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Las encefalopatias espongiformes transmisibles (EET) o enfermedades pridnicas son un
conjunto de patologias neurodegenerativas progresivas y fatales, causadas por un
agente etiolégico poco convencional denominado prién. Segun la hipdtesis mas
ampliamente aceptada en la actualidad, los priones estan constituidos Unicamente por
una proteina patolégica denominada PrP> (Prusiner, 1982). La PrP* es una isoforma
conformacional de una proteina fisioldgica denominada proteina prién celular o PrP".
La PrP¢ se halla codificada en el genoma del hospedador (gen Prnp) y se expresa en
practicamente todos los tejidos del organismo, aunque las mayores concentraciones
de la misma se encuentran a nivel del sistema nervioso. Esta proteina se encuentra
anclada a la membrana celular mediante una molécula de GPl y posee diversas
funciones fisioldgicas, incluyendo la defensa contra los radicales libres de oxigeno
(funcién antioxidante), transduccion de seiales, y regulacién de la apoptosis (funcidn
anti-apoptética). Ademas, se trata de una glicoproteina que contiene en su secuencia
dos residuos de asparagina susceptibles a la N-glicosilacion, lo que da lugar a tres
glicoformas posibles de la PrP: no glicosilada, mono-glicosilada y di-glicosilada.

Por su parte, la PrP* es idéntica a la PrP en su secuencia o estructura primaria, pero
difiere de la misma en el plegamiento (estructuras secundaria y terciaria). Este le
confiere una serie de propiedades bioquimicas que la distinguen de la PrPS, incluyendo
insolubilidad en detergentes, resistencia al calor y las radiaciones ionizantes vy
resistencia parcial a la digestion con proteinasa K. El hecho crucial es que la PrP* tiene
la capacidad de transmitir su conformacién aberrante a la PrPS, la cual adquiere el
plegamiento patoldgico y puede a su vez “contagiar” a nuevas moléculas de PrP¢ de
forma autocatalitica. Este modelo de propagaciéon, que en su momento fue
considerado “herético” al ir en contra de los principios basicos conocidos de la biologia
molecular, provee de una explicacion molecular para la transmisién y la patogenia de
las EET.

Existen distintos tipos de EET que afectan a diversas especies animales, entre ellas, el
ser humano. Las enfermedades pridnicas pueden tener tres origenes distintos:
adquirido, genético o esporadico. Las de tipo adquirido o infeccioso aparecen tras la
entrada en el organismo de priones de origen exdgeno, las de tipo genético o
hereditario se deben a mutaciones en el gen que codifica la PrP, que la vuelven
propensa al cambio conformacional espontaneo, y las de tipo esporadico tiene un
origen espontaneo de causa idiopatica. La mayor parte de las enfermedades pridnicas
en los animales son de tipo adquirido, aunque se conocen algunos ejemplos de EET
espontaneas en rumiantes. Por el contrario, en la especie humana existen ejemplos de
los tres tipos. La variabilidad en los fenotipos de las EET en seres humanos en muy
amplia y existen extensas clasificaciones basadas en los hallazgos clinicos vy
neuropatoldgicos de la enfermedad, las caracteristicas bioquimicas de la PrP*
responsable y, en el caso de las EET genéticas, la mutacién causal.



La mas estudiada de las enfermedades pridnicas animales es el scrapie o tembladera,
que afecta de forma natural a los pequefios rumiantes (ovejas y cabras), aunque se ha
conseguido transmitir de forma experimental a multitud de especies (bovinos, ratones,
ratas, hamsteres, etc.). El scrapie constituye el prototipo de las EET de tipo adquirido y
el estudio concienzudo de su patogenia ha permitido ahondar en la comprension de
numerosas facetas de la biologia de los priones, incluyendo el fendmeno de cepas y la
barrera de transmision.

Por su parte, la encefalopatia espongiforme bovina (BSE) es posiblemente la mas
conocida de las EET animales, ya que tuvo una enorme repercusion social, politica,
econdmica y sanitaria después de que se demostrara su asociacién con la variante de
la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob en humanos (Hill et al., 1997). No obstante, son
las formas esporddicas de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (sCJD) las que suponen
el 85% de los casos diagnosticados en la especie humana.

A pesar de estar causadas por un agente que carece completamente de acidos
nucleicos, se ha evidenciado la existencia de distintas variantes del agente responsable
de las enfermedades pridnicas, a las que se denomina comuUnmente “cepas”. De
nuevo, la EET donde se ha estudiado mds profundamente este fenédmeno ha sido el
scrapie. La primera evidencia de la existencia de cepas en el scrapie ovino procede de
estudios de transmision experimental de la enfermedad a cabras, en las que se
observaron dos sindromes clinicos perfectamente diferenciables que se mantenian en
pases seriados (Pattison & Millson, 1961). Con la transmisién posterior del scrapie a
modelos murinos de facil manejo, se disparé el numero de supuestas cepas de scrapie
identificadas, y se comenzd a ver esta enfermedad como un cajon de sastre en el que
se incluia un numero desconocido de variantes del agente (Bruce, M. E., 1993). Sin
embargo, estas transmisiones entre especies hicieron emerger un nuevo problema: la
existencia de un fendmeno inicialmente llamado “barrera de especie”, que reducia la
eficiencia de transmisidon interespecifica al prolongar, en ocasiones muy
sustancialmente, los periodos de incubacién y disminuir las tasas de ataque en los
bioensayos (Priola, 1999). Posteriormente, el concepto de barrera de especie se
amplié al descubrirse que otros factores, como la cepa, el tipo de tejido o los
cofactores presentes, jugaban un papel muy importante en la eficiencia de
transmisidn, y se paso a hablar de “barrera de transmisién” (Collinge, 1999).

Las investigaciones posteriores, utilizando las cepas pridnicas derivadas de la
encefalopatia transmisible del vison (TME) (Bessen & Marsh, 1994) y cepas pridnicas
de origen humano (Telling, Parchi et al., 1996), demostraron que las diferencias entre
cepas estaban codificadas a nivel de la estructura de la PrP*, que podia adquirir
distintos plegamientos patoldgicos. Estos estudios sentaron las bases para el desarrollo
del concepto de la seleccion conformacional. Segin ese modelo, los aislados pridnicos
no contienen casi nunca cepas puras, si no que son una mezcla o “nube” de



confdrmeros, “subcepas” o “cuasi-especies”, de los cuales uno predomina y determina
el fenotipo de la enfermedad. Una determinada secuencia aminoacidica se asocia con
un rango limitado de conformaciones posibles de la PrP. El grado de solapamiento
entre las conformaciones contenidas en el inéculo y las conformaciones permitidas o
preferidas por el hospedador determina la fuerza de la barrera de transmisién. Asi, el
modelo de seleccién conformacional interpreta las cepas y las barreras de transmision
como dos manifestaciones del mismo fendmeno (Collinge & Clarke, 2007).

La existencia de diferentes cepas pridnicas en el scrapie natural dificulta las labores de
control y erradicacion de la enfermedad. La naturaleza intrinsecamente adaptable de
los priones supone un riesgo de que en el futuro puedan aparecer nuevas variantes
con capacidad de transmisidn a otras especies, incluido el ser humano, como se piensa
que ocurrid, de hecho, con la BSE. En efecto, algunas aislados naturales de scrapie ya
han demostrado su potencial zoondtico en ratones transgénicos que expresan la Prp¢
humana (Cassard et al., 2014).

Por estas razones, resulta crucial controlar las cepas de scrapie natural presentes de
forma natural en la cabafia ovina europea. En el primer estudio de esta tesis se hace
un analisis exhaustivo de varios aislados de scrapie natural de la zona fronteriza
transpirenaica mediante bioensayo en dos lineas transgénicas ovinas. El objetivo es
conocer la variedad de cepas presentes en nuestros rebafios, asi como mejorar nuestra
comprension de los fendmenos de selecciéon y mutacion de cepas que tienen lugar en
transmisiones a modelos experimentales.

Como ya se ha dicho, existen otros factores que afectan a las barreras de transmision
ademas de la especie y el genotipo del hospedador. Algunos autores sugieren que el
grado de glicosilacion de la proteina prion es uno de estos factores, ya que se ha visto
gue la eliminacién de los glicanos anclados a los residuos de asparagina de la Prp¢
mediante transgénesis es capaz de modificar tanto la eficiencia de propagacién in vitro
(Nishina et al., 2006) como la capacidad de transmisién in vivo (Wiseman et al., 2015)
de los priones. El segundo estudio de esta tesis examina el efecto de la glicosilacion de
la PrP® humana sobre la propagacién y la transmisién de las cepas pridnicas
responsables de algunas EET genéticas humanas histdricamente asociadas con una
transmisibilidad pobre o nula. Asi, se busca obtener una comprensiéon mas profunda
sobre la relacion que existe entre la glicosilacidn de la Prp° y la “atipicidad”.

Las enfermedades pridnicas se caracterizan por un proceso neurodegenerativo
progresivo en el que predomina la muerte neuronal, generalmente por apoptosis. Sin
embargo, los desencadenantes de este fendmeno de muerte celular programada no se
han aclarado por completo. Entre los posibles mecanismos implicados en la patogenia
de la muerte neuronal, se encuentra una familia de proteinas estructural vy
funcionalmente relacionadas, denominadas neurotrofinas, que actuan como factores
de crecimiento especificamente en el sistema nervioso. Son sintetizadas por neuronas



y otros tipos celulares y actian a través de dos tipos de receptores de membrana: tres
NTR Este

ultimo resulta de gran interés ya que, dependiendo de diversos factores, como su

tipos de receptores de tipo tirosina kinasa (TrkA, TrkB y TrkC) y el receptor p75

activacion por las formas maduras o pre-procesadas de las neurotrofinas o la
interaccidon con correceptores de membrana como la sortilina, puede desencadenar
respuestas bioldgicas opuestas, de forma que en ocasiones media la supervivencia
celular, y en otras la muerte por apoptosis.

Algunos estudios han vinculado las neurotrofinas, y en concreto el receptor p75NTR,

con la patogenia de las EET. Por ejemplo, se ha visto que la molécula PrP106-126, un
péptido homodlogo a la regidon neurotdxica de la PrP humana, es capaz unirse al

NTR y desencadenar fendmenos de apoptosis en un modelo celular (Bai et

receptor p75
al., 2008). Ademas, estudios en modelos murinos transgénicos han encontrado una
asociacion entre la alteraciéon en los niveles de este receptor y las lesiones
neuropatoldgicas de BSE (Marco-Salazar et al., 2014). Por este motivo, el tercer

estudio de esta tesis analiza la distribucién y expresion del receptor p75™™"

y otros
factores neurotroficos en el encéfalo de ovinos naturalmente infectados y de ratones
transgénicos experimentalmente inoculados con scrapie, asi como su correlacidon con

otros biomarcadores de enfermedad pridnica.

El diagnédstico de las enfermedades pridnicas esta dificultado por el hecho de que el
Unico biomarcador patognomodnico es la presencia de PrP> en el tejido nervioso.
Ademas, los signos clinicos no aparecen hasta que el dafio nervioso estd muy
avanzando, impidiendo cualquier aproximacion terapéutica incluso en el caso de que
existiera un tratamiento efectivo. Por este motivo, el descubrimiento de
biomarcadores alternativos de estas enfermedades, que idealmente puedan
identificarse en tejidos y fluidos facilmente accesibles, como la sangre o el liquido
cefalorraquideo (LCR), y que sean efectivos para la deteccién de casos preclinicos,
supondria un importante avance. Algunos de estos biomarcadores ya se utilizan de
forma rutinaria en el diagndstico de las EET humanas. Los mas importantes son la
proteina 14-3-3 y la proteina tau total, cuya presencia en LCR indica dafo neuronal.
Por otra parte, la cantidad total de PrP en LCR se utiliza para complementar el
diagndstico, ya que se encuentra disminuida en pacientes de EET. La deteccion directa
del agente causal en LCR mediante técnicas ultrasensibles, como la RT-QuIC, constituye
otra de las herramientas diagndsticas disponibles y presenta una sensibilidad mas alta
que el resto de biomarcadores “subrogados”.

La identificacion de individuos preclinicos entre los seres humanos es extremadamente
complicada debido a que la mayor parte de los casos corresponden a formas
espordadicas de enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (sCJD), que no manifiestan ninguna
alteracion hasta la instauracién de los signos clinicos. Las mutaciones causales de EET
familiares poseen una alta penetrancia, por lo que los individuos portadores se



consideran preclinicos a efectos de los estudios; sin embargo, la cantidad de estos
casos resulta insuficiente. Por estos motivos, se hace preciso el uso de modelos
alternativos de enfermedad pridnica en los que sea posible identificar individuos
preclinicos.

En el caso del scrapie clasico, la identificacion de individuos infectados en fase
preclinica resulta relativamente sencilla debido a las especiales caracteristicas de la
patogenia de esta patologia. En los casos de infeccidn natural, la PrP>* se acumula en el
tejido linfoide asociado al tracto gastrointestinal (GALT) antes de que se produzca la
neuroinvasion, al menos en la mayoria de los genotipos sensibles del gen Prnp. Asi, es
posible detectar animales preclinicos mediante la identificacion de la proteina pridén en
muestras de mucosa rectal obtenidas mediante biopsia (Gonzalez et al., 2005). En el
cuarto estudio de esta tesis, se utilizan muestras de LCR extraido de ovinos infectados
por scrapie en estadios preclinico y terminal, asi como de ovinos sanos, para testar,
por una parte, la efectividad de los biomarcadores utilizados en el diagndstico de EET
humanas en fluidos ovinos, y por otra, para comprobar su sensibilidad de deteccién de
casos preclinicos.



El objetivo global de esta tesis doctoral titulada “Fendmeno de cepas y determinantes
moleculares de la barrera de transmision y la neurodegeneracion en las
enfermedades pridnicas” es ahondar en el conocimiento de varias facetas de la
biologia de los priones y la patogenia de las EET. En la primera parte del trabajo, se
exploran el fendmeno de cepas y la barrera de transmision, dos fendmenos
caracteristicos de los priones que a dia de hoy se consideran indisolublemente
asociados. El objetivo no es solo arrojar luz sobre la variabilidad de cepas pridnicas
existente, si no también comprender mejor los mecanismos que subyacen a la
propagacion y transmisidn selectiva de los priones. La segunda parte del trabajo se
adentra en el campo de la patogenia de las EET al estudiar la implicacién de las
neurotrofinas en los procesos neurodegenerativos. Comprender estos mecanismos es
fundamental para encontrar una aproximacion terapéutica a estos trastornos. Por
ultimo, se explora la eficacia diagndstica de algunos biomarcadores de EET humanas en
individuos preclinicos mediante el uso de modelos animales alternativos. La mejora de
las herramientas diagndsticas es clave para optimizar el prondstico de los pacientes
humanos, asi como para identificar animales infectados potencialmente peligrosos
para la salud publica.

Esta tesis estd, por tanto, organizada en cuatro estudios cuyos objetivos se detallan a
continuacion.

Estudio n? 1: “Mixtures of prion substrains in mice bioassay of natural scrapie cases”.

Objetivo general: Caracterizar mediante bioensayo la variabilidad de cepas presente en
aislados pridnicos de origen nervioso y linfoide, obtenidos de individuos clinicos y
preclinicos de la cabana ovina de la region fronteriza transpirenaica.

Objetivos especificos:

1. Realizacién de dos pases de diez aislados de scrapie natural en la linea
transgénica ovina Tg338. Monitorizacidn del desarrollo de signos clinicos en los
ratones hasta el estadio terminal de la enfermedad. Sacrificio y necropsia con
obtencién de muestras de encéfalo y médula espinal para estudios
histopatoldgicos y bioquimicos. Cdlculo de las tasas de ataque y los periodos de
supervivencia de cada grupo de ratones inoculados en cada uno de los pases.

2. Analisis de los patrones de bandas de Ia PrP> acumulada en los indculos
originales y en la medula espinal de los ratones ambos pases.

3. Anadlisis de los perfiles lesionales en el encéfalo de los ratones de ambos pases.
Andlisis de la distribucion de PrP> en el encéfalo de los ratones de ambos pases
mediante PET-Blot e inmunohistoquimica.

5. Clasificacién de los aislados utilizados, discusidn y analisis de las variantes
pridnicas que contienen a la luz de estos resultados, resultados de una tesis



previa con la linea transgénica ovina TgShp XI (Sheleby-Elias, 2014) y resultados
de estudios similares en la bibliografia.

Estudio n? 2: “Removal of PrP%attached glycans favors the propagation and
transmission of human strains with atypical characteristics”.

Objetivo general: Estudiar el efecto de la eliminacién de los glicanos de la PrP© humana

sobre la capacidad de propagacion in vitro y de transmisién in vivo de priones

responsables de EET genéticas humanas con caracteristicas atipicas, y la naturaleza de

la relacidn entre glicosilacién y “atipicidad”.

Objetivos especificos:

1.

Propagacion de varias cepas pridnicas humanas clasicas (sCJ/DMM1, sCIDMM2,
sFl) y atipicas (VPSPr-129V/V, VSPr-129M/V, GSS A117V-129M/V, GSS A117V-
129M/M, GSS 60PRI-129M/V) en sustrato de PrP® humana no glicosilada
(ratones TgNN6h) mediante la técnica de amplificacién ciclica del
malplegamiento de proteinas (PMCA).

Inoculacion experimental de ratones TgNN6h, que expresan una PrP humana
con dos mutaciones puntuales (N181Q y N197Q) que bloquean los sitios de
glicosilacion, con las cepas directas sCJDMM1, VPSPr-129V/V, GSS A117V-
129M/V y GSS 60PRI-129M/V vy las cepas previamente adaptadas por PMCA
GSS A117V_PMCA y GSS 60PRI_PMCA.

Inoculacion experimental de ratones Tg340, que expresan una PrP¢ humana
normalmente glicosilada, con los mismos aislados.

Monitorizacion del desarrollo de signos clinicos en los ratones hasta el estadio
terminal de la enfermedad. Sacrificio y necropsia con obtencién de muestras de
encéfalo para estudios histopatolégicos y bioquimicos. Célculo de las tasas de
ataque y los periodos de supervivencia de cada grupo de ratones inoculados.
Estudio de las eficiencias de transmisién a ambos modelos de cada uno de los
aislados directos y adaptados por PMCA en base a sus periodos de incubaciéon y
tasas de ataque.

Andlisis de la presencia de PrP** y de sus patrones de bandas en los in6culos
originales y en el encéfalo de los ratones.

Anadlisis de los perfiles lesionales en el encéfalo de los ratones.

Andlisis de la distribucién de PrP* en el encéfalo de los ratones mediante
inmunohistoquimica.



NTR

Estudio n? 3: “Distribution of neurotrophins and role of p75 receptor in

neurodegeneration in natural and experimental scrapie models”.

Objetivo general: Estudiar la expresidon y distribucion de las neurotrofinas en el
encéfalo del modelo natural (oveja) y el experimental (ratén Tg338) de la enfermedad

NTR

de scrapie, con especial atencién al receptor p75" ", y su correlacién con otras

alteraciones neuropatoldgicas caracteristicas de esta enfermedad.
Objetivos especificos:

1. Seleccidon de ovinos afectados por scrapie en estadios terminal y preclinico, asi
como de ovinos controles no infectados, para la realizacion de estudios
histopatoldgicos e inmunohistoquimicos*.

2. Inoculaciéon de ratones de la linea transgénica ovina Tg338 con aislados de
scrapie adaptados. Monitorizacidn de signos clinicos. Sacrificio y necropsia en
estadios preclinico y terminal para la obtencidon de muestras de encéfalo para
estudios histopatolégicos e inmunohistoquimicos.

3. Estudio piloto de la distribucién de tres neurotrofinas (NGF, BDNF y NT-3) y
cuatro receptores (TrkA, TrkB, TrkCy p75NTR

Tg338 infectados y controles, mediante inmunohistoquimica.
NTR

) en el encéfalo de ovinos y ratones
4. Estudio de los patrones de distribucion de p75" " en encéfalos de ovinos vy
ratones Tg338 terminales, preclinicos y controles, mediante
inmunohistoquimica y microscopia confocal. Estudio de las diferencias entre
grupos de animales mediante analisis semicuantitativo y analisis de imagen.

NTR con otras alteraciones

5. Estudio de la correlacidon del inmunomarcaje de p75
histopatoldgicas caracteristicas de las EET (espongiosis, depdsito de PrP> y
gliosis) en ovinos y ratones Tg338 terminales, preclinicos y controles

NTR

6. Estudio de la co-locacidn de p75" " y astrocitos en ovinos y ratones Tg338

mediante microscopia confocal para p75" " y GFAP.

Estudio n? 4: “Cerebrospinal fluid prion disease biomarkers in pre-clinical and clinical
naturally occurring scrapie”.

Objetivo general: Investigar la eficacia de los biomarcadores de enfermedad pridnica
humana en LCR para el diagnéstico del scrapie en estadios preclinico y clinico.

Objetivos especificos:

1. Seleccién de muestras de LCR procedentes de ovinos afectados por scrapie en
estadios terminal y preclinico, asi como controles no infectados*.

2. Analisis de la positividad de los animales seleccionados mediante el kit IDEXX
HerdCheck BSE-Scrapie Antigen Test.
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3. Andlisis de la distribucion de PrP* en el encéfalo y otros tejidos de animales
afectados clinicos y preclinicos.

4. Estudio de los biomarcadores subrogados proteina 14-3-3 y tau total en LCR
mediante ELISA.

5. Estudio de los niveles de PrP total en LCR mediante ELISA y Western blot.

6. Estudio de la “seeding activity” mediante RT-QuIC.

7. Comparacion estadistica de los grupos de animales terminal, preclinico y
control, y estudios de correlacion estadistica entre biomarcadores.

*En la medida de los posible, se seleccionaron los mismos animales para los estudios
n23yn24,
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades pridnicas son un grupo de patologias neurodegenerativas, de curso
progresivo e invariablemente fatal, que afectan a diversas especies animales, entre
ellas el ser humano. Se las conoce también por la denominacién de “encefalopatias
espongiformes transmisibles” (EET), debido a que la caracteristica neuropatoldgica
mas relevante de las mismas es la vacuolizacion del tejido nervioso (cambio
espongiforme), y a que la mayoria de estos trastornos pueden transmitirse de unos
individuos a otros, incluso de especies diferentes, por diversas vias de forma
experimental y, en ocasiones, naturalmente.

Las enfermedades pridnicas tienen la particularidad de poseer un triple origen:
adquirido, genético o espontaneo. Casi todas las EET en los animales son de naturaleza
infecciosa, es decir, de origen adquirido, aunque existen formas del scrapie y la BSE de
tipo esporadico. Por el contrario, entre las EET humanas existen ejemplos de los tres
tipos.

Tabla 1. Enfermedades pridnicas en los animales y el ser humano

Nombre completo Abreviatura | Hospedador (natural) Etiologia
Scrapie - Ovinos, caprinos Adquirida (infecciosa)
Encefalopatia espongiforme bovina BSE, EEB Bovinos Adquirida (infecciosa)
Enfermedad caquectizante crénica CWD, ECC Cérvidos Adquirida (infecciosa)
Encefalopatia transmisible del vison TME, ETV Visones Adquirida (infecciosa)
Enfermedad pridnica de los camellos CPD Dromedarios Adquirida (infecciosa)
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporadica sCJD, ECle Humanos Espontdnea
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob genética o familiar fCID, ECJf Humanos Genética
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob iatrogénica iCJD, EClJi Humanos Adquirida (iatrogénica)
Variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob vCJD, VvECJ Humanos Adquirida (infecciosa)
Kuru - Humanos Adquirida (infecciosa)
Insomnio familiar fatal FFI, IFF Humanos Genética
Insomnio fatal esporadico sFl, IFE Humanos Espontanea
Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker GSS Humanos Genética
Prionopatia de sensibilidad variable a las proteasas VPSPr Humanos Espontanea

1.1 Breve revision de las EET en los animales

La enfermedad pridnica que ha sido objeto del mayor niumero de estudios, y que
constituye el prototipo de las EET en animales, es el scrapie. También es conocido
como “tembladera” o “prurigo lumbar”, y en otros idiomas ha recibido multitud de
nombres, todos ellos referentes a su sintomatologia clinica caracterizada por el prurito
y las alteraciones de la movilidad (Liberski, 2012). Se trata de una enfermedad de
naturaleza infecciosa, que se transmite fundamentalmente por contaminacion del
entorno con el agente causal y se adquiere por via oral. Esta patologia infecciosa se
conoce desde hace siglos (las primeras descripciones de la misma se realizaron a
mediados del siglo XVIIl), estando presente de forma enzodtica en las poblaciones de
pequefios rumiantes domésticos (ovinos y caprinos) de gran parte de Europa, asi como
en otros muchos paises del mundo. Actualmente, los Unicos paises que parecen haber
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conseguido erradicar la enfermedad son Australia y Nueva Zelanda (Cosseddu et al.,
2007).

En el afo 1998, se identificd en Noruega el primer caso de scrapie atipico, una forma
de la enfermedad que presentaba caracteristicas clinicas y patoldgicas distintas y que
parecia tener un origen espontdneo (Benestad et al., 2003). Los estudios subsiguientes
demostraron que estos casos estaban causados por una cepa distinta del agente
(Nor98).

Por su parte, la encefalopatia espongiforme bovina es la EET que ha tenido mayor
impacto social y mediatico debido a su demostrada capacidad de infectar a numerosas
especies, entre ellas el ser humano, en el que produce la conocida como variante de la
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (vCJD) (Hill et al.,, 1997). Esta enfermedad se
adquiere por via oral, a través del consumo de harinas de carne y hueso contaminadas,
en el caso del ganado, y de productos cdrnicos, en el caso de las personas, aunque
también puede transmitirse por otras vias. La introduccién del pridn responsable de la
BSE en la cadena alimentaria humana y la descripcién de los primeros casos de vCID en
humanos en la década de los 90 desencadenaron una crisis alimentaria sin
precedentes en la Uniéon Europea, con enormes repercusiones a nivel sanitario,
econdmico y politico. A pesar de que las medidas adoptadas por la Comisiéon Europea
han conseguido erradicar practicamente la enfermedad en el territorio comunitario, a
dia de hoy no se ha aclarado por completo el origen de la epidemia. Por ello, se
recomienda cautela y el mantenimiento de las politicas de vigilancia y control de esta 'y
otras EET, en tanto los misterios en torno al origen y los mecanismos de transmision y
divergencia de estas enfermedades no se resuelvan por completo. En esta linea, es
importante sefialar que se han descrito casos naturales de transmisién de la BSE a
otras especies domésticas destinadas al consumo humano, como la cabra (Eloit et al.,
2005; Spiropoulos et al., 2011), asi como casos de BSE atipicas, de origen esporadico,
cuyo potencial zoondtico no es plenamente conocido (Biacabe et al., 2004; Casalone et
al., 2004).

Otra EET de gran importancia, especialmente en América del Norte, es la enfermedad
caquectizante crénica (CWD), que afecta de forma natural a diversas especies de
cérvidos domésticos y de vida silvestre como el ciervo mula (Odocoileus hemionus), el
ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus), el uapiti de las Montafias rocosas
(Cervus canadensis nelsoni), el alce (Alces alces) y el reno (Rangifer tarandus).
Experimentalmente se ha conseguido transmitir también al ciervo rojo (Cervus
elaphus) y al gamo (Dama dama). Se diagnosticd por primera vez en un ciervo mula
cautivo en Colorado en 1978. A partir de esa primera descripcién, se fueron
sucediendo los casos, hasta alcanzarse prevalencias muy elevadas en la zona central de
los Estados Unidos. Posteriormente, se detectaron varios animales positivos en Corea
del Norte, y recientemente se han diagnosticado en Europa los primeros cérvidos
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afectados, en Noruega, Suecia y Finlandia. El agente responsable de esta patologia
tiene una gran capacidad de diseminacién, por lo que supone una grave amenaza para
las poblaciones de cérvidos de vida libre, lo que justifica las estrictas medidas de
control que se estan llevando a cabo (Hannaoui et al., 2017; Mathiason, 2017).

La encefalopatia transmisible del visén (TME) es una enfermedad infecciosa que afecta
a visones domésticos y que se describid en Estados Unidos por primera vez en 1947. Se
piensa que el origen de esta enfermedad es la ingesta de piensos contaminados con el
agente del scrapie (Mathiason, 2017). Su importancia radica en que el estudio de los
patrones de transmisién de la TME contribuyé a la compresion de las bases
moleculares del fendmeno de cepa, como se detalla en la seccion 4.1.3.

Recientemente, se ha descrito una enfermedad pridnica que afecta a los dromedarios
(Camelus dromedarius). El estudio de los casos de animales afectados, sacrificados en
el matadero de Ouargla (Algeria) entre 2015 y 2016, ha permitido descartar que se
trate de una infeccién con BSE o scrapie. Sin embargo, la identificacién de este nuevo
miembro de la familia de las EET hace necesaria la evaluacion del riesgo que supone
para la sanidad animal y la salud publica (Babelhadj et al., 2018).

1.2 Breve revision de las EET en los seres humanos

En seres humanos, la enfermedad pridnica mas importante es la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob (CJD) esporadica (sCJD). El nombre procede de dos neurélogos
alemanes, Hans Gerhard Creutzfeldt y Alfons Maria Jakov, que describieron varios
casos de un nuevo trastorno neurodegenerativo, similar a otras patologias como la
enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson, pero de evolucion mucho
mas rapida, y etiologia, en ese momento, desconocida (Henry & Murphy, 2017).
Clinicamente, la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporddica se caracteriza por una
demencia multifocal de progresidon rapida. En unas pocas semanas, generalmente
entre dos y cinco meses, el cuadro evoluciona a mutismo acinético y muerte (Johnson
& Gibbs, 1998). Actualmente no existen tratamientos efectivos contra esta
enfermedad, ni forma de prevenir o retrasar su avance.

Como se explorara en profundidad en la seccién 5 (Patogenia de las EET), existen
formas de CJD asociadas a la presencia de mutaciones en el gen que codifica la
proteina prion celular (PRNP), un elemento central en la patogenia de las EET. A estos
casos se los engloba bajo la denominacion de CID genético o familiar (fCID). Junto con
ellos, el grupo de las EET de origen genético incluye otros casos que, si bien también se
asocian con mutaciones en el gen PRNP, presentan fenotipos clinicos que permiten
clasificarlos como patologias diferentes. Estos son el sindrome de Gerstmann-
Straussler-Scheinker (GSS) y el insomnio familiar fatal (FFI).

El GSS se caracteriza por un curso clinico muy largo (puede ser de décadas) y por una
afectacién fundamentalmente cerebelar, con el desarrollo de signos piramidales y una
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ataxia cerebelosa progresiva, finalmente acompafiados por un trastorno cognitivo. Sin
embargo, existe una gran heterogeneidad en las manifestaciones clinicas entre familias
afectadas e incluso entre individuos de la misma familia, lo que hace que el GSS se
defina fundamentalmente por los hallazgos neuropatoldgicos (presencia de placas de
amiloide uni y multicéntricas, sobre todo en la capa molecular del cerebelo) y
bioquimicas (patrones atipicos con presencia de multiples bandas de PrP™) (Takada et
al., 2017).

En el insomnio familiar fatal son caracteristicas las lesiones a nivel del tdlamo y las
alteraciones en los ciclos de suefio-vigilia (Kretzschmar et al., 1995). Adicionalmente,
existe una forma espontdnea del insomnio fatal, denominada insomnio fatal
esporadico (sFl).

Por otra parte, una enfermedad de reciente descripcién, llamada proteinopatia de
sensibilidad variable a las proteasas (VPSPr), se caracteriza por compartir ciertas
caracteristicas clinicas, neuropatoldgicas y bioquimicas con el GSS pero en ausencia de
mutaciones en el gen PRNP, por lo que algunos autores la consideran la forma
esporadica del GSS (Gambetti et al., 2008).

Dentro de las EET de tipo adquirido en la especie humana, se incluye la variante de Ia
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, que como ya se ha dicho, se produce tras la
infeccion con el agente de la BSE. Por otra parte, antes de que se introdujese en la
medicina moderna el concepto de enfermedad pridnica, ocurrieron varios casos de CID
iatrogénico (iCJD) derivados del uso de hormona de crecimiento de origen cadavérico
(Bonda et al., 2016) y de trasplantes de duramadre (Thadani et al., 1988) y de cérnea
(Duffy et al., 1974) contaminados con el agente de la sCJD.

Por ultimo, el kuru es una enfermedad infecciosa que se transmitia entre los miembros
del pueblo fore de Papua-Nueva Guinea mediante practicas rituales canibales. El
estudio de esta enfermedad por Carleton Gajdusek y su asociacién con el scrapie, que
fue acertadamente propuesta por el patélogo veterinario William Hadlow, se sitdan
en los comienzos de la investigacion de esta curiosa patologia (Asher & Gregori, 2018).

