre-expresa (2x) la PrP¢ de topillo
rojo (TgVole), siendo estos unos modelos mas parecidos a una situacion in vivo al poseer
PrP°¢ glicosilada y con GPI. Finalmente, se testaron los compuestos en el modelo celular de

neuroblastoma de ratén N2a inoculado con la cepa murina RML, donde se comprobd la
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toxicidad de los compuestos y se calculd su concentracion inhibidora media (IC50, del inglés

half maximal inhibitory concentration).

3.1 - Confirmacion de la capacidad inhibidora de la propagacién in vitro
mediante PMCA

Para testar la capacidad inhibidora de los compuestos en diferentes especies mediante la
PMCA se utilizaron diluciones seriadas de distintas semillas. En lugar de utilizar un sustrato
basado en sales, detergentes y dextrano sulfatado se utilizdé PrP recombinante
complementada con homogeneizado de encéfalo de pollo (Gallus gallus domesticus).
Diferentes experimentos realizados en nuestro laboratorio han demostrado una mayor
eficiencia con este tipo de sustrato a la hora de promover la propagacion de la semilla, en
comparacion con los sustratos basados en proteina recombinante complementadas con
homogeneizado de encéfalo de raton PRNP . Ademas, la PrP® de pollo no es convertible,
por lo que la presencia de esta no interfiere en el proceso de propagacion (323). Las PrP
recombinantes utilizadas fueron la humana con el polimorfismo 129M, la de oveja con
polimorfismos 136A 154R 171Q y la de topillo rojo con el polimorfismo 109I. El tipo de dilucion
utilizada dependié de la proteina recombinante utilizada en cada sustrato y de la semilla
seleccionada. La experiencia previa del laboratorio mostraba que cada semilla tiene
eficiencias de propagacion especificas. En todos los casos, una vez realizadas las diluciones
seriadas de la semilla en el sustrato correspondiente, se afiadieron los compuestos a una
concentracién final de 500 uM. Se utilizé una concentracion mayor de compuesto que en el
cribado masivo, donde se trabajo con 200 uM, debido a la mayor complejidad en composicion
del sustrato utilizado. A diferencia del sustrato complementado con dextrano sulfatado, en
PMCA se utilizd6 homogeneizado de encéfalo de pollo como complemento de la PrP
recombinante, por lo que se aumenta en gran medida la presencia de lipidos, acidos
nucleicos, proteinas y demas componentes celulares. Todos estos cofactores podrian alterar
la interaccién entre los compuestos quimicos a testar y la PrP, por ejemplo, secuestrando las
moléculas de compuesto. Ademas de la dilucion seriada en la que se afiadié el compuesto a
testar, se realizaron dos diluciones idénticas como control a las que se afadi6 el vehiculo

DMSO y el compuesto TMPyP-Felll a una concentracion de 500 uM.

En primer lugar se testaron los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 utilizando
sustrato con PrP recombinante de topillo rojo 109I1. Se utilizé este sustrato por ser el mas
parecido al utilizado durante el cribado masivo, ya que la proteina recombinante utilizada es
idéntica en ambos casos. En cuanto a la semilla utilizada para realizar las diluciones seriadas,
proviene de un experimento de espontaneidad en PMCA utilizando un sustrato basado en PrP
recombinante de topillo rojo 1091 complementado con encéfalo de ratén PRNP 7 (319). Tras

la realizacion de las diluciones seriadas (1:10° - 1:10") y la adicion de los compuestos, el
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vehiculo DMSO vy el inhibidor TMPyP-Felll, las muestras se sometieron a una Unica ronda de
PMCA de 24 h. Finalmente, los productos resultantes se digirieron con PK y la presencia o
ausencia de propagacion se comprobo por Western Blot utilizando el anticuerpo anti-PrP D18
(figura 20). ElI compuesto L2.JM56 dio lugar a una inhibicion efectiva del proceso de
propagacion, reduciendo los niveles de la misma 1x108 veces. Sin embargo, el compuesto
L2.JM33 mostré una capacidad de inhibicion muy reducida, mientras que el compuesto

L2.JM85 no produjo ninguna reduccién en los niveles de propagacion.

Seguidamente, se testaron los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 utilizando
sustrato con PrP recombinante de oveja ARQ. Dado que el mecanismo de inhibicion mas
probable de estos compuestos se deba a la estabilizacién de la PrP, independientemente de
qué especie se trate, se quiso evaluar cémo influia la inhibicién de la propagacion en una cepa

pridnica de otra especie, cuyo origen tiene una gran relevancia en el area de priones. La
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Figura 20. Estudio de la capacidad de inhibicion mediante PMCA de los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 sobre
sustrato con PrP recombinante de topillo rojo con el polimorfismo 1091 complementado con homogeneizado de encéfalo
de pollo. Imagen de Western Blot donde se muestran los niveles de propagacion de la semilla utilizando los compuestos
L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 a una concentracion de 500 uM, el vehiculo DMSO (1%) y el inhibidor TMPyP-Felll (500 uM). La
semilla fue diluida 1:10° — 1:10'? y sometida a una ronda de PMSA de 24 horas. También se incluye un control de sustrato sin
digerir para distinguir la diferencia de tamafo entre la PrP recombinante presente en el sustrato y la PrP™®. Se divide con linea
discontinua las diluciones y sustratos no digeridos procedentes de diferentes membranas. Revelado con el anticuerpo D18
(1:5000). Unicamente el compuesto L2.JM56 mostré unos niveles de inhibicién similares a los del control TMPyP-Felll mientras
que el compuesto L2.JM33 redujo los niveles de propagacion 10 veces.

+ + + + + + + +

-

1

semilla utilizada en este caso es una adaptaciéon a la PMCA recombinante de un aislado de
Scrapie conocido como Dawson. Tras la realizacion de las diluciones seriadas (1:10%- 1:10")
y la adicion de los compuestos, el vehiculo DMSO y el inhibidor TMPyP-Felll, las muestras se
sometieron a una unica ronda de PMCA de 48 h. Finalmente, las muestras se digirieron con
PK y la presencia o ausencia de propagacion se comprobd por Western Blot utilizando el
anticuerpo anti-PrP D18 (figura 21). Tanto el compuesto L2.JM56 como el L2.JM85 mostraron
una inhibicion efectiva del proceso de propagacion, siendo mucho mas potente el compuesto
L2.JM56, como ocurrié al utilizar el sustrato recombinante basado en la PrP del topillo rojo

109I. De nuevo, el compuesto L2.JM33 mostré unos niveles de inhibicion muy reducidos.
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Figura 21. Estudio de la capacidad de inhibicion mediante PMCA de los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 sobre
sustrato con PrP recombinante de oveja con el polimorfismo ARQ complementado con homogeneizado de encéfalo de
pollo. Imagen de Western Blot donde se muestran los niveles de propagacion de la semilla utilizando los compuestos L2.JM33,
L2.JM56 y L2.JM85 a una concentracién de 500 pM, el vehiculo DMSO (1%) y el inhibidor TMPyP-Felll (500 uM). La semilla fue
diluida 1:10% — 1:10" y sometida a una ronda de PMSA de 48 horas. También se incluye un control de sustrato sin digerir para
distinguir la diferencia de tamafio entre la PrP recombinante presente en el sustrato y la PrP™s. Se divide con linea discontinua las
diluciones y sustratos no digeridos procedentes de diferentes membranas. Revelado con el anticuerpo D18 (1:5000). Unicamente
el compuesto L2.JM56 mostré unos niveles de inhibicion similares a los del control TMPyP-Felll, mientras que los compuestos
L2.JM33 y L2.JM85 redujeron los niveles de propagacién 10 y 1000 veces, respectivamente.