2. LA NATURALEZA DEL AGENTE INFECCIOSO

2.1 Hipdtesis sobre la naturaleza del agenteinfeccioso

Las enfermedades pridnicas estdn causadas por un tipo de agente no convencional
denominado pridn. La naturaleza de este agente estuvo durante afios sujeta a debate,
debido a que los datos experimentales y los modelos que se propusieron para
explicarlos parecian contradecir los principios bdsicos de la biologia molecular
conocida en aquel entonces.
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Como ya se ha dicho, el prototipo de las enfermedades pridnicas esta representado
por el scrapie. A pesar de estar documentada por lo menos desde el afio 1732
(Liberski, 2012), no fue hasta dos siglos después, en 1936, que Cuillé y Chelle
demostraron su transmisibilidad intra-especifica (de oveja a oveja), al mismo tiempo
que se constaté el largo periodo de incubacidon necesario para la aparicion de signos
clinicos (Liberski, 2012). Estos estudios reavivaron el interés por la enfermedad y por
su esquivo agente causal. Unas décadas mas tarde, la transmisidn del scrapie a ratones
(Chandler, 1961), ratas y hamsteres (Zlotnik & Rennie, 1965) facilitd enormemente la
investigacion en ese campo al aportar modelos experimentales mucho mas
convenientes.

Asi, en 1966, Alper y colaboradores calcularon el tamafio del agente infeccioso
responsable del scrapie y descubrieron que era sorprendentemente pequefio (Alper et
al., 1966), y un afio mds tarde demostraron que no era inactivado por radiaciones
ultravioletas, lo que sugeria que no contenia acidos nucleicos (Alper et al., 1967).
Posteriormente, Pattison y Jones propusieron que podria tratarse de una proteina
basica de bajo peso molecular, aunque no llegaron a elaborar un modelo de la
infeccion (Pattison & Jones, 1967).

Poco después, un matematico llamado Griffith recogié estas ideas y propuso tres
mecanismos distintos por los que una proteina podria poseer la capacidad de
autoreplicarse sin salirse de los principios basicos de la biologia molecular (Griffith,
1967).

A partir de entonces, se publicaron numerosas evidencias experimentales a favor de la
hipdtesis “sélo proteina”, es decir, la idea de que el agente etioldgico responsable del
scrapie era una proteina. A la demostracion de que este agente era resistente al
tratamiento con nucleasas (Prusiner et al., 1980) y radiaciones ultravioletas e
ionizantes (Alper et al., 1967), y por lo tanto no contenia acidos nucleicos, se le
unieron las observaciones de que era estable en detergentes no-idnicos y no
desnaturalizantes, y presentaba mayoritariamente carga negativa (Prusiner, 1982).
Estaba intimamente asociado con la membrana celular (Gibbons & Hunter, 1967) y
presentaba dominios hidrofébicos en su superficie (Prusiner et al., 1981), lo que podia
explicarse por la presencia de cadenas laterales apolares prdoximas dentro de la
proteina. Ademas, el agente infeccioso era inactivado mediante digestién con enzimas
proteoliticos como la proteinasa K y la tripsina, y mediante reactivos que
desnaturalizan las proteinas pero que permiten aislar acidos nucleicos bioldgicamente
activos, como el SDS, agentes caotrdpicos idnicos como el tiocianato de guanidinio, y el
fenol (Prusiner et al., 1981; Prusiner, 1982).

Todas estas evidencias experimentales llevaron a Prusiner a recoger la visionaria
propuesta de Griffith y acuiar, en 1982, el término “prién” para referirse a una
particula de naturaleza fundamentalmente, si no exclusivamente, proteica, capaz de
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replicarse en el organismo de los mamiferos mediante un mecanismo que en esa fecha
todavia no se habia identificado (Prusiner, 1982). Esta hipdtesis entraba en conflicto
con el “dogma central” de la biologia molecular, que afirmaba que los acidos nucleicos
(DNA y RNA) eran las Unicas moléculas capaces de transmitir informacion, por lo que la
idea de que una proteina pudiera codificar su propia biosintesis parecia ciertamente
herética y fue inicialmente rechazada por muchos investigadores. Ademads, este
modelo no era capaz de explicar la existencia de distintas variantes fenotipicas de la
enfermedad, es decir, la existencia de “cepas”, ya que este concepto se consideraba
vinculado a la existencia de variaciones (polimorfismos) en el material genético de los
agentes infeccioso clasicos.

2.2 El descubrimiento de la PrP>

Estos estudios, sin embargo, dispararon la investigacion orientada a identificar la
proteina responsable. Merz y colaboradores aportaron la primera evidencia
morfolégica del agente del scrapie al describir por primera vez en 1981 lo que ellos
denominaron “fibrillas asociadas a scrapie” (“scrapie-associated fibrils” o SAF) en
extractos de cerebros de ratones infectados con varias cepas de scrapie murino, pero
no en cerebros de ratones sanos (Merz et al., 1981), y mas tarde en casos de pacientes
humanos de CJD y GSS y en CID transmitido a modelos experimentales (Merz et al.,
1983).

Practicamente de forma simultanea, Prusiner y colaboradores describieron estas
mismas estructuras, denominandolas “varillas pridnicas” (“prion rods”) (Prusiner et al.,
1982), y mostraron que poseian propiedades similares a las de los amiloides
purificados (color rojo y birrefringencia verde bajo luz polarizada tras tincién con Rojo
Congo), algo que también se vinculd acertadamente con la presencia de placas de
amiloide reportadas en algunos casos de scrapie, asi como de otras enfermedades que
ya empezaban a relacionarse con el scrapie, como la enfermedad caquectizante
cronica, el kuru y el sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (Prusiner et al.,
1983).

Mediante una mejora progresiva de los protocolos de purificacién, el grupo de
Prusiner consiguié finalmente aislar un polipéptido de 27-30 kDa a partir de
homogenizados de cerebros de ratones y hdmsteres infectados y que se co-purificaba
con la infectividad (Bolton et al., 1982). Poco después demostraron que este péptido,

al que llamaron prp?’30

, era un componente del agente infeccioso y no un producto
derivado de la patogenia de la infeccion (McKinley et al., 1983). La cuasi-purificacion
de la PrP?"° permitié la secuenciacién de su extremo amino-terminal, una informacion
gue posteriormente fue utilizada por otros investigadores (Chesebro et al., 1985;
Oesch et al.,, 1985) para sintetizar polinucleétidos isocodificantes y, con ellos,
identificar el gen que codificaba la proteina en librerias de cDNA de ratén y hamster.

Asi, se descubrié que se trataba de un gen propio del hospedador, y no del agente
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infeccioso. Es mas, las bajas concentraciones de cDNA codificante que se encontraron
en muestras de priones purificados no eran compatibles con la nocién de que este gen
fuera un componente fundamental del agente infeccioso (Oesch et al., 1985).

2.3 La identificacion de la PrP© y el gen Prnp

La identificacién de este gen cromosémico llevé al descubrimiento de su producto
fisioldgico, una proteina de unos 33-35 kDa, que se denomind proteina prién celular o
PrP (Basler et al., 1986). Estos estudios confirmaron que un Unico gen codificaba tanto
la proteina celular como la patolégica. La PrP® es una proteina fisioldgica de
membrana, sensible a las proteasas y soluble en detergentes, mientras que la PrP> es
la forma patoldgica de la PrP¢ y presenta una serie de propiedades fisico-quimicas
peculiares entre las que se cuenta una resistencia parcial a las protesasas; el
tratamiento de esta molécula con proteinasa K libera un residuo de 27-30 kDa que se

denomina PrP™ y que coincide con la secuencia del péptido Prp*"*°

identificado por
Prusiner. Los datos parecian sugerir que la diferencia entre Prp° y PrP> no se hallaban
a nivel de sus secuencias aminoacidicas, puesto que ambas estaban codificadas por el
mismo gen (y no existen evidencias de splicing alternativo), si no que estribaban en
modificaciones post-traduccionales o diferencias en la conformaciéon o el estado de

agregacion de la proteina (Basler et al., 1986).

Actualmente, la revolucionaria hipdtesis “sélo proteina” esta ampliamente respaldada
por multitud de resultados experimentales, que incluyen la replicacion in vitro de
priones con mantenimiento de la infectividad y las propiedades de cepa (Castilla, Sa3,
Hetz et al., 2005) e incluso la generacidn de priones recombinantes en ausencia total
de acidos nucleicos (Kim et al., 2010; Wang et al., 2010; Wang et al., 2011). Este campo
de estudio ha visto una enorme expansion en las Ultimas décadas con el
descubrimiento de otros péptidos con propiedades similares a las de los priones de
PrP, algunos de los cuales parecen tener funciones fisiolégicas (MaclLea, 2017). El
concepto de pridon ha trascendido la frontera de las llamadas “encefalopatias
transmisibles emergentes” para dar el salto a otras enfermedades neurodegenerativas,
como el Alzheimer o el Parkinson; algunos autores ya proponen una ampliacién del
concepto de “enfermedad priénica” que incluya a todas aquellas patologias causadas
por proteinas con plegamientos andmalos, capacidad de “contagiar” su conformacién
a sus respectivas isoformas fisioldgicas, y en ocasiones, capacidad de transmisién inter-
individual (Prusiner, 2013; Soto, 2012). A pesar de todo, a dia de hoy no existe un
consenso claro al respecto entre los miembros de la comunidad cientifica (Erana,
2019).
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3. PrPS, PrP°° Y EL PROCESO DE CONVERSION

3.1 La proteina prién celular o PrP©

3.1.1 El gen Prnp y la sintesis de Prp©

La PrP¢ es una glicoproteina de unos 230-250 aminodcidos, localizada en la membrana
celular, a la que se une a través de un ancla de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI). La PrP¢
estd codificada por el gen PRNP en humanos, que se localiza en el cromosoma 20
(Robakis et al., 1986; Sparkes et al., 1986), y por el gen Prnp en animales, localizado en
el cromosoma 2 del ratén (Sparkes et al., 1986) y el cromosoma 13 en rumiantes (Ryan
& Womack, 1993), por citar algunas de las especies susceptibles. Este gen posee una
secuencia muy conservada entre las distintas especies de mamiferos. En la mayoria de
ellas, posee dos intrones, de los cuales sélo se transcribe y traduce el exén 2, que estan
separados por un intrén de unos 10 kb, aunque en algunas especies el gen posee tres
exones (Westaway et al., 1994). En cualquier caso, el gen sdlo posee un marco de
lectura abierto (ORF) y no existe constancia de que ocurran fendmenos de splicing
alternativo durante el procesamiento del RNA mensajero.

Tras la transcripcion del gen y maduracién del mRNA, el inicio de la traduccién tiene
lugar en los ribosomas anclados a la cara citosélica del reticulo endoplasmatico rugoso
(RER). Se sintetiza primeramente un péptido sefial de unos 22 aminoacidos (Locht et
al., 1986), el cual se une a una traslocasa que lo orienta al interior del RER para
continuar la sintesis (Caughey et al., 1989). Antes de que termine la traduccién, ya
comienza el procesamiento de la proteina, que incluye la eliminacidn del péptido sefal
(Caughey et al., 1989), la formacién de un puente disulfuro entre los residuos de
cisteina (C176 y C214 en la PrP¢ de hamster) (Turk et al., 1988), y la glicosilacién de los
residuos de asparagina (N181 y N197 en la PrP¢ de hamster) (Haraguchi et al., 1989).
Con respecto a esto Ultimo, estos primeros estudios detectaron tres formas de PrP®
con distinto peso molecular y se evidencié que correspondian con tres variantes de
glicosilacion, segln se unieran N-glicanos a ambos residuos de asparagina
(diglicosilada), a uno de ellos (monoglicosilada), o a ninguno (no glicosilada) (Caughey
et al., 1989). La proporcién relativa de las tres glicoformas depende de varios factores
como la especie, el tejido y la region del cerebro, lo que tiene implicaciones a nivel de
la trasmision de los priones y la neuropatologia (Beringue et al., 2003; DeArmond et
al., 1999; Somerville et al., 2005).

Al final de la traduccion, se elimina una secuencia hidrofébica de 22-23 aminoacidos
del extremo carboxi-terminal y mediante la accién de una transaminidasa se incorpora
una molécula de glicosil-fosfatidil-inositol que actia como anclaje a la membrana
(Stahl et al., 1987). Posteriormente, la PrP® madura es transportada por el aparato de
Golgi hasta la membrana celular, dénde se localiza fundamentalmente a nivel de
microdominios ricos en colesterol y esfingolipicos denominados balsas lipidicas (Vey et
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al., 1996), aunque también ha sido detectada a nivel del citosol (Mironov et al., 2003).
Se piensa que existe una recirculacién continua de la PrP® entre los compartimentos
intracelulares y la superficie celular a lo largo de la via endosomal (Peters et al., 2003;
Vey et al., 1996).

Gen Prnp
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Figura 1. Sintesis y maduracion de la Prp© y su conversion a Prp*.

3.1.2 La estructura de la PrP¢

La estructura secundaria de la PrP® ha sido investigada en profundidad mediante
estudios de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) (Riek et al., 1997). Se conoce que su
extremo amino-terminal se halla desestructurado y posee una estructura flexible, y
gue contiene una regién denominada zona de repeticiones de octapéptido (OPR),
consistente en un numero variable de repeticiones de una secuencia de 8 aminoacidos
altamente conservada en los mamiferos (PHGGGWGQ) (Zahn, 2003). Por el contrario,
el extremo carboxi-terminal de la PrP® conforma un dominio globular altamente
estructurado compuesto por tres zonas de hélice a y dos pequefias laminas B
antiparalelas; el dominio globular es estabilizado por el puente disulfuro que se
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establece entre dos residuos de cisteina (Turk et al., 1988) y contiene ademas los dos
residuos de asparagina susceptibles a glicosilarse durante el procesamiento post-
traduccional de la proteina (Haraguchi et al., 1989). Al residuo serina-231 se le une el
ancla de glicosil-fosfatidil-inositol (Stahl et al., 1987). Entre el dominio desestructurado
y el dominio globular, existe una regién denominada nucleo hidrofébico, que posee
también una secuencia altamente conservada entre especies. La mayoria de las
mutaciones responsables de las formas familiares de enfermedad pridnica en humanos
se localizan en el dominio globular, aunque existen algunas formas atipicas de GSS
causadas por inserciones o deleciones en la zona OPR (Takada et al., 2017).

3.1.3 La distribucién de la PrP€ en el organismo

Esta proteina celular se expresa de forma constitutiva en practicamente todos los
tejidos del organismo, aunque estd ampliamente descrito que los mayores niveles de
expresion se localizan a nivel del cerebro (Chesebro et al., 1985), fundamentalmente
en neuronas y células gliales (Adle-Biassette et al., 2006). Ademas, ha sido detectada a
nivel de diversos tejidos no neurales, incluyendo bazo, pulmdn, glandula adrenal,
linfonodos, utero, corazén, mdusculo esquelético, glandula parétida, rifion,
proventriculos y mama en rumiantes (Horiuchi et al., 1995), y en leucocitos circulantes,
corazoén, musculo esquelético, pulmdn, tracto intestinal, bazo, testiculos y ovarios en
ratones (Bendheim et al., 1992).

3.1.4 Las funciones de la PrP©

A pesar de la concienzuda caracterizacién que se ha hecho de la estructura y la
localizacién de la PrPS, sus funciones fisioldgicas aun no se conocen por completo. Se
sabe que esta proteina interacciona con otras macromoléculas de la membrana
plasmadtica, de compartimentos subcelulares y de las vias de secrecién celular, como la
laminina y la ST1, ambas implicadas en la consolidacién de la memoria (Coitinho et al.,
2006; Coitinho et al., 2007), o la tubulina, el componente principal del citoesqueleto
(Hachiya et al., 2004). Por otra parte, la zona de repeticién de octapéptidos posee
capacidad de union al cobre (Brown, D. R. et al., 1997), lo que provee a la proteina de
una funcién superoxido-dismutasa y sugiere su papel en la proteccién contra los
radicales libres de oxigeno (funcién antioxidante) (Brown, D. R. et al., 1999). Ademas,
su localizacion en la membrana celular a nivel de las balsas lipidicas sugiere su
participacién en vias de transduccién y sefializacién intracelular (Zomosa-Signoret et
al., 2008). Por ultimo, se sabe que la PrpP° participa en la regulacién de la muerte y la
supervivencia celular. Aunque el mecanismo no estd claro, se piensa que posee una
funcion anti-apoptética. Ciertas similitudes entre las estructuras de la PrP® y el grupo
de proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 sugieren que la PrP¢ podria ser un miembro de esta
familia proteica, que actua protegiendo a las células de la accién pro-apoptadtica de las
proteinas de tipo Bax (Bounhar et al., 2001; Roucou et al., 2003).
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A pesar de todo, existen evidencias de que la presencia de esta proteina no es critica
para la supervivencia de los individuos, ya que los ratones knock-out para la PrP®
permanecen fundamentalmente sanos durante toda su vida (Bueler et al., 1992).

3.2 La proteina prién patolégica o PrP*

Como ya se ha comentado, la diferencia entre la PrP¢ y la PrP* estriba Unicamente en
su estructura tridimensional. Al contrario de lo que ocurre con la de la PrPS, la
estructura de la PrP> no ha podido discernirse por completo todavia, debido a que las
técnicas biofisica clasicas que se emplean para estos estudios, como la cristalografia de
rayos X o la resonancia magnética nuclear (RMN), requieren de preparaciones muy
puras de proteina en estado monomérico, una condicidon que no se cumple en el caso
de la PrP*, que tiende a formar agregados y a manifestarse como una mezcla variable
de polimeros con distintos pesos moleculares (Silveira et al., 2005; Tixador et al.,
2010). En consecuencia, los modelos actuales de la estructura de los priones se basan
en una miriada de datos procedentes de técnicas de baja resolucién
(fundamentalmente dicroismo circular y espectrometria de infrarrojos por
transformada de Fourier (FTIR)) y en predicciones tedricas (Diaz-Espinoza & Soto,
2012).
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Figura 2. Los dos modelos mas cercanos hoy en dia a la estructura de la Prp*. A) Modelo “parallel in-
register intermolecular B-sheet” (PIRIBS): cada mondmero de PrP* es un piso de la fibra de amiloide. B)
Modelo “four-rung B-solenoid” (4R BS): cada mondmero de PrP* se estructura en cuatro pisos de la
fibra de amiloide. Adaptado de:(Groveman et al., 2014; Spagnolli et al., 2019)

Sin embargo, ninguno de los modelos propuestos logra satisfacer por completo las
exigencias de los datos experimentales. Actualmente, los dos modelos que parecen
mas cerca de la estructura real de la PrP* son el modelo de ldmina B intermolecular
paralela en registro (“Parallel In Register Intermolecular B-Sheet” o PIRIBS) (Groveman
et al., 2014) y el modelo de B-solenoide de cuatro escalones (“4-rung B-solenoid”)
(Silva et al., 2015). Estos dos modelos difieren sustancialmente en la disposicion de las
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ldminas B y en cdmo cada mondmero de PrP* se posiciona dentro de la fibra e
interacciona con los mondmeros adyacentes. Sin embargo, ambos coinciden en senalar
que la PrP* estd compuesta enteramente por estructura en lamina B, giros y lazos, en
contra de lo postulado por modelos anteriores, que afirmaban que la PrP>° estaba
formada aproximadamente por un 30% de estructura en a-hélice y un 40% de lamina 8
(Pan et al., 1993).

Lo que si parece cierto es que la PrP* tiene tendencia a agregarse y formar fibras de
sustancia amiloidea, descritas como SAF por Merz (Merz et al., 1981; Merz et al., 1983)
y como varillas pridnicas por Prusiner (Prusiner et al., 1982). Esta capacidad es la que le
aporta sus propiedades caracteristicas, en las que difiere de la PrP®: insolubilidad en
detergentes, resistencia al calor, las radiaciones ultravioletas e ionizantes y a la mayor
parte de los desinfectantes quimicos, y resistencia parcial a la digestién con proteinasa
K. Como ya se ha explicado, el tratamiento de la PrP>° con proteinasa K degrada un
fragmento N-terminal de unos 90 aminoacidos y da lugar a un residuo C-terminal con

res

un peso molecular de 27-30 kDa denominado PrP"™>, que retiene la infectividad (Bolton
etal., 1982) y que ha sido utilizado rutinariamente como el principal biomarcador para
el diagndstico de la enfermedad, asi como para la discriminacidon de cepas pridnicas,

COmMo se expone en secciones posteriores.

3.3 El mecanismo de conversion

Independientemente de la estructura terciaria y cuaternaria de la PrP>° y de cémo ésta
se relaciona con la infectividad y las propiedades bioquimicas y biopatoldgicas de los
priones, el evento central en la patogenia de las EET es la conversién de la PrP¢ en su
isoforma patolégica mediante un cambio conformacional. La presencia de PrP¢ es por
lo tanto indispensable para el desarrollo de una EET; los primeros estudios con ratones
knock-out para el gen Prnp demostraron que la ausencia de la isoforma celular
prevenia la propagacion de los priones y el desarrollo de enfermedad clinica (Bueler et
al., 1993; Sailer et al., 1994; Weissmann et al., 1994).

Las primeras evidencias experimentales sefialaron que la conversidon ocurria tras la
formacién de un complejo PrP%/PrP*, y se hipotetizd que éste podria ser
heterodimérico (Prusiner et al., 1990) o multimérico (Oesch et al., 1990). La homologia
entre las secuencias de los dos componentes de este complejo, la PrP¢ y la PrP>,
facilitaria la interaccidon y el proceso de conversién, lo que proveia de una base
molecular para explicar el fenédmeno de las barreras de transmisién (Horiuchi et al.,
2000). Sin embargo, este complejo nunca ha sido purificado y no se conocen con
exactitud los mecanismos implicados en la conversidn (Aguzzi & Calella, 2009).

Dentro del marco de la hipdtesis “solo proteina” y a partir de estos limitados
conocimientos sobre la interaccion entre PrP© y PrP*, se han propuesto dos modelos
gue explican la propagacion de los priones:
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Modelo de “replegamiento asistido por molde” (“template-directed refolding”):
defendida por el grupo de investigacion de Stanley Prusiner (Cohen & Prusiner,
1998), esta hipdtesis propone que la PrP* actia como un “molde” que dirige el
cambio conformacional de la PrPS. La transformacién espontanea de PrP® a
PrP>° estaria impedida por la existencia de una barrera energética sustancial.
Dicha conversion se daria tras la interaccion de la PrP> con un estado
conformacional alternativo de la PrP%, denominado PrP*; se formaria asi un
heterodimero PrP*-PrP* que posteriormente se convertiria en un homodimero
PrP>*-PrP*. Para que este modelo funcione, la presencia del intermediario PrP*
requiere de un factor adicional que lo estabilice, la largamente buscada
“proteina X”, que a dia de hoy todavia no ha sido identificada. Este proceso de
replicacion seria exponencial y continuaria hasta formar agregados de amiloide
de PrP, que serian una consecuencia de la patogenia de la enfermedad y no un
elemento central en el mecanismo de propagacién de la PrP>, como sugiere el
segundo modelo. En ese marco tedrico, las formas adquiridas de enfermedad
pridnica estarian causadas por la entrada en el organismo de moléculas de
PrP> de origen exdgeno que desencadenarian el proceso; las formas genéticas,
por un efecto desestabilizador de la mutacion que incrementaria la
concentracion de PrP* o la estabilidad del dimero PrP*-PrP*; y las formas
esporadicas, por un raro evento de formacién y conversién de un dimero Prp*-
PrP* o por mutaciones somaticas.

Modelo de “nucleacién sembrada” o de “nucleacién-polimerizaciéon”: esta
hipdtesis establece que la Prp¢ yla PrP>¢, en solucidn, se hallan en un estado de
equilibrio termodinamico que en condiciones fisioldgicas esta desplazado hacia
la PrP®. La PrP> en estado monomérico seria altamente inestable y tenderia a
formar agregados con arquitectura amiloidea. El concepto de “polimerizacién
dependiente de nucleacion”, aplicado a los amiloides, y en concreto al amiloide
de PrP (Jarrett & Lansbury, 1993), ofrece un modelo de replicacién en el que el
inductor de la conversion de la PrPC seria un agregado altamente ordenador de
moléculas de PrP*. Esta “semilla” reclutaria monémeros de PrP de origen
endodgeno, generando un crecimiento progresivo de la fibra de amiloide.
Posteriormente, la fragmentacion de la fibra daria lugar a nuevos nucleos de
polimerizaciéon que continuarian el proceso de forma exponencial. Esta teoria
interpreta a los priones infecciosos, en los casos de EET adquiridas, como
agregados de Prp> gue penetran en el organismo y actian como una “semilla”
gue inicia el proceso de polimerizaciéon, mientras que, en las EET de tipo
espontaneo, la formacién de los primeros nucleos seria un proceso lento e
infrecuente, que se veria acelerado por la presencia de mutaciones en el caso
de las EET hereditarias. Estudios mas recientes sugieren que los iniciadores mas
efectivos de la polimerizacién son oligdmeros de pequefio tamafio (de entre 14
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y 28 moléculas de PrP>) (Silveira et al., 2005), mientras que los grandes
agregados amiloideos, observados en cierto numero de enfermedades
pridnicas, son de hecho relativamente inocuos y posiblemente constituyan un
mecanismo de defensa para secuestrar las especies mas pequefias y peligrosas
(Collinge & Clarke, 2007; Chesebro et al., 2005; Hill & Collinge, 2003; Piccardo
etal., 2007; Tuzi et al., 2008).
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Figura 3. Modelos de replicacidn de los priones. A) Modelo de replegamiento asistido por molde. B)
Modelo de nucleacion sembrada. Adaptado de: (Aguzzi & Calella, 2009)

4. LOS FENOMENOS DE CEPA Y BARRERA DE TRANSMISION

La existencia de distintas cepas de priones es tal vez la mas controvertida de las
propiedades de estos agentes infecciosos y mantuvo en jaque durante décadas a los
defensores de la teoria del pridn, puesto que en el marco tedrico de la biologia
molecular clasica era impensable que una simple proteina pudiera explicar una
variabilidad tan amplia en el fenotipo de la enfermedad que causaba.
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Por su parte, el concepto de barrera de transmisién ha evolucionado enormemente
hasta englobar, actualmente, numerosos factores que afectan, de formas diversas, a la
transmisién de los priones entre distintas especies e incluso entre individuos de la
misma especie.

El marco tedrico actual incide en la relacidon existente entre estos dos fendmenos tan
caracteristicos de las EET, interpretdndolos como dos caras de la misma moneda.

4.1 El fendmeno de cepas

4.1.1 El desarrollo del concepto de cepa pridnica

La primera evidencia de la existencia de cepas de scrapie fue publicada a principios de
los afios 60 por el grupo de Pattison, Gordon y Millson. Ya en 1959 habian conseguido
transmitir el scrapie a cabras mediante inoculacion intracerebral, constatando la alta
susceptibilidad de esta especie en comparacién con la oveja (Pattison et al., 1959). En
1961, estos investigadores describieron la existencia de distintas “variantes” del
scrapie, al observar dos sindromes clinicos perfectamente diferenciables en cabras
infectadas experimentalmente (que denominaron “scratching” y “nervous”) cuyas
caracteristicas se mantenian en pases seriados en el mismo hospedador. Al
desconocerse por aquel entonces la naturaleza del agente responsable del scrapie,
emplearon el término “cepas” para referirse a cada una de estas variantes, por
analogia con el concepto clasico de cepa (Pattison & Millson, 1961).

Poco después, Chandler consiguid transmitir un caso de scrapie “drowsy” (una
denominacién alternativa para los casos de tipo “nervous” del scrapie caprino) a
ratones, que desarrollaron sintomas y lesiones histopatoldgicas similares a las del
scrapie en ovejas y cabras (Chandler, 1961). Estos estudios, ademds de demostrar la
capacidad del scrapie de saltar a especies taxondmicamente mads alejadas que las
vistas hasta ese momento, proveyeron de un modelo experimental mas adecuado para
la realizacion de experimentos vya a gran escala. Sin embargo, estas primeras
transmisiones del scrapie a modelos murinos experimentales tuvieron que lidiar con
un fendmeno que inicialmente se denomind “barrera de especie”, que suponia un
alargamiento del tiempo necesario para que los ratones desarrollasen signos clinicos y
una disminucion de la tasa de ataque en primer pase (Priola, 1999). Como se explica
mas adelante, este fendmeno estd intimamente relacionado con la existencia de
cepas.

Las investigaciones de Zlotnik y Rennie en los afios siguientes asentaron el concepto de
“scrapie murino”, demostrando que se trataba de una entidad patoldgica real, ya que
podia transmitirse de un ratén a otro (Zlotnik & Rennie, 1962; Zlotnik & Rennie, 1963),
asi como retrégradamente (del ratén a los hospedadores naturales, oveja y cabra) e
incluso a otros modelos experimentales (rata y hamster) (Zlotnik & Rennie, 1965).
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4.1.2 Metodologias de caracterizacion de cepas de scrapie

La estandarizacion del uso de los modelos murinos y el desarrollo de una compleja
metodologia de caracterizacion permitié identificar numerosas cepas de “scrapie
adaptado al raton”, como por ejemplo la ME7 (Zlotnik & Rennie, 1965) y la 22A
(Dickinson & Meikle, 1969), entre otras muchas (para una revision, ver (Beringue,
Vilotte et al., 2008)). Ademas, se describieron fenémenos de competicién entre cepas
(Dickinson et al., 1972) y de seleccién y mutacion de cepas en funcion del genotipo del
gen Sinc y la especie (Bruce, M. E., 1993). Asi, se empezd a considerar al scrapie natural
como una enfermedad de naturaleza heterogénea, un “cajén de sastre” que incluia un
numero desconocido de cepas del agente, cuya caracterizacidén requeria el empleo de
bioensayos. Esta gran heterogeneidad del scrapie propicid las criticas a la hipdtesis
“s6lo proteina”, pues en el paradigma de la época, un agente causal formado
exclusivamente por una proteina no podia explicar tal variabilidad.

4.1.2.1 El gen Sinc y los periodos de incubacion

Dada la naturaleza proteica del agente responsable de las EET, la caracterizacion de las
cepas se baso inicialmente, casi exclusivamente, en el fenotipo de la enfermedad que
exhibian los ratones inoculados (Dearmond & Prusiner, 1993; Fraser & Dickinson,
1968). Sin embargo, se observé que el fenotipo de la enfermedad en ratones dependia
también de la linea murina con la que se trabajaba (Dickinson et al., 1968), lo que
sugeria un control genético complejo por parte del hospedador en adicién a las
propiedades intrinsecas de la cepa infectante. Esto suponia que la caracterizacién de
cepas debia tener en cuenta las caracteristicas propias de la linea murina.

Asi, se identificd un locus en ratones wild type que afectaba a los periodos de
incubacién (tiempo entre la inoculacién y el desarrollo de signos clinicos o la muerte)
tras la infeccién experimental con distintas cepas (Dickinson et al., 1968; Dickinson &
Meikle, 1971). Inicialmente, este gen fue denominado Sinc (de “scrapie incubation”) y
poseia dos alelos, s7 y p7. Los animales homocigotos para cada uno de los alelos
respondia de forma diferente a la inoculacién con distintas cepas de scrapie murino,
de modo que la cepa ME7 (y cepas similares) daba periodos de incubacidn cortos en

s7/s7 p7/p7

animales Sinc>’”>" y largos en Sinc™"'"’, mientras que esta tendencia se invertia para las

cepas de tipo 22A. Ademds, se vio que el periodo de incubacién en animales

s7/p7 podia ser intermedio entre los dos genotipos homocigotos, mas

heterocigotos Sinc
largo 0 mas corto segun si existian fendmenos de inhibicidn dominante negativa, lo

gue también dependia de la cepa.

Afios mas tarde, con el descubrimiento de la proteina pridén celular y el gen que la
codificaba (Chesebro et al., 1985; Oesch et al., 1985), tanto el gen Sinc como el gen Sip
(que controlaba el periodo de incubacién en la especie ovina) se asimilaron a Prnp
(Bruce, M. E. et al., 1991; Hunter et al., 1989; Hunter et al., 1992; Moore et al., 1998;
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Westaway et al., 1987). Asi, las dos variantes del gen Sinc se identificaron con dos
alelos del gen Prnp murino (Prnp®y Prnpb) (Westaway et al., 1987).

4.1.2.2 El perfil lesional

La neuropatologia, especialmente la distribucion y la intensidad del cambio
espongiforme, era otra de las caracteristicas estudiadas para perfilar el fenotipo de la
enfermedad en ratones. Por ello, en 1968, Fraser y Dickinson introdujeron el concepto
de “perfil lesional”, una metodologia estandarizada de valoracidn semicuantitativa del
cambio espongiforme en el cerebro de los ratones (Fraser & Dickinson, 1968). Mas
tarde, demostraron que el perfil lesional era una propiedad intrinseca de la cepa
empleada, altamente repetible en inoculaciones en la misma linea murina, y que por lo
tanto podia emplearse como un parametro para la caracterizacidn y diferenciacion de
cepas. Ademds, mientras que el periodo de incubacion de la enfermedad varia en
funciéon de la dosis de agente infeccioso, el perfil lesional de una determinada cepa se
mantiene constante (Fraser & Dickinson, 1973).