Con el objetivo de testar los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 en un ambiente que
mimetizara una infeccion por priones en un ser humano, se decidid utilizar un sustrato con
PrP recombinante humana 129M. Como semilla se utilizé una proteina recombinante humana
malplegada adaptada a la PMCA recombinante a partir de un homogeneizado de encéfalo
humano con ECJ tipo MM1. Tras la realizacion de las diluciones seriadas (1:10% - 1:10'%) y Ia
adicién de los compuestos, el vehiculo DMSO vy el inhibidor TMPyP-Felll, las muestras se
sometieron a una unica ronda de PMCA de 24 h. Por ultimo, los productos de PMCA se
digirieron con PK y la presencia o ausencia de propagacion se comprobd por Western Blot
utilizando el anticuerpo anti-PrP D18 (figura 22). Se observé una fuerte inhibicién por parte
del compuesto L2.JM56, reduciendo los niveles de propagacion 1x108 veces, de forma
semejante a la observada en los sustratos basados en PrP recombinante de topillo rojo 109l
y de oveja ARQ. Ademas, a diferencia de los otros sustratos testados anteriormente, el
compuesto L2.JM33 mostré una mayor capacidad de inhibicion en el sustrato humano (1x103
veces), aunque sin llegar en ningun caso a la reducciéon en los niveles de propagacion
causada por el compuesto L2.JM56. El compuesto L2.JM85 no produjo ninguna reduccion en

los niveles de propagacion.
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Figura 22. Estudio de la capacidad de inhibicién mediante PMCA de los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 sobre
sustrato con PrP recombinante humana con el polimorfismo 129M complementado con homogeneizado de encéfalo de
pollo. Imagen de Western Blot donde se muestran los niveles de propagacién de la semilla utilizando los compuestos L2.JM33,
L2.JM56 y L2.JM85 a una concentracion de 500 pM, el vehiculo DMSO (1%) y el inhibidor TMPyP-Felll (500 uM). La semilla fue
diluida 1:10% — 1:10"° y sometida a una ronda de PMSA de 48 horas. También se incluye un control de sustrato sin digerir para
distinguir la diferencia de tamafo entre la PrP recombinante presente en el sustrato y la PrP™. Se divide con linea discontinua
las diluciones y sustratos no digeridos procedentes de diferentes membranas. Revelado con el anticuerpo D18 (1:5000).
Unicamente el compuesto L2.JM56 mostré unos niveles de inhibicion similares a los del control TMPyP-Felll, mientras que el
compuesto L2.JM33 redujo los niveles de propagacion 1000 veces.

A continuacién se testaron los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 en un ambiente
de encéfalo de ratdn transgénico que sobre-expresa (8x) la PrPC ovina (Tg338). En este caso,
el objetivo fue testar los compuestos mediante PMCA en presencia de PrP® de mamifero, lo
que aporta un mayor valor al ensayo, ya que la PrP° presenta todas las modificaciones post-
traduccionales que se encuentran ausentes en un sustrato basado en PrP recombinante.
Como semilla se utilizé la cepa Dawson de Scrapie adaptada a PMCA en este mismo sustrato.
Tras la realizacion de las diluciones seriadas (1:10" - 1:10%) y la adicion de los compuestos,
el vehiculo DMSO vy el inhibidor TMPyP-Felll, las muestras se sometieron a una Unica ronda
de PMCA de 24 h. Por ultimo, los productos de PMCA se digirieron con PK y la presencia o
ausencia de propagacion se comprobo por Western Blot utilizando también el anticuerpo anti-
PrP D18 (figura 23). De nuevo, el compuesto L2.JM56 fue capaz de mostrar una inhibicion del
proceso de propagacion clara, reduciendo los niveles de propagacion 1x10* veces. También
se observa una reduccion en los niveles de propagacion de 100 veces en presencia del
compuesto L2.JM85. Por el contrario, el compuesto L2.JM33 no tuvo ningun efecto sobre los

niveles de propagacion en este modelo murino.
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Figura 23. Estudio de la capacidad de inhibicion mediante PMCA de los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 sobre
sustrato con homogeneizado de encéfalo del modelo murino Tg338. Imagen de Western Blot donde se muestran los niveles
de propagacion de la semilla utilizando los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 a una concentracion de 500 uM, el vehiculo
DMSO (1%) y el inhibidor TMPyP-Felll (500 uM). La semilla fue diluida 1:10" — 1:10% y sometida a una ronda de PMSA de 24 horas.
También se incluye un control de sustrato sin digerir para distinguir la diferencia de tamario entre la PrP° presente en el sustrato
y la PrP%c, Se divide con linea discontinua las diluciones y sustratos no digeridos procedentes de diferentes membranas. Revelado
con el anticuerpo D18 (1:5000). Unicamente el compuesto L2.JM56 mostré unos niveles de inhibicién similares a los del control
TMPyP-Felll, mientras que el compuesto L2.JM85 redujo los niveles de propagacion 100 veces.

Finalmente los compuestos detectados durante el cribado masivo se testaron en un
ambiente de encéfalo de raton transgénico que sobre-expresa (2x) la PrPC€ de topillo rojo con
el polimorfismo 1091 (TgVole). De nuevo, el objetivo fue testar los compuestos en un ambiente
de PrP¢ de mamifero. Como semilla se utilizé un aislado procedente de EDC adaptada al
topillo rojo con el polimorfismo 1091 en sucesivos pases in vivo. Tras la realizacién de las
diluciones seriadas (1:10" — 1:108) y la adicion de los compuestos, el vehiculo DMSO vy el
inhibidor TMPyP-Felll, las muestras se sometieron a una unica ronda de PMCA de 48 h. A
continuacion, los productos de PMCA se digirieron con PK y la presencia o ausencia de
propagacion se comprobd por Western Blot utilizando también el anticuerpo anti-PrP D18
(figura 24). ElI compuesto L2.JM56 fue de nuevo el inhibidor mas potente de todos los
testados, reduciendo los niveles de propagacion 1x10* veces. Por otro lado, los inhibidores
L2.JM33 y L2.JM85 también mostraron cierto nivel de inhibicion, reduciendo los niveles de