Los signos clinicos, los periodos de incubacién y el perfil lesional en animales con
distintos genotipos para la Prp¢ constituyeron durante décadas la triada de parametros
sobre los que se asentaba la caracterizacidn de cepas.

Figura 4. Metodologia de perfil lesional propuesta por Fraser y Dickinson. Las areas cerebrales que se
analizan son: 1) nucleos dorsales de la médula oblogada, 2) corteza del cerebelo, 3) corteza del coliculo
superior del mesencéfalo, 4) hipotdlamo (zona anexas al tercer ventriculo), 5) talamo, 6) hipocampo
(giro dentado y asta de Amon), 7) area septal, 8) corteza cerebral a nivel del talamo y 9) corteza cerebral
a nivel del drea septal (o corteza frontal). Adaptado de: (Fraser & Dickinson, 1968).
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4.1.2.3 Metodologias mds modernas de caracterizacion de cepas

Con el descubrimiento de la proteina pridn y su asociacién con la enfermedad, se
desarrollaron técnicas de diagndstico orientadas a la deteccién de PrP*, tanto
directamente en los tejidos de los animales infectados mediante inmunohistoquimica
como mediante inmunoblot. Ambas aproximaciones diagndsticas, que se detallan en
profundidad en la seccidén 6.2.2, pueden emplearse también para la caracterizacién de
cepas, ya que tanto la distribucién y los tipos de depésito de PrP* en el encéfalo
(Gonzalez et al., 2002; Gonzalez et al., 2003) como las caracteristicas bioquimicas de la
PrP™ (peso molecular de las tres glicoformas y proporcidon relativa entre ellas)
(Gretzschel et al., 2005; Hill et al., 2003; Somerville, Chong et al., 1997) son
propiedades de cepa.

4.1.3 Bases moleculares del fendmeno de cepa

La mayor parte de los trabajos realizados durante esta época con la enfermedad del
scrapie estuvieron orientados a identificar la mayor cantidad posible de cepas del
agente. Sin embargo, paralelamente a estos estudios, en los afnos 90 Bessen y Marsh
trabajaban con otra enfermedad pridnica natural, la encefalopatia transmisible del
vison (TME), que ya habia sido transmitida experimentalmente a diversos modelos
experimentales (Kimberlin et al., 1986; Marsh et al., 1969). Tratando de comprender el
fenédmeno de cepa, estos investigadores inocularon distintos aislados de TME en
hamsteres e identificaron dos cepas con propiedades bioldgicas claramente
diferenciables a nivel de periodos de incubacién, signos clinicos, neuropatologia y
acumulacién de infectividad en los cerebros de los hamsteres, y que ademas poseian
distintas patogenicidades cuando eran inoculadas de nuevo en visones. Estas dos
cepas se denominaron “hyper” (HY) y “drowsy” (DY), en referencia al sindrome clinico
producido en hamsteres (Bessen & Marsh, 1992b).

En estudios posteriores, demostraron que estas dos cepas se asociaban con dos tipos
de Prp>® qgue presentaban propiedades bioquimicas diferentes, incluyendo solubilidad
en detergentes, peso molecular en Western Blot, resistencia a la digestiéon con
proteinasa K (Bessen & Marsh, 1992a), y localizacidon del extremo N-terminal de la
PrP™* por secuenciacion proteica (Bessen & Marsh, 1994). Por lo tanto, se sugirié que
las conformaciones alternativas de la PrP>® exponian distintos residuos del polipéptido
a la accién de la proteinasa. Estos estudios, en conjuncion con los experimentos con
ratones transgénicos y cepas de origen humano, realizados por el grupo de Prusiner en
1996 (Telling et al., 1996), sentaron las bases de la hipdtesis segun la cual las
diferencias entre cepas estan codificadas a nivel de la estructura tridimensional de la
PrP>°. Esta puede adoptar varias conformaciones que le atribuyen distintas
caracteristicas biopatoldgicas.
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Segln algunos autores, la variabilidad de conformaciones de PrP* posibles estaria
limitada por la secuencia de la PrP¢ del hospedador donde se propagan. Por ejemplo,
cuando se hizo un bioensayo con la cepa ME7 en ratones que expresan una PrP¢
quimérica hamster/ratdn, se obtuvo una cepa indistinguible de la cepa Sc237 (o 263K),
a pesar de que el origen de la misma es otro completamente diferente (Scott, M. R. et
al., 1997).

Algunos modelos mas modernos postulan que las propiedades de cepa son
caracteristicas puramente conformacionales que emanan de la naturaleza amiloide de
los priones. Surewicz y colaboradores modelaron la diversidad de cepas pridnicas
mediante un sistema simplificado basado en la nucleacién-polimerizacién de
mondmeros de PrP truncada de origen recombinante. En estos estudios, observaron
que, mientras que las fibras preformadas de amiloide de PrP murina (“semillas”
murinas) eran incapaces de convertir los monémeros de PrP de hamster, el amiloide
de PrP de hamster si era capaz de convertir los mondmeros de PrP murina, que
adoptaban la estructura caracteristica del amiloide de hamster y adquirian a su vez la
capacidad de convertir mondmeros de PrP de ratdn (Jones & Surewicz, 2005). Estos
resultados sugerian que las propiedades de cepa estdn codificadas por la fibra de
amiloide (independientemente de su origen y, por tanto, de la secuencia primaria de
su PrP), y que ciertos tipos de amiloides son capaces de interactuar con moléculas de
PrP heterotipicas e inducir su conversidn, mientras que otros no lo son. En este marco,
la secuencia primaria de la PrP Unicamente determina si un determinado mondmero
es adaptable a la conformaciéon impuesta por la “semilla”, por lo que afecta a la
barrera de transmision al determinar el rango de conformaciones posibles aceptadas
por una PrP® concreta.

En conjunto, estos estudios abrieron la puerta al desarrollo del concepto de Ia
seleccion conformacional, del que hablaremos mas adelante.

4.2 La barrera de transmision

4.2.1 La nocidn primitiva de “barrera de especie”

La transmisibilidad de las enfermedades pridnicas se conoce desde los ainos 30 del siglo
pasado, cuando Cuillé y Chelle consiguieron inducir el scrapie en ovejas mediante
inoculacidon de extractos de tejido nervioso de ovinos enfermos (Liberski, 2012).
Posteriormente se confirmd que los priones responsables de esta enfermedad eran
capaces de infectar a especies taxondmicamente alejadas, incluyendo ratones
(Chandler, 1961; Zlotnik & Rennie, 1962), ratas y hamsteres (Chandler & Fisher, 1963;
Zlotnik & Rennie, 1965). Tipicamente, estas transmisiones inter-especificas se
caracterizaban por largos periodos de incubacion, que posteriormente se acortaban y
estabilizaban en pases sucesivos, asi como por tasas de ataque (proporcién de
animales inoculados que finalmente enferman) incompletas en el primer pase (Bruce,
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M. E., 1993). Este fendmeno, inicialmente conocido como “barrera de especie” (Priola,
1999), constituyd una dificultad para los primeros investigadores que intentaron
transmitir el scrapie a modelos murinos.

4.2.2 La “barrera genotipica”

Los primeros estudios sobre el fendmeno de la barrera de especie la atribuyeron a una
falta de homologia entre las secuencias de la PrP® de la especie donante y la receptora.
Esta hipotesis se basé fundamentalmente en estudios sobre la barrera de especie
entre el ratén y el hamster, una de las mas fuertes y faciles de explorar mediante
modelos de facil manejo (roedores). Entre estos estudios destacan los del grupo de
Prusiner, que trabajé con ratones transgénicos que expresaban la PrP del hamster
junto con la PrP® enddgena de ratdn. La inoculacién de priones de hamster en estos
animales producia mayoritariamente la aparicién de agregados de PrP>° de hamster,
mientras que el uso de priones murinos provocaba el acimulo de PrP>° de ratdn
(Prusiner et al., 1990; Scott, M. et al., 1989).

En otro estudio sobre la transmisién de TME entre visones y hurones, se constaté que
la fuerte barrera existente entre estas dos especies se sustentaba Unicamente en dos
cambios aminoacidicos en la secuencia de la PrPS, lo que sugeria que variaciones
minimas en dicha secuencia podian alterar drasticamente la capacidad de transmisién
interespecifica de los priones (Bartz et al., 1994). Trabajos posteriores con ratones
transgénicos que expresaban una Prp° quimérica (con mezcla de secuencias de varias
especies) llegaron a identificar los cambios aminoacidicos esenciales que contribuian a
esta barrera de especie (Scott, M. et al., 1993).

Asi, se sugirié que es la secuencia de la PrP> entrante la gue determina el fenotipo de
la enfermedad transmitida tanto a nivel de periodos de incubacidn como de
caracteristicas neuropatolégicas (Prusiner et al., 1990).

4.2.2.1 Ejemplos concretos de la influencia del genotipo en la barrera de
transmision

El ejemplo mas estudiado de la influencia del genotipo en el conjunto de la barrera de
transmisién es probablemente el del gen que codifica la proteina pridn celular en
ratones (Westaway et al., 1987). Este gen, que como ya se ha dicho se llamé
primitivamente Sinc (Dickinson et al.,, 1968; Dickinson & Meikle, 1971), posee
polimorfismos a nivel de los codones 108 (codifica leucina o fenilalanina) y 189
(codifica treonina o valina). Estas dos secuencias de PrP® son capaces de propagar las
cepas de scrapie murino en distinto grado, de forma que se pueden diferenciar por su
periodo de incubacidn en cada uno de los genotipos.

Con respecto a la especie ovina, se han reportado mas de 65 polimorfismos en la
secuencia de la PrP® (Meydan et al., 2012), de los cuales la mayoria parece no tener
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efecto sobre la susceptibilidad al scrapie. Sin embargo, los polimorfismos a nivel de los
codones 136, 154 y 171 si son determinantes para el desarrollo de esta patologia y su
diseminacion en las poblaciones ovinas (Goldmann et al., 1994). Asi, el codén 136
puede codificar alanina (A), valina (V) o treonina (T); el codén 154, arginina (R),
histidina (H) o leucina (L); y el codén 171 glutamina (Q), arginina (R), histidina (H) o
lisina (K). De las posibles combinaciones de estas variantes alélicas, sélo cinco
haplotipos han sido frecuentemente descritos en los rebafios: ARR, ARQ, AHQ, ARH vy
VRQ (Belt et al., 1995). Los 15 genotipos que resultan de la combinacion de estos
haplotipos se asocian con susceptibilidades muy diferentes al scrapie clasico, lo que ha
propiciado su clasificacion en 5 grupos de riesgo que se ha empleado para el control
genético de las poblaciones de rumiantes ovinos con vistas al control y la erradicacién
del scrapie (Dawson et al., 1998). En esta categorizacion, el haplotipo ARR aporta una
alta resistencia a la infeccidn por scrapie cldsico y ademas tiene un efecto dominante,
por lo que los animales heterocigotos que poseen una copia de este alelo presentan
mayor resistencia a pesar de la presencia de alelos de mayor susceptibilidad. Por el
contrario, la mayor susceptibilidad al scrapie cldsico se asocia con el alelo VRQ,
mientras que el alelo ARQ, ademas de ser el mas frecuente en las poblaciones ovinas
de la zona mediterrdnea (Acin, Martin-Burriel, Goldmann et al., 2004; Acin, Martin-
Burriel, Monleon et al., 2004; Acutis et al., 2004; Serrano et al., 2007), se asocia con un
riesgo moderado-alto.

La importancia de la secuencia genética para las barreras de transmisién llevé al
desarrollo de lineas murinas transgénicas que expresan la PrPC del hospedador original
(en este caso, la oveja), con el objetivo de estudiar mas fielmente la variedad real de
cepas, en ausencia de fendmenos de selecciéon y/o mutacién. Asi, los modelos
transgénicos ovinos son mas susceptibles a la infeccidn con aislados directos de scrapie
(Vilotte et al., 2001) y se han empleado en multitud de estudios de caracterizacion de
cepas (Bencsik et al., 2007; Bruce, M. E. et al., 2002; Griffiths et al., 2010; Groschup et
al., 2007; Thackray et al., 2008; Thackray et al., 2011; Thackray et al., 2012).

En la especie caprina se han descrito igualmente numerosos polimorfismos en el gen
Prnp, de los cuales algunos se han asociado con resistencia a la infeccién por scrapie y
BSE (Acin et al., 2013; Goldmann et al., 2011; Serrano et al., 2009; Vaccari et al., 2006).

Por su parte, el genotipo a nivel del coddén 129 de Ia PrP® humana ejerce una
importante influencia en la susceptibilidad a las enfermedades pridnicas humanas
adquiridas, y también a las de tipo espontdaneo, como se menciona en la seccion 5.2.
Este codon es polimérfico y puede codificar metionina (129M) o valina (129V) (Collinge
et al.,, 1991; Palmer et al., 1991). La mayoria de los casos de enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob iatrogénica (iCJD), asociada al uso de hormona de crecimiento
humana contaminada (Deslys et al., 1994), y la totalidad de los casos de variante de la
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enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (vCJD) descritos hasta la fecha (con una sola
excepcion (Mok et al., 2017)) han sido homocigotos 129M/M (Will et al., 1999).

4.2.3 La “barrera de cepa”

Sin obviar el papel crucial del genotipo, investigaciones posteriores demostraron que la
naturaleza de las barreras de transmisidon era mdas compleja al evidenciar que distintas
cepas pridnicas originadas en individuos de la misma especie (y por lo tanto, con la
misma secuencia primaria) se transmitian con eficiencias muy distintas. Tal es el caso
de las dos cepas de TME aisladas en hamsteres, “hyper” y “drowsy”, que no sélo
poseen propiedades bioquimicas diferentes (como se ha comentado anteriormente),
sino que también presentan patogenicidades distintas cuando se transmiten de nuevo
a su hospedador natural, el visén. Al no existir diferencias genotipicas ni entre los
hospedadores en las que fueron aisladas ni entre los hospedadores a las que se
transmiten, la divergencia en el comportamiento de los dos aislados sélo puede
interpretarse como cepas diferentes (Bessen & Marsh, 1992a; Bessen & Marsh,
1992b; Bessen & Marsh, 1994).

El caso mas llamativo de este fendmeno fue el de las diferencias en la transmisién de
casos de sCJD y vCID a ratones wild type (que expresan la PrP® del ratén) y ratones
transgénicos para la PrP® humana. Los ratones wild type son relativamente
susceptibles a la infeccidon con vCID (Fraser et al., 1988; Fraser et al., 1992), mientras
que los ratones transgénicos humanos son bastante resistentes a la infeccién con esta
cepa. Por el contrario, los aislados de sCJD son eficientemente transmitidos a ratones
transgénicos humanos, mientras que la transmisiéon de esta cepa a ratones wild type
esta practicamente imposibilitada por una barrera de transmisién muy fuerte (Collinge
et al., 1995; Hill et al., 1997). Estos dos tipos de prién poseian la misma secuencia
primaria, y sin embargo presentaban comportamientos opuestos en lo referente a su
transmisibilidad, lo que incide de nuevo en la importancia de la cepa en la capacidad
de transmisién interespecifica (Collinge, 1999; Collinge, 2001).

Este fendmeno también se observa en otros tipos de EET. Existen cepas de scrapie que
se transmiten a ratones wild type con barreras de transmisidon de fuerza variable,
mientras que otras, como el aislado experimental CH1641 (Foster & Dickinson, 1988) o
el scrapie atipico (cepa Nor98) (Benestad et al., 2003; Benestad et al., 2008), no son
capaces de malplegar la PrP® murina. Igualmente, ciertos aislados de scrapie ovino son
capaces de infectar ratones que expresan la PrP® bovina (Scott, M. R. et al., 1999),
incluso con tiempos de incubacién mas cortos que con la cepa BSE (Scott, M. R. et al.,
2005), mientras que otros sufren una barrera de transmisién cuando se enfrentan a la
PrP® bovina. En esta linea, el scrapie ha podido ser también transmitido a vacas, que
manifestaron un fenotipico claramente diferente del de la BSE (Bolea et al., 2017).
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Asi, quedd patente que no sélo la secuencia de la PrPC influencia la transmisién inter-
especifica, sino también la cepa pridnica que se quiere trasmitir, un concepto conocido
como “barrera de cepa” (Scott, M. R. et al., 2005). En adelante, se comenzo a hablar de
“barrera de transmisidon” para referirse de forma genérica al conjunto de estos dos
fendmenos (Collinge, 1999; Supattapone et al., 1999), asumiéndose que era una
interaccidon entre la secuencia y la conformacion de la PrP lo que determinaba su
estructura tridimensional, afectando a la eficiencia de la interaccién PrPS-PrP* yala
propagacion de los priones.

Algunos autores, sin embargo, coinciden en sefialar que la importancia de la secuencia
es minima y que la cepa pridnica es la verdadera determinante de la fuerza de la
barrera de transmision (Jones & Surewicz, 2005; Torres et al., 2014). Para estos
autores, la secuencia aminoacidica de la PrP® Gnicamente determina el espectro de
posibles conformaciones patolégicas que puede adoptar, y por tanto la similitud entre
las secuencias de donante y receptor Unicamente modula la barrera entre esas dos
especies al definir al grado de solapamiento de conformaciones permitidas por ambas
(Jones & Surewicz, 2005).

4.2.4 Otros factores que afectan a la barrera de transmision: la glicosilacion de la
Prp¢

Como ya se ha mencionado, la proteina prién celular posee dos residuos de asparagina
susceptibles de glicosilarse durante el procesamiento post-traduccional del péptido, lo
que da lugar a tres glicoformas diferentes de la proteina: diglicosilada, monoglicosilada
y no glicosilada.

Los primeros estudios realizados sobre el papel de los glicanos en la barrera de
transmision sugerian que el grado de glicosilacién de la PrP€ estaba relacionado con la
facilidad de conversidn en la isoforma patdgena, ya que se observaron diferencias en la
estructura de los glicanos entre la PrP¢ y la PrP>* (Rudd et al., 1999), y que células que
expresaban una PrP mutada no glicosilada se infectaban mas facilmente que células
con PrP® normal con varias cepas de scrapie murino (Korth et al., 2000).

Mds adelante, los primeros estudios in vivo sobre el tema (DeArmond et al., 1997)
demostraron que la expresién en ratones de una PrP¢ mutada no glicosilada causaba
importantes alteraciones en el tréfico intracelular y la localizacién de la proteina a nivel
de la membrana celular y, por tanto, en la susceptibilidad de los animales a la infeccién
con varias cepas de scrapie murino. Ademads, los animales que desarrollaban la
patologia lo hacian con profundas alteraciones en los patrones de depésito de Prp>* y
la acumulacién de infectividad no era suficiente para sostener el ciclo de infeccién.

Por su parte, Neuendorf y colaboradores desarrollaron otros modelos murinos que
expresaban una PrP® carentes de sitios de glicosilaciéon pero capaz de migrar a la
membrana celular, y los inocularon con varias cepas de scrapie y BSE adaptadas al
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ratén. Las dos lineas transgénicas portadoras de PrP monoglicosilada manifestaron
sintomas de enfermedad pridnica, mientras que los mutados en ambos sitios de
glicosilacion no desarrollaron la enfermedad. Se observé ademas que los ratones que
tenian bloqueado el primer sitio de glicosilacion mostraban signos clinicos mas
evidentes que aquellos que tenian bloqueado el segundo sitio, y morian mas deprisa
una vez la enfermedad se habia iniciado. Estos resultados empezaban a sugerir que la
glicosilacion de la PrP® no era esencial para la infeccién pridnica in vivo, pero si jugaba
un papel en la susceptibilidad de los hospedadores (Neuendorf et al., 2004).

Por otro lado, se demostré que cuando la PrPC y la PrP* provenian de diferentes
especies, el grado de glicosilacién de la PrP® podia afectar significativamente a la
formaciéon de la forma patdgena in vitro, lo que podria estar relacionado con el
fendmeno de la barrera de transmision in vivo (Priola & Lawson, 2001).

Los primeros estudios in vivo que abordaron este tema fueron realizados por
Wiseman, Manson y colaboradores. Estos investigadores desarrollaron varios modelos
murinos transgénicos con mutaciones en los residuos de asparagina. Al igual que
investigadores anteriores, observaron que estas mutaciones alteraban el tréafico
intracelular de la proteina y disminuian su exportacién a la membrana plasmatica
(Cancellotti et al., 2005). Por otra parte, al inocular estos animales con varias cepas
pridnicas de origen no murino (vCJD, sCJD y 263K), observaron que el bloqueo del
primer o de ambos sitios de glicosilacion conducia a una resistencia a la infeccién,
mientras que la supresion del segundo sitio facilitaba la transmisién del sCID al ratén,
un huésped que normalmente es resistente a este agente (Bruce, M. E. et al., 1997).
Esto sugeria que la glicosilacién en esta segunda posicién determinaba la barrera de
transmisién entre el humano y el ratén para la sCID. De forma general, se concluyd
que el grado de glicosilacion de la PrP® es uno de los factores que determina la
eficiencia de transmisién de las enfermedades pridnicas entre diferentes especies
(Wiseman et al., 2015).

4.3 La interaccion entre la cepa y la barrera de transmision

Actualmente, el concepto de “barrera de transmision” engloba varios tipos de
fenédmenos que imponen trabas a la propagacién de una determinada cepa en un
nuevo hospedador, incluyendo la falta de homologia entre las secuencias de las
moléculas de PrP (“barrera genotipica” o “barrera de secuencia”), la incompatibilidad
entre la conformacién de la PrP* entrante y las conformaciones permitidas de la Prp©
del hospedador (“barrera de estructura”), y otras barreras menos estudiadas, como la
debida a la ausencia de ciertos cofactores en los tejidos del nuevo hospedador que
dificulta la propagaciéon de la isoforma presente en el indculo (“barrera de cofactor”)

(Baskakov, 2014).
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En el contexto del cruce de una barrera de transmision, una determinada cepa pridnica

puede sufrir cambios o modificaciones merced a distintos mecanismos que se van a

exponer brevemente a continuacion.
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Figura 5. Esquema que representa el aislamiento de las cepas pridnicas mas empleadas, asi como los

fendmenos de divergencia que se han observado.
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4.3.1 Adaptabilidad de los aislados pridnicos: fenomenos de seleccion y mutacién en
el scrapie

En los afios 90, conjuntamente con la gran diversidad de cepas de scrapie identificadas
mediante bioensayos en roedores, se describieron distintos fendmenos de “mutacién”
de las mismas (Bruce, M. E., 1993). En estos estudios, el término “mutacidon” hace
referencia al cambio de las propiedades de cepa, y evidentemente carece de las
connotaciones que tiene para otro tipo de enfermedades infecciosas, en las que el
agente causal posee un acido nucleico que puede sufrir mutaciones génicas. Esta
capacidad de cambio de los priones propicid las criticas a la hipdtesis “sélo proteina”,
pues en el paradigma de la época, un agente causal formado exclusivamente por una
proteina no podia explicar tal variabilidad.

En los experimentos preliminares con scrapie murino, la “mutacién” de cepa ocurria
frecuentemente en transmisiones con presencia de barrera genotipica. Asi, se
observaban varias posibles evoluciones de las propiedades de cepa en funcién del
genotipo del gen Sinc que poseyeran los ratones y de la cepa pridnica infectante:
algunas cepas retenian sus propiedades al propagarse en ambos fondos genéticos
(p.ej. las cepas ME7 y 139A, también llamada Chandler o RML), mientras que otras se
modificaban (“mutaban”) cuando se pasaban a un genotipo distinto a aquel en el que
se habian aislado. Estas modificaciones casi siempre eran compatibles con la seleccién
de componentes minoritarios mas favorecidos en el nuevo ambiente (p.ej. cuando la
cepa 22C, procedente del genotipo s7/s7, se transmitia al genotipo p7/p7, se
seleccionaba un componente minoritario que acababa dando lugar a la cepa 22H)
(Bruce, M. E., 1993).

Otro ejemplo de seleccidn de componentes especificos es el caso de las cepas 79A vy
79V a partir del aislado SSBP/1. La cepa 79A, aislada en ratones con el genotipo

Sincs7/s7 p7/p7

, €s mas rapida en este genotipo que en Sinc™"’*’, y viceversa. Esta claro que, en
este caso, cada genotipo selecciona el componente de la mezcla SSBP/1 cuya
replicacion resulta mas favorecida (Bruce, M. E., 1993). Este mismo fendmeno se ha
observado con otros aislados de scrapie natural, como es el caso de las cepas 87A y

87V (Bruce, M. E. et al., 2002).

Sin embargo, en algunos casos también se evidenciaron fendmenos de mutacion

I”

“real”, es decir, la aparicién de novo de una nueva cepa con propiedades distintas (p.e;j.
la cepa 22A, aislada en el genotipo p7/p7, al pasarse al genotipo s7/s7 muta y cambia
gradualmente a la cepa 22F; esta evolucién se observa igualmente cuando la cepa es

“clonada” previamente al bioensayo) (Bruce, M. E., 1993).

De una manera similar, la transmisién de ciertas cepas de scrapie murino a otras
especies no alteraba su fenotipo (p.ej. las cepas 22A y ME7 al transmitirlas a
hamsteres), mientras que otras sufrian modificaciones de caracter permanente que se
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mantenian incluso tras la transmisién a su hospedador inicial (p.ej las cepas 22c y 139A
al transmitirlas a hamsteres) (Bruce, M. E., 1993).

La metodologia empleada en el bioensayo también puede provocar modificaciones de
cepa. Uno de los factores a tener en cuenta es la dosis infectiva. Por ejemplo, cuando
se transmitid la cepa 87A a ratones wild type a altas dosis, se propagd una cepa
distinta, llamada 7D, cuyas propiedades fenotipicas eran indistinguibles de las de otra
cepa comunmente usada, ME7 (Bruce, M. E. & Dickinson, 1987; Bruce, M. E., 1993).

Se ha descrito incluso que el nivel de sobreexpresién de la PrP¢ del modelo transgénico
empleado es capaz de modular los fendmenos de seleccién/mutacién de los priones.
En un estudio reciente, ratones que expresaban la PrP® ovina a niveles muy encima de
lo fisiolégico eran capaces tanto de propagar selectivamente componentes
minoritarios del aislado pridnico, dando lugar a “mutaciones” aparentes de la cepa,
como de generar de novo componentes no preexistentes en el inoculo original que
posteriormente recibian también ventaja selectiva y se propagaban preferentemente
en el nuevo hospedador (Le Dur et al., 2017).

4.3.2 Fenédmeno de cepas, seleccion y mutacion en otras EET
4.3.2.1 La TME

Los priones responsables de otras EET también sufren fendmenos de seleccidn,
mutacion y estabilizacion de fenotipos.

Es el caso de la encefalopatia transmisible del visdn (TME), cuyas dos cepas fueron
descritas por Bessen y Marsh a partir de pases seriados en hamsteres (Bessen &
Marsh, 1992b). Estos investigadores estudiaron los fenédmenos de divergencia de
fenotipos de estas cepas y vieron que eran compatibles siempre con la seleccion de
componentes minoritarios preexistentes. Describieron asimismo fendmenos de
seleccion de distintos componentes en funcion de la dilucidn del inoculo con la que se
realizase la inoculacion, y fendmenos de interferencia o competicion de componentes
(Bartz et al., 2000). Este fendmeno de interferencia también se habia visto con las
cepas de scrapie murino 22A y 22C (Dickinson et al., 1972).

4.3.2.2 La BSE clasica

La BSE se consideré desde los inicios de la epidemia como una cepa Unica con un
fenotipo Unico y caracteristico y con una gran promiscuidad, esto es, capacidad de
infectar a muchas especies manteniendo su fenotipo (Bruce, M. et al., 1994; Bruce, M.
E. et al., 1997). No obstante, a dia de hoy numerosos estudios han acabado poco a
poco con esta visidon. En primer lugar, durante la crisis de la BSE, Bruce y colaboradores
describieron la transmisidén de esta cepa a ratones wild type y aislaron dos cepas, que
denominaron 301C y 301V, en ratones con cada uno de los genotipos de Sinc (Bruce,
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M. et al., 1994). Aios mas tarde, sin embargo, Bencsik y colaboradores evidenciaron
qgue 301C y 301V no eran cepas distintas, si no distintos reflejos de la misma cepa BSE
en los distintos genotipos de ratén, ya que las propiedades de 301C, al igual que las de
la BSE de distintos origenes, converge hacia las de 301V en pases seriados en ratones
(Bencsik et al., 2013). Segun algunos autores, esta divergencia aparente puede verse
como una adaptacion fenotipica sin cambio permanente, un concepto andlogo al de la
normal de reaccidn o plasticidad fenotipica (Makarava & Baskakov, 2013).

Mds adelante, Lloyd y colaboradores aislaron dos cepas diferentes, MRC1 y MRC2,
empleando dos lineas murinas, SIL y C57BL/6, ambas con el mismo genotipo de gen

a/a

Prnp (s7/s7, o Prnp®?). Estas dos cepas mantenian sus propiedades al hacer un tercer
pase igualador en una de las lineas murinas (SJL). En este tercer pase, ambas cepas se
diferencian claramente en el periodo de incubacién, el patrén de glicosilacion y las
caracteristicas neuropatoldgicas. Estos autores creyeron firmemente haber aislado dos
cepas distintas y propusieron que eran diferencias genéticas en loci distintos de Prnp
las responsables de esta divergencia, lo que suponia un nuevo mecanismo de seleccidn
de componentes hasta entonces no considerado. Sin embargo estos autores no
pudieron concretar si ocurre una seleccién por cada linea o la aparicién de una nueva

cepa en una de las lineas por mutacion (Lloyd et al., 2004).

Estos resultados tienen reminiscencias de otros estudios con aislados de BSE y vCID en
los que se vieron también fendmenos de divergencia fenotipica. Por ejemplo, Asante y
colaboradores describieron como ratones transgénicos humanos inoculados con BSE
desarrollaron fenotipos tanto de vCJD como de sCID tipo 2, mientras que los
inoculados con vCID sélo mostraron genotipos de vCID (Asante et al., 2002). Esta
divergencia también fue observada con algunos aislados de vCID (Beringue, Le Dur et
al., 2008). Tras la inoculacion de vCID, algunos ratones desarrollaron enfermedad
clinica con tiempos compatibles con vCID mientras que otros presentaron periodos de
incubacién mas cortos que se redujeron todavia mds en pases subsiguientes. Los
ratones muertos con periodos de incubacidon largos presentaban alteraciones
neuropatoldgicas y patrones bioquimicos propios del vCID, mientras que los ratones
con periodos de incubacién cortos mostraron caracteristicas compatibles con sCID.
Estos autores también observaron que los animales que replicaron sCJD en su sistema
nervioso, acumularon sin embargo priones de vCJD en su sistema linfoide, incluso en

un segundo pase a partir de cerebro de ratones con PrP™*

de tipo sCID. Esto sugeria
que la cepa de vCID se propagd en el cerebro de estos animales como un componente
minoritario que luego fue amplificado preferentemente por el sistema linfoide de los
ratones de pases subsiguientes. Dado que este fendmeno de divergencia no ocurrié
con todos los aislados de vCID, estos resultados indican que la divergencia de
fenotipos en los casos de vCID y, posiblemente, de BSE se deben a fendmenos de

seleccion de subcomponentes mas aptos para la amplificacidén en distintas condiciones
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o tejidos. Por lo tanto, se requiere cautela a la hora de elegir aislados de BSE/vCJD para
bioensayo ya que pueden no ser cepas puras si no mezclas de componentes BSE/sCJD.

Estos resultados, a su vez, se correlacionan con otro articulo que prueba la presencia
de una mezcla de las formas de PrP* asociadas al sCID (tipo 1) y al vCID (tipo 2) en
muestras de pacientes con vCID (Yull et al., 2006). Los autores se aseguraron de que la
PrP™ de tipo 1 hallada no era un intermediario en la digestion de la PrP** de tipo 2
propia del vCID.

4.3.2.3 Las BSE atipicas

En otras ocasiones, los fendmenos de seleccién/mutacién han llevado al aislamiento
de una sola cepa a partir de aislados con cepas diferentes. Este fendmeno se ha
denominado convergencia fenotipica y el caso mas llamativo es el de las BSE atipicas
identificadas en la especie bovina, que mediante pases en ciertos modelos murinos
dan patrones indistinguibles de los de la BSE clasica.

Tal es el caso de la BSE de tipo L (también llamada BASE) cuando se transmite a
ratones wild type (Capobianco et al., 2007) y transgénicos ovinos VRQ (Beringue et al.,
2007), en los que adquiere un fenotipo indistinguible de la BSE. Por su parte, la BSE de
tipo H converge hacia el fenotipo de la BSE clasica al transmitirse a ratones wild type
en un porcentaje reducido de casos (Baron et al., 2011). Estas observaciones alertaban
sobre la posibilidad de que la BSE pudiera haber derivado de un pridén bovino de
origen espontdneo, “mutado” mediante un pase por otra especie distinta que le
hubiera aportado una gran capacidad de adaptacion.

Al igual que se especuld con la BSE-L transmitida a ratones wild type, se sugirid que
una pequena cantidad de un componente BSE presente en los indculos fue
“seleccionado” y preferentemente amplificados por la PrP® del ratén. Sin embargo,
Torres y colaboradores observaron el mismo fenédmeno de convergencia de la cepa
BSE-H a BSE clasica en el contexto de una transmisiéon homotipica, es decir, en un
modelo que expresaba PrP¢ bovina (la linea BoTg110) (Torres et al., 2011). En este
estudio, de nuevo una fraccidon de los animales inoculados desarrollé enfermedad con
acimulo de una PrP™ con caracteristicas bioquimicas propias de la BSE clasica. Este
resultado incide en el hecho de la convergencia hacia la BSE se produjo en ausencia de
barrera de secuencia (de bovino a BoTg110), por lo que el concepto de la “seleccidon”
de componentes no se puede aplicar aqui, y se proponen otros posibles factores
responsables de estas observaciones. Entre otras cosas, alerta sobre la posibilidad de
que la BSE se originase en la especie bovina como una cepa atipica y que fueran
factores fisico-quimicos en el tratamiento de las canales empleadas para la produccién
de harinas de carne y hueso los responsables de su “mutacién” a una cepa con un
mayor potencial patdégeno. Esta vision es compartida por otros autores (Prusiner,
1991; Scott, M. R. et al., 1999).
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4.3.3 Fendmenos replicativos alternativos: NAPA

Como se ha visto, la evolucién habitual de los priones cuando se transmiten con la
presencia de barrera de transmision es la de una “adaptacidon” al nuevo ambiente de
replicacion, generalmente a través de la seleccion de isoformas mas aptas. Sin
embargo, algunos autores han descrito un fendmeno replicativo alternativo
denominado “amplificacién no adaptativa de priones” (NAPA) (Bian et al., 2017).
Originalmente se vio en ratones transgénicos para la Prp° equina (TgEq) inoculados con
el aislado de scrapie experimental SSBP/1. En estos experimentos, un nimero reducido
de animales desarrollaron enfermedad pridnica, lo que demostré que la PrP¢ equina
era capaz de malplegarse, en contra de lo establecido en trabajos previos sobre la
resistencia de esta PrP® a la conversién y de los caballos a la infeccidon por priones
(Perez et al., 2010). Sin embargo, la sorpresa se produjo cuando se observé que en un
segundo pase estos priones no eran transmisibles a animales de la misma linea
transgénica (TgEq), pero si, y con alta eficiencia, a ratones transgénicos ovinos (la
especie de origen del aislado empleado). Es decir, estos priones eran capaces de
propagarse pero no se adaptaban a la nueva PrPS, si no que retenian su rango de
infectividad/transmisibilidad. Las propiedades bioquimicas y de cepa se mantuvieron
igualmente intactas tras el NAPA.

Adicionalmente, estos autores comprobaron que la PMCA es capaz de replicar el
fenomeno NAPA in vitro. Mediante PMCA seriada (Castilla et al., 2005), consiguieron
propagar SSBP/1, BSE y RML en un sustrato de Prp°© equina. Estos priones originados in
vitro tampoco lograron infectar efectivamente a ratones TgEq, que se mantuvieron
asintomaticos durante mas de 500 dpi, aunque acumularon pequefas cantidades de
PrP™. Los priones de RML amplificados por PMCA en sustrato equino, sin embargo,
retenian su patogenicidad para la especie de origen, es decir, ratones wild type.

Los mismos autores del estudio anterior exploraron el fendmeno NAPA en otros
modelos, concretamente en un modelo de TME en ciervo, mediante el uso de un ratén
transgénico que expresaba la PrP¢ del ciervo (TgDeer). En este caso, la inoculacién de
priones de TME en TgDeer provocé enfermedad clinica con tiempos de incubacién

'®s en el encéfalo de

largos. En un segundo pase, aunqgue se evidencio el depésito de PrP
los ratones, no se observaron signos clinicos. Sin embargo; estos priones mantenian su
patogenicidad en visones. Estos resultados sugieren que NAPA puede ocurrir en casos
de enfermedad subclinica con acumulacién asintomdtica de priones, la cual se observa

en ciertos casos de transmisiones a hospedadores no permisivos (Hill et al., 2000).

4.4 El modelo de seleccion conformacional

El conjunto de evidencias sobre la naturaleza de las cepas y su correlaciéon con los
fenédmenos de barrera de transmision llevaron a formular el modelo que esta
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actualmente en vigor: el modelo de selecciéon conformacional (claramente presentado
en (Collinge & Clarke, 2007)).

A Prp¢

Conformaciones posibles de PrPs¢
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Figura 6. Modelo de seleccién conformacional que interpreta las barreras de transmision (A) y la
divergencia de cepas (B) como manifestaciones del mismo fendmeno. Adaptado de (Collinge & Clarke,
2007).

Este modelo asume que la hipdtesis “sélo proteina” y el modelo de propagacién
mediante nucleacidon-polimerizacion son correctos, de forma que los priones son
agregados de proteina malplegada (PrP*) que se propagan de forma autocatalitica,
primero creciendo mediante incorporacion de nuevos mondémeros vy
subsecuentemente fragmentdndose para formar nuevos nucleos de polimerizacion. El
fenédmeno de cepa se acomoda dentro de este modelo proponiendo que el
malplegamiento de la PrP> no es Gnico, sino que, para cada secuencia primaria,
existen varias posibles conformaciones. Las cepas son mezclas generalmente
heterogéneas de diferentes conférmeros, “subcepas” o “cuasi-especies”, entre las
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cuales hay generalmente una que predomina y determina el fenotipo de la
enfermedad, aunque algunas cepas particularmente estables pueden estar préximas a
la clonalidad.

Por otra parte, el grado de solapamiento entre las conformaciones contenidas en el
indculo y las conformaciones permitidas o preferidas por el hospedador es lo que
determina la eficiencia de transmision. Un solapamiento completo o muy amplio
facilitaria la transmisién, mientras que un nimero mas reducido de conformaciones
compartidas dificultaria la transmision en mayor o menor medida, produciéndose
normalmente una “mutacién” aparente debido a la seleccién de un componente
minoritario mas apto para replicarse en el nuevo ambiente. Por ultimo, la ausencia
total de conformaciones en comun conllevaria una barrera de transmisién muy fuerte,
de forma que la transmisidon no seria posible o precisaria de un cambio de la cepa
transmitida mediante una “mutacién” real, esto es, la generaciéon de novo de un
conférmero capaz de propagarse.

El modelo de seleccidn conformacional interpreta el fendmeno de cepa y la barrera de
transmision como dos caras de la misma moneda, es decir, como dos manifestaciones
de una misma realidad: la naturaleza conformacional de los procesos de seleccidn y
amplificacién de los priones. En este modelo, las cepas con mayor capacidad
patogénica y de cruce de barreras de transmisién, como por ejemplo la BSE,
representarian conformaciones “termodindmicamente favorables” capaces de inducir
el malplegamiento de una variedad muy amplia de tipos de PrP® (Collinge & Clarke,
2007).

4.5 La hipétesis del “modelado deformado”

Como se ha dicho, el modelo de seleccion conformacional tiene entre sus
fundamentos la aseveracion de que las cepas son, generalmente, mezclas de
confédrmeros de los cuales hay uno dominante que dicta el fenotipo de la enfermedad
(Collinge & Clarke, 2007; Collinge, 2010). Este concepto, que ha sido llamado “hipdtesis
de la nube” por otros autores (Makarava & Baskakov, 2013), no ofrece una explicacién
satisfactoria sobre el origen de esta variabilidad estructural de los priones, asumiendo
que las distintas isoformas que componen la “nube” se estdn formando
continuamente de forma espontdnea. La “hipétesis de la nube” es complementaria a la
nocidon de que, en transmisiones en las que existe una barrera que impide la
propagacion del conférmero dominante, se selecciona una nueva variante que es mas
apta para propagarse en el nuevo ambiente.

I “"

En contraposicion, Baskakov y colaboradores defienden la hipdtesis del “modelado
deformado” (Baskakov, 2014; Makarava & Baskakov, 2013), que si bien no es
incompatible que la “hipdtesis de la nube”, ofrece una explicaciéon para el origen de la

heterogeneidad de los aislados pridnicos. Segln este modelo, cuando el conférmero o
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los conférmeros de la cepa infectante no son compatibles con la secuencia
aminoacidica de la PrP¢ del hospedador o con el nuevo ambiente de replicacion,
emergen nuevas variantes de novo como consecuencia de una distorsion de la fibra de
amiloide debida a la incorporaciéon de moléculas no compatibles. Aunque es posible
que la mayoria de los nuevos conférmeros tampoco sean aptos para propagarse,
eventos sucesivos de prueba y error acaban produciendo la emergencia de al menos
una variante con capacidad replicativa.

Ambas hipdtesis no son mutuamente excluyentes y permiten, entre ambas, explicar
practicamente la totalidad de los fendmenos de divergencia de cepas observados en
casos de EET naturales, e incluso la evolucién de cepas de priones sintéticas (Baskakov,
2014).

5. PATOGENIA DE LAS EET

Segun el origen y la patogenia, las EET pueden clasificarse en tres tipos: adquiridas (o
infecciosas, aunque en algun caso la infeccion es de naturaleza iatrogénica), genéticas
o familiares, y espontdneas.

Las primeras comienzan con la entrada en el organismo de un pridn de origen exégeno
que estimula la conversion de la PrP¢ enddgena en una isoforma patdgena. Las
segundas se deben a mutaciones en el gen que codifica la proteina prién celular, lo que
la hace mas propensa a adquirir plegamientos aberrantes que conducen a la
enfermedad. Las terceras tienen un origen idiopatico, habiéndose propuesto diversas
hipdtesis para explicar el mecanismo que causa el malplegamiento espontdneo de la
proteina.

5.1 Patogenia y transmision de las EET de tipo adquirido

La mayor parte de las enfermedades pridnicas de tipo adquirido que han sido descritas
afectan a diversas especies animales, tanto domesticas como de vida libre. Es el caso
del scrapie, que constituye el prototipo de EET infecciosa, pero también el de la
encefalopatia espongiforme transmisible (BSE), la enfermedad caquectizante crénica
(CWD), la encefalopatia transmisible del visén (TME) y la enfermedad pridnica de los
dromedarios (CPD). Por otra parte, en la especie humana existen dos tipos de EET
adquiridas: el kuru, que se adquiere por via oral y por lo tanto posee una patogenia
similar a las EET infecciosas del resto de especies animales, y la forma iatrogénica de la
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (iCJD).

5.1.1 El scrapie como prototipo de las EET de tipo adquirido

5.1.1.1 Vias de trasmision y contagio
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En el caso del scrapie clasico, la infeccidn natural se produce casi siempre por la via
oral, a través de la ingestién de materiales contaminados con priones procedentes de
otros individuos previamente infectados. En ocasiones, como ocurrié durante la
epidemia de BSE en el ganado vacuno, la infeccién ocurre por consumo de piensos
contaminados (Wells & Wilesmith, 1995). En otras se debe a una contaminacion del
entorno con el agente causal; se piensa que las principales fuentes de contaminacién
son las placentas, las heces (Safar et al., 2008; Terry et al., 2011) y los cadaveres de
animales infectados muertos en la explotacion. La contaminacidon a partir de las
placentas es la mas significativa, ya que este dérgano, que se expulsa tras el parto,
contiene unos niveles de infectividad muy elevados (Andreoletti et al., 2002; Race et
al., 1998; Tuo et al., 2002), aunque son altamente dependientes del genotipo del gen
Prnp tanto de la madre como del feto. Se ha demostrado que tanto ovejas que portan
el haplotipo ARR incluso en presencia del haplotipo VRQ en el otro alelo (Lacroux et al.,
2007), como ovejas que gestan fetos con fenotipos resistentes (Andreoletti et al.,
2002; Tuo et al., 2002) son incapaces de acumular PrP*“en la placenta.

Otras vias de excrecion, como la orina (Rubenstein et al., 2011), o de secrecidon, como
la saliva (Gough et al., 2012; Maddison et al., 2010) o la leche, se consideran menos
importantes, aunque contribuyen indirectamente a la contaminacidn del ambiente.

En consecuencia, el contagio por via oral se produce mayoritariamente de forma
horizontal entre los individuos del rebafio (Hoinville, 1996). Se reconoce igualmente la
posibilidad de que puedan ocurrir casos de transmisién vertical, es decir, de la madre a
las crias, aunque la importancia de esta via es dificil de evaluar debido a la posibilidad
de contagio lateral entre animales de cualquier edad. A pesar de que la transmisién
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vertical “pura” (in utero) ha sido demostrada por algunos autores (Foster et al., 2013;
Garza et al.,, 2011), se piensa que la infeccion de los corderos se produce
mayoritariamente a partir de la placenta en el momento del parto o en los momentos
inmediatamente posteriores. En cualquier caso, como se ha dicho mds arriba la
presencia de PrP> en la placenta y, por tanto, el riesgo de transmision peripartal del

scrapie dependen en gran parte de los genotipos de la madre y del feto.

La presencia de infectividad en la leche y el calostro ha sido también demostrada
(Konold et al., 2013; Lacroux et al., 2008; Maddison et al., 2010). La secrecién de
priones en la leche aumenta en presencia de mamitis, como por ejemplo en casos de
infeccion simultaneas con scrapie y el virus del Maedi-Visna, que provoca una mamitis
de tipo crénico. Esto se debe a la presencia en el tejido mamario inflamado de
foliculos linfoides capaces de acumular PrP> e infectividad, que luego son secretadas
en la leche (Ligios et al., 2005a; Ligios et al., 2011; Salazar et al., 2010).

Ademas de la via oral, existen otras vias naturales de entrada del prién en el
organismo, como por ejemplo a través de pequefias heridas en la piel, que pueden
resultar relevantes cuando existe un contacto estrecho entre los individuos del rebafio
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o cuando la contaminacion del entorno es elevada (van Keulen et al., 2002). Esta via de
entrada ha sido demostrada también experimentalmente (Mohan et al., 2004; Taylor
et al., 1996).

Finalmente, diversos autores han descrito la efectividad a nivel experimental de otras
vias de infeccion como la intracerebral, la intraperitoneal, la intravenosa, la
intraocular, la conjuntival y la percutanea (Detwiler & Baylis, 2003).

5.1.1.2 Infeccidn y puertas de entrada del agente

En la infeccidn natural por via oral, la PrP> atraviesa el tracto digestivo sin ser digerida
hasta llegar a nivel del yeyuno y el ileon, donde es capaz de cruzar la barrera intestinal
a través de las placas de Peyer (Andreoletti et al., 2000; Heggebo et al., 2000). Las
placas de Peyer son unas estructuras que contienen tejido linfoide asociado al
intestino (“gut-associated lymphoid tissue” o GALT) y por lo tanto forman parte del
sistema linforreticular, cumpliendo un papel en la defensa del organismo frente a
agentes patdgenos externos a través del establecimiento de una respuesta
inmunoldgica adaptativa. La observacién de que los priones se acumulan en las placas
de Peyer y el GALT (y posteriormente en los ganglios nerviosos del SNE, como se
menciona mas adelante) se ha replicado en modelos experimentalmente infectados
por las vias oral e intragdstrica (Aguzzi & Calella, 2009).

En el proceso de captacién de la PrP* a nivel de estas estructuras participan un tipo
especial de enterocitos modificados Ilamados células M. Las células M se ubican
intercaladas en el epitelio de la mucosa intestinal y han sido reconocidas como una de
las principales puertas de entrada al organismo, mediante transporte transepitelial,
para diversos agentes patdgenos del intestino (Neutra et al., 1996). Estas células son
capaces de captar proteinas, entre ellas la PrP>, y transportarlas sin degradar al
interior de la placa de Peyer, donde las presentan como antigenos a las células del
sistema linforreticular: macrdfagos de cuerpo tingible y células dendriticas foliculares
(CDF) (Heggebo et al., 2000; Jeffrey et al., 2001; Mabbott & Bruce, 2001; Mabbott &
MacPherson, 2006; van Keulen et al.,, 1999). La primera replicaciéon del pridn se
produce, pues, en el sistema linforreticular (SLR), y desde alli comienza la propagacién
del agente hacia el sistema nervioso a través de distintas vias. Algunos autores
sugieren que los niveles de infectividad en el SLR aumentan hasta alcanzar una meseta
antes de propagarse a otros organos (Madec, Groschup et al., 2000). Esta etapa de
invasion del sistema linfoide coincide con la fase preclinica de la enfermedad.

Por otra parte, algunos autores han descrito la captacién de priones por parte del
sistema linforreticular directamente a nivel de la amigdala o tonsila palatina
(Andreoletti et al., 2000). La amigdala es un pequefio érgano localizado en la entrada
de la orofaringe en el que el tejido linfoide se halla intercalado con el epitelio
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escamoso del paladar, y cuya funcion es la deteccién rapida de antigenos que penetran
en el organismo por la via oral.

5.1.1.3 Papel del linfotropismo en la patogenia

La implicacién del sistema linforreticular en las primeras etapas de la patogenia de las
enfermedades pridnicas adquiridas es altamente dependiente de varios factores,
incluyendo la especie, el genotipo y la cepa infectante. Asi, como se ha expuesto
anteriormente, los priones responsables del scrapie clasico tiene una elevada
capacidad linfotrépica y, en la mayoria de los casos, se replican ampliamente en el SLR
tras la captacion de los mismos a nivel de las placas de Peyer y las amigdalas,
fundamentalmente, y previamente a la fase neuroinvasiva. De hecho, la acumulacidn
temprana de PrP* en partes del SLR accesibles mediante procedimientos poco
invasivos ha dado pie al desarrollo de herramientas para el diagndstico de la
enfermedad en estadio preclinico, que incluyen la realizacidon de biopsias de mucosa
rectal (Dennis et al., 2009; Gonzalez et al., 2005), amigdala (Langeveld et al., 2006;
Monleon et al., 2005) o tercer parpado (Vargas et al., 2006).

No obstante, el genotipo a nivel del gen Prnp es un factor que influye en la
acumulacién de los priones por el tejido linfoide. Se ha descrito que la implicacién del
SLR en la patogenia de la infeccion por scrapie en animales con genotipos resistentes
(fundamentalmente en individuos portadores del alelo ARR) es muy limitada,
restringiéndose la replicacion del agente al sistema nervioso (Andreoletti et al., 2000;
Jeffrey et al., 2002; van Keulen et al., 1996; van Keulen et al., 2002).

Adicionalmente, la implicacidn del SLR también es dependiente de la cepa infectante, o
dicho de otro modo, el linfotropismo (en una especie concreta) es una propiedad de
cepa. Por ejemplo, a pesar de que en el scrapie clasico la PrP* se acumula en el tejido
linfoide, la acumulacién de PrP*>° e infectividad en casos de BSE experimentalmente
transmitida a ovinos (y también en casos naturales en bdvidos) se limita al sistema
nervioso, con una invasién del tejido linfoide limitada o nula (Somerville, Birkett et al.,
1997). Curiosamente, cuando la BSE se transmite a seres humanos (causando vCJD), el
agente presenta un linfotropismo mucho mas elevado (Bruce, M. E. et al., 2001; Hilton
et al., 1998), en comparacién con las formas esporadicas de la enfermedad (sCID) en
las que la replicacién del prion esta confinada al tejido nervioso (Hill et al., 1999).

5.1.1.4 Neuroinvasion

En los casos en los que el prion se propaga de forma eficiente en el sistema
linforreticular gastrointestinal, se considera que la puerta de entrada del agente al
sistema nervioso es el sistema nervioso entérico (SNE). Esta hipdtesis se basa en la
observacion de acimulos de PrP* en los ganglios y plexos mientérico y submucoso del
SNE, que siguen una distribucién paralela a la del sistema linforreticular intestinal
(Beekes et al., 1998; Beekes & McBride, 2000). Se piensa que la transferencia del prién
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desde el SLR al SNE se produce a través de las fibras nerviosas que inervan los foliculos
linfoides del SLR (Heggebo et al., 2003; Prinz et al., 2003; van Keulen et al., 1999).
Posteriormente, la propagacion de los priones hasta el sistema nervioso central (SNC)
ocurriria fundamentalmente por dos vias (Beekes et al., 1998; Mabbott & MacPherson,
2006; Race et al., 2000; van Keulen et al., 2002). La primera es una via directa, que
asciende desde el SNE directamente hasta el tronco del encéfalo (concretamente la
medula oblongada) a través de las fibras nerviosas parasimpaticas eferentes del
sistema nervioso periférico (fundamentalmente el nervio vago), lo que conlleva la
acumulacién de PrP>° primeramente en el ndcleo motor dorsal de este mismo nervio.
La segunda es una via indirecta, a través de los nervios esplacnicos, que llevan la
inervaciéon simpdtica del bazo y otros érganos abdominales, y a través de los cuales el
prién alcanza los ganglios nerviosos celiaco y mesentérico craneal y, finalmente, la
columna intermedia lateral de la médula espinal toracica.
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Figura 7. Vias de neuroinvasién. Adaptado de: (Mabbott & MacPherson, 2006)

En ambos casos, la llegada del prion al SNC se produce mediante su migraciéon en
direccion retrégada (en contra de la direccién de los impulsos nerviosos) a través de
vias nerviosas eferentes de ambas divisiones (simpatica y parasimpatica) del sistema
nervioso autonomo. Diversos autores han sugerido la implicacién de mecanismos de
transporte axonal, posiblemente asociado a microtubulos (Fraser, 1982; Maddox et al.,
2008).
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Tras su llegada y establecimiento en el SNC, la diseminacion del agente por el tejido
nervioso (Kimberlin & Walker, 1980) lo lleva a acumularse en mayor o menor medida
en determinada regiones neuroanatdmicas, dando patrones que son dependientes de
la cepa pridnica y de la especie, entre otros factores (Fraser & Dickinson, 1968). No
obstante, los priones son también capaces de llevar a cabo una diseminacién
centrifuga desde el SNC, viajando a través de los nervios del sistema nervioso
periférico hasta alcanzar diversos tejidos y érganos anatémicamente distantes. Por
ejemplo, en ovejas se han descritos acimulos de PrP* en los siguientes érganos:
glandula adrenal (Garza et al., 2014; Jeffrey et al., 2001), musculo esquelético
(Andreoletti et al., 2004) y fibras nerviosas intramusculares (Garza et al., 2014), lengua
(Casalone et al., 2005; Garza et al., 2014), mama (Lacroux et al., 2008; Ligios et al.,
2005b), glandula salivar (Vascellari et al., 2007), rifién (Garza et al., 2014; Ligios et al.,
2007; Siso et al., 2008), vejiga (Garza et al., 2014), piel (Garza et al., 2014), pulmdn
(Garza et al., 2014; Jeffrey & Gonzalez, 2007; Ryder et al., 2009; Salazar et al., 2010),
higado (Everest et al., 2011) y pancreas (Garza et al., 2014).

La localizacion preferente de las lesiones asociadas al scrapie clasico en la médula
oblongada ha llevado a que sea ésta la regién neuroanatdmica de eleccién para el
diagndstico histopatolégico de la enfermedad en ovinos, caprinos y bovinos, ya que el
examen histolégico de una sola seccidn a nivel del ébex es suficiente para diagnosticar
el 99,6% de los casos positivos (Wells et al., 1989). Ademads, el acimulo temprano de
PrP>° en esta zona, especialmente en el nicleo dorsal motor del nervio vago, que ha
sido probado experimentalmente en ratones y hamsteres (McBride & Beekes, 1999),
convierte a este tejido en la zona de eleccién también para el diagndstico mediante
tests rapidos basados en la deteccién de la proteina patoldgica PrP*.

Por su parte, dado que en ocasiones la neuroinvasién no depende de una etapa
linfoinvasiva previa, la propagaciéon del agente ha de implicar a otros mecanismos de
diseminacidon, que también pueden actuar paralelamente a la ruta linforreticular.
Algunas de estas vias se han ido desvelando con el tiempo, como la posible implicacion
de la via hematégena (Siso et al., 2010). Diversos estudios han demostrado la
presencia de PrP> en sangre de ovejas infectadas con scrapie y con BSE (Terry et al.,
2009; Thorne & Terry, 2008), y también en pacientes humanos con vCID (Llewelyn et
al., 2004; Peden et al., 2004; Wroe et al., 2006), lo que algunos autores denominan
“prionemia” (Lacroux et al., 2012). Asimismo, es posible transmitir la infeccién de
individuos afectados por scrapie, tanto en fase clinica como preclinica, a animales
sanos mediante transfusiones sanguineas (Houston et al., 2008; Hunter et al., 2002).
Una de las hipodtesis barajasdas para dar explicacién a este hecho es que esta via de
diseminacién del agente estd asociada con la acumulacién de PrP> en los 6rganos
circunventriculares del encéfalo, regiones neuroanatdmicas anexas al tercer y cuarto
ventriculos que carecen de barrera hematoencefalica, por lo que podrian actuar como
puertas de entrada al SNC desde la sangre (Siso et al., 2009).
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5.2 Patogenia de las EET de tipo genético

Todas las EET de tipo genético que se conocen se han descrito en seres humanos,
asociadas a mutaciones del gen PRNP que causan la sustitucién de un aminodcido por
otro en la secuencia de la proteina prién celular. Se piensa que este cambio provoca
que la proteina se vuelva mas propensa al malplegamiento espontaneo (Elezgarai et
al., 2017; Gambetti et al., 2003; Prusiner, 1989). Adicionalmente, estas mutaciones
tienen un caricter dominante (desencadenan la enfermedad con un solo alelo
mutado) y una penetrancia (porcentaje de individuos portadores de la mutacién que
acaban desarrollando la enfermedad) generalmente muy elevada, cercana al 100%
(Minikel et al., 2016). Por esta razén, se cree que la mayor parte de los individuos
portadores sufren, en algin momento de su vida (que depende de la mutacidn causal),
un evento de malplegamiento espontaneo de la Prp° que desencadena la cascada de
conversiones, lo que termina causando la neurodegeneracién y la instauracion del
sindrome clinico.
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Figura 8. Polimorfismos y mutaciones del gen PRNP asociadas a EET en humanos. Adaptado de: (Takada
etal., 2017).

Las distintas mutaciones provocan cambios aminoacidicos en diversas regiones de la
PrPS, lo gue se traduce en distintas conformaciones de la isoforma patoldgica. Las
caracteristicas patolégicas y el curso clinico de la enfermedad dependen, por lo tanto,
de la mutacién causal, en combinacién con el polimorfismo del codén 129 (Gambetti et
al., 2003). Existen un gran numero de mutaciones descritas, tanto puntuales como
inserciones y deleciones. Sin embargo, el 85% de los casos diagnosticados se asocian
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con solo cinco variantes: E200K, V210I, V180IV P102L y D178N (Minikel et al., 2016;
Takada et al., 2017). La clasificacidon actual, basada en criterios clinico-patoldgicos,
establece Unicamente tres variantes fenotipicas: enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
genética (gCJD), sindrome de Gerstmann-Straussker-Scheinker (GSS) e Insomnio
Familiar Fatal (FFI).

Hay que seialar que el hecho de Ia PrP® mutada sea propensa al malplegamiento no
implica que pueda transmitir su conformacién aberrante a otras moleculas de PrPS,
mutadas o no, en el curso de una infeccidon experimental. La transmisibilidad de cada
tipo de EET genética debe ser evaluada, pues, en base a transmisiones experimentales.
Asi, se ha evidenciado que algunos tipos de EET genéticas son transmisibles a ratones
wild type (Tateishi et al., 1996) y a modelos transgénicos (Asante et al., 2013; Manson
et al., 1999; Telling, Haga et al., 1996) mientras que otras no son capaces de generar
enfermedad en los individuos inoculados (Baker et al., 1990; Piccardo et al., 2007).

En esta linea, el topillo rojo (“bank vole”), asi como los modelos murinos transgénicos
gue expresan la PrP¢ de esta especie, han demostrado ser una herramienta muy util al
ser capaces de propagar una gran cantidad de cepas pridnicas (Di Bari et al., 2008),
incluyendo aislados con una baja capacidad de transmision a otros modelos (Pirisinu et
al., 2016) e incluso priones de origen recombinante (Elezgarai et al., 2017). En la mayor
parte de los casos, la patologia que desarrollan estos animales reproduce las
caracteristicas neuropatoldgicas y bioquimicas de la cepa original. Por esta razén, esta
especie es considerada por algunos autores como el “aceptor universal” de priones
(Watts et al., 2014).

5.2.1 Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob genética

El CJD familiar o genético fue identificado por primera vez en una familia alemana
portadora de la mutacién D178N (Kretzschmar et al., 1995). Ahos mas tarde se
demostré su transmisibilidad, asi como la del sCID (Gibbs et al., 1968), lo que supuso
un hito en la comprensidn de las EET al asumirse que estas patologias podian ser a un
tiempo hereditarias e infecciosas. A pesar de ello, a dia de hoy todavia no se
comprende completamente la relacion exacta que se establece entre la conformacién,
la transmisibilidad, la infectividad y la neurotoxicidad de estos enigmaticos agentes.

Los casos de origen genético suponen el 10-15% de los casos totales de enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob, mientras que la mayor parte (~85%) son de tipo espontdneo o
idiopatico (Collinge et al., 1996; Hill et al., 2003; Parchi et al., 1999). Se deben a
distintas mutaciones puntuales en la secuencia de la PrP%, de las cuales la mas
frecuente es la E200K, que supone aproximadamente el 50% de los casos (Gambetti et
al., 2003). Al contrario que el sindrome de Gerstmann-Straussker-Scheinker (GSS), el
gCJD se clasifica dentro del fenotipo del CJD debido a sus caracteristicas clinicas y
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neuropatoldgicas, que se asemejan a las del CID de tipo espontdneo, del que
hablaremos mas adelante.

5.2.2 Insomnio familiar fatal

La mutacion D178N, la primera en ser descrita en una familia de origen aleman
(Kretzschmar et al., 1995), provoca el desarrollo de un cuadro clinico-patolégico
identificado como CJD cuando el codén 129 de la PrP° codifica el aminoacido valina. No
obstante, cuando esta mutacién se combina con metionina en dicho codén 129,
produce una evolucién clinica diferente, con afectacion principalmente taldmica y
alteraciones del sueiio. A este cuadro se le denomina insomnio familiar fatal (FFI), y
tiene su contraparte esporadica en el insomnio fatal esporadico (sFl) (Gambetti et al.,
2003; Takada et al., 2017).

5.2.3 Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker

Por su parte, el sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) en realidad es un
conjunto heterogéneo de patologias causadas por distintas mutaciones localizadas a lo
largo de la proteina. Como ya se ha mencionado en la seccién 1.2, el GSS se diferencia
del CID por sus parametros clinicos, neuropatolégicos y bioquimicos. Se han descrito
16 mutaciones puntuales asociadas al GSS; la hallada mas frecuentemente es la P102L
(Minikel 2016, Takada 2017).

5.2.4 EET genéticas con mutaciones en la zona de repeticion de octapéptido

Por ultimo, existe un grupo de EET genéticas humanas asociadas a inserciones y
deleciones en la zona de repeticion de octapeptidos (OPR). Aunque la insercién (OPRI)
o la delecion (OPRD) de un solo octapéptido no provocan enfermedad (Beck et al.,
2010; Yu et al., 2004), un numero mas alto de inserciones (se han descrito casos de
desde 20PRI hasta 120PRI, salvo 30PRI) se asocia comunmente al desarrollo de una
patologia pridnica (Capellari et al., 1997; King et al., 2003; Owen et al., 1992; Vital et
al., 1998). Esta en ocasiones presenta las caracteristicas clinicas y neuropatoldgicas del
CJD (curso clinico de corta duracidn y afectacion fundamentalmente cortical), mientras
que en otras se asemeja al GSS (curso clinico mucho mas largo y gran afectacién
cerebelar con presencia de extensas placas de amiloide). El desarrollo de un cuadro
clinico-patoldgico u otro parece depender en gran medida del nimero de repeticiones
del octapéptido (Takada et al., 2017).

5.3 Patogenia de las EET de tipo espontdneo

5.3.1 Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporadica e insomnio fatal esporadico

Por ultimo, existen enfermedades pridnicas denominadas “espontaneas” cuyo origen
es desconocido. La mds importante es la forma espontdnea de la enfermedad
Creutzfeldt-Jakob (sCJD), ya que, aunque se considera una enfermedad rara (afecta
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aproximadamente a un individuo de cada millén), supone aproximadamente el 85% de
las EET diagnosticadas en seres humanos (Collinge et al., 1996; Hill et al., 2003; Parchi
et al.,, 1999). Existen distintas variantes del sCJD; la clasificacion completa mas
actualizada se basa en criterios clinico-patolégicos, en el genotipo a nivel del codén
129 de la proteina pridon celular y en las propiedades bioquimicas de la Prp>* que se
acumula en el tejido nervioso de los pacientes (Hill et al., 2003). El codén 129 ejerce
una gran influencia sobre la susceptibilidad al sCID, al mismo tiempo que determina el
fenotipo de la enfermedad. La prevalencia de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
esporadica (sCJD) en individuos homocigotos metionina (129M/M) es mucho mayor
que en individuos 129V/V, lo que sugiere que la homocigosidad M/M en este codon es
un factor de riesgo para este tipo de enfermedad pridnica (Deslys et al., 1994; Owen et
al.,, 1990; Palmer et al., 1991; Windl et al., 1996). Como se ha mencionado en la
seccion 4.2.2.1, este coddn también determina la susceptibilidad a las EET adquiridas.