propagacion 100 y 10 veces, respectivamente.
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Figura 24. Estudio de la capacidad de inhibicion mediante PMCA de los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 sobre
sustrato con homogeneizado de encéfalo del modelo murino TgVole. Imagen de Western Blot donde se muestran los niveles
de propagacion de la semilla utilizando los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 a una concentracion de 500 uM, el vehiculo
DMSO (1%) y el inhibidor TMPyP-Felll (500 uM). La semilla fue diluida 1:10" — 1:10% y sometida a una ronda de PMSA de 24
horas. También se incluye un control de sustrato sin digerir para distinguir la diferencia de tamario entre la PrP¢ presente en el
sustrato y la PrPSc, Se divide con linea discontinua las diluciones y sustratos no digeridos procedentes de diferentes membrana.
Revelado con el anticuerpo D18 (1:5000). Unicamente el compuesto L2.JM56 mostré unos niveles de inhibicién similares a los del
control TMPyP-Felll, mientras que los compuestos L2.JM33 y L2.JM85 redujeron los niveles de propagacion 100 y 10 veces,
respectivamente.

3.2 - Confirmacion de la capacidad inhibidora de la propagacion in cellula

Con el objetivo de testar la capacidad inhibidora de los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y
L2.JM85 en un modelo mas parecido al entorno in vivo, se decidio utilizar el modelo celular
de neuroblastoma de ratén N2a inoculado con la cepa murina RML, también conocido como
ScN2a (de Scrapie). Al respetarse el anclaje a GPI y la interaccion entre células, estos
modelos se consideran mas cercanos a una infeccion in vivo que un modelo de propagacion
in vitro. La determinacion de la inhibicién del proceso de propagacion se realizé midiendo los
niveles de PrPS¢ en cultivos celulares incubados en presencia de los compuestos,
comparando a continuacion el resultado con los niveles de propagacion del control sin

compuesto incubado en presencia de vehiculo DMSO.

Antes de testar el efecto de los compuestos sobre la propagacion, se comprobd la toxicidad
de los compuestos y del vehiculo DMSO en el modelo celular ScN2a mediante el ensayo MTT,
llamado asi por el uso del compuesto MTT [del inglés 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide]. Mediante este ensayo se determind el porcentaje de muerte
celular al anadir diferentes componentes al medio de cultivo. En nuestro caso se utilizaron los

tres compuestos identificados en el proceso de cribado, el vehiculo DMSO vy el inhibidor
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TMPyP-Felll como controles. Este primer paso, previo al testado de la capacidad inhibitoria
de los compuestos, permitié acotar las concentraciones maximas a utilizar durante el testado
de la capacidad de inhibicion y distinguir entre la reduccion en los niveles de PrPS¢ en las
células debida a la accién inhibidora del compuesto o debida a su toxicidad, que se observaria
como muerte celular. Las concentraciones testadas fueron de 100, 50, 10, 1, 0,1y 0,01 uM,
para los compuestos y el TMPyP-Felll, mientras que en el caso del DMSO se realiz6 una
simulacion de dilucidon para conseguir una concentracion de vehiculo idéntica a la presente
en los cultivos celulares con cada una de las diferentes concentraciones de compuestos.
Todas las pruebas se realizaron por cuadruplicado. Ninguno de los compuestos resulto téxico
a bajas concentraciones, registrandose una reduccion estadisticamente significativa de la
supervivencia celular unicamente a 100 pM (figura 25). El control TMPyP-Felll no mostré
toxicidad alguna, incluso a la concentracion mas alta. Por esta razon, se fijé en 100 uM la

concentracién maxima utilizada en el ensayo de inhibicion.
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Figura 25. Estudio de toxicidad de los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 mediante el ensayo MTT utilizando el
modelo celular ScN2a inoculado con RML. Imagen que muestra los porcentajes de supervivencia de los cultivos celulares
ScN2a en presencia de los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 y del inhibidor TMPyP-Felll a las concentraciones indicadas
en la figura tras 4 dias de incubacion a 37 °C. También se incluye un control del vehiculo DMSO en el que se incluyen las mismas
concentraciones de DMSO que en las concentraciones de compuesto correspondientes. No existe un control de DMSO que simula
la concentracién 0,01 uM, ya que la cantidad de DMSO en estos cultivos es despreciable. Los porcentajes se han normalizado
teniendo en cuenta un 100 % de supervivencia en la muestra con la menor cantidad de DMSO, mientras que el 0 % de
supervivencia estaba representado por un cuadruplicado al que se afiadié un 5 % de DMSO como concentracion final. Todas las
condiciones se testaron por cuadruplicado. Todos los compuestos mostraron ciertos niveles de toxicidad a una concentracion de
100 pM, salvo el TMPyP-Felll.

Una vez demostrada la baja toxicidad de los compuestos, se continué con el testado de la
capacidad inhibidora de la propagacion en el modelo ScN2a. Con el objetivo de identificar la
IC50, se testaron diferentes concentraciones de estos, del vehiculo DMSO vy del inhibidor
TMPyP-Felll. Las concentraciones utilizadas fueron: 100, 50, 10, 1, 0,1 y 0,01 uM para los
compuestos, mientras que en el caso del DMSO de nuevo se realizd una simulacién de
dilucién para conseguir una concentracion idéntica a la presente en los cultivos celulares de
las diferentes concentraciones de compuestos. Todas las pruebas se realizaron por
cuadruplicado, como en el caso del ensayo MTT. EI control de vehiculo DMSO no alteré

significativamente las cantidades de PrP°, independientemente de la dilucion utilizada.
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Desafortunadamente, tampoco se observd reduccion en los niveles de PrPS¢ para los
compuestos L2.JM33 y L2.JM56 (figura 26) a ninguna de las concentraciones utilizadas, salvo
en el caso de L2.JM56 a 100 uM, cuya reduccion podria estar relacionada con la toxicidad
asociada al compuesto. Sin embargo, el compuesto L2.JM85, a pesar de ser uno de los
inhibidores mas débiles evaluados por PMCA, mostro una reduccion en los niveles de PrPSe
extraordinariamente significativa incluso a concentraciones de 1 pM, siendo incluso mas
efectivo que el control TMPyP-Felll. De hecho, teniendo en cuenta estos resultados se calculo
que su IC50 es de 1,6 uM, es decir, hasta 100 veces por debajo de los niveles toxicos,