Se han propuesto numerosas hipdtesis para explicar el origen del malplegamiendo
espontaneo de la PrP¢ que da comienzo al desarrollo de la patologia. Algunos autores
defienden que es debido a una mutacién somatica en el gen Prnp, lo que la hace
propensa a adquirir una conformacion aberrante que luego es capaz de transmitir a
otras proteinas no mutadas (Cohen & Prusiner, 1998; Prusiner, 1989). Otra explicacion
posible es un cambio conformacional estocastico que ocurre raramente (Cohen &
Prusiner, 1998). En el modelo de replicacion de los priones por nucleacion sembrada,
un evento raro de desestabilizacion del equilibrio termodinamico hacia la PrP* podria
llevar a la formacién de los primeros nucleos de polimerizacién (Jarrett & Lansbury,
1993). Por ultimo, algunos autores sugieren que al menos algunos casos de sCJD
podrian estar causados por una exposicién a bajo nivel a priones de origen externo
(Linsell et al., 2004; Safar, 2012).

Ademas de los subtipos clasicos de sCJD, existe una enfermedad clinicamente
indistinguible del Insomnio Familiar Fatal (FFl), pero que no ha sido asociada con
ninguna mutacién del gen PRNP. Por esta razén se la ha denominado Insomnio Faltal
Esporadico (sFl) (Gambetti et al., 2003).

5.3.2 Prionopatia de sensibilidad variable a las proteasas

De forma relativamente reciente se ha descrito un nuevo tipo de enfermedad pridnica
espontdnea denominada prionopatia de sensibilidad variable a las proteasas (VPSPr)
(Gambetti et al., 2008). A pesar de desconocerse los detalles sobre su origen tanto
como se desconocen los del sCJD, las caracteristicas neuropatoldgicas y bioquimicas de
esta enfermedad ha llevado a algunos autores a considerarla como la forma
espontanea del GSS (Notari et al., 2014; Zou et al., 2010). Curiosamente, se ha visto
gue las susceptibilidades asociadas a cada haplotipo del coddn 129 se invertian con
respecto a las de las EET humanas clasicas, siendo mas frecuentes los pacientes con
genotipo 129V/V (Peden et al., 2014; Zou et al., 2010). Ademas, la severidad de las
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lesiones en el encéfalo de estos pacientes también era dependiente del genotipo,
siendo mas alta en individuos 129V/V y M/V que en individuos 129M/M (Zou et al.,
2010).

5.3.3 Scrapie atipico y BSE atipicas

Por ultimo, existen dos formas atipicas de la BSE (BSE-L y BSE-H) (Biacabe et al., 2004;
Casalone et al., 2004) y una forma atipica del scrapie (scrapie atipico o Nor98)
(Benestad et al., 2003) que se consideran enfermedades de origen espontaneo, pues
epidemiolégicamente no se han asociado a la exposicién a agentes externos. En los
tres casos, la patologia cursa con lesiones a nivel histopatolégico (como la presencia de
acumulos de amiloide en el caso de la BSE-L o la afectacion predominante cerebelar en
con propiedades bioquimicas que
permite distinguirlos claramente de las formas clasicas, demostrando que se trata de

res

el scrapie atipico) y con la presencia de PrP

una cepa pridnica diferente.

5.4 Neurodegeneracion

5.4.1 La molécula responsable de la neurotoxicidad

Una vez el pridn estd presente en el sistema nervioso central (ya sea por generacion
espontanea de PrP> por causas genéticas o idiopaticas o por infeccién y entrada a
través de cualquiera de las vias de dispersidén), se instaura una degeneracion
progresiva del tejido nervioso. Este proceso neurodegenerativo implica una
combinacidon compleja de varios mecanismos que ocurren de forma secuencial o
simultdnea. La conclusién es un conjunto de alteraciones en la morfologia y
funcionalidad del sistema nervioso, que incluyen acumulacién de agregados proteicos,
cambio espongiforme, alteraciones sinapticas, neuroinflamacién y muerte neuronal
(Budka et al., 1995; Budka, 2003).

Sin embargo, a dia de hoy no se conoce con seguridad cudl es la molécula que media la
neurotoxicidad en las enfermedades pridnicas. Existe multitud de evidencias de una
relacion causal entre la conversién de la PrP¢ en PrP>* y el proceso neurodegenerativo,
lo que conduce a dos posibles explicaciones: o bien la PrP¢ adquiere propiedades
neurotdxicas al convertirse en PrP*, o bien pierde sus funciones protectoras normales
(Budka, 2003; Castilla et al., 2004).

A pesar de que se ha atribuido a la PrP® una serie de funciones neuroprotectoras
(Seccién 3.1.4), la idea de que la neurodegeneracion se debe a la pérdida de su funcién
normal no es actualmente muy aceptada. El rechazo de esta hipdtesis se fundamenta
sobre todo en el hecho de que los ratones transgénicos knock-out para la PrP® no
desarrollan signos de neurodegeneracién (Bueler et al., 1992), ni siquiera cuando se
permite la expresion de la proteina durante el desarrollo embrionario pero se bloquea
en la edad adulta (Mallucci, G. R. et al., 2002).
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En consecuencia, la hipStesis de que la PrP* es la molécula responsable de la
neurodegeneracién es la mas aceptada actualmente. Existen varias observaciones que
respaldan esta nocién. En primer lugar, existe una buena correlacién topografica y
temporal entre los depdsitos de Prp> y las alteraciones neuropatolégicas (DeArmond
et al., 1987; Dearmond & Prusiner, 1993); de hecho, la Prp* sigue siendo el uUnico
biomarcador patognomoénico de enfermedad pridnica. En segundo lugar, las
mutaciones causales de EET genéticas se localizan siempre en el gen PRNP y suelen
inducir el malplegamiendo de la proteina (Prusiner & Scott, 1997). Adicionalmente, se
ha observado que la sobreexpresion de una de estas PrP mutadas provoca la aparicién
de un trastorno neurolégico espontaneo (Hsiao & Prusiner, 1990; Manson et al., 1999;
Sigurdson et al., 2009), que ademas es transmisible a ratones normales (Sigurdson et
al., 2009). Finalmente, se ha visto que concentraciones muy pequefias de Prp™
purificada son altamente neurotdxicas para células en cultivo, en las que induce
apoptosis (Hetz et al., 2003).

A pesar de esta evidente relacién entre la PrP*° y la neuropatologia, se debe sefialar
también que la PrP>° no parece ser intrinsecamente neurotdxica, si no que la
neurotoxicidad depende de la expresién de la isoforma fisioldgica de la proteina, o
PrPC. La falta de expresion de PrP® conlleva la resistencia a la infeccién experimental
(Bueler et al., 1993; Sailer et al., 1994; Weissmann et al., 1994), e incluso el bloqueo de
la expresidn en ratones con una infeccién pridnica instaurada es capaz de revertir la
degeneracion espongiforme y la muerte neuronal en estadios tempranos (Mallucci, G.
et al., 2003; Mallucci, G. R. et al., 2007). Ademas, en un estudio realizado con ratones
knock-out para la PrP¢ en los que se habia injertado tejido nervioso de animales
infectados, se observd que las alteraciones histopatolégicas se restringian a los
neuroinjertos, mientras que el resto del encéfalo se mantuvo sano, y los animales no
desarrollaron una enfermedad clinica (Brandner et al.,, 1996). Todos estos datos
sugieren que la presencia de PrP® es necesaria para la neurotoxicidad.

En esta linea, se ha demostrado también que no sélo la presencia de la PrPS, sino
también su localizaciéon en la membrana plasmatica, es necesaria para el proceso
neurodegenerativo. Los ratones transgénicos cuya PrP® carece de la secuencia C-
terminal de unién al GPI, que sirve de anclaje a la membrana (GPI-less), han
demostrado ser refractarios a la enfermedad clinica tras la infeccién experimental, a
pesar de que la forma soluble de la PrP® que expresan posee la capacidad de
convertirse en PrP™ y acumularse en forma de placas de amiloide extracelulares
(Chesebro et al., 2005). Estos hechos sugieren que cuando la Prp© presente en la
membrana es transformada en PrP* actua activando vias de sefalizacion intracelular
gue llevan a la neurotoxicidad.

Por el contrario, algunos autores proponen que la toxicidad estd mediada por una
molécula de PrP distinta de la PrP®y la PrP*", a la que se refieren como PrP" (de “letal”).
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Este tipo de PrP seria un oligdmero, u otra molécula de bajo peso molecular,
sintetizada como un producto intermedio o secundario durante el ciclo de propagacién
del prion (Collinge & Clarke, 2007). En este modelo, por lo tanto, la
infectividad/capacidad propagativa de los priones estaria desligada de su potencial
neurotéxico, lo que permitiria explicar alguna de las observaciones realizadas in vivo,
como la ocurrencia de infecciones subclinicas con presencia de abundante
acumulacién de PrP* e infectividad (Hill et al., 2000; Hill & Collinge, 2003). Este modelo
esta en linea con el enfoque actual de las enfermedades de naturaleza amiloide, segun
el cual el agente neurotdxico es un intermediario de la formacién de agregados
amiloideos (Haass & Selkoe, 2007).

5.4.2 Mecanismos implicados en la neurodegeneracion
5.4.2.1 Muerte neuronal

La muerte neuronal es un fendmeno destacado en las enfermedades pridnicas (Castilla
et al., 2004). Se piensa que la mayor parte de las neuronas en las EET mueren a través
de una via altamente regulada denominada muerte celular programada (MCP). En la
MCR existen varios mecanismos, de los cuales el Unico relativamente bien
caracterizado es la apoptosis o MCP de tipo | (Liberski et al., 2004). Se han descrito
fenédmenos de apoptosis en una gran variedad de casos de enfermedad pridnica
(Dorandeu et al., 1998; Ferrer, 1999; Giese et al., 1995; Jesionek-Kupnicka et al., 1999;
Jesionek-Kupnicka et al., 2001; Lucassen et al., 1995). A pesar de ello, su papel exacto
en la patogenia de la neurodegeneracién en las EET sigue abierto a debate. Mientras
que algunos autores han detectado la apoptosis en modelos murinos de scrapie (Giese
et al., 1995; Jamieson et al., 2001; Lucassen et al., 1995), otros no han encontrado
evidencias claras de este fendmeno ni en modelos experimentales (Migheli et al.,
1994) ni en el hospedador natural, incluso en presencia de un aumento de la expresion
de factores pro-apoptéticos (Hedman et al., 2012; Lyahyai et al., 2006; Lyahyai et al.,
2007). Por otra parte, el grado de implicacién de la apoptosis en la enfermedad es
desconocido, ya que no se sabe si ésta ocurre en las fases tempranas de la misma, o si
es un proceso tardio que no participa realmente en la neurodegeneracién (Mays &
Soto, 2016).

La apoptosis depende generalmente de la activaciéon de cascadas complejas de
sefializacion intracelular que implican a una red altamente conservada de proteinas,
incluyendo la familia Bcl-2 y las caspasas (Yuan et al., 2003). El desencadenante de
estas cascadas puede ser variado y se han propuesto varias posibilidades:

e Estrés oxidativo

Al igual que ocurre con la apoptosis en general, se desconoce si es un factor primario
en la patogenia de la neurodegeneracion o un evento tardio consecuencia de la
desestabilizacion de la homeostasis celular. En cualquier caso, se piensa que el
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aumento del estrés oxidativo podria estar causado por la pérdida de funcidn
antioxidante de la PrP® (Brown, D. R., 2005).

e Respuesta a la acumulacidn de proteinas malplegadas

Esta via comienza con la retenciéon de formas malplegadas de PrP a nivel del reticulo
endoplasmatico (ER), lo que genera el estrés de este organulo. De forma similar a lo
que ocurre con otro tipo de proteinas con plegamientos aberrantes, éstas son
traslocadas al citosol como parte del mecanismo de degradacién asociada al ER
(ERAD), para ser asi eliminadas por el sistema ubiquitino-proteasomico (UPS), los
lisosomas o mediante autofagia. Cuando estos mecanismos se ven sobrepasados, el
equilibrio entre la sintesis y la degradacién de proteinas se rompe y se produce la
acumulacién de agregados proteicos intracelulares, lo que puede desencadenar
también vias colaterales de activacion de la autofagia. Al mismo tiempo, se
desencadena una liberacidon de calcio desde el ER, que incrementa la actividad de
chaperonas y foldasas, en un intento de corregir la abundancia de proteinas
malplegadas en el ER y recuperar el equilibrio. Finalmente, la pérdida de control de la
proteostasis lleva a la activacion de un sistema denominado UPR (“unfolded protein
response” o respuesta a proteinas desplegadas). El UPR comienza como una via de
supervivencia celular que busca la restauraciéon del equilibrio proteostatico a través de
la reduccidn de la sintesis proteica. Sin embargo, el estrés prolongado del ER y el
fracaso del resto de los mecanismos activados hacen que las mismas vias que
indujeron el UPR viren hacia la activacién de la cascada de las caspasas, lo que conduce
a la célula hacia la apoptosis (Mays & Soto, 2016).

e Neurotrofinas: en la encrucijada entre supervivencia y muerte neuronal

Las neurotrofinas son un grupo de factores de crecimiento que ejercen funciones
importantes en el sistema nervioso central de los vertebrados. Se trata de moléculas
gue son secretadas por las neuronas y otros tipos celulares y son capaces de difundir
por el tejido y regular distintos fendmenos, desde la formacién de sinapsis y la
maduracion de las neuronas durante el desarrollo embrionario hasta funciones de
mantenimiento del sistema nervioso durante la edad adulta (Bibel & Barde, 2000;
Meeker & Williams, 2015). Su expresién y actividad también estan ligadas a ciertas
patologias neurodegenerativas y a la respuesta al dafio tisular (Dawbarn & Allen, 2003;
Shu et al., 2015).

Esta familia de moléculas estd compuesta por varios péptidos estructural vy
funcionalmente relacionados. Incluye el factor de crecimiento nervioso (“nerve growth
factor”, NGF), el factor neurotrofico derivado del cerebro (“brain-derived neurotrophic
factor, BDNF), la neurotrofina 3 (NT-3) y la neurotrofina 4/5 (NT-4/5) (Meeker &
Williams, 2015). Todos estos péptidos son sintetizados en forma de pro-neurotrofinas,
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gue posteriormente o bien son procesadas por diversas enzimas de reticulo
endoplasmatico y el aparato de Golgi, o bien son secretadas en forma inmadura y
procesadas por enzimas del espacio extracelular como la plasmina. El procesamiento
supone la eliminacion de la secuencia N-terminal de la proteina, lo que las convierte en
sus formas maduras, tradicionalmente vinculadas con su actividad bioldgica (Lu et al.,
2005; Teng et al., 2010).

Las neurotrofinas actian a través de dos tipos de receptores de membrana: los
receptores de tipo tirosina-kinasa TrkA, TrkB y TrkC, y el receptor p75NTR (Segal, 2003).

Los receptores Trk tienen una alta afinidad de unién por las formas maduras de las
neurotrofinas, ademas de unirse de forma especifica a cada una de ellas; asi, NGF
activa especificamente el receptor TrkA, BDNF y NT-4/5 activan TrkB, y NT-3 activa
TrkC, aunque también se une con menor afinidad a los otros dos (Barbacid, 1994). Tras
la unién de su ligando especifico, los receptores Trk se dimerizan y fosforilan,
activando rutas de sefializacién intracelular que conducen hacia la supervivencia, el
crecimiento y la diferenciacién de la célula (Segal, 2003).

Por su parte, el receptor p75NTR fue inicialmente identificado como un receptor de baja
afinidad para el NGF, aunque posteriormente se demostrd que era capaz de unirse con
todas las formas maduras de las neurotrofinas, aunque con baja afinidad (Dawbarn &
Allen, 2003). Este receptor pertenece a la familia del receptores del factor de necrosis
tumoral (TNFR) y su regién citopldsmica posee un “dominio de muerte” (Liepinsh et al.,
1997), por lo que, al contrario que los receptores Trk, no posee funcién catalitica
propia y su actividad depende de la interaccion con distintos mensajeros intracelulares
(Bibel & Barde, 2000).

NTR

La activacion del receptor p75 parece desencadenar mecanismos de apoptosis,

aungue la via exacta por la que esto ocurre no esta del todo clara (Bibel & Barde,

NTR

2000). No obstante, parece que la apoptosis mediada por p75" " sélo puede ocurrir en

células que no expresan especificamente receptores Trk, ya que la activacién de éstos
induce una respuesta contraria en presencia del ligando (Bamiji et al., 1998; Yoon et al.,

1998). Esta observacion se correlaciona con otros estudios que demuestran que la

NTR

interaccion entre los receptores p75" " y Trk aumenta la afinidad de éstos ultimos por

sus ligandos especificos, y por lo tanto induce una respuesta de supervivencia (Bibel et
al., 1999; Hempstead et al., 1991).

Por otra parte, se ha evidenciado que, sorprendentemente, las formas no maduras de

las neurotrofinas (pro-neurotrofinas) poseen una actividad biolégica propia y que

NTR

interactlan preferentemente con el receptor p75" ", activando vias de sefializacién

pro-apoptdticas (Meeker & Williams, 2015; Teng et al., 2010). Adicionalmente, p75"
es capaz de interaccionar con otros receptores que se coexpresan en la membrana

NTR

celular. Ya se ha mencionado que la interaccién entre p75" " vy los receptores Trk
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conduce a la supervivencia celular (Bibel et al., 1999; Hempstead et al., 1991). Por el

contrario, p75""

puede asociarse con una proteina de membrana denominada
sortilina, formando un complejo que se une con alta afinidad a las pro-neurotrofinas y
que desencadena una respuesta intracitoplasmica que conduce a la apoptosis (Meeker
& Williams, 2015; Nykjaer & Willnow, 2012). Por ultimo, la coexpresion de p75NTR

otros receptores, como NogoR o Lingo, y la unién de ciertos ligandos especificos puede
conducir incluso a otros desenlaces, como la inhibicion del crecimiento axonal o
fenomenos de plasticidad sinaptica (Fry et al., 2007; Lu et al., 2005; Meeker &

Williams, 2015).

Todas estas observaciones han llevado a proponer el modelo “yin-yang” del
funcionamiento de las neurotrofinas, seglin el cual el efecto desencadenado por la
accion de una de estas moléculas depende, en primer lugar, de su estado de
maduracion (pro-neurotrofina vs. neurotrofina madura) y, en segundo lugar, del

receptor con el que interaccione (Trk vs. p75""") (Lu et al., 2005).

NTR puede activar distintas vias de sefalizacién

Ademas, el mismo receptor p75
intracelular, dependiendo del ligando y de la coexpresidn de otros receptores de
membrana. Este hecho posiciona a p75" ' en una punto clave en la patogenia de las
enfermedades que cursan con fenédmenos neurodegenerativos. La modulacion de la
expresion y la actividad de este receptor podria ser capaz de inclinar a las poblaciones
neuronales hacia la muerte o la supervivencia, lo que deja entrever su potencial como

agente terapéutico (Longo & Massa, 2013).

Receptor(es) | p75NTR | p75NTR/Tk | p75NR/sortiin | NogoR/p75NTR/LINGO-1
Ligando E Neurotrofinas i Neurotrofinas i Pro-neurotrofinas i Nogo
i maduras ! d ! 1 MAG
: : maaduras : : OMGP
i & 5 A ; L i L
| 5 |0k ! 0 i
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biolégica ' Mielinizacién ! : :

Figura 9. Rutas de sefalizacion y respuestas celulares inducidas por la activacion de p75

presencia de sus correceptores. Adaptado de: (Lu et al., 2005).

NTR

solo o en

5.4.2.2 Neuroinflamacion: la implicacion de la glia

62



A pesar de que las EET son patologias que carecen de una respuesta inmunoldgica o
inflamatoria tipica (Porter et al., 1973), se han evidenciado fendmenos de
neuroinflamacion, aunque no se ha clarificado si son eventos laterales de la patogenia
o si contribuyen al proceso neurodegenerativo (Kercher et al., 2007). La
neuroinflamacién se define como la activacién de las células de la glia, principalmente
astrocitos y células microgliales. La presencia de astrocitos activados y microglia
reactiva se ha probado en numeros casos naturales y modelos experimentales de
enfermedad pridnica (Liberski & Brown, 2004; v Eitzen et al., 1998). Esto ha llevado a
algunos autores a proponer la hipétesis de que la activacién de la glia como respuesta
a la acumulacién de agregados proteicos es el verdadero desencadenante de la
neurodegeneracién durante la patogenia de las enfermedades pridnicas e incluso de
otras patologias neurodegenerativas humanas. Algunos estudios han demostrado que
la enfermedad pridnica puede ocurrir en modelos en los que la PrPC solo se expresa en
astrocitos (Moser et al., 1995; Raeber et al., 1997). Por su parte, la microglia reactiva
es un hallazgo histopatolégico comun en los casos de EET (Sasaki et al., 1993), y se ha
evidenciado que su aparicidn es posterior a la acumulacién de Prp> pero anterior a la
muerte neuronal, lo que sugiere el papel neurotdxico de este tipo celular (Betmouni et
al., 1996; Williams, Van Dam et al., 1997; Williams, Lucassen et al., 1997). En oposicién
a este enfoque, otros autores proponen la funcién neuroprotectora de la microglia, al
observase que la supresion de este tipo celular en modelos murinos reduce
drasticamente la esperanza de vida de los animales (Carroll et al., 2018; Zhu et al.,
2016).

6. DIAGNOSTICO DE LAS EET

6.1 Diagndstico in vivo

6.1.1 Diagnéstico clinico

Tanto en animales como en humanos, el diagndstico de las EET comienza,
generalmente, con la aparicion de los primeros signos clinicos que indican una
alteracion a nivel del sistema nervioso. Esta sintomatologia lleva posteriormente a la
realizacion de pruebas clinicas y de laboratorio para confirmar la enfermedad in vivo.

En el ganado ovino, la infeccidn con scrapie clasico suele manifestarse clinicamente
entre los 2 y los 5 afios de vida. Los primeros signos clinicos suelen ser poco evidentes
y a menudo pasan desapercibidos. La instauracién del cuadro clinico suele ser insidiosa
y ocurrir a lo largo de varias semanas o meses.

Los primeros sintomas que se detectan son cambios en el estado mental y en el
comportamiento del animal. Los animales pueden presentar hiperreactividad a
estimulos externos (hiperestesia) y resistencia a ser manipulados. Por el contrario,
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cuando se los deja tranquilos suelen presentar apatia y posturas anormales, como
cabeza baja y apoyada contra la pared, y mirada extraviada. Es frecuente también
detectar bruxismo y lamidos repetitivos de los labios. El prurito es uno de los signos
mas tipicos del scrapie clasico en ovinos (de ahi que también se llame a esta
enfermedad “prarigo lumbar”). Los animales tienden a rascarse y frotarse con objetos
del entorno, generandose zonas de alopecia con ocasionales lesiones cutdneas e
hiperpigmentacién. Este signo clinico puede evidenciarse facilmente mediante la
“prueba del rascado”, consistente en rascar intensamente ciertas partes de la regién
dorsal del animal; la prueba se considera positiva si desencadena una respuesta
estereotipada de lamido repetitivo de los labios y exteriorizacion de la lengua (Clark &
Moar, 1992; Healy et al., 2003).

Mds adelante se instauran los cambios posturales y de locomociéon. Los animales en
reposo suelen presentar separacién de las extremidades para lograr un mayor
equilibrio, y cuando se les hace caminar manifiestan ataxia y marcha hipermétrica. En
estos casos, pueden realizarse pruebas para evaluar los reflejos posturales
(sensibilidad propioceptiva) y la sensibilidad al dolor superficial y profundo. En estadios
avanzados es frecuente encontrar animales que no son capaces de ponerse de pie por
ellos mismos. Los temblores de la cabeza y en ocasiones del resto del cuerpo son otro
de los signos frecuentes (Clark & Moar, 1992; Healy et al., 2003).

En el caso del scrapie atipico, el sintoma predominante es la ataxia, y los animales no
suelen manifestar signos de prurito (Benestad et al., 2003).

En los seres humanos, las EET cursan con una gran variedad de cuadros clinicos. Las
pruebas clinicas que se pueden realizar para complementar la observacién directa de
los sintomas incluyen la electroencefalografia y las técnicas de neuroimagen, como la
resonancia magnética nuclear (Krasnianski et al., 2004).

6.1.2 Biomarcadores diagndsticos y posibilidades de diagndstico preclinico

Como ya se ha mencionado en la seccidon 5 (Patogenia), en ovinos es posible realizar el
diagnéstico del scrapie en estadios preclinicos mediante la deteccién
inmunohistoquimica de PrP> en tejido linfoide obtenido por medio de biopsias (Dennis
et al., 2009; Gonzalez et al., 2005; Langeveld et al., 2006; Monleon et al., 2005; Vargas
etal., 2006).

En seres humanos, la biopsia de tejido cerebral permite el diagndstico in vivo mediante
la observacion de los cambios neuropatoldgicos caracteristicos de la enfermedad
(espongiosis, pérdida neuronal, acumulacién de PrP>y gliosis) (Budka et al., 1995) y el
estudio del perfil molecular del prién responsable por Western blot (Hill et al., 2003).
Sin embargo, la creciente sensibilidad y exactitud de técnicas de diagndstico menos
invasivas, como el andlisis de biomarcadores en liquido cefalorraquideo (LCR), ha
hecho que la biopsia de cerebro entre en desuso. Actualmente sdlo se emplea en casos
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en los que el diagndstico diferencial incluye otros trastornos nerviosos tratables que
no pueden ser diferenciados de una EET por otras vias (Thompson & Mead, 2019).

Como se ha dicho, el diagndstico clinico de las EET humanas se afianza en el andlisis de
una serie de biomarcadores en el liquido cefalorraquideo (LCR) de los pacientes. Al
mismo tiempo, estos analisis permiten descartar otros trastornos de naturaleza
nerviosa para los que, al contrario que en las EET, exista tratamiento.

Los biomarcadores del LCR se pueden clasificar en dos grupos: por un lado,
marcadores “subrogados”, que son proteinas que se liberan al sistema ventricular a
causa de la muerte neuronal y la neurodegeneracion, y por otro, la proteina prién y sus
derivados, que participan directamente en la patogenia.

En el primer grupo se incluyen la proteina 14-3-3, la tau total y la proteina de
neurofilamento de cadena ligera (NfL), que se consideran marcadores de dafio
neuronal y se analizan de forma rutinaria (Otto et al., 2002; Schmitz et al., 2016;
Thompson & Mead, 2019; Zerr et al., 1998). Existen otros marcadores de muerte
neuronal que pueden complementar el diagndstico de las EET, como la a-sinucleina
(Kasai et al., 2014; Llorens et al., 2018), la proteina S100b (Chohan et al., 2010), la
proteina acida fibrilar glial (GFAP), la enolasa especifica de neuronas (NSE) (Thompson
& Mead, 2019) y la neurogranina (Blennow et al., 2019), pero su eficacia a nivel
diagnéstico no esta completamente probada.

Por su parte, en el segundo grupo se engloban el andlisis de la PrP total en LCR, cuyos
niveles se ha demostrado que estdn disminuidos en pacientes de enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob (Meyne et al., 2009), y la deteccidn directa del agente causal (el
prién). Esto ultimo es complicado debido a los bajos niveles de Prp> presentes en el
LCR, y requiere el uso de técnicas de amplificacion (PMCA y RT-QuIC), las cuales se
describirdn en secciones posteriores.

6.2 Diagndstico post-mortem

6.2.1 Diagnostico histopatolégico

Como ya se ha dicho, la degeneracidn espongiforme es la lesion mas caracteristica de
este grupo de enfermedades y consiste en la formacidn de vacuolas en el interior del
pericarion neuronal (vacuolizacion intraneuronal) o en el neuropilo de la sustancia gris
(espongiosis). Las lesiones generalmente son bilaterales y simétricas (Ligios et al.,
2002; Wells & McGill, 1992; Wood et al., 1997). Sin embargo, la distribucién y la
severidad de la vacuolizacién sigue un patrén determinado por el tipo de EET, la
especie y, en el caso de EET con fendmeno de cepas, la cepa responsable (Fraser &
Dickinson, 1968).
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Figura 10. Hallazgos neuropatoldgicos caracteristicos de las EET. A) Espongiosis o vacuolizacion del
neuropilo; B) vacuolizaciéon intraneuronal; C) gliosis; D) acumulacion de PrPSC, E-F) presencia de placas de
amiloide multicéntricas (E) o unicéntricas (F), compuestas de PrP (E) y positivas a la tincion rojo Congo

(F).

La degeneracién espongiforme esta acompafiada de otras alteraciones caracteristicas
de los fendmenos neurodegenerativos, como la muerte neuronal y la gliosis
(astrocitosis y presencia de microglia reactiva) (Budka et al., 1995). En algunos tipos de
EET pueden aparecer placas de amiloide en distintos puntos del encéfalo (Jeffrey et al.,
1998; McBride et al., 1988; Wood et al., 1997). La presencia de placas floridas, que se
definen como placas de amiloide unicéntricas rodeadas de un halo de vacuolas, se
considera patognomoénica de los casos de variante de CID (vCID) en humanos (Parchi
etal., 2012).

En seres humanos, el estudio meticuloso de las alteraciones neuropatoldgicas, junto
con el genotipo de paciente y el perfil bioquimico de la PrP* responsable, permite
clasificar los casos esporadicos de CID (sCJD) en varias categorias (Parchi et al., 2012).

6.2.2 Técnicas basadas en la deteccién directa de PrP**

Dado que tanto la forma celular (PrP¢) como la forma patoldgica de la proteina prion
(PrP>°) comparten la misma secuencia primaria, no es posible distinguirlas mediante el
uso de anticuerpos. Por lo tanto, su diferenciacién debe basarse en sus distintas
propiedades fisico-quimicas, fundamentalmente sus distintas resistencias a la digestién
con proteinasa K (PK), que degrada completamente la Prp° pero deja un nucleo C-

res

terminal resistente (PrP™) cuando actua sobre la PrP**.

De las técnicas de deteccidn que se basan en esta propiedad de la PrP>, el Western
blot es la mds ampliamente empleada (Katz et al., 1992; Madec et al., 1998; Madec,
Belli et al., 2000; Mohri et al, 1992). Ademas del resultado -cualitativo
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(positivo/negativo), esta técnica ofrece informacion de las caracteristicas bioquimicas
de la PrP™ vy, con ello, permite la diferenciacién de cepas. Esto es debido a que las
distintas cepas del agente estdn codificas en la estructura de la proteina; cada
conformacion deja accesible distintas partes de la proteina a la accién de la PK,
liberandose fragmentos C-terminales de la PrP>c de mayor o menor peso molecular.

Estas diferencias en el tamafio de la PrP™*

se reflejan en distintas movilidades en SDS-
PAGE. Ademas, el patrén de glicosilacion, definido como la proporcidn relativa de las
tres glicoformas de la proteina, es Unico de cada cepa pridnica. Por ultimo, el empleo

aporta datos

res

de anticuerpos que se unen a distintas partes o epitopos de la PrP
sobre su secuencia y estructura y permite evidenciar fragmentos de PrP distintos de la
PrP"™*, como bandas C- o N-terminales, que son caracteristicos de determinadas cepas,
como la CH1641 o ciertos subtipos de GSS (Pirisinu et al., 2013).

La deteccion in situ de la PrP* es posible mediante el uso de técnicas
inmunohistoquimicas. Esto permite no solo evidenciar su presencia en el tejido (Foster
et al., 1996; Miller et al., 1993; Ryder et al., 2001), sino también su distribucién y
abundancia, su localizacion de nivel celular y las caracteristicas morfolégicas de los
depdsitos (Gonzalez et al., 2002). En la mayor parte de los casos, la acumulacion de
Prp> precede a la aparicién de las lesiones. Ademas, se ha visto que en EET con
fenédmeno de cepas, como el scrapie, existe una correlacién entre la cepa infectante y
los patrones de depésito de PrP* (Gonzalez et al., 2003).

Por ultimo, la Comisiéon Europea elabord, a raiz de la crisis de la BSE, un plan para
desarrollar, evaluar y autorizar distintas pruebas de diagndstico que permitiera el
analisis rapido (screening) de los animales destinados al consumo humano, a fin de
cumplir con el plan de vigilancia activa de las EET. Estas pruebas rapidas se pusieron a
punto para la deteccién de la PrP> en el tejido nervioso mediante procedimientos
inmunoldgicos, y fueron evaluadas en base a su sensibilidad y especificidad
diagnésticas.

6.3 Técnicas de amplificacion de los priones

6.3.1 La PMCA
6.3.1.1 Concepto y desarrollo de la PMCA y sus aplicaciones diagndsticas

En ocasiones, como por ejemplo cuando se trabaja con muestras de LCR de pacientes
humanos o con muestras de otros tejidos o fluidos (Brown, P. et al., 2001), la proteina
prion patoldgica no esta presente en cantidades lo suficientemente elevadas como
para detectarla con las técnicas convencionales, lo que reduce sustancialmente la
sensibilidad en el diagndstico. Esta problematica llevd a los investigadores a
cuestionarse si era posible amplificar artificialmente los priones, mediante el uso de
sistemas in vitro, con el objetivo de detectar concentraciones bajas del agente.
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Los primeros avances en esta direccion los realizd el grupo de Byron Caughey en un
sistema libre de células. Para ello, emplearon Prp> purificada extraida del cerebro de
hamsteres infectados con la cepa 263K y la sometieron a una desnaturalizacién parcial,
tras lo cual permitieron su renaturalizacion. Observaron que esta PrP> renaturalizada
era capaz de inducir la conversion de PrP recombinante de hamster marcada
radiactivamente (Kocisko et al., 1994). Aunque la eficiencia del proceso fue muy baja,
este sistema permitié demostrar por primera vez que la PrP* era capaz de inducir el
malplegamiento de la PrP® en ausencia de cualquier otro factor tisular, lo que fue un
importante apoyo a la hipdtesis “solo proteina”.

Poco después, el grupo de Claudio Soto, animado por los resultados positivos del
“ensayo libre de células”, intenté mejorar la técnica para aumentar la eficiencia de la
amplificacién y, con ello, la sensibilidad diagndstica. Con el objetivo de emular la
replicacion in vivo de los priones, y basandose en el modelo de replicacién por
nucleacidn-polimerizacion (ver seccidon 3.3), pusieron en contacto una pequena
cantidad de PrP* (la “semilla”) con un exceso de PrP¢ procedente de cerebros sanos (el
“sustrato”) y lo sometieron a ciclos seriados de incubacién y sonicacién. Para ello,
introdujeron en el sistema un circuito cerrado de agua acoplado a un bafio
termostatico que regulaba la temperatura (manteniéndola a niveles fisioldgicos) y una
fuente de ultrasonidos. La idea detras de este sistema era que durante la fase de
incubacién, la semilla, que es un oligdmero de PrP>, recluta moléculas de PrP°
presentes en exceso en el sustrato, haciendo crecer la fibra de amiloide. Durante la
fase de sonicacion, la fibra se fragmenta, dando lugar a multitud de nuevas semillas
que replican el proceso de forma ciclica. De esta manera, la cantidad de Prp>* generada
de novo aumenta exponencialmente a lo largo de varios ciclos sucesivos de incubacidon-
sonicaciéon. Esta nueva técnica fue bautizada como “amplificacion ciclica del
malplegamiento de proteinas” (PMCA, por sus siglas en inglés “protein misfolding
cyclic amplification”) y, conceptualmente, era andloga a la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), en la cual pequeiias cantidades de DNA se amplifican ciclicamente a
expensas de un sustrato (Saborio et al., 2001).
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Figura 11: Fases de la PMCA. Créditos: Joaquin Castilla.
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Pronto, la nueva técnica fue automatizada (“serial automated PMCA” o saPMCA), lo
gue mejord su sensibilidad y su rendimiento y le otorgd un importante potencial
diagndstico (Castilla et al., 2005; Castilla et al., 2006; Saa et al., 2006b).

Aplicada al diagndstico, la PMCA es capaz de amplificar cantidades de PrP>* muy
pequeiias, como las presentes en tejidos periféricos o fluidos de pacientes de EET, lo
que permite su deteccidn y por lo tanto, el diagndstico de la enfermedad a partir de
estas muestras de facil obtencidén (Castilla, Saa, & Soto, 2005), incluso en estadios
preclinicos (Saa et al., 2006a). Segun sus creadores, la PMCA se puede combinar con
las otras técnicas de deteccidn de la PrP>°, generando asi una herramienta diagndstica
de gran sensibilidad (Saborio et al., 2001).

Al emular los procesos de replicacién que ocurren realmente en los organismos vivos,
la PMCA es capaz de replicar fielmente las propiedades de los priones replicados,
incluyendo las caracteristicas estructurales y bioquimicas. También es capaz de
mantener la infectividad y las caracteristicas de cepa de los priones producidos in vitro,
ya que la inoculacién de los mismos en hospedadores susceptibles produce una
enfermedad con caracteristicas clinicas e histopatolégicas idénticas a la causada por el
agente original (Castilla et al., 2005).

6.3.1.2 Las aplicaciones de la PMCA mds alld del diagndstico

La PMCA nacié originalmente para ser utilizada como técnica diagndstica de gran
sensibilidad (Saborio et al., 2001), y tuvo una enorme repercusion en el contexto de la
crisis de la BSE y la preocupacidn por los casos de transmisiones a seres humanos. Sin
embargo, actualmente existen numerosas aplicaciones de la PMCA mas alla del
diagndstico, que la han convertido en una de las herramientas mas versatiles para el
estudio de todas las facetas de la biologia de los priones.

Asi, el uso de la PMCA ha permitido ahondar en la comprension sobre los fendmenos
de cepa y barrera de transmisidon. Ha permitido romper algunas barreras de especie
gue consideraban absolutas, como la del conejo (Chianini et al., 2012; Vidal et al.,
2015), la del perro (Vidal et al., 2013) vy, en cierta medida, la del caballo (Bian et al.,
2017). La introduccion de la PrP¢ de origen recombinante (rec—PrPC) como sustrato de
la PMCA llegé a demostrar que ésta era capaz de malplegarse al incubarla con semillas
de PrP> en ausencia de cualquier otro factor tisular (Kim et al., 2010), e incluso en
ausencia de semilla si se complementaba con ciertos factores (Wang et al., 2010; Wang
etal., 2011), lo que fue un nuevo e importante apoyo a la hipdtesis “solo proteina”.

La generalizacion del uso de la rec-PrP® abrié la puerta a multitud de nuevas
aplicaciones. Algunos ejemplos son el estudio de los factores implicados en la
evolucidon divergente de los priones, lo cual es una aproximacién molecular al
fenomeno de cepas (Fernandez-Borges et al., 2018), o del efecto de cientos de
mutaciones, descritas o no en la naturaleza, sobre la propensién de la PrP a
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malplegarse, lo que puede conducir a la identificacién de polimorfismos asociados con
la resistencia a la infeccidn pridnica (Erana et al., 2017; Fernandez-Borges et al., 2017).

6.3.2 La RT-QuIC

La segunda de las técnicas de amplificacidon in vitro de los priones se denomina
(RT-QuIC, por sus siglas en inglés
“real-time quaking-induced conversion) y fue desarrollado por el grupo de Ryuichiro
Atarashi y Noriyuki Nishida (Atarashi et al., 2011). Estos autores combinaron los

IH

“conversion inducida por agitacidon en tiempo rea

elementos de dos metodologias previas:

1. El método QuIC (“quaking-induced conversién”), que conseguia amplificar
priones poniendo en contacto una semilla de Prp>* y un sustrato de Prp¢
recombinante, de forma similar a la PMCA pero empleando agitacidn en lugar
de ultrasonidos, y que debia combinarse con las técnicas habituales de
deteccién de PrP*, como el Western blot (Atarashi et al., 2008).

2. El método ASA (“amyloid seeding assay”) (Colby et al., 2007), que aprovecha las
propiedades de un compuesto llamado tioflavina T (ThT), que en presencia de

amiloide emite una fluorescencia (Rogers, 1965).

La combinacién de estas dos metodologias llevéd a una amplificacion eficiente de la
Prp> gue podia ser monitorizada mediante el aumento progresivo de la fluorescencia
debida a la ThT. Estos y otros autores demostraron que esta nueva técnica, aplicada a
muestras de LCR de pacientes humanos, era eficaz para el diagndstico ya que poseia
una especificidad mayor que la del resto de biomarcadores “subrogados” empleados
hasta la fecha (Atarashi et al., 2011; McGuire et al., 2012). Actualmente se emplea de
forma rutinaria en el diagndstico de las EET humanas.
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Mixtures of prion substrains in natural scrapie cases revealed by mice
bioassay

Abstract

Phenotypic variability in prion diseases is associated to the existence of prion strains.
The strain phenomenon can be accommodated within the protein-only hypothesis
through the notion that different conformational variants of PrP* encode distinct
pathobiological properties. Within this framework, the conformational selection model
proposes that a given PrP amino acid sequence allows a limited number of folding
states, and that the degree of overlapping between PrP>° conformations in the
inoculum and permitted conformations of host PrP¢ determines the strength of the
transmission barrier. In the context of a heterotypic interaction, conformational
selection may favor minor components from this “cloud” and thus modify the range of
prion variants that propagate. Therefore, transgenic models expressing homologous
PrP® are crucial to faithfully study the actual variety of prion strains. Ovinized mice
show enhanced susceptibility to infection with scrapie prions and have been employed
to characterize strains in natural sheep isolates.

In the present study, we used two ovine PrP -expressing models to bioassay 20 sheep
scrapie isolates from distinct outbreaks within the Spain-France-Andorra
transboundary territory. Animals were intracerebrally inoculated and survival periods,
lesion profiles, PrP>° distribution and banding patterns were studied.

Inocula showed a remarkable homogeneity on banding patterns, all of them but one
showing 19-kDa PrP™. However, a number of isolates caused accumulation of 21-kDa
PrPres in nervous tissue of TgShp XI mice while presenting survival periods and
neuropathological features similar to the rest. A different subgroup of isolates caused
very long survival periods with low attack rates and presence of 21-kDa PrP™ in Tg338
mice. These animals also showed milder spongiosis and occasional presence of amyloid
plaques.

These results suggest that some scrapie isolates contained mixtures of substrains that
were resolved distinctly in each transgenic model. The major 19-kDa component and
the two distinct 21-kDa components seemed to coexist in source inocula, as not all
challenged mice developed the same phenotype. The reason why each transgenic
model favors a specific component of the mixture is unknown, although Prp©
expression level may play a role. Our results also indicate that coinfection of sheep
with more than one scrapie strain is more frequent than infection with a single
component.
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Introduction

Transmissible spongiform encephalopathies (TSEs), also known as prion diseases, are a
group of rare, fatal and progressive neurodegenerative disorders that affect both
animals and human beings. TSEs are caused by non-conventional etiologic agents
called prions. According to the widely accepted prion hypothesis (Prusiner, 1982),
prions consist exclusively of a pathogenic protein conformer, termed PrP*, that
derives from the physiological, host-encoded cellular prion protein (PrP) (Oesch et al.,
1985; Prusiner, 1982; Stahl et al., 1987) via a post-translational conformational change
that is triggered by PrP> itself in a feed-back manner (Prusiner, 1991). PrP™
accumulates in the organism, mainly in nervous tissue (Prusiner, 1998), and through a
yet unclarified mechanism gives rise to neuronal death, neuron loss and vacuolization
(Ligios et al., 2002; Wood et al., 1997), together with astrogliosis, microgliosis (Lazarini
et al., 1994; Rezaie & Lantos, 2001; Titeux et al., 2002) and other phenomena linked to
neuroinflammatory processes (Budka et al., 1995). This progressive degeneration of
the central nervous system manifests as a set of neurological signs appearing after
long incubation periods.

Although, according to the protein-only model (Prusiner, 1982), the agent responsible
for these disorders lacks nucleic acids, the existence of several phenotypic variants has
been proved for different TSEs. This was first described for scrapie when two different
clinical syndromes were observed in scrapie-infected goats, which were reproducible
by intracerebral inoculation (Pattison & Millson, 1961). Prion variants associated to
these different phenotypes were termed “strains”, by analogy with other infectious
agents. Further demonstration of the existence of scrapie strains was addressed by
studies in wild type mice (Bruce, 1993; Zlotnik & Rennie, 1963), which also established
a methodology to discriminate them, based on the study of survival periods and lesion
profiles (Dickinson & Meikle, 1971; Fraser & Dickinson, 1968; Fraser & Dickinson,
1973).

Other typing approaches based on the assessment of PrP>° distribution by PET-blot and
immunohistochemistry (Gonzalez et al., 2002) or on the molecular characterization of
the prion protein by Western blot, have been successfully employed to discriminate
between BSE and scrapie (Gonzalez et al., 2003) and among scrapie strains (Gonzalez
et al., 2002; Thackray et al., 2008; Thackray et al., 2011).

The existence of prion strains can be accommodated within the protein-only
hypothesis through the notion that the abnormal conformation of PrP> is not unique.
In this model, prion strains are encoded in the conformation of Prp*° molecules, which
can adopt several folding states that are associated to different pathological features
(Bessen & Marsh, 1992; Bessen & Marsh, 1994; Telling et al., 1996). Within this
framework, the conformational selection model (Collinge & Clarke, 2007) proposes
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that a given amino acid sequence for PrP® allows a limited portfolio of conformations,
and thus only a number of prion strains will induce its misfolding while others will not
be able to template its conversion into a disease-associated conformation. As a
consequence, the degree of overlapping between the Prnp gene sequence of the host
species and that of the donor influences the capability of an isolate to transmit the
disease, which provides a molecular explanation for the transmission barrier
phenomenon.

The use of wild-type mouse lines expressing different alleles of the murine Prnp gene
allowed the differentiation of at least 20 scrapie strains (Bruce, 1993). However, wild
type mice-based typing methodologies may not be reliable since many scrapie isolates
cannot transmit to these models, including isolates of classical scrapie (Bruce et al.,
2002; Thackray, Hopkins et al., 2012; Thackray et al., 2012), unconventional scrapie
isolates such as CH1641 (Foster & Dickinson, 1988) and atypical scrapie (Benestad et
al., 2008; Benestad et al., 2008; Le Dur et al., 2005). When transmission to wild-type
mice is achieved, survival periods tend to be very prolonged and highly variable (Bruce
et al., 2002). This phenomenon is known as transmission barrier (Priola, 1999; Scott et
al., 2005) and was also observed in experimental transmissions of other TSEs to
rodent models (for a review, see (Beringue, Vilotte et al., 2008)). Differences in Prp°
amino acid sequence between donor and host, both on interspecies and intra-species
transmission experiments, are frequently acknowledged as the main molecular
determinant of transmission barriers, and are also responsible for subclinical infections
(Hill & Collinge, 2003). Moreover, according to the conformational selection model
(Collinge & Clarke, 2007), heterotypic interaction between PrP>* and PrP® can favor the
propagation of PrP>° conformers present in small quantities (Beringue et al., 2008;
Beringue et al., 2008; Collinge & Clarke, 2007). Consequently, studying scrapie strain
variability by means of bioassay in a model expressing a PrP® other that its natural
substrate, i.e. ovine PrP® in the case of scrapie, may alter the original portfolio of prion
variants to the point that it keeps little if any resemblance with the original sheep
scrapie strain range.

In this line, studying the variability of scrapie strains using a homologous murine
model, i.e. mice expressing ovine PrP® on a murine Prnp'/' background, may be crucial
to faithfully recapitulate the actual variability of scrapie prion strains present in sheep
populations. To this end, several distinct transgenic mouse lines carrying different

136R14QML VI%R4QMY) of the ovine Prnp gene have been created (for a

alleles (A
review, see (Groschup & Buschmann, 2008)). These ovinized models show enhanced
susceptibility to direct sheep scrapie infection (Vilotte et al., 2001) and have been used
in studies seeking to characterize field sheep scrapie isolates (Bencsik et al., 2007;
Bencsik et al., 2007; Bruce et al., 2002; Griffiths et al., 2010; Griffiths et al., 2010;

Groschup et al., 2007; Groschup et al., 2007; Thackray et al., 2008; Thackray et al.,
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2008; Thackray et al., 2011; Thackray et al., 2011; Thackray et al., 2012; Thackray et al.,
2012).

Although not fully addressed, the question of whether scrapie may be transmissible to
humans still remains. Some evidence of this zoonotic potential came from a study
where a number of scrapie isolates were able to infect transgenic mice expressing
human PrP%, which showed a profile matching that of sporadic CID (Cassard et al.,
2014). In addition, some authors hypothesize that sCID might be in fact provoked by
exposure to small ruminant prions, even though epidemiological studies do not seem
to support this hypothesis (EFSA Panel on, 2011). According to these circumstances,
characterizing and holding control of the variety of enzootic scrapie strains present in
the small ruminant population through the Spain-France-Andorra transboundary
territories is crucial for scrapie control and eradication purposes and for public health.

Material and methods

Sheep. Ten naturally scrapie-infected sheep were used for this study; six of them were
at the terminal stage of the disease while four were in a preclinical phase. With the
aim of including as many different scrapie strains as possible, the selection was done
according to two criteria: a) animals coming from geographically distant scrapie
outbreaks, and b) animals presenting distinct clinical signs.

In the terminal stage group, the in vivo diagnosis of scrapie was stablished using
standardized clinical examination. In contrast, preclinical-stage animals were identified
thought rectal biopsy and immunohistochemical detection of PrP>° on rectal mucosa-
associated lymphoid tissue using monoclonal anti-PrP antibody L42 (1:500, R-
Biopharm), as described elsewhere (Monleon et al., 2011).

Animals were sacrificed by intravenous injection of sodium pentobarbital followed by
necropsy and systematic sampling. Samples from brain and mesenteric lymph nodes
were divided into two halves; one half was fixed in a solution of 10% formalin for
further histological studies, while the other was immediately immerged in liquid
nitrogen and later conserved at -802C for biochemical analyses and the preparation of
inocula.

After sacrifice, the presence of PrP>° was confirmed for both the terminal and the
preclinical group in both nervous and lymphoid tissues using immunohistochemistry
with monoclonal anti-PrP antibody L42 (1:500, SPI-Bio). Additionally, the Prnp
genotype was determined through sequencing of genomic DNA obtained from whole
blood samples.
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Clinical stage, clinical signs, genotype, age at sacrifice and geographical origin of sheep
are indicated in Table 1.

Inocula. First-passage inocula were prepared from nervous (N) and lymphoid tissues
(L) of the aforementioned sheep. Inocula 1N to 10N corresponded to inocula prepared
from medulla oblongata (obex), while inocula 1L to 10L were those prepared from
mesenteric lymph nodes of the animals. Inocula 1N to 6N and 1L to 6L derived from
tissues of terminal sheep, while inocula 7N to 10N and 7L to 10L sourced from
preclinical sheep. Second-passage inocula were prepared from pools of spinal cords
harvested from diseased first-passage mice. All inocula consisted of 10% (w/v) tissue
homogenates in physiological saline and were subjected to microbiological analysis to
ensure sterility prior to intracerebral inoculation.

Mice. TgShp XI mice express ovine ARQ PrP¢ with expression levels of between 4 and
8-fold compared to that of sheep brain (Kupfer et al., 2007). These animals were kindly
provided by M. Groschup (Friedrich-Loeffler-Institut, Greifswald - Insel Riems,
Germany) and were brought to our facilities to be inoculated after the appropriate
adaptation period.

The transgenic murine line Tg338 was developed by H. Laude (Jouy-en-Josas, France)
(Laude et al., 2002) and is homozygous for the ovine Prnp gene, VRQ allele, expressing
ovine VRQ PrP® under the control of the ovine PrP promoter (Vilotte et al., 2001). The
level of expression of this line is between 8 and 10-fold that of sheep brain. This line
was provided by O. Andréoletti from ENVT-INRA (Toulouse, France) and was
maintained and bred in our facilities.

All experimental procedures in this study were approved by the Ethics Committee for
Animal Testing of the University of Zaragoza (permit number P119/14) and performed
in accordance with the recommendations for the care and use of experimental animals
and in agreement with national law (RD 1201/05).

Intracerebral inoculation. A dose of 20 pl/animal of each inoculum was administered
by the intracerebral route to groups of six mice using a precision syringe and under
general anesthesia. Animals were provided adequate analgesia after the procedure
and were caged together.
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Table 1. Clinical stage, clinical signs, genotype, age at sacrifice and geographical origin of sheep included in the study, and references of the inocula
prepared from their tissues.

Age at Geographical
ID Clinical stage Clinical signs Genotype sacrifice g' p Inocula
origin
(years)

i 1IN

Sheep#1 | Terminal Cachexia, muscle |\ p/aRQ 5.5 Zaragoza-1
wasting 1L
Sheep #2 Terminal Cachexia, ataxia, ARQ/ARQ 6.5 Zaragoza-2 2N
P alopecia ' g 2L
Sheep#3 | Terminal Cachexia, ataxia, | g /aRq 5 Zaragoza-3 3N
P hyperexcitation g 3L
i i 4N

Sheep #4 Terminal Cachexia, a.taX|a, ARQ/ARQ 4 Huesca-1
alopecia aL
i 5N

Sheep #5 Terminal Apathy, f';\ta?ua, teeth ARQ/ARQ 5.6 Teruel-1
grinding 5L
. . . 6N
Sheep #6 Terminal Cachexia, ataxia ARQ/ARQ 7 Teruel-2 oL
- Poor general 7N
Sheep #7 Preclinical condition ARQ/ARQ 35 Zaragoza-4 L
Sheep #8 Preclinical No signs ARQ/ARQ 1.5 Zaragoza-4 8-L
- . 9N
Sheep #9 Preclinical Local alopecia ARQ/ARQ 4.5 Huesca-2 oL

Sheep Preclinical No signs ARQ/ARQ 1 Zaragoza-4 _

#10 8 & 10L
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Bioassay. Animals were monitored three times per week for clinical signs of prion
disease. When the end point criteria were met, animals were sacrificed by cervical
dislocation under heavy anesthesia. Brain and spinal cord were harvested and stored
in a 10% formalin solution and at -802C for histopathological and biochemical analyses,
respectively.

Western blotting was performed following a protocol based on TeSeE Western Blot kit
(Bio-Rad). Briefly, medulla oblongata and mesenteric lymph node samples from sheep
and spinal cord pools from diseased mice were thawed and homogenized in a
detergent-containing solution. A volume of 200 pl was submitted to proteinase K
digestion for 10 min, which was stopped using a B-mercaptoethanol-containing stop
buffer, followed by concentration, clarification and resuspension of the remaining
PrP™ in 30 ul of Laemli loading buffer. It was then subjected to SDS-PAGE
electrophoresis using commercial 12% Bis-Tris gels (Bio-Rad), followed by transference
to a PVDF membrane with 0.20-um pore diameter (Bio-Rad). Immunoblot was
performed by sequentially immerging the membrane in a blocking solution (0.2% BSA
in PBS + Tween 0.1%), primary anti-PrP antibody Sha31 diluted 1:8,000 in PBS + Tween
0.1%, and HRP-conjugated secondary antibody diluted 1:5,000 in PBS + Tween 0.1%.
Finally, membranes were developed by incubation with a luminol-based substrate
(SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate).

Tissue processing. Brain and lymph node samples from sheep and brains from
diseased mice were fixed in a 10% formalin solution for at least 48 hours before being
processed. Mouse brains were trimmed in four sections following Fraser and
Dickinson’s protocol (Fraser & Dickinson, 1968), while sheep tissues were processed as
usual (Gonzalez et al.,, 2002). Tissues were then embedded in paraffin wax and
mounted in histological cassettes. Four um-thick sections were obtained using a
microtome and mounted on glass slides for subsequent histological procedures.

Haematoxylin and eosin (H&E) staining of the sections was performed following a
standard protocol. Briefly, dewaxing and rehydration was performed by sequentially
passaging the preparations in xylene and graded alcohols, followed by incubation in a
haematoxylin solution. After rinsing with tap water, preparations were subjected to
incubation in acid alcohol (1% acetic acid in a 70% ethanol solution), followed by
immersion in an eosin solution. Finally, preparations were dehydrated and mounted
prior to visualization under light microscope.

Lesion profiling. H&E-stained brain samples from second-passage animals were
inspected and spongiosis was measured in nine pre-determined grey matter areas
following a standardized protocol (Fraser & Dickinson, 1968). The areas were: 1) dorsal
medullar nuclei, 2) cerebellar cortex, 3) superior colliculus of the mesencephalon, 4)
hypothalamus, 5) thalamus, 6) hippocampus, 7) lateral septal nuclei, 8) cerebral cortex
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at the level of the thalamus and 9) frontal cortex. Semiquantitative scores from 0 (no
vacuolization) to 5 (very abundant and confluent vacuoles) were given to each area.
Mean values at each area were plotted to trace lesion profiles for each inoculum. In
addition, a new parameter termed “average vacuolization score” was computed for
each inoculum and murine line as the mean of scores in all brain areas of mice from
each infected group, and expressed as a proportion over 5.

Immunohistochemistry was applied to brain and lymph node samples from sheep and
brain sections from mice. After dewaxing and rehydration, three different pre-
treatments for antigen retrieval were performed sequentially: immersion in 98%
formic acid for 15 min, treatment with 4 pg/ml proteinase K for 15 min at 372C, and
hydrated autoclaving in citrate buffer at 962C for 20 min. Following antigen retrieval,
endogen peroxidase activity was blocked using a commercial blocking solution,
followed by 1-hour incubation with primary anti-PrP antibody L42 (1:500, SPI-Bio) for
sheep tissues or SAF84 (1:1,000, SPI-Bio) for mice brains. The EnVision+ System
(Agilent Dako) was used as the secondary antibody, and the DAB+ System (Agilent
Dako), based on the use of 3,3’-diaminobenzidine (DAB) as chromogen, was employed
for development.

Paraffin-embedded tissue-blot (PET-blot). PET-blot was performed as described
elsewhere (Schulz-Schaeffer et al., 2000) on mice brain samples. Briefly, 4-um paraffin-
embedded brain sections were collected onto a nitrocellulose membrane and dried at
379C for 24 hours. Membranes were then subjected to dewaxing and rehydration and
incubated for 2 hours in a solution of proteinase K (250 pg/ml) at 562C to completely
digest PrP®. Denaturation of the remaining PrP™ was achieved by incubating the
membranes in a solution of guanidine thiocyanate 3M. After blocking the membrane
with 0.2% BSA to avoid cross-reactivity, detection was carried out through sequential
incubation with the anti-PrP antibody Sha31 (1:8,000, SPI-Bio) and a secondary alkaline
phosphatase (AP)-conjugated antibody (1:500, Agilent Dako), followed by
development with NBT/BCIP (Thermo Scientific). Membranes were then washed and
dried for 24 hours at room temperature.

Results

Biochemical characterization of nervous and lymphoid tissue sheep scrapie field
isolates discloses different biochemical patterns

Medulla oblongata of sheep #1-#7 and #9 were positive on Western blot for PrP™ and
showed a banding pattern with the non-glycosylated (NG) bands at around 19 kDa and
predominance of diglycosylated (DG) species (Figure 1A). These features resemble
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those of the experimental isolate CH1641 (Hope et al., 1999), natural CH1641-like
isolates from field cases (Baron & Biacabe, 2007; Bencsik & Baron, 2011) and other
natural sources found in the Spain-France-Andorra transboundary territories (Cassard
etal., 2014).

In contrast, medulla oblongata of sheep #8 and #10 were negative on Western blot
(Fig. 1A). Since this is likely to be associated with reduced infective titers, they were
not used in bioassay.
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Figure 1. Western blot of inocula sourced from sheep tissues. A) inocula from medulla oblongata; B)
inocula from mesenteric lymph node. M: molecular weight marker.

The presence of PrP™*

in the lymphoreticular system was demonstrated by Western
blot of mesenteric lymph nodes from all sheep (Fig. 1B). All but one showed banding
patterns with the NG band at around 19 kDa. In contrast, inocula 7L showed a different
biochemical profile characterized by a NG band with higher weight (~21 kDa),

suggesting the presence of a different PrP** conformer. 21-kDa Prp™®

banding patterns
have been commonly observed in the most widely used types of experimental scrapie,
including SSBP/1 and Dawson isolates (Beringue et al., 2008; Beringue et al., 2008; Hill
et al., 1998; Hope et al., 1999; Hope et al., 1999; Thorne et al., 2012; Thorne et al.,

2012), and in several natural scrapie cases (Cassard et al., 2014).

The presence of different biochemical signatures among our isolates suggests some
degree of variability in the prion agent they bear. However,to accurately assess the
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actual range of prion variants present in our inocula, the disease phenotype in mice
needs to be analyzed.

Bioassay in sheep PrPC-expressing transgenic mice suggest the presence of more than
one prion variant

Survival periods and attack rates of first and second-passage TgShp XI and Tg338 mice
and banding patterns of second-passage spinal cord pools are presented in Table 2.

A majority of brain-derived inocula (1N, 2N, 6N, 7N and 9N) produced clinical disease
with accumulation of 19-kDa PrP"™* in spinal cord of both TgShp XI and Tg338 mice (Fig.
2A and 3A). Survival periods ranged from 196 to 381 dpi on first passage and from 183
to 239 dpi on second passage TgShp XI mice. Tg338 mice succumbed to disease
showing survival periods between 150 and 590 dpi in first passage and 175-200 dpi on
second passage. The wide variability observed in the survival period on first passage
may be explained by differences in infective titer among inocula prepared from brains
of sheep in the terminal stage (1N, 2N and 6N) and those sourced from preclinical
sheep (7N and 9N). In contrast, the reduction of survival periods observed on second
passage reflects accumulation of infectivity in the spinal cord of first-passage mice,

although to a variable extent.

The rest of brain-derived inocula (3N, 4N and 5N) behaved similarly to the former in
Tg338, which showed 19-kDa banding patterns (Fig. 3A) and survival times between
313 and 327 dpi that shortened to 163-199 dpi on second passage, suggesting the
propagation of the same prion variant. In TgShp XI, these isolates caused similar or
subtly longer survival periods in first (235-305 dpi) and second passage (240-312 dpi).
However, the biochemical profile in these mice was characterized by an unglycosylated
band at 21-kDa (Fig. 2A). This suggests the presence of minor quantities of a 21-kDa
prion conformer, undetectable in the original isolates, that is preferentially amplified
by the TgShp Xl line.
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Table 2. Banding patterns of source sheep tissues and survival periods, attack rates and banding patterns of experimentally challenged first and second-passage

TgShp Xl and Tg338 mice. Survival period provided as mean * standard deviation (SD).

TgShp XI Tg338
Sheep st nd st nd
1" passage 2" passage 1™ passage 2" passage

Inoculum Banding Survival Attack Survival Attack Banding Survival Attack Survival Attack Banding
pattern period rate period rate pattern period rate period rate pattern
IN 19 kDa 196+12 5/5 239+56 5/5 19 kDa 150+7 6/6 185+27 6/6 19 kDa
2N 19 kDa 213116 6/6 226+68 6/6 19 kDa 179441 5/5 17529 6/6 19 kDa
3N 19 kDa 305162 5/5 312+78 5/5 21 kDa 3134110 4/5 199+36 5/5 19 kDa
4N 19 kDa 273157 6/6 249+50 3/3 21 kDa 3271163 6/6 195430 6/6 19 kDa
5N 19 kDa 235+13 6/6 240+44 5/5 21 kDa 324448 5/5 16315 6/6 19 kDa
6N 19 kDa 256157 6/6 202+14 5/5 19 kDa 222182 6/6 200158 5/5 19 kDa
7N 19 kDa 34615 5/5 190+47 4/4 19 kDa 590158 6/6 189+36 6/6 19 kDa
9N 19 kDa 381135 4/4 183+13 6/6 19 kDa 551148 6/6 188137 6/6 19 kDa
1L 19 kDa 455430 6/6 2731118  12/12 19 kDa 352422 6/6 23147 6/6 19 kDa
2L 19 kDa 4541140 4/4 207196 5/5 19 kDa 41945 6/6 646+35 5/6 21 kDa
3L 19 kDa 425+83 4/4 33010 4/4 19 kDa 491+69 4/5 249126 5/5 19 kDa

4L 19 kDa 443122 3/3 203165 6/6 19 kDa 503+77 6/6 490+110 3/6 -

5L 19 kDa 314436 5/5 171420 6/6 19 kDa 528+29 6/6 481+159 3/5 -
6L 19 kDa 489180 5/5 276182 6/6 19 kDa 644+141 5/5 63714 7/7 21 kDa
7L 21 kDa 487138 4/4 241154 5/5 21 kDa 431+44 4/4 195+31 6/6 19 kDa
8L 19 kDa 422190 6/6 175458 4/4 19 kDa 579+118 4/4 60040 5/5 21 kDa
9L 19 kDa 51063 4/4 163+64 3/3 19 kDa 436+103 6/6 201+46 6/6 19 kDa
10L 19 kDa 45178 5/5 321+23 3/3 19 kDa 487181 4/4 1637 6/6 19 kDa
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Regarding lymph node-derived inocula, all but one had a single pattern of transmission
to TgShp XI mice characterized by long survival periods on first passage (314-510 dpi)
that shortened to 163-330 dpi on second passage, and accumulation of 19-kDa PrP™ in
their spinal cord (Fig. 2B). In contrast, inoculum 7L transmitted with similar survival
periods (241 dpi on second passage) but, alternatively, triggered 21-kDa PrP™
deposition in mice (Fig. 2B), mirroring that of the original isolate (Fig 1B). Long and
variable survival periods on first passage reflect low infectivity titers in lymph node-
derived isolates, while again, accumulation of infectivity in the spinal cord of first-

passage mice accounts for the reduction seen on second passage.
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Figure 2. Western blot of spinal cord homogenates from second-passage TgShp Xl mice experimentally
challenged with A) sheep brain-derived isolates and B) sheep lymph node-derived isolates. Note that
most samples had banding patterns with the non-glycosylated (NG) band at 19 kDa, while those of
inocula 3N, 4N, 5N and 7L were at 21 kDa.