mientras que la del control TMPyP-Felll fue de 4,2 uM.
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Figura 26. Estudio de la capacidad de inhibicion de los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 en el modelo celular de
propagaciéon ScN2a inoculado con RML. Imagen que muestra los porcentajes de PrP™* de los cultivos celulares ScN2a en
presencia de los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 y del inhibidor TMPyP-Felll a las concentraciones indicadas en la figura
tras 4 dias de incubacién a 37 °C. También se incluye un control del vehiculo DMSO en el que se incluyen las mismas
concentraciones de DMSO que en las concentraciones de compuesto correspondientes. No existe un control de DMSO que simula
la concentracion 0,01 uM, ya que la cantidad de DMSO en estos cultivos es despreciable. Los porcentajes se han normalizado
teniendo en cuenta un 100 % de PrP™s en la muestra con la menor cantidad de DMSO, mientras que el 0 % de PrP™ estaba
representado por un cuadruplicado al que se afiadié un 5 % de DMSO como concentracion final. Todas las condiciones se testaron
por cuadruplicado. Tras la digestion por PK (100 pg/ml), las cantidades de PrP™* se calcularon utilizando la técnica de Dot Blot.
Revelado con el anticuerpo 6D11 (1:5000). La cantidad de PrP™* en las diferentes condiciones se calculd por densitometria mediante
el software JImage (NIH). Tan solo el compuesto L2.JM85 logré demostrar inhibicion efectiva de la propagacion en el modelo celular
ScN2a inoculado con RML, calculandose una IC50 de 1,6 pM, siendo esta menor que la calculada para el inhibidor TMPyP-Felll en
este modelo celular (4,2 uM).
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DISCUSION

Las EET son un grupo de enfermedades neurodegenerativas incurables que, en todos los
casos llevan al fallecimiento del paciente. Por esto, es de vital importancia la implementacion
de un tratamiento que, aunque no sea plenamente efectivo, permita ralentizar el desarrollo de
la enfermedad y paliar sus consecuencias lo maximo posible. Una de las vias de investigacion
mas explotadas en este sentido es la identificacion de compuestos con capacidad inhibidora
de la propagacion de los priones mediante diferentes sistemas in vitro e in cellula (40, 257).
Sin embargo, en muchas ocasiones estos sistemas resultan complejos y presentan
dificultades técnicas ademas de requerir experiencia en su manejo y grandes cantidades de
tiempo y recursos. Teniendo estos datos en cuenta, el primer objetivo de esta tesis doctoral
era el desarrollo de un sistema de propagacion in vitro sencillo, barato y reproducible en
cualquier laboratorio con un equipo minimo, imitando la propagacion del prion de la forma mas
fiel posible a la que ocurre en el SNC y que por tanto se pudiera utilizar para el cribado masivo

de compuestos con posible actividad inhibidora de la propagacion de priones.

Debido a la experiencia previa del laboratorio en el uso de la PMCA, se decidio utilizar esta
técnica como punto de partida Ya que ha demostrado ser la unica técnica de propagacion in
vitro capaz de reproducir fielmente varias de las caracteristicas definitorias de la PrPSc y
mantenerlas durante sucesivos pases (71, 318). Sin embargo, la necesidad de un sistema
complejo de sonicacién y el elevado coste del equipo necesario impiden su implementacion
como un sistema de cribado masivo de compuestos que se pueda utilizar en cualquier
laboratorio. Por ello, se decidid modificar las condiciones para hacerla mas sencilla y
asequible, manteniendo su capacidad de propagar priones bona fide (con caracteristicas
biolégicas similares a los priones presentes en el encéfalo de individuos afectados). El cambio
principal respecto a la PMCA es el uso de un sistema de agitacién en lugar de un sistema de
sonicacién como fuente de energia, utilizada comunmente para la generacién de fibras
amiloides en el campo de estudio de las EET. Un ejemplo del uso de la agitacién como fuente
de energia para la deteccion de priones in vitro a través de su capacidad de promover la
formacion de fibras amiloides, es el sistema RT-QuIC (302), un sistema de propagacion in
vitro rapido y sencillo que permite analizar un elevado numero de muestras en poca cantidad
de tiempo, aunque las fibras generadas a partir de cantidades infimas de priones utilizados
como semilla no son infectivas in vivo en ningun caso. Teniendo en cuenta la capacidad de
mimetizar la propagacion de priones bona fide del sistema PMCA vy la rapidez y sencillez de
la agitacién como fuente de energia, se generé un nuevo sistema de propagacion in vitro que
se denomind amplificacion de proteinas malplegadas mediante agitaciéon (PMSA, del inglés

Protein Misfolding Shaking Amplification).
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Otro requisito imprescindible para el desarrollo de un sistema de cribado masivo de
compuestos es el uso de una fuente de sustrato convertible a PrP™* practicamente ilimitada y
de bajo coste. En el caso de la PMCA, el sustrato utilizado habitualmente consiste en
homogenado de encéfalo de la especie deseada (71), lo que dificulta mucho su empleo de
forma masiva. Sin embargo, también es comun el uso de sustratos conformados por PrP
recombinante procedente de E. coli (319, 324) complementado con sales, detergentes, y
diferentes cofactores. Estos priones, generados in vitro de forma artificial y utilizando PrP
recombinante, poseen infectividad variable aunque algunas han demostrado claramente su
capacidad de causar enfermedad en varias especies (72, 74, 75, 319, 325, 326). Debido a
que la PrP recombinante reune los requisitos necesarios para la generacion de sustrato en
gran cantidad de forma estable y permite la propagacion de priones bona fide en condiciones
adecuadas, se trata de una fuente de sustrato convertible a PrP™* ideal para un sistema de
cribado masivo. En cuanto a la especie, se eligié la PrP recombinante de topillo rojo con el
polimorfismo 109I. El topillo rojo ha cobrado importancia en los ultimos afios en el campo de
las EET, ya que porta el polimorfismo natural 109, isoleucina en la posicion 109, que lo hace
altamente susceptible a la propagacion de priones procedentes de otras especies. Por
ejemplo, la inoculacion de topillos rojos que portan este polimorfismo con aislados de EDC y
la realizacién de pases sucesivos en estos animales genera una cepa con un tiempo de
incubacion de tan solo 35 dias, la mas rapida conocida (327). También ha demostrado su
susceptibilidad in vivo ante diferentes cepas humanas (328) y su capacidad de propagacion
ante un gran numero de cepas humanas y animales en RT-QulC, siendo calificada de sustrato

universal (329).