Five of these inocula (1L, 3L, 7L, 9L and 10L) transmitted to Tg338 with second-passage

'® was noted in

survival periods ranging from 163 to 249 dpi. Presence of 19-kDa PrP
spinal cords of both passages (Fig. 3B), even in the case of inoculum 7L, which showed
a 21-kDa banding pattern and produced 21-kDa PrP™ deposition in TgShp XI. The
characteristics of these isolates in Tg338 agreed with those of brain-sourced isolates,

suggesting that they contain the same type of agent.

In contrast, the other five isolates (2L, 4L, 5L, 6L and 8L) transmitted to Tg338 showing
unusual transmission characteristics. Longer survival periods were observed in first
passage (419-644 dpi) which experienced no reduction or even considerable
lengthening on second passage (481-646 dpi). In a number of occasions, even the
attack rate was reduced in the second passage, suggesting incomplete and variable
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accumulation of infectivity in the spinal cord of first-passage animals. Supporting this
notion, Tg338 mice from both first and second passages accumulated reduced

res

guantities of PrP™ in spinal cord as demonstrated by the negative results on Western

blot of spinal cord homogenates from animals infected with inocula 4L and 5L (Fig 3B).
Surprisingly, in the rest of cases (inocula 2L, 6L and 8L), animals accumulated a PrP™®
with a 21-kDa banding pattern (Fig 3B), which provides further evidence for the

propagation of a different conformer in this mice.
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Figure 3. Western blot of spinal cord homogenates from second-passage Tg338 mice experimentally
challenged with A) sheep brain-derived isolates and B) sheep lymph node-derived isolates. Note that
13/18 samples were clearly positive with non-glycosylated bands at 19 kDa. 5/18 samples differed from
this, either being negative (4L and 5L) or having NG bands at 21 kDa (2L, 6L and 8L).

According to transmission patterns and biochemical signatures of the accumulated
PrP™, the presence of three PrP* variants can be envisioned: i) a 19-kDa variant,
present as the major component of the majority of sheep-sourced inocula, which we
termed “19K”; ii) a 21-kDa conformer that appears as the major isoform in inoculum 7L
and as a minor component in other three isolates, and that causes disease in TgShp Xl
with transmission patterns similar to the 19-kDa variant, hereafter termed “21K-TgShp
XI”; and iii) a 21-kDa conformer, different from the former, that seems to block the
propagation of the 19-kDa major component exclusively in Tg338 mice, triggering
reduced PrP>° accumulation in spinal cord and protracting clinical disease, and termed
“21K-Tg338".
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Mice brains show distinct histopathological hallmarks

The characteristics of spongiform change in both transgenic models were fairly similar.
Medulla oblongata, ventral mesencephalon and specific zones within diencephalon
(zona incerta and ventrolateral nuclei) showed invariably the most severe spongiosis.
In sharp contrast, vacuoles in cerebellar cortex were usually absent or very scarce.
Cortex of superior colliculus and central regions of thalamus (masa intermedia)
suffered a milder vacuolization. In hypothalamus, striatum and septal nuclei, the
degree of spongiosis was highly variable among infected mice groups. Finally, frontal
and temporo-parietal cortices and hippocampal formation were poorly affected.
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Figure 4. Lesion profiles in second-passage TgShp
Xl mice. While most inocula triggered “1-3-5”
profiles characterized by peak scores at
mesencephalon and hypothalamus (A), a number
of isolates caused either “1-4” profiles with more
severe spongiosis in thalamus that in flanking
areas (B), or “flat” profiles without evident peaks
in any area (C). Mobl: medulla oblongata, Cb:
cerebellar cortex, Mes: mesencephalon, Hy:
hypothalamus, Th: thalamus, Hp: hippocampus,
Sn: septal nuclei, Tc: cortex at the level of
thalamus, Fc: frontal cortex.

Lesion profiles were drawn for each inoculum and murine line. In most cases, curves
fitted to a general profile characterized by high scores at brainstem and subcortical
structures (medulla oblongata, mesencephalon, diencephalon and basal
telencephalon), moderate scores in cerebral cortices and hippocampus, and low scores
in cerebellar cortex. Differences between patterns focused mainly at the level of
hypothalamus (area 4), since a number of profiles were characterized by higher scores
at this area than in flanking regions (mesencephalon, area 3 and thalamus, area 5),
while others showed peaks in the latter areas. These two patterns were termed “1-4”
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and “1-3-5”, respectively. In a number of cases, patterns showing similar scores in all
areas were observed and termed “flat” profiles.

The predominant lesion profile in TgShp XI mice was the “1-3-5” pattern (Fig. 4A),
although a number of inocula triggered “1-4” (Fig. 4B) or “flat” profiles (Fig. 4C).
Average vacuolization scores were between 1.65/5 and 2.68/5. There was no
correlation between type of profile and average vacuolization scores.

In contrast, most of second-passage Tg338 groups showed a “1-4” pattern with
average vacuolization scores between 1.82/5 and 2.41/5 (Fig. 5A). Fewer Tg338 mice
showed “1-3-5” or “flat” profiles (Fig. 5B) with notoriously lower average scores
(between 0.70/5 and 1.49/5). Interestingly, the isolates showing this behavior (2L, 4L,
5L, 6L and 8L) agreed with those causing longer survival periods and absence or 21-kDa
PrP"™* deposition in the spinal cord.
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Figure 5. Lesion profiles in second-passage Tg338 mice. Most isolates provoked lesion profiles
characterized by peaks at medulla oblongata and thalamus, with scores at mesencephalon and
hypothalamus being lower or similar to that of thalamus (“1-4” profiles) (A). However, a number of
isolates, which agreed with those causing long survival periods in both first and second-passage Tg338,
triggered “1-3-5” and “flat” profiles with significantly lower average vacuolization scores (B). Mobl:
medulla oblongata, Cb: cerebellar cortex, Mes: mesencephalon, Hy: hypothalamus, Th: thalamus, Hp:
hippocampus, Sn: septal nuclei, Tc: cortex at the level of thalamus, Fc: frontal cortex.

PrP>° distribution was assessed using PET-blot. TgShp XI mice showed in general lower
staining intensity in comparison with Tg338 mice. Although no differences were found
in the characteristics of spongiform change or in lesion profiles, obvious differences
were observed in PrP* distribution among TgShp XI mice. Two trends of Prp>c
deposition could be differentiated.

The first pattern was a generalized, widespread low-intensity immunostaining (Fig. 6A,
B, C), which correlated with synaptic deposits in IHC and was more intense in medulla
oblongata (and occasionally deep cerebellar nuclei), the whole mesencephalon,
specific regions of thalamus (medial and lateral nuclei and zona incerta), hypothalamus
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and septal area. The second pattern consisted of localized high-intensity, plaque-like
deposits, which were found frequently associated to the alveus of hippocampus
(Figure 6B, D) and subependymal areas at the level of 3 and 4" ventricules (Figure
6D,), and correlated with coarse particulate/coalescing deposits in IHC (Fig. 6E).
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Figure 6. PET-blot and immunohistochemistry of representative brain sections from TgShp XI mice
infected with inocula 2N (A), 3N (B), 7L (C) and 8L (D). Two different trends of PrP> accumulation were
observed on PET-blots: a generalized low-intensity immunostaining (A, B, C), and a localized high-
intensity pattern, usually associated with the alveus of hippocampus (B, D, arrowheads), and
subependymal areas (D, arrowheads), and which correlated with coarse/coalescing plaque-like deposits
on immunostochemistry (E).

PrP>° deposits in the brains of Tg338 mice were mostly of the generalized or synaptic
type. The distribution pattern was characterized by high staining intensities of
brainstem and subcortical areas. Medulla oblongata and deep cerebellar nuclei,
mesencephalon, medial and dorsal nuclei of thalamus and zona incerta, and
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hypothalamus were the most affected zones (Fig. 7). A clear correlation between the
distribution of spongiform lesions and Prp>* deposits was observed.

A

Figure 7. PET-blots of representative brain sections from Tg338 mice infected with inocula 1L (A), 3L (B),
7L (C) and 8L (D, E). A general pattern arose in all examined brain samples consisting of intense staining
of brainstem and subcortical areas. Additionally, conspicuous immunostaining was observed in specific
structures, including the cingulate gyrus (A, B, E; thick orange arrows), habenular nuclei (A, C; red
arrowheads), and the stratum lacunosum-moleculare and the alveus of hippocampus (B, E; thin green
arrows). High-intensity staining of the medial amygdaloid nuclei (D, E; blue triangles) was observed in a
subset of samples obtained from animals challenged with isolates causing prolonged survival periods
and low vacuolization scores.

In addition, mild to intense staining was observed in specific structures within these
areas and in other areas not comprised by them, including a) a deep grey matter layer
of the neocortex, corresponding to the cingulate gyrus (Fig. 7A, B, E), b) habenular
nuclei (Fig. 7A, C), and c) stratum lacunosum-moleculare and alveus in hippocampus
(Fig. 7B, E).

Additionally, intense immunostaining of medial amygdaloid nuclei (Fig. 7D, E), was
observed exclusively in Tg338 inoculated with isolates 6L and 8L, which produced long
survival periods and “1-3-5” lesion profiles with low average spongiosis.
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Figure 8. Unicentric (A to C), florid (D to F) and amorphous perivascular plagues (G to L) in brain of
second-passage Tg338 mice infected with inocula 6L and 8L. Haematoxilin-eosin staining (A, D, G, J),
immunohistochemistry with anti-PrP mAb SAF84 (B, E, H, K) and Congo red staining that proves the
amyloid nature of the plaques (C, F, I, L).

These same inocula (6L and 8L) led to the formation of amyloid plaques in the brain of
second-passage Tg338 mice. These plaques were already visible on PET-blot as
granular plaque-like depositions at the level of thalamus and mesencephalon (Fig. 7D,
E), but were clearly evidenced in haematoxylin and eosin (H&E)-stained slides (Fig. 8A,
D, G, J). They were congophilic, which demonstrate their amyloid nature (Fig. 8C, F, I,
L), and positive to immunohistochemistry with anti-PrP antibody SAF84 (Fig. 8B, E, H,
K). Plaques were usually multicentric or amorphous and were found mostly in a
perivascular location and lying beneath the pia mater of frontal, parietal and piriform
cortices and cortex of the superior colliculus. In a number of animals, unicentric and
occasionally florid plaques were found in the deep layers of medulla oblongata,
mesencephalon, hypothalamus and thalamus. Interestingly, this phenotypic feature
was not observed in TgShp XI mice.
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Discussion

There is a wide basis of evidence that the characterization of scrapie strains based on
data recorded directly from the ovine host is a difficult task (Jeffrey et al., 2003; Jeffrey
et al., 2006). Differences in clinical signs of sheep or in lesion profiles and distribution
of PrP* deposits in their brains may not reflect the presence of different strains, since
several uncontrolled factors are known to contribute to this heterogeneity, including
age of infection, breed, intercurrent diseases and effects of currently unidentified
genes. This problem has been routinely circumvented by bioassaying the isolates in
genetically stable rodent models. The advent of transgenic murine lines expressing
homologous PrP® has allowed shedding light on the actual variability of scrapie prion
strains, avoiding confounding effects exerted by strain selection/mutation phenomena
in wild-type mice (Bencsik et al., 2007; Bencsik et al., 2007; Bruce et al., 2002; Griffiths
et al., 2010; Griffiths et al., 2010; Groschup et al., 2007; Groschup et al., 2007;
Thackray et al., 2008; Thackray et al., 2008; Thackray et al., 2011; Thackray et al., 2011;
Thackray et al., 2012; Thackray et al., 2012)..

In our experiment, sheep brains showed a remarkable homogeneity in banding
patterns, all of them possessing non-glycosylated (NG) bands with molecular weights
of around 19 kDa and a predominance of the diglycosylated (DG) species. This
biochemical signature has been linked to the CH1641 isolates, but also to other
unconventional isolates found in the field (Baron & Biacabe, 2007; Bencsik & Baron,
2011; Cassard et al., 2014). On the other hand, PrP™ in isolates prepared from
mesenteric lymph nodes reproduced the same pattern in almost all cases; the only
exception was isolate 7L, whose NG band had a molecular weight of 21 kDa.

Concerning transmission properties, most isolates showed survival periods always
shorter than 330 dpi on second passage. In contrast, a number of inocula (2L, 4L, 5L, 6L
and 8L) triggered very protracted survival periods (longer than 481 dpi) and absence of
evident reductions on second passage in the Tg388 line. Regardless of whether this
difference was caused by reduced accumulation of infectivity in spinal cord of first-
passage mice or because it as an intrinsically longer survival period, it suggests the
existence of a different strain in this group of samples.

Regarding banding patterns, nonequivalent results were found between TgShp Xl and
Tg338 lines. TgShp XI mice accumulated high (21-kDa) PrP™ in spinal cord after the
inoculation of isolates 3N, 4N, 5N and 7L, although only one of these (inoculum 7L)
displayed this high-molecular weight banding pattern. The prion variant propagated in
these cases has been termed “21K-Shp” and did not correlate with other differential
phenotypic features such as lesion profiles, vacuolization scores, or PrP*° distribution
patterns.
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Another group of isolates (2L, 4L, 5L, 6L and 8L) triggered no accumulation or
accumulation of a 21-kDa isoform exclusively in second-passage Tg338 mice. Notably,
these same isolates caused long survival periods, milder spongiosis, flatter lesion
profiles and, in a number of cases, a characteristic immunostaining of lateral
amygdaloid nuclei and presence of PrP amyloid plaques in Tg338 mice. The
combination of these differential features allows proposing that a distinct prion
conformer, here referred to as “21K-338”, has been propagated in these cases. Upon
comparison with other studies, the behavior of this prion variant resembled that of the
scrapie source that caused several outbreaks in Italy in the 90s following a iatrogenic
infection with a vaccine against Mycoplasma agalactiae (Agrimi et al., 1999; Beringue
et al., 2006; Caramelli et al., 2001; Zanusso et al., 2003), including the accumulation of
PrP plaques with a distribution similar to what we observed (Beringue et al., 2006). In
other study, an isolate coded MF17, whose properties resemble those of Italian scrapie
(O. Andréoletti, unpublished observations), demonstrated zoonotic potential as it was
able to infect transgenic mice expressing human PrP® (Cassard et al., 2014). Studies are
underway to determine if the coincidence of phenotypic traits is enough to endorse
our inocula with zoonotic capability.

In the rest of cases, a 19-kDa conformer, likely corresponding to the one
predominating in most of the original sheep isolates, was propagated and termed
“19K”. Importantly, both murine lines were able to propagate this conformer. The
phenotype associated to this form of the agent resembled that of CH1641-like isolates
(Baron & Biacabe, 2007; Gonzalez et al., 2015; Hope et al., 1999; Simmons et al.,
2015). CH1641 scrapie is associated with a PrP™ banding pattern with low (19-20 kDa)
NG species and possesses distinctive biological properties. In natural cases, it causes
longer incubation periods in sheep with the s7 allele of the Sip (Prnp) gene and shorter
in sheep with the p7 allele, contrary to the more common scrapie sources studied,
including SSBP/1 (Foster & Dickinson, 1988). Contrary to other classical scrapie
sources, the original, prototypic CH1641 source does not transmit to wild type mice
(Foster & Dickinson, 1988). However, it does transmit without apparent difficulties to
transgenic mice expressing ovine PrP, which replicate the PrP™ banding pattern of
the source inocula (Baron & Biacabe, 2007), in agreement with our own results. Due to
its biochemical features, these isolates were suspected to contain BSE infectivity (Hope
et al., 1999), although this was later discarded. To date, this type of scrapie has not
been attributed a zoonotic potential (Cassard et al., 2014), O. Andréoletti, unpublished
observations).

Considering the classification showed in Table 3, all studied isolates seemed to contain
the “19K” component, since in all cases at least one of the transgenic lines reproduced
the phenotype associated to this isoform. However, TgShp X| propagated the “21K-
Shp” component when a number of brain-derived isolates and one lymph node-
derived isolate were used. The fact that not all isolates induced the propagation of this
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variant indicates that the “21K-Shp” component preexisted in these inocula and was
not generated de novo. The reason why Tg338 mice were unresponsive to the
presence of “21K-Shp” prions and manifested solely the phenotype associated to the
major “19K” component remains unresolved.

Table 3. Overview of prion variants propagated from nervous and lymphoid tissues of sheep

NERVOUS TISSUE LYMPHOID TISSUE
AGENT AGENT AGENT AGENT
PROPAGATED PROPAGATED PROPAGATED PROPAGATED
Sheep IN TgShp XI IN Tg338 IN TgShp XI IN Tg339
Sheep 1 "19K" "19K" "19K" "19K"
Sheep 2 "19K" "19K" "19K" "21K-338"
Sheep 3 "21K-Shp" "19K" "19K" "19K"
Sheep 4 "21K-Shp" "19K" "19K" "21K-338"
Sheep 5 "21K-Shp" "19K" "19K" "21K-338"
Sheep 6 "19K" "19K" "19K" "21K-338"
Sheep 7 "19K" "19K" "21K-Shp" "19K"
Sheep 8 - - "19K" "21K-338"
Sheep 9 "19K" "19K" "19K" "19K"
Sheep 10 - - "19K" "19K"

In contrast, half of the lymph node-derived inocula provoked in Tg338 mice a
characteristic phenotype that was associated with the propagation of the “21K-338"
isoform, which probably preexisted in these inocula as a minor component. This
conformer is somehow able to intercept the propagation of the major “19K”
component exclusively in Tg338 mice, strongly protracting survival periods and
triggering less severe neuropathology. This interception may be mediated by the
formation of PrP amyloid plaques, as observed in previous studies with the Italian
isolate (Beringue et al., 2006) and in this study for inocula 6L and 8L. According to
some authors, amyloidogenesis may comprise a defensive system by means of which
toxic small PrP oligomers (Collinge & Clarke, 2007; Hill et al., 2000; Hill & Collinge,
2003) are sequestered into bigger structures, thus delaying or restraining the
neurotoxicity caused by prion progression (Chesebro et al., 2005; Piccardo et al., 2007;
Tuzi et al., 2008).

Interestingly, the “21k-Tg338” component was only found in lymphoid tissues from
sheep. It is widely accepted that, during oral infection, scrapie prions invade the gut-
associated lymphoid tissue and progressively extend to the rest of the LRS (Andreoletti
et al.,, 2000; Heggebo et al., 2000). During this process, the LRS may favor the
propagation of specific prion conformers, different from the isoforms that later invade
the nervous system. This phenomenon has been observed also in ovinised mice whose
brain and spleen accumulated PrP>® with differential banding patterns and biological
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properties (Beringue et al., 2012). This situation is reminiscent of the case of
humanized transgenic mice inoculated with variant CJD (vCID) prions that developed a
disease phenotype compatible with sporadic CID (sCJD), but still accumulated vCJD
PrP> in their spleens (Beringue, Le Dur et al., 2008).

Nevertheless, the reasons why brain and lymphoid organs propagate distinct prion
conformers have not been clarified. It has been proposed that differences in the
glycosylation of the PrP® between these two tissues (Katorcha et al., 2014) may be
involved in the selection of PrP* isoforms with specific glycoform ratios. A recent study
(Le Dur et al., 2017) suggests an alternative mechanism based on differences in PrP
expression level.

In any case, our results indicate that in natural scrapie cases, sheep can be infected
with more than one strain. These distinct variants of the agent can be located in
different organs (we assessed nervous and lymphoid tissues), or even coexist in the
nervous system as prion mixtures with a dominant conformer and one or more
subdominant isoforms, that can be detected only by bioassay in sensitive rodent
models or other in vitro techniques. In fact, according to our results, the coinfection
seems to be more frequent that the infection with a single strain.

The notion that natural scrapie cases may be caused by mixtures of substrains is not
new. There are many precedents in the literature: i) when a methodology that
separate short and long-incubation period strains was employed, natural scrapie
isolates were found to contain a mixture of strains that could be isolated in different
lines of wild type mice (Thackray, Lockey et al., 2012). ii) When several wild-type and
transgenic lines were used in a bioassay to investigate a number of scrapie isolates
suspected to contain BSE infectivity, different results with lines TgShp XI and Tg338
were obtained, which suggest that different strains existed in the isolates that each
mouse line propagated selectively (Beck et al., 2012). iii) When CH1641-like scrapie
isolates were inoculated in wild-type mice, transmission was achieved in disagreement
with previous reports, although glycosylation profiles and histopathological features
changed. These results were compatible with a selection of a minor component that
was able to replicate in wild-type mice, in contrast with the CH1641 experimental
isolate (Vulin et al., 2012). iv) Other authors (Yokoyama et al., 2010) also worked with
CH1641-like isolates and found them to be comprised of an ensemble of different
conformers than could be differentiated by the use of Western blot and separately
propagated in distinct sheep breeds and murine lines.

This situation is somehow similar to some cases of sporadic CID (sCJD) in humans,
which were shown to possess a mixture of high and low-Mw conformers in their brains
or in different parts of their brains (Polymenidou et al., 2005). Even in variant CJD
(vCID) cases, 21-kDa PrP>° conformers have been occasionally found (Yull et al., 2006),
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which raises doubts about the current classification of human prion strains and the
actual responsible of each type of clinical profile.

Although the conclusion of this study is that there is an intrinsic variability of prion
agents in natural scrapie cases that can be resolved by means of bioassay, the
mechanisms though which each transgenic murine line selectively propagates distinct
conformers are far from clear. In this line, a recent study has described how high-level
expression of ovine PrP favors the selection of minor components in a mixture of
prion quasi-species, and moreover, triggers the de novo generation of new, favored
conformers (Le Dur et al., 2017). Whether such a mechanism may participate in the
divergence observed in our study needs to be evaluated. A possibility is that the ability
of each transgenic line to amplify distinct prion conformers is due to their different
rates of PrP¢ expression (4-8-fold vs. 8-10-fold), rather than, or in combination with,
differences in the sequence of the PrP¢ they bear.

As little is known about this mechanism, there is also a possibility that the
accumulation of different components in brain and lymph nodes of sheep could be a
consequence of different expression levels in these two tissues, as already proposed
by the authors of the abovementioned study.

Characterization and monitoring of prion strains in small ruminant populations in
Europe is crucial for control and eradication purposes. Shedding light on the actual
variability of scrapie prions and its implications for inter-species transmission and,
particularly, on the zoonotic potential of scrapie field isolates is necessary to update
communitarian public health policies and to prevent a putative reemergence of prion
diseases as a public hazard.
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Removal of PrP%attached glycans favors the propagation and
transmission of human strains with atypical characteristics

Abstract

Transmissibility is a requisite for a misfolded protein to be considered a prion.
However, prion strains with atypical features, such as those responsible for GSS or
VPSPr, have been historically endorsed with limited capacity of transmitting to other
hosts. Interspecies transmission of prions is fundamentally modulated by the
genotypic resemblance between PRNP sequences of donor and host. However, other
factors are known to play a key role as well, including post-translational glycosylation
of PrPC. This work explores the relationship between Prp¢ glycosylation and atypical
features by studying the effect of glycan removal on the propagation and transmission
of non-classical strains. Several human prion isolates were subjected to PMCA on a
substrate prepared from brains of TgNN6h mice, which express human PrP® with point
mutations blocking glycosylation sites. Both direct and PMCA-adapted prions were
later inoculated in TgNN6h and Tg340 mice, and neuropathological hallmarks were
analyzed. Non-glycosylated human PrP® was able to sustain in vitro propagation of
different atypical human prions. The expression of this unglycosylated PrP® in mice
rendered them susceptible to experimental infection with either direct or in vitro-
adapted atypical prions, including the poorly transmissible GSS A117V strain.
Neuropathological features were preserved, indicating that bona fide replication of
strain properties was achieved. In contrast, the GSS 60PRI isolate could be propagated
in both unglycosylated and normally glycosylated PrPC—expressing models, which
manifested distinct strain features, indicating a possible mixture of classical and
atypical components. Our results suggest that the abolishment of PrP¢ glycosylation
facilitates the selective propagation of atypical strains, with maintenance of their
specific pathobiological properties.

Introduction

Prions constitute a novel type of pathogenic agents responsible for a group of fatal
neurodegenerative disorders known as prion diseases or transmissible spongiform
encephalopathies. Prions are thought to consist exclusively of a pathologic protein,
termed PrP>, a conformational isoform of the physiological, host-encoded cellular
prion protein (PrP%) (Oesch et al., 1985; Prusiner, 1982). By means of a nucleation-
polymerization mechanism, PrP* is able to template PrP® conversion into the
pathogenic conformation. This autocatalytic process leads to the accumulation of large
guantities of PrP> in the affected tissues and particularly in the nervous system. Prp®
accumulation shows a topographical and temporal correlation with the appearance of

histopathological lesions (spongiosis, neuron loss, gliosis) (Budka et al., 1995) and the
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onset of clinical signs, although the exact nature of the neurotoxic agent has yet to be
clarified.

Prion diseases affect several species of mammals, including human beings. They can
have three different origins: acquired, sporadic or genetic. Acquired forms are caused
by exogenous prions that enter the organism through different routes and include
scrapie in sheep, bovine spongiform encephalopathy (BSE) in cattle, and variant
Creutzfeldt-Jakob (vCJD) disease in humans, among others. Genetic prion diseases,
which have been exclusively described in humans, are caused by mutations in the gene
that codes for PrP¢ (PRNP) (Minikel et al., 2016). Examples of genetic prion diseases
are familial Creutzfeldt-Jakob disease (fCJD) (Gambetti et al., 2003), fatal familial
insomnia (FFI) (Kretzschmar et al., 1995) and Gerstmann-Straussler-Scheinker
syndrome (GSS) (Takada et al., 2017). The later disorder can be caused by a variety of
point mutations, which include a proline-to-leucine substitution at codon 102 (P102L)
and an alanine-to-valine substitution at codon 117, among others. In addition, some
genetic prion disease cases have been associated to insertional mutations in the
octapeptide repeats region (OPRI) of the prion protein (Capellari et al., 1997; King et
al., 2003; Owen et al., 1992; Vital et al., 1998).

Lastly, sporadic cases have an unknown, putatively spontaneous, origin. The most
representative one is sporadic Creutzfeldt-Jakob disease (sCJD), which accounts for the
85% of prion disease cases diagnosed in humans (Hill et al., 2003). Other examples
include sporadic fatal insomnia (sFl), the sporadic counterpart of FFl (Gambetti et al.,
2003), and variably protease-sensitive prionopathy (VPSPr) (Gambetti et al., 2008),
whose characteristics resemble those of GSS, suggesting that it may be its sporadic
form (Zou et al., 2010).

Regardless of its origin, the genotype at codon 129 of the PRNP gene, which codes for
either methionine (129M) or valine (129V), strongly affects the susceptibility to prion
disease and the clinical and neuropathological phenotype.

Prp© sequence contains two consensus sites for N-glycosylation, consisting on the
sequence Asn-X-Thr (Kornfeld & Kornfeld, 1985) where X stands for either Phe or lle
(Locht et al., 1986). Glycans are almost always attached to the nitrogen atom in the
asparagine (Asn) side chain. In human PrP%, asparagines included in this motif
correspond to residues 181 and 197. Post-translational glycosylation of PrP® in either
both, one or none of the asparagines leads to three possible glycoforms of mature
PrPS: diglosylated, monoglycosylated and non-glycosylated (Caughey et al., 1989).
These three forms are clearly envisioned in undigested PrP® immunoblot, and once
misfolded into the partially protease-resistant pathological isoform, their relative
proportions after proteinase K treatment constitute a stable signature for a given Prp>
conformation. A number of human and animal prion diseases, such as the atypical
form of scrapie, GSS and VPSPr (Pirisinu et al., 2013), are associated with Prp*
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corformers showing unique banding patterns characterized by the presence of
multiple bands (ladder-like patterns), which indicates that these prions are composed
of differently folded PrP*

This biochemical typing methodology allows differentiating prion strains (Hill et al.,
2003; Somerville et al., 1997).The term “strains” refers to prion variants with
differential pathobiological properties, which are known to be encoded in the
structure of PrP* molecules (Bessen & Marsh, 1994; Telling et al., 1996). Current
models consider most prion isolates to consist of a mixture or “cloud” of PrP>*
conformers, instead of a pure, single strain (Collinge, 2010).

Inoculation of prion isolates to a species different from the original host results in the
manifestation of a characteristic phenomenon of prion biology known as transmission
barrier (Scott, M. R. et al., 2005). This phenomenon limits the transmission efficiency
by protracting incubation periods and reducing attack rates (proportion of inoculated
animals that develop the disease) (Priola, 1999). In some occasions, modification of the
propagated strain is observed, by either selection of minor components from the
“cloud” of conformations or generation of novel conformers (Bruce, 1993).

Transmission barriers are fundamentally modulated by genotypic differences between
Prp© sequences of donor and receptor species (Prusiner et al., 1990; Scott, M. et al.,
1989). Current models of the mechanisms behind prion propagation postulate that the
amino acid sequence limits the range of possible conformations that a PrP can adopt
in a misfolding event. Thus, the degree of identity of Prp¢ sequences from two
different species or individuals determines the strength of the transmission barrier
between them (Collinge & Clarke, 2007). Nevertheless, the strain of the agent plays an
important role too (Scott, M. R. et al., 2005; Torres et al., 2014).

However, factors other than the genotype and the strain are though to affect
transmission efficiencies. Some studies suggested that glycosylation of PrP® is one of
such factors. Non-glycosylated PrP¢ has been shown to be more prone to misfold after
interaction with several murine scrapie strains (Korth et al., 2000). In addition, the
degree of glycosylation was shown to modulate the interactions between PrP¢ and
PrP>° sourced from different species (Priola & Lawson, 2001), which suggested that
glycosylation of PrP may be a key factor modulating interspecies transmissions. Later
studies using transgenic mice lacking glycosylation sites proved that they are not
crucial for efficient transmission. However, altered glycosylation of PrP can drastically
alter the transmission patterns of a number of prion strains, for example, allowing
certain hosts to get infected with strains towards which they are naturally resistant
(Wiseman et al., 2015). Other works using transgenic mice expressing a GPl-anchorless
PrPS, which due to altered post-translational processing is poorly glycosylated,
obtained similar results. The mouse-adapted CWD strain (mCWD) was able to infect
Tg(GPI" PrP) mice with drastically shorter incubation periods compared to wild type
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mice, although this effect seems to be mediated by selection or de novo generation of
a more apt conformer (Aguilar-Calvo et al., 2017).

An alternative denomination for prion diseases is transmissible spongiform
encephalopathies, indicating that transmission capability is a condition for a misfolded
protein to be considered a prion. However, a number of prion variants have limited
capacity of transmitting to other hosts, which initially led researchers to classify them
as non-transmissible proteinopathies. The prototypical example is Gerstmann-
Straussler-Scheinker (GSS) syndrome (Brown et al., 1994; Piccardo et al., 2007; Tateishi
et al., 1996). GSS cases associated with the P102L mutation show a high heterogeneity,
with two different phenotypes reported in humans: one associated to a 21-kDa
classical banding pattern and spongiform change, and another linked to the presence
of an 8-kDa internal PrP fragment and absence of spongiosis. Although 21-kDa Prp°c
associated cases transmit with relative efficiency to both wild type (Tateishi et al.,
1996) mice and transgenic mice expressing homologous PrP® (Tg101LL) (Asante et al.,
2015; Manson et al., 1999), 8-kDa cases did not cause disease in recipient host but only
the formation of amyloid deposits that were not pathogenic (Piccardo et al., 2007).

On the other hand, GSS cases associated to other PRNP mutations, such as A117V, only
contain 6-7-kDa internal fragments and have never being transmitted to wild type mice
(Tateishi et al., 1996). However, the expression of a homologous human PrP® in mice
allowed the experimental infection, although with low clinical attack rates and
accumulation of intrinsically unstable PrP>® aggregates, whose infectivity has not been
assessed (Asante et al., 2013).

Finally, the brain of VPSPr patients accumulates similar low-molecular weight, internal
PrP>° fragments (Gambetti et al., 2008) and, accordingly, their transmission capability
to traditional humanized models is limited (Notari et al., 2014).