Varios cofactores se han utilizado para la generacion de priones infecciosos in vitro
mediante PMCA, aunque también se ha descrito la generacion de priones recombinantes
bona fide en ausencia de cofactores. Sin embargo, estos poseen una capacidad infecciosa in
vivo menor comparada con los generados en presencia de cofactores (74). Por ello, se decidio
utilizar dextrano sulfatado como cofactor de la PrP recombinante de topillo rojo 1091 a la hora
de generar el sustrato para la PMSA, ya que previamente se habian generado en nuestro
laboratorio priones recombinantes con alta infectividad mediante el sistema PMCA en
presencia de dextrano sulfatado (319). En concreto, en este experimento se generaron
priones recombinantes de topillo rojo utilizando sales y detergentes, ademas de los siguientes
cofactores: ARN, ADN plasmidico y dextrano sulfatado. También se generaron priones
infectivos en ausencia de cofactor, pero estos presentaban niveles de infectividad mas bajos
que los generados en presencia de cofactores. Entre todos los priones recombinantes de
topillo rojo generados por PMCA, el obtenido en presencia de dextrano fue uno de los mas
infecciosos. Al ser inoculado intracerebralmente en modelos murinos que expresan la PrP°

del topillo rojo con el polimorfismo 1091 presentaron una tasa de ataque del 100% y un periodo
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de incubacion de 239 + 46 d.p.i., observandose los signos tipicos de una infeccion por priones.
Esta semilla procedente de PMCA es la misma que adaptamos al nuevo sistema de
propagacion in vitro PMSA con el objetivo de mantener la propagacién de priones bona fide
en el nuevo sistema. Para ello, se realizaron 15 pases seriados de PMSA en dilucién 1:10 con
el objetivo de eliminar la semilla original de PMCA, obteniéndose asi una nueva semilla
adaptada al nuevo sistema de propagacion. Al ser inoculada en modelos murinos que
expresan la PrPC del topillo rojo con el polimorfismo 1091 se obtuvo una tasa de ataque del
100% y un periodo de incubacién de 240 + 14 d.p.i., lo que confirma que ambas semillas,
tanto la procedente de PMCA como la adaptada y mantenida en PMSA, son altamente
infecciosas e indistinguibles, de acuerdo también a los resultados histopatolégicos. Este
resultado implica la consecucién de uno de los principales objetivos de esta tesis doctoral,
gue es el desarrollo de un nuevo sistema de malplegamiento in vitro capaz de mantener la

propagacioén de priones recombinantes altamente infectivas in vivo.

Con todo esto, lo que se pretendia durante esta tesis doctoral era el desarrollo y la
optimizacion de un nuevo sistema de propagacion de priones in vitro aplicable al cribado
masivo de compuestos quimicos con posible actividad inhibidora de la propagacién pridnica.
Varias técnicas biofisicas y sistemas de propagacion se han utilizado con este fin en las
ultimas décadas. Algunos ejemplos de técnicas biofisicas serian la resonancia por plasmones
superficiales (SPR, del inglés Surface Plasmon Resonance), que permite detectar
compuestos capaces de unirse a la PrP recombinante, o el uso de fluoréforos que, al unirse
a la PrP recombinante, sufren un cambio en la polarizacion de la luz emitida. Ambos sistemas
se han utilizado con éxito para el cribado de compuestos con actividad inhibidora de la
propagacion (330, 331). Sin embargo, estos sistemas no son capaces de detectar una
disminucion en la propagacion de priones de forma directa, ya que solo pueden detectar
interacciones entre los compuestos y la PrP recombinante. Por el contrario, los sistemas de
cribado basados en la propagacion de priones si son capaces de detectar disminuciones en
los niveles de propagacion de forma directa, por lo que estan mas cercanos a una situacién
de infeccién in vivo. Ademas, también serian capaces de identificar compuestos que
interaccionen con la PrP malplegada, lo que no seria posible con los sistemas mencionados
anteriormente. Entre ellos tenemos el sistema semi-automatico libre de células (del inglés
semi-automated cell-free system) y el RT-QulC. Ambos sistemas han demostrado su
eficiencia a la hora de identificar inhibidores de la propagacion (312, 332), aunque la principal
critica hacia estos métodos de propagacién es que los priones generados no son infectivos

en ningun caso.

Una vez contamos con una semilla infecciosa in vivo adaptada a la PMSA, el siguiente

paso consistid en la optimizacion de la capacidad propagativa de la misma en el nuevo
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sistema. Debido a la variabilidad intrinseca al proceso de propagacion, una baja eficiencia de
malplegamiento no nos permitiria diferenciar entre compuestos con escasa actividad
inhibidora de los no inhibidores, por lo que un proceso de optimizacion de la propagacion fue
necesario antes de comenzar con el cribado de compuestos. Para ello se fueron modificando
las siguientes condiciones: velocidad y tiempo de agitacion, tipo de particulas esféricas,
temperatura y concentracion de proteina; seleccionandose finalmente las condiciones de
propagacion mas eficientes en cada caso. La primera condicion que se modifico fue la
velocidad y tiempo de agitacion, observandose como un aumento en la velocidad o en el
tiempo de agitacion se traduce en un incremento en la eficiencia de propagacion. Esta mejora
podria deberse a la mayor energia que las muestras reciben segun se aumenta la velocidad
y tiempo de agitacién. Durante el proceso de malplegamiento se producen una serie de
cambios en la estructura secundaria de la proteina que implican un salto de barrera energética
entre ambas estructuras (333). Por tanto, al aumentar la energia que aportamos a nuestra
proteina, el cambio hacia una estructura malplegada se ve favorecido. Sin embargo, esta
relacion no parece ser directamente proporcional en todos los casos, ya que a velocidades
muy altas la eficiencia de propagacion empieza a decrecer. Por ejemplo, en PMSA se ha
comprobado que a una velocidad de 1000 rpm la eficiencia de propagacion es superior que a
1200 rpm. Este fendbmeno podria deberse a una mayor dificultad de la PrP recombinante para
interaccionar con la PrP malplegada presente en la muestra, ya que un exceso de agitacién
podria entorpecer esta interaccion, reduciendo ligeramente la eficiencia de propagacion bajo

esas condiciones.

La siguiente condicion evaluada fue el tipo y tamafio de particulas esféricas utilizadas.
Estas se utilizan en PMCA con el objetivo de aumentar la reproducibilidad de los resultados y
mejorar la eficiencia de propagacion (334-336). Sin embargo, a pesar de que se han
demostrado estos efectos sobre la propagacion de forma empirica, todavia se desconoce
como la presencia de particulas esféricas en la PMCA puede aumentar la reproducibilidad y
eficiencia de propagacion. Se ha propuesto que las particulas podrian aumentar el
fraccionamiento de las fibras amiloides, creandose mas nucleos de propagacién y
aumentando la eficiencia del proceso (334). Sin embargo, esto no explicaria las diferencias
qgue se han observado durante el proceso de optimizacion al utilizar diferentes tipos y tamafios
de particulas esféricas. En el caso de la PMSA, se determiné que las particulas esféricas mas
eficientes a la hora de promover la propagacion de la semilla fueron las de vidrio con un
diametro de 0,2-0,3 mm. Estas fueron las particulas testadas mas pequenas, por lo que se
podria relacionar el aumento en la superficie con el aumento en la eficiencia. Al estar
compuestas estas particulas por vidrio, su superficie esta recubierta de cargas negativas, que
inevitablemente interaccionan con la PrP recombinante y con la semilla. Varios autores

apuntan a una relacion directa entre los polianiones y la eficiencia de propagacion (337),
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actuando estos como un andamiaje molecular que favoreceria el malplegamiento de la PrP.
Este fendmeno de interaccion y cambio de estructura ha sido demostrado utilizando como
polianiéon el ARN (338), un cofactor que se utiliza en PMCA y que, en conjuncion con sales,
detergentes, lipidos y PrP recombinante de ratdn genera un prion bona fide con caracteristicas
muy similares a las descritas en los priones procedentes de encéfalo. De una forma parecida
actuaria el dextrano sulfatado que hemos utilizado como cofactor, un polianiéon de gran
tamafno que actuaria como andamio, favoreciendo el cambio de estructura de la PrP

recombinante presente en el sustrato y aumentando la eficiencia de propagacion.

La temperatura fue la siguiente condicién en la que nos centramos con el objetivo de
mejorar el proceso de propagacion. En este caso, un aumento de temperatura también se
podria relacionar con un aumento en la energia suministrada a las muestras y, por tanto, una
disminucion en la barrera de energia necesaria para malplegar la proteina. Sin embargo, no
se observaron diferencias importantes en el rango de temperaturas testadas (37-42 °C), por
lo que se determind que la temperatura no influye de forma critica en la PMSA, a diferencia
de la PMCA, donde mantener una temperatura adecuada y de forma constante es muy

importante para mantener los niveles de propagacion estables (339).

Por ultimo, testamos diferentes concentraciones de proteina con el objetivo de utilizar la
menor cantidad posible, manteniendo los niveles de propagacién en condiciones éptimas. Tan
solo las concentraciones mas altas, 2 y 4 uM, fueron capaces de mantener la eficiencia de
propagacion a niveles optimos. Sin embargo, el sustrato preparado con 4 uyM de PrP
recombinante fue ligeramente mejor aun sin mostrar diferencias significativas. Esta
concentracion de proteina es comun a otros métodos de propagacion in vitro, como la PMCA
(340) o el RT-QuIC (302).

Una vez mejorada la eficiencia de propagacion de la PMSA, lo que permitia disponer de
una ventana adecuada para evaluar el efecto de los compuestos con posible actividad
antipridnica, se trabajoé sobre el sistema de deteccion, otra de las limitaciones importantes
para su utilizacion como sistema de cribado masivo de compuestos. Debido a que la deteccién
de PrP™* en PMCA se realizaba habitualmente mediante la técnica de Western Blot, la
evaluacion del efecto sobre la propagacion de miles de compuestos seria inviable dado el
coste y tiempo necesarios para la visualizacion de los resultados del cribado. Por ello, se
decidi6 utilizar la espectrometria valiéndonos de la ThT, un fluoréforo capaz de unirse de
forma especifica a las fibras amiloides y cuya interaccion con las mismas se traduce en un
aumento en la intensidad de luz emitida (303). La adaptacion a este sistema de deteccion fue
posible gracias a la composicién del sustrato utilizado, ya que la turbidez de los sustratos

basados en homogenado de encéfalo que se usan habitualmente en PMCA dificulta la
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medicion de la luz emitida y la presencia de todo tipo de componentes celulares podria alterar
la interaccion entre la ThT y las fibras amiloides. Varias técnicas de propagacion utilizan la
ThT como método de deteccién de fibras amiloides, entre ellas el RT-QuIC (302). Sin
embargo, a diferencia de nuestro sistema, durante el ensayo RT-QuIC la ThT se encuentra
presente durante todo el proceso de propagacién. Experimentos realizados con insulina han
demostrado que la ThT puede afectar al proceso de fibrilizacion (321), aunque no existen
datos sobre si esta interaccion puede afectar a la propagacion de los priones. En cualquier
caso, se decidio no utilizar la ThT como parte del sustrato para evitar interacciones indeseadas
entre esta y las fibras amiloides que podrian alterar la infectividad de la cepa obtenida y

también posibles interferencias con los compuestos que se pretendian testar.

Debido a la variabilidad propia al sistema de medicidon, se establecié una norma para
diferenciar los controles no inoculados de las diluciones seriadas. Para ello se realizaron
varias comparaciones de resultados de Western Blot y de medicion con ThT. En un principio
se determind como muestras positivas las que tuvieran una ARFU superior a la desviacion
estandar de la media de RFU de los ocho controles no inoculadas multiplicada por tres. Sin
embargo, al comparar los resultados por Western Blot descubrimos que muchas de las
muestras negativas utilizando esta regla resultaban positivas en Western Blot, indicando una
menor sensibilidad de la medicién por ThT. Por esto, finalmente se determiné que todas las
muestras con una ARFU mayor que el 10 % de la media de RFU de los controles no
inoculados eran positivas, obteniéndose asi una sensibilidad de deteccién muy cercana a la

obtenida por digestion con PK y posterior deteccién de PrP™* por Western Blot.

Cabe mencionar un fendmeno que hemos observado consistentemente a lo largo del
proceso de cribado, la aparicion espontanea de PrP™s en los controles no inoculados. Ya se
habia descrito la aparicion de priones espontaneos asociados a diferentes EET en PMCA
utilizando sustratos conformados por PrP recombinante (324, 341, 342). En concreto,
utilizando sustrato basado en la PrP recombinante de topillo rojo 1091 y dextrano sulfatado
como cofactor también se ha descrito la aparicién de PrP™* de forma espontanea, aunque en
ningun caso en tan solo 24 horas de propagacion (319). De hecho, en el experimento realizado
por Fernandez-Borges y colaboradores solo se consiguioé el malplegamiento espontaneo de
la PrP recombinante de topillo rojo 1091 en presencia de dextrano sulfatado tras 28 rondas
seriadas de PMCA de 24 horas de duracién. Esta diferencia podria explicarse como una
mayor eficiencia en la generacién de nucleos iniciales de propagacién de forma espontanea
en la PMSA. En este caso, la sonicacién se ha intercambiado por la agitacién, por lo que,
aunque la semilla que estamos propagando no vea afectada su estructura ni caracteristicas
definitorias al cambiar de sistema de propagacion in vitro, si podria explicarse la existencia de

cambios en la velocidad de aparicion de los nucleos espontaneos iniciales.
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Tras la adaptacion de la PMSA a un sistema de cribado de compuestos con posible
actividad anti-pridnica, se procedid a la seleccion de una biblioteca adecuada para ser
utilizada como prueba de concepto. Se decidio utilizar la biblioteca Maybridge Ro3, formada
por 2500 compuestos de pequefio tamafo con alta diversidad estructural, lo que permitio el
cribado de un gran numero de farmacoforos diferentes. Con el objetivo de asegurar la
interaccion con la PrP de todos los compuestos con cierta afinidad por la proteina, se aumenté
lo mas posible el ratio molecular PrP:compuesto, de forma que incluso los compuestos con
menor afinidad pudieran unirse a la PrP y ejercer su funcion inhibidora de la propagacion. Tan
solo tres compuestos de la biblioteca, el 0,12 %, se consideraron inhibidores de la propagacion
tras el cribado de la biblioteca. Este porcentaje puede parecer bajo, sin embargo no es extraia
la identificacion de un reducido niumero de compuestos efectivos tras la realizacién de un
cribado masivo de compuestos, independientemente de la técnica biofisica o del método de
propagacion utilizado (331, 343). Ademas, la alta variedad de farmacodforos presentes en la
biblioteca no permite la repeticion de estos en varios de las moléculas testadas, lo que reduce

la posibilidad de identificar varios compuestos con farmocoforos idénticos o similares.

Una vez identificados los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 mediante el sistema
de cribado masivo por PMSA, estos se testaron en PMCA para confirmar su capacidad
inhibidora de la propagacién. En este caso, en lugar de utilizar un sustrato basado en PrP
recombinante complementada con sales, detergentes y dextrano sulfatado se utilizé6 PrP
recombinante complementada con homogeneizado de encéfalo de pollo (Gallus gallus
domesticus). Diferentes experimentos previos realizados en nuestro laboratorio habian
demostrado la eficiencia de este tipo de sustrato a la hora de promover la propagacion de la
semilla. Las PrP recombinantes utilizadas fueron la humana con el polimorfismo 129M, la de
oveja ARQ y la de topillo rojo con el polimorfismo 109l. Ademas del cambio de sustrato
mencionado, también se aument6 la concentracion de compuesto en el ensayo debido a la

mayor complejidad en composicién del sustrato utilizado.

Los resultados demuestran que el compuesto L2.JM56 es el mas eficiente a la hora de
inhibir la propagacion, ya que es capaz de reducirlo al menos 1x108 veces respecto al control
de vehiculo DMSO en todos los sustratos recombinantes testados por PMCA. Este resultados
es similar al obtenido con TMPyP-Felll, un inhibidor clasico de la propagacién pridnica (288).
Por el contrario, los otros dos inhibidores detectados en el cribado han mostrado niveles de
inhibicion dispares en las diferentes especies testadas, sin llegar en ningun caso al nivel del
compuesto L2.JM56. El compuesto L2.JM33 muestra unos niveles de inhibicién muy bajos en
los sustratos de topillo rojo y de oveja, mientras que en el caso de la PrP recombinante

humana se ha demostrado una reduccion de 1000 veces en los niveles de propagacion. Esta
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diferencia en los resultados obtenidos podria deberse a una mayor afinidad del compuesto
por la PrP recombinante humana, dato muy positivo de cara a un futuro uso de este
farmacéforo como parte de un tratamiento para las EET humanas. En cuanto al compuesto
L2.JM85, los resultados demuestran que unicamente es capaz de reducir los niveles de
propagacion en el sustrato compuesto por PrP recombinante de oveja ARQ, pudiéndose
observar una reduccion en los niveles de propagacion de 1000 veces. Por el contrario, en los
otros dos sustratos testados no se pudo observar inhibicion. En este caso la disparidad en los
resultados se podria explicar de nuevo por una mayor afinidad de este compuesto por la PrP

de oveja, comparada con la de las otras especies testadas.

Un dato sorprendente de los resultados obtenidos tras testar los tres compuestos por
PMCA utilizando PrP recombinante fue la escasa o ausente inhibicion de los compuestos
L2.JM33 y L2.JM85 en el sustrato conformado por PrP recombinante de topillo rojo 109l.
Debido a que fuimos capaces de determinar la inhibicion de estos compuestos por PMSA
utilizando un sustrato conformado por esta proteina, se esperaria que estos compuestos
también redujeran los niveles de propagacion de forma semejante en PMCA. Sin embargo,
ambos sustratos presentan una composicién totalmente diferente, ya que en el caso del
sustrato complementado con homogeneizado de encéfalo de pollo la cantidad de acidos
nucleicos, lipidos y proteinas es totalmente diferente a la del sustrato utilizado para el cribado,
donde el dextrano sulfatado es el unico cofactor presente. Este hecho podria reducir en gran
medida la accion inhibidora de los compuestos, que solo han sido capaces de demostrar su
capacidad de inhibicion cuando son testados en presencia de otras PrP recombinantes por
las que muestran mayor afinidad. Ademas, la presencia de la PrP¢ de pollo podria perjudicar
el proceso de inhibicion al unirse a las moléculas de compuesto, impidiendo asi su unién a la
PrP recombinante. Por este motivo se testaron los compuestos en un sustrato conformado
por PrP recombinante de estas mismas especies complementado con homogeneizado de
encéfalo de ratén PRNP . No obstante, los resultados fueron los mismos, observandose
escasa o nula inhibicion en los niveles propagacion, lo que descarta la influencia de la PrP¢

de pollo en el resultado.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en PMCA utilizando sustratos basados en
PrP recombinante se decidié testar los compuestos presencia de PrP® de mamifero, lo que
aporta un mayor valor al ensayo, ya que esta PrP presenta todas las modificaciones post-
traduccionales que se encuentran ausentes en un sustrato basado en PrP recombinante y
pueden propagar priones obtenidos de encéfalos de animales, en lugar de priones sintéticos
generados in vitro. Para ello, utilizamos un homogenado de encéfalo de dos tipos diferentes
de modelos murinos transgénicos como sustrato. Los modelos murinos utilizados fueron el

modelo Tg338, que sobre-expresa (8x respecto al nivel de expresién de PrP endégena de un
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raton) la PrPC de oveja con el polimorfismo VRQ y el modelo TgVole, que sobre-expresa (2x
respecto al nivel de expresion de PrP enddgena de un raton) la PrP€ de topillo rojo con el
polimorfismo 109l. En ambos casos, y al igual que en las PMCA realizadas con PrP
recombinante, el compuesto L2.JM56 fue el mas eficiente, reduciendo los niveles de
propagacion a niveles casi indetectables por Western Blot. Con estos resultados podemos
afirmar que este compuesto es el inhibidor de la propagacion de priones mas eficiente de
todos los detectados en el cribado masivo de la biblioteca Ro3, al ser altamente efectivo en
todas las especies testadas por PMCA. Por otro lado, el compuesto L2.JM33 no mostro
inhibicion en el modelo Tg338, dato que concuerda con la escasa inhibicion mostrada en la
PMCA realizada en presencia de PrP recombinante de oveja. Sin embargo, si mostré cierto
nivel de inhibicion en el modelo TgVole, reduciendo los niveles de propagacién 100 veces,
confirmando a este compuesto como inhibidor de la propagacién. Por ultimo, el compuesto
L2.JM85 mostré unos niveles de inhibicidn similares en el modelo Tg338 a los observados en
la PMCA con PrP recombinante de oveja, confirmando la mayor afinidad de este compuesto
por la PrP¢ de oveja, al igual que habia ocurrido con la PrP recombinante. De nuevo, la
inhibicion de este compuesto en el modelo TgVole es muy escasa, como habia ocurrido con

la PMCA basada en sustrato recombinante de topillo rojo.

Teniendo en cuenta los datos de propagacién obtenidos mediante PMCA en presencia de
los compuestos detectados durante el cribado masivo de la biblioteca Ro3, se puede confirmar
que estos son inhibidores de la propagacion de los priones tanto en modelos basados en PrP
recombinante como en modelos basados en PrP® procedente de encéfalo. Por tanto,
podemos concluir que la PMSA es un método de cribado masivo de compuestos efectivo, ya
que es capaz de detectar compuestos con verdadera actividad inhibidora de la propagacién
prionica demostrada en otros modelos de propagacion in vitro. Tal es asi, que tanto los
inhibidores mas débiles como los mas potentes, a juzgar por los resultados de PMCA, han
podido ser identificados por el sistema desarrollado en esta tesis doctoral, indicando gran

especificidad y sensibilidad.

Con el objetivo de completar los resultados obtenidos en los métodos de propagacioén in
vitro utilizados, decidimos testar los compuestos L2.JM33, L2.JM56 y L2.JM85 en el modelo
celular de neuroblastoma de ratén N2a inoculado con la cepa murina RML, también conocido
como ScN2a (344). Al respetarse el anclaje a GPI y la interaccién entre células los modelos
celulares se consideran mas cercanos a una infeccion in vivo que los modelos in vitro. En
primer lugar se midiod la toxicidad de los compuestos a testar y del control TMPyP-Felll
mediante el ensayo MTT, no detectandose niveles de toxicidad significativos a
concentraciones medias y bajas. Ademas, los resultados de toxicidad del TMPyP-Felll son

similares a los registrados en otros experimentos utilizando el mismo modelo celular inoculado
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con la cepa murina 22L (288). Los niveles de supervivencia registrados en las muestras con
vehiculo se mantienen estables en todas las concentraciones testadas, rondando un 100% de
supervivencia en todos los casos. Este resultado indica que los cambios que observemos en
los niveles de PrP™ de las muestras son reales y no debidos a la variabilidad en la
supervivencia de las células. Seguidamente, las células inoculadas se incubaron en presencia
de los tres compuestos detectados en el cribado y el TMPyP-Felll a las mismas
concentraciones utilizadas en el ensayo de supervivencia. Los compuestos L2.JM33 vy
L2.JM56 no mostraron ninguna reduccion en los niveles de propagacion de la semilla RML en
este modelo celular. Solo el compuesto L2.JM56 mostro cierta inhibicion de la propagacion a
100 uM, pero los resultados de toxicidad indican que esta reduccién podria estar relacionada
con la muerte celular causada por la toxicidad del compuesto. Este resultado es
especialmente llamativo, ya que este compuesto fue el que mostré mayor capacidad
inhibidora en PMCA. Esta diferencia podria deberse a las diferencias existentes entre ambos
modelos, donde las interacciones entre las células y la presencia de anclaje a GPI podrian
modificar el proceso de propagacién. Sin embargo, el resultado mas sorprendente e
inesperado corresponde a los niveles de PrP™® registrados en los cultivos celulares incubados
en presencia del compuesto L2.JM85, ya que a diferencia de los resultados observados en
PMCA, logré reducir la propagacion de forma altamente significativa a concentraciones incluso
menores que el control TPMyP-Felll. De hecho, la IC50 del compuesto L2.JM85 registrada en
este modelo fue de 1,6 uM, muy por debajo de los niveles toxicos, mientras que la del TMPyP-
Felll fue de 4,2 uyM. Este resultado podria indicar un mecanismo de accion del compuesto
diferente a la inhibicién de la propagacion por unién directa a la PrP. Un posible mecanismo
alternativo podria ser la alteracion de la localizacidon celular de la PrP, impidiendo su
malplegamiento. Un fendmeno similar se ha registrado con el inhibidor clorpromazina, donde
no se pudo observar inhibicion mediante modelos de propagacion in vitro, pero si una
disminucion drastica de la propagacion en el modelo celular N2a inoculado con RML y 221
(282).

Por tanto, a lo largo de esta tesis doctoral, se ha desarrollado y optimizado un novedoso
sistema de propagacion de priones infecciosos in vitro aplicable al testado masivo de
compuestos anti-priodnicos, tal y como demuestra el cribado realizado con una libreria de 2500
compuestos. Aunque ofrece claras ventajas respecto a otros sistemas de cribado in vitro,
cuenta con ciertas limitaciones tal y como queda reflejado por la disparidad de los resultados
obtenidos utilizando un sistema in cellula. No obstante, dichas limitaciones se observan en
cualquier sistema de cribado masivo in vitro y evidencian la necesidad de métodos
complementarios para validar la efectividad de los compuestos detectados. En este sentido,
cabe destacar que se seguira trabajando tanto en la mejora del sistema de cribado, como en

los compuestos detectados en el primer cribado con la intencidn de descifrar sus mecanismos
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de actuacién y testar su eficacia en modelos animales. Si a diferencia de muchos otros
compuestos que mostraron capacidad de inhibicion de la propagacion in vitro pero fueron
ineficaces en animales, éstos mostraran cierto efecto sobre el desarrollo de la enfermedad
pridnica, estariamos frente a una de las primeras opciones terapéuticas reales para hacer
frente a estas devastadoras enfermedades. Y en caso de que no demuestren efectividad in
vivo, se habra establecido una metodologia valida para seguir la busqueda de opciones

terapéuticas mediante el cribado de librerias de compuestos distintas y de mayor tamano.
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CONCLUSIONES

1. Se ha ideado un nuevo sistema de propagacion in vitro de priones infecciosos basado
en la PMCA aplicable al cribado masivo de compuestos.

2. Se ha obtenido un prion recombinante altamente infeccioso con capacidad de propagar
en el nuevo sistema manteniendo sus propiedades bioquimicas y biologicas.

3. Se ha optimizado la eficiencia de propagacion de este prion para su uso en el cribado
masivo de compuestos.

4. Se ha adaptado un método de deteccion de priones que permite la visualizacién de los
niveles de propagacion de forma automatizable.

5. Se ha testado una biblioteca de 2500 compuestos con alta diversidad quimica que ha
permitido ademas demostrar la utilidad del sistema desarrollado.

6. Se han detectado 3 compuestos inhibidores de la propagacion de priones infecciosos
in vitro.

7. Se ha confirmado la actividad anti-pridnica de los 3 compuestos utilizando sistemas
alternativos de propagacién in vitro. Los compuestos L2.JM33 y L2.JM85 mostraron
especificidad en la inhibicion, mientras que el compuesto L2.JM56 presentd un espectro
de accion mas amplio.

8. Se ha observado que unicamente el compuesto L2.JM85 inhibia la propagacion de
priones en un modelo celular.

9. El sistema de propagacion in vitro desarrollado ha demostrado ser una herramienta de
gran utilidad para la deteccion de compuestos anti-priénicos potencialmente convertibles
en una terapia. Ademas, se ha establecido una metodologia valida que permitira el
cribado de librerias de mayor tamafio.
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