Taken together, these results suggested that, while 21-kDa PrP* forms in GSS cases are
associated with actual infective capacity, internal PrP fragments may cause either
amyloidogenesis or neurotoxicity, but not true infectivity. However, further studies
have demonstrated that transmission capability of these atypical prions is highly
dependent on the model used. Indeed, bank voles have proved useful to transmit
some of these cases, such as GSS with 6-8 kDa bands (Pirisinu et al., 2016) and VPSPr
(Nonno et al., 2019).

As already mentioned, some approaches have been followed to assess the role of
glycans in the transmission of prion diseases, including the abolishment of GPI
anchoring of PrP© (Chesebro et al., 2005). In our study, however, we used the TgNN6h
model, which express physiological levels of a human PrP® with asparagine-to-
glutamine substitutions at positions 181 and 197, so that glycan-attachment consensus
sites are eliminated and PrP° glycosylation is prevented (Haldiman et al., 2013). This
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model allowed evaluating the effect of glycan elimination in the propagation and
transmission of atypical human strains.

Material and methods

Inocula. Brain homogenates from human patients of a variety of prion diseases were
included in the study. Their origin is listed below:

e sCIDMM1 and sCIDMM?2 isolates were provided by Dr Qhinzhong Kong (Case
Western Reserve University).

e sFl and GSS A117V-129M/V isolates were provided by Dr Carmen Navarro
(Complejo Hospitalario Universitario de Vigo).

e GSS A117V-129M/M and GSS 60PRI-129M/V isolates were provided by Dr
Wen-Quan Zou (Case Western Reserve University).

e VPSPr-129V/V and VPSPr-129M/V isolates were provided by Biobanco Vasco /
Euskal Biobankoa (BIOEF).

Animals. TgNN6h (or TgPrP(N181Q/N197Q)) mice express physiological levels of a
mutated human 129M PrP® with asparagine to glutamine substitutions at codons 181
and 197, which eliminate glycosylation consensus sequences and thus impedes the
glycosylation of the protein. These animals were generated by Dr Qhinzhong Kong
(Case Western Reserve University, Cleveland, Ohio) (Haldiman et al., 2013) and were
provided for our purposes by Dr Joaquin Castilla and Dr Olivier Andréoletti.

Tg340 mice were generated and provided by Dr Juan Maria Torres (CISA-INIA, Madrid,
Spain). They express normally glycosylated human 129M PrP al levels approximately
four-fold higher than those of human brain) (Padilla et al., 2011).

Protein misfolding cyclic amplification. PMCA was performed as previously described
(Castilla, Saa, Hetz et al., 2005; Saa et al., 2006b). The substrate of the reaction was
prepared from perfused brains obtained from uninfected TgNN6h mice. Briefly,
animals were sacrificed by CO, exposure and then perfused with PBS + 5mM EDTA;
brains were harvested and immediately frozen at -802C. Brains were homogenized at
10% in PMCA buffer (PBS + NaCl 1% + 1% Triton X-100 + protease inhibitors) using a
tissue grinder.

PMCA was performed in 0.2-ul PCR tubes. Five ul of each inoculum (seed) were diluted
in 50 ul of substrate; each reaction was performed in quadruplicate. Tubes were
placed in a S-4000 Misonix sonicator (QSonica) and subjected to cycles of 20-second
sonication pulses (at 80% power) intercalated with 30-minute periods of incubation at
379C. After 24 hours, aliquots were obtained from each replicate and diluted (1/10) in
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fresh substrate. This process was repeated along 15 cycles of serial PMCA. Unseeded
replicates, containing only substrate, were included and co-incubated with inoculated
replicates to control cross-contamination. Given the stochastic nature of the
misfolding event, a second repetition of the whole experiment was performed in each
case.

Bioassay. TgNN6h and Tg340 animals were experimentally inoculated with both
original and PMCA-adapted isolates. Animals received an intracerebral inoculation of
20 ul of the inoculum using a 50-pl precision syringe and a 25-G needle and under
general anesthesia. They were provided a subcutaneous dose of buprenorphine (0.3
mg/kg) to reduce post-inoculation pain. They were caged in HEPA-filtered ventilated
racks and monitored three times per week. Mice were culled by cervical dislocation
under heavy anesthesia after the development of severe clinical signs or at the end of
the study (700 dpi). Brains were harvested and divided sagittally. One brain
hemisphere was frozen at -802C for biochemical analyses, while the other was fixed in
10% formalin for histopathological studies.

Western blot. Original inocula, PMCA-propagated isolates and brain homogenates
from diseased mice were diluted 1:2 in sarkosyl 10% and digestion was performed with
170 pg/ml proteinase K for one hour at 422C with constant agitation, as previously
described (Castilla et al., 2005). Digestion was stopped with the addition of loading
buffer (NuPage Laemli Buffer, Invintrogen) prior to subjecting samples to SDS-PAGE in
12% Bis-Tris gels (Biorad). Proteins were later transferred to a PVDF membrane and
probed with anti-PrP antibody 3F4 (1:10,000) (Merck), followed by incubation with a
HRP-conjugated secondary antibody (Santa Cruz Biotechnology) and development with
a chemiluminescent substrate (SuperSignal West Pico).

Tissue processing. Mouse hemibrains were embedded in paraffin wax and mounted in
appropriate cassettes prior to obtaining 4 um-thick sections were that were recovered
on slides for subsequent analysis.

Haematoxylin-eosin (H&E) staining. Dewaxing and rehydration of the slides was
achieved by sequential immersion in xylene and graded alcohols. They were later
stained by immersion in a haematoxylin solution, rinsed with tap water, incubated in
acid alcohol (1% acetic acid in a 70% ethanol solution) and counterstained with an
eosin solution. Slides were finally dehydrated and mounted prior to visualization under
light microscope.

Immunohistochemistry. After dewaxing and rehydration, slides were sequentially
subjected to three pre-treatments for antigen retrieval: immersion in 98% formic acid
for 10 min, treatment with 4 pg/ml proteinase K for 15 min at 372C, and hydrated
autoclaving in citrate buffer at 962C for 10 min. Endogen peroxidase activity was
blocked using a commercial blocking solution (Dako Agilent), followed by 1-hour
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incubation with anti-PrP antibody 3F4 (1:10,000). The EnVision+ System (Agilent Dako)
was used as the secondary antibody, prior to development with the DAB+ System
(Agilent Dako). Counterstaining was performed with haematoxylin.

Results

PMCA in TgNNG6h substrate is able to support the propagation of both classical and
atypical human prion strains

Protein misfolding cyclic amplification (PMCA) reactions were performed in
quadruplicate in non-glycosylated PrP® substrate prepared from brain homogenates of
healthy TgNN6h. Two independent repetitions of the experiment were performed in
each case (Fig. 1).

Human prions responsible for TSE with classical phenotypes (sCJ/DMM1, sCJDMM2 and
sFl) propagated readily in the unglycosylated substrate, 4/4 replicates being positive
on first PMCA round in almost all cases. The only exception was sFl on the first
repetition of the experiment, which showed 3/4 positive replicates on first passage
that increased to 4/4 on second round. These results are in agreement with previous
studies (Camacho et al., 2019) and indicate high propagation efficiency for classical
strains in unglycosylated substrate.

VPSPr isolates with two different codon 129 genotypes (V/V and M/V) showed distinct
propagation efficiencies in the TgNN6h substrate. VPSPr-129V/V caused 4/4 positive
replicates at round 3 on both first and second repetitions. In contrast, positive signal
for VPSPr-129M/V appeared much later on first repetition (round 8 and only 3/4
replicates), while the second repetition worker better (1/4 on round 4, 4/4 on round
9). The reason why VPSPr-129V/V prions propagate more efficiently in unglycosylated
substrate than VPSPr-129M/V prions remain to be elucidated.
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The GSS A117V-129M/V isolate remained negative for four rounds of serial PMCA, and
showed 3/4 positive replicates on round 5 that increased to 4/4 on next passages. This
pattern of amplification was again observed in the second repetition of the
experiment.

The GSS A117-129M/M isolate behaved very similarly on first repetition, showing 1/4
positive replicates on round 4 that progressively increased to 4/4 by round 6. However
the second repetition of this inoculum worked differently, with 2/4 positive replicate
already on round 2, and 4/4 on round 3. This incoherent result may reflect the intrinsic
stochasticity of the misfolding event and leaves unresolved the question of whether
codon 129 determines the propagation capability of GSS A117V prions.

In the case of the GSS 60PRI-129M/V isolate, positive replicates arose as soon as in
round 2, although it was not fully stabilized until round 14. In contrast, the second
repetition of the experiment was much straightforward as 4/4 positive replicate were
obtained already at round 3.

Altogether, our results indicate that PMCA on TgNN6h substrate could be a good
methodology to distinguish prion disease cases with atypical characteristics. However,
in order to ensure the bona fide propagation of atypical prions (i.e. the maintenance of
their strain properties), the study of these isolates through bioassay was mandatory. In
view of the results obtained in these and other in vitro experiments, we selected a
number of isolates for further in vivo studies. These were GSS A117V-129M/V, GSS
60PRI-129M/V and VPSPr-129V/V. sCIDMM1 was included as control.

Direct inoculation of sCJIDMM1 prions caused disease with classical features in Tg340,
but not TgNN6h mice

Table 1. Incubation periods and attack rates in bioassay. dpi: days post-inoculation; n/d: not done;
*Time from inoculation of animals that currently remain asymptomatic.

TgNN6h Tg340

Incubation Attack Incubation Attack

period (dpi) rate period (dpi) rate
sCIDMM1 381* ongoing 201 6/6
VPSPr-129V/V 378 4/6 >700 0/6
GSS A117V >700 0/8 >700 0/6
GSS A117V_PMCA 244 6/6 >700 0/6
GSS A117V_PMCA (2nd passage) 233 6/6 n/d n/d
GSS 60PRI 380 5/5 206 6/6
GSS 60PRI_PMCA 362 3/4 >700 0/7

Intracerebral administration of the sCIDMM1 isolate to Tg340 mice, expressing
normally glycosylated 129M human PrPS, produced clinical disease in 201 days post-
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inoculation (dpi) and a complete (100%) attack rate (Table 1), which proved the
efficient transmission of human prions with classical properties to hosts expressing
homologous PrP, as previously described (Padilla et al., 2011). Neuropathological
features included synaptic PrP> accumulations in the pyramidal layer of frontal and
temporoparietal cerebral cortices, central thalamus, hypothalamus, cortex of the
superior colliculus and pons (Fig. 2D), and total absence of amyloid plaques. The
distribution of spongiform lesions mirrored that of PrP** deposits (Fig. 2A, B).
Spongiform change consisted of small, round vacuoles widespread in cortices, cornu
ammonis of hippocampus, thalamus and mesencephalon (Fig. 2C).
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Figure 2. Tg340 mice infected with sCJDMM1. A) Lesion profile and PrP* accumulation curve, B) PrP*
distribution in brain, C) detail of spongiform change and D) PrP*° accumulation in the pyramidal layer of
frontal cortex with detail of the synaptic type (D, inset).

The inoculation of sCJDMM1 prions in TgNN6h mice has caused neither clinical disease
nor neuropathological alterations after more than 380 dpi. However, this part of the
experiment is still ongoing.

Direct inoculation of VPSPr-129V/V prions caused disease with atypical
neuropathology in TgNNG6h, but not Tg340 mice

In contrast with sCJDMM1, VPSPr-129V/V did not transmit to Tg340 mice (Table 1).
This is in strong agreement with other reports of the low transmission capability of
these isolates to different mouse models, including humanized mice (Notari et al.,
2014).
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However, VPSPr-129V/V transmitted with relatively good efficiency to TgNN6h mice
(Table 1). The most likely explanation for this observation is that the lack of
glycosylation facilitated the transmission. This is in agreement with previous
unpublished results (Notari et al., 2017, poster communication at Prion2017
conference). The neuropathology in these animals consisted of amorphous and
multicentric amyloid plaques abundantly distributed in cerebellum and thalamus,
while in hippocampus and frontal and temporoparietal cortices they were less
frequent (Fig.3). Of notice, cerebellum was much more affected with this strain than
with other atypical strains (Fig. 3D, F), and, in some areas, the lesion was very severe,
to the point of causing total disparition of the molecular and Purkinje layers and severe
atrophy of the granular layer (Fig. 3D, inset).
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Figure 3. TgNN6h mice infected with VPSPr-129V/V. A) Lesion profile and PrP* accumulation curve, B)
PrP* distribution in brain, C-D) spongiform change and amyloid plaques and E-F) Prp* deposits and
plaques in hippocampus (C and E) and cerebellar cortex (D and F), with detail of the atrophy of the
cerebellar granular layer (D, inset).
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GSS Al117 prions are able to infect TgNN6h mice after in vitro adaptation and
maintain their neuropathological signature

Direct inoculation of GSS A117V-129M/V prions produce no disease in either TgNN6h
or Tg340 mice (Table 1). This is in agreement with the low transmissibility historically
reported for this type of isolates.

However, as said, PMCA on TgNN6h substrate allowed the in vitro adaptation of this
isolate to the TgNN6h line. For that, after positive PrP™* detection was achieved from
PMCA products of GSS A117V-129M/V, this strain was serially propagated for 25
rounds (at dilution 1/10) to ensure that no molecules of the original inoculum were
present. This PMCA-propagated GSS A117V isolate (hereafter termed GSS
A117V_PMCA) was inoculated into both TgNN6h and Tg340 mice.

TgNN6h mice infected with the GSS A117V_PMCA inoculum developed clinical disease
with an average incubation period of 244 dpi and 100% attack rate. When a second
passage was performed, incubation periods were not significantly shortened (233 dpi),
which suggest that PMCA was enough to fully stabilize the strain to the TgNN6h host
(Table 1).

The brain of diseased animals showed severe lesions. Structures surrounding lateral
ventricles and hippocampal formation (Fig. 4C) and deep structures such as septal area
and diencephalon (Fig. 4D) were highly affected, while vacuoles were scarcer in caudal
areas such as cerebellum and medulla oblongata. Nervous tissue at the level of
cortices was severely damaged by large amyloid plaques that in some cases were
confluent and very disruptive. In other areas, amyloid plaques were more discretely
distributed. Immunohistochemical analysis revealed that these plaques were formed
of prion protein (Fig. 4E, F) and that their distribution largely overlapped with that of
res

spongiform lesions (Fig. 4A). No particulate or synaptic-type PrP
(Fig. 4B).

deposits were noted

When Tg340 mice were challenged with the GSS A117V_PMCA isolate, no clinical
disease appeared in more than 700 dpi (Table 1). No PrP** deposition of vacuolization
was observed in the brains of aged mice after sacrifice, which allowed discarding
subclinical infection. This observation suggests that the reintroduction of glycans
blocked the propagation of the GSS A117V atypical strain in Tg340 mice.
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Figure 4. TgNN6h mice infected with PMCA-adapted GSS A117V. A) Lesion profile and Prp*
accumulation curve, B) PrP* distribution in brain, C-D) spongiform change and amyloid plaques, and E-F)
PrP* deposits and plaques in hippocampus (C and E) and thalamus (D and F) with detail of PrP* plaques
(F, inset).

GSS 60PRI phenotype diverges between normal and unglycosylated PrP-expressing
humanized mice

Direct administration of GSS 60PRI prions to Tg340 mice produced clinical disease with
complete attack rates and an average incubation period of 206 dpi (Table 1). These
results are surprisingly similar to those of sCJDMM1 prions in the same murine line and
suggest that a classical agent has propagated in these mice. Accordingly, the
neuropathology shown by these animals resembled that of sCJDMM1-infected Tg340
individuals, with overlapping lesion profiles and a similar distribution of synaptic-type
PrP>c, although scarcer in thalamus, hypothalamus and superior colliculus and more
abundant in deep layers of cortex, septal area and striatum (Fig. 5A-D).
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Figure 5. Tg340 (A-D) and TgNN6h mice (E-H) infected with GSS 60PRI. A) Lesion profile and Prp*
accumulation curve, B) PrP* distribution in brain, C) spongiform change, and D) Prp* synaptic
accumulation in hippocampus of Tg340 mice. D) Lesion profile and PrP* accumulation curve, E) PrP>
distribution in brain, F) spongiform change and amyloid plaques, and G) Prp* deposits and plaques in

hippocampus of TgNN6h mice.

res

Moreover, Western blot of diseased mice showed the presence of PrP™ with clearly
classical banding patterns, identical to those of the original 60PRI isolate, and with a

molecular weight slightly higher than that of type 1 PrP"™* (Fig. 6)
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Figure 6. Western blot of original 60PRI isolate and brains from 60PRI-infected Tg340 mice. Notice the
total correspondence of PrP™ banding patterns between inoculum and mouse brains and that its
res

intermediate molecular weight. Type 1 (sCJDMM1 isolate) and type 2 (sCIDVV2 isolate) PrP~ were used
as controls.

The original GSS 60PRI isolate was also transmitted to TgNN6h on direct passage,
although with more protracted incubation periods and incomplete attack rates;
positive animals died with an average time of 380 dpi (Table 1). This inoculum was also
propagated for 25 rounds of PMCA in TgNN6h substrate and the PMCA-adapted isolate
was inoculated into both transgenic lines. Tg340 developed no clinical disease after
more than 700 dpi and their brains were free from both spongiform lesions and PrP*
deposits. In contrast, the disease progression in TgeNN6h was similar to that observed
after direct GSS 60PRI inoculation, with average survival period of 362 dpi and 3/4
animals affected (Table 1).

Both direct and PMCA-adapted GSS 60PRI prions triggered the same neuropathology
in TeNN6h mice. Severe spongiosis was found in cortices, septal area, thalamus and
hypothalamus (Fig. 5E, G), and consisted of a mixture of differently sized vacuoles with
presence of microvacuoles inside neurons and bigger vacuoles in the neuropil. On
immunohistochemistry, fine punctuate to coarse granulate accumulations were scarce
and located in caudal areas (pons and mesencephalon), while the more severely
affected rostral areas showed coalescing and plaque-like depositions (Fig. 5E, F, H).
Few of these plaque-like structures were visible on H&E-stained sections (Fig. 5G, H),
in contrast with evident amyloid plagues seen in GSS A117V-affected individuals. The
fact that mice infected with the PMCA-adapted inoculum showed the same
neuropathology proves that it is a strain-specific feature. This pattern strongly
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contrasted with that of Tg340 mice and to some extent mirrored that of atypical
strains in TgNN6h.

Biochemical studies of TgNN6h mice inoculated with each of the mentioned isolates
(VPSPr-129V/V, GSS A117V_PMCA and GSS 60PRI) are ongoing and will complement
the histopathological results presented here.

Discussion

Protein misfolding cyclic amplification (PMCA), a technology that arose primarily to be
used as a powerful diagnostic tool (Castilla, Sad, & Soto, 2005; Saa et al., 2006a;
Saborio et al., 2001), has showed an extraordinary ability to faithfully amplify classical
prion strains of animal origin, such as classical scrapie or BSE (Chen et al., 2010; Franz
et al., 2012; Hedman et al., 2018; Murayama et al., 2010; Sad et al., 2006b). Moreover,
it has been demonstrated that such PMCA-propagated prions retain the strain
properties of the original seeds (Castilla et al., 2005). However, its usefulness for
human prions with atypical properties is more limited, as few reports exist of
successful propagation of such strains on PMCA (Peden et al., 2014; Wang et al., 2019).

Glycosylation of PrP® is known to affect not only in vivo transmission of prion isolates
(Tuzi et al., 2008; Wiseman et al., 2015), but also the efficiency of in vitro propagation.
Partially and totally de-glycosylated substrates proved useful for the amplification of
several types of prions on PMCA (Camacho et al., 2019; Makarava et al., 2013; Nishina
et al., 2006). Our study provides further evidence of this with classical human strains,
but also, for the first time, with some strains historically considered as poorly
transmissible.

Importantly, in our experiments, in vitro propagation efficiencies of classical and
atypical strains were not alike. All classical prions tested (sCJDMM1, sCIDMM2 and sFl)
readily propagated as soon as in first round, which seems to indicate that the amino
acid changes introduced in TgNN6h PrP® do not cause a barrier for the propagation of
these strains. In contrast, atypical strains suffered a delay on propagation. This is in
agreement with historical reports of their low transmission capability in vivo. Distinct
PMCA results among atypical strains may reflect actual differences in propagation
capability or be due to the intrinsic stochasticity of the in vitro propagation process.

Most of previous attempts of transmitting atypical human prion diseases to rodent
models relied on the introduction of the causal mutations into either mouse PrP or
human PrP transgenically expressed in mouse. This approach allowed circumventing
the transmission barrier introduced by the genotypic mismatch between incoming
PrP* and host PrP®, although, even with that, the transmission efficiency was low
(Nonno et al, 2016). In contrast, our results demonstrate the possibility of
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transmitting atypical human prions, with relatively good efficiency, to humanized
models in absence of total genotypic correspondence though the abolishment of Prp¢
glycosylation.

Mice expressing unglycosylated human PrP® were susceptibly to a number of atypical
isolates, including VPSPr-129V/V and GSS 60PRI. In contrast, GSS A117V prions were
not directly transmissible to TgNN6h and needed previous adaptation by PMCA. Low
transmissibility has been historically endorsed to GSS A117V isolates which, in contrast
with some other GSS types (Baker et al., 1990; Tateishi et al., 1996), have only been
transmitted to transgenic mice expressing homologous PrP (Asante et al., 2013).

After in vitro adaptation of GSS A117V prions to the TgNN6h substrate, this isolate
efficiently transmitted to TgNN6h mice with complete attack rates and incubation
times shorter than those of other directly transmitted atypical strains (VPSPr-129Vv/V
and GSS 60PRI). Diseased animals showed neuropathological features that agreed with
those of the human patient wherefrom the inoculum derived (San Millan et al., oral
communication at LXIV Reunién Annual de la Sociedad Espafiola de Neurologia) and of
other human cases (Mastrianni et al., 1995; Tagliavini et al., 2001; Tateishi & Kitamoto,
1995). This suggests that strain properties were faithfully conserved through the in
vitro amplification process, and so that bona fide propagation of the strain was
achieved. This is in agreement with previous observations that glycosylation affects
propagation capability but does not alter strain properties, which are encoded in the
structural backbone of PrP>° molecules (Moudjou et al., 2016; Piro et al., 2009).
Overall, our results indicate that lack of PrP® glycosylation facilitates the transmission
of GSS A117V prions to humanized transgenic models, including the maintenance of
their phenotypic traits, although previous in vitro adaptation is needed given its
intrinsically poor transmission capability.

Prion disease cases caused by octapeptide repeat insertions (OPRI), such as 60PRI
cases, show a remarkable variability in clinical presentation and neuropathological
findings, which led physicians and neuropathologists to classify them sometimes as
classical CJD cases and sometimes as GSS. Some authors prefer the term “prion disease
with OPR” instead of CJD or GSS (Collinge et al., 1992) and propose that the phenotype
of the disease depend on the number of OPR insertions. Notably, despite the clinical

res

and neuropathological presentation, PrP™ biochemical signature is normally classical,

corresponding to either type 1 (21 kDa) or type 2 (19 kDa).

60PRI cases have been described associated with both CJD and GSS phenotypes. It can
be suggested that some 60PRI cases appear as a mixture of classical and atypical
components that can be separated and selectively amplified. The notion that brains
from human patients of prion disease sometimes contain several isoforms of PrP*¢ is
not new and has been proved for sCJD (Polymenidou et al., 2005) and vCID (Yull et al.,
2006) cases.
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According to this, our 60PRI isolate propagated well on Tg340 mice expressing normal
human 129M/M PrPS, in agreement with previous, although scarce, studies (Mead et
al., 2006). The phenotype in terms of incubation periods and neuropathology strongly
resembled that of sSCIDMM1 prions, which suggest that the propagation of a classical
strain occurred in these mice. To our knowledge, this is the first description of the
neuropathological phenotype of GSS 60PRI in mice.

In striking contrast, TgNN6h inoculated with either direct or PMCA-adapted 60PRI
prions led to the development of a disease with a clearly distinct neuropathological
picture, which included widespread distribution of coalescing and plaque-like deposits.
According to our results, we propose that an atypical minor component in the 60PRI
isolate has been selectively propagated in the TgNN6h model. Slight changes in Prp¢
glycosylation status are known to determine whether classical or atypical components
in a mixture are selected for propagation (Katorcha et al., 2014; Makarava et al., 2013).
Whether this selection of the atypical component occurred during in vitro
amplification (serial PMCA rounds) or in vivo transmission (bioassay in TgNN6h)
remains to be elucidated.

Neither PMCA-adapted GSS A117V nor GSS 60PRI could be transmitted to Tg340 mice.
The most straightforward conclusion is that the reintroduction of Prp° glycosylation
hinders the propagation of the atypical strain that has been amplified by serial rounds
of TgNN6h-PMCA, although the mechanisms underlying this phenomenon would
require further investigation. However, we cannot discard the possibility that the
genotypic mismatches at codons 181 and 197 between Tg340 and TgNN6h are actually
responsible for the impeded transmission of TgNN6h-adapted GSS A117V to Tg340.
Even though these mutations seemed not to hinder the amplification of wild type
human prions to TgNN6h substrate, the barrier could be unidirectional and affect only
the retro-transmission of TgNN6h-adapted prions back to wild type human PrP in
Tg340. This issue is currently being addressed by in vitro experiments.

All diseased TgNN6h mice showed similar phenotypes, associated to the presence of
plaques or plaque-like PrP>° depositions mice, irrespectively of the inoculated strain.
Given that the expression of non-glycosylated PrP in mice is known to promote plaque
formation in atypical locations (Chesebro et al., 2005; Tuzi et al., 2008), the possibility
remains that the observed phenotypes are due to a host effect. However, each
atypical strain possessed some differential neuropathological feature: VPSPr showed
severe affection of cerebellum, GSS A117V caused strong affection of cortices and
hippocampus and presence of amorphous amyloid plaques, and GSS 60PRI provoked
milder presence of amyloid plaques and different vacuolization. This fact allows
discarding, to some extent, that the host is the only determinant of this phenotype.
Transmission of a prototypically classical strain, such as sCIDMM1, to TgNN6h and
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manifestation of a classical phenotype would allow completely discarding this
possibility. This experiment is currently underway.
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Distribution of neurotrophins and role of p75 receptor in

neurodegeneration in natural and experimental scrapie models

Neurotrophins constitute a group of growth factor that exerts important functions in
the nervous system of vertebrates. They act through two classes of transmembrane
receptors: three types of tyrosine-kinase receptors, and the p75 neurotrophin receptor
(p75"™%). The activation of p75"'™" can favor cell survival or apoptosis depending on
diverse factors, such as the presence of cofactors or the coexpresion of other related

NTR

receptors. Several studies proved a relationship between p75™ " and the pathogenesis

NTR in the brain of

of prion disease. In this work, we investigated the distribution of p75
naturally scrapie-affected sheep and experimentally infected transgenic mice using an
immunohistochemical approach, as well as its correlation with other markers of prion

disease.

Immunohistochemistry against p75" " labelled both neurons and glial cells whose
morphology and distribution resembled those of astrocytes. Infected mice showed
higher abundance of this pattern than their non-infected counterparts. This astrocytic
labeling correlated with other neuropathological alterations of prion disease including
spongiosis, PrP>® accumulation and gliosis. Confocal microscopy demonstrated the co-

NTR

location of p75~ " and the astrocyte-specific marker GFAP, suggesting an involvement

of astrocytes in p75" *-mediated neurodegeneration.

In contrast, p75" " staining in sheep lacked the astrocytic labeling. Visual assessment
of neuronal and neuropil patterns identified no differences between infected and
control animals; however, digital image analyses revealed increased labelling
intensities in preclinical sheep compared with control, non-infected sheep in several
brain nuclei. This suggests that this receptor is overexpressed in early stages of prion-
related neurodegeneration in sheep. Whether this overexpression is a primary cause
or a secondary event triggered by misfolded protein accumulation or other
mechanisms remains to be elucidated.

Introduction

Neurotrophins are a group of growth factors that exert important functions in the
nervous system of vertebrates. They are synthetized and secreted by neurons and
other cell types and regulate critical processes, from neuron maturation and synaptic
plasticity to maintenance of the nervous tissue during adulthood (Bibel & Barde, 2000;
Meeker & Williams, 2015). Their activity has been linked to a number of
neuropathological conditions, and changes in their expression have been observed as a
response to cell and tissue damage (Dawbarn & Allen, 2003; Shu et al., 2015).
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Neurotrophins constitute a family of structurally and functionally related peptides that
include the nerve growth factor (NGF), the brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
and the neurotrophin 3 (NT-3), among others (Meeker & Williams, 2015). All of them
are synthesized in the form of pro-neurotrophins, which are later processed intra or
extra-cellularly and converted into their mature forms (Lu et al., 2005; Teng et al.,
2010).

Neurotrophins action depends on two types of transmembrane receptors: the
tyrosine-kinase receptors TrkA, TrkB and TrkC, and the p75 neurotrophin receptor
(p75"™"), that belongs to the tumor necrosis factor receptor (TNFR) superfamily (Segal,
2003). While Trk receptors A, B and C join to mature forms of NGF, BDNF and NT-3,

respectively, and trigger pro-survival signals, p75NTR

respond to both pre-processed
and mature forms, although it has higher affinity for pro-neurotrophins (Meeker &
Williams, 2015; Teng et al., 2010). In both cases this receptor activates alternative
signaling pathways leading to apoptosis and cell death (Bibel & Barde, 2000).

Interestingly, p75NTR

is also able to interact with other membrane elements, including
Trk receptors, in which case it increases their affinity for mature neurotrophins and
contributes to pro-survival signaling (Bibel et al., 1999; Hempstead et al., 1991), and
with sortilin, which participates in the apoptosis outcome through not-yet clarified

ways (Meeker & Williams, 2015; Nykjaer & Willnow, 2012).

For all these reasons, p75NTR

is positioned in the crossroad between cell survival and
death and thus has attracted interest due to its potential use as a biomarker for

neurodegenerative disorders and, more importantly, as a therapeutic agent.

Prion diseases represent a new paradigm of neurodegenerative conditions. They are
caused by unconventional transmissible agents called prions, which are thought to
consist exclusively of a misfolded protein (PrP>) with the ability to transfer its aberrant
conformation to the otherwise healthy, physiological protein PrP® (Prusiner, 1982;
Prusiner, 1991). The accumulation of the pathogenic isoform in the brain triggers
currently unclarified mechanisms that lead to a neurodegenerative disorder
characterized by spongiosis, gliosis, and sometimes presence of amyloid plaques
(Budka et al., 1995; Lazarini et al., 1994; Ligios et al., 2002; Rezaie & Lantos, 2001;
Wood et al., 1997).

Prions infect multiple species, including human beings and domestic animals. Bovine
spongiform encephalopathy (BSE) affects cattle and can be transmitted to humans
though consumption of contaminated meat, causing the variant form of Creutzfeldt-
Jakob disease (vCID) (Hill et al., 1997). For its part, sheep suffer a form of prion disease
called scrapie, which transmits naturally between individuals. Prion diseases can be
experimentally induced in transgenic mice expressing the cellular prion protein (PrP)
of other species, via intracerebral inoculation with brain material of infected
individuals (Groschup & Buschmann, 2008). These murine models recapitulate most of
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the features of the disorder in the original hosts, and have been routinely employed
for the study of all facets of TSEs (Bencsik et al., 2007; Bruce et al., 2002; Thackray et
al., 2011).

Studies addressing the relationship between prion pathogenesis and neurotrophins,
although scarce, go in line with several pieces of evidence that link these growth
factors and neurodegeneration. One example of such studies proved that PrP106-126,
a synthetic peptide homologous to the fragment between amino acids 106 and 126 of
human PrP, was able to induce apoptosis in an in vitro model (N2a cells) though the
activation of p75™'" and the nuclear factor kB (NF-kB); this suggest some kind of direct
interaction between these molecules (Bai et al., 2008; Della-Bianca et al., 2001). Other
study, this time using an in vivo approach, found a positive correlation between the
neuropathological hallmarks of prion disease (spongiosis, PrP>° accumulation and

NTR in a bovinized murine model inoculated with BSE

NTR

gliosis) and overexpression of p75
(Marco-Salazar et al., 2014). A third work evidenced a decrease in the levels of p75
and other related factors in the brain of scrapie-infected hamsters, which was
progressive throughout the course of the disease and correlated with Prp™
accumulation and neuron death (Wang et al., 2016).

These works have prompted the interest of the scientific community and thus,
neurotrophins have been proposed as potential biomarkers for TSEs, possible
therapeutic agents, or target molecules whose study may shed light on the
pathogenesis of prion diseases and other neurodegenerative conditions.

In this study, we analyzed the distribution of several neurotrophins and neurotrophin
receptors in brain samples sourced from two different models of scrapie: sheep as the
natural host, and ovinized mice from the transgenic line Tg338 as an experimental
model. After a pilot study to determine the most changing neurothophins in scrapie-
affected animals, that confirmed previous observations in other experimental
scenarios (Marco-Salazar et al., 2014), we focused on the p75 neurotrophin receptor
(p75NTR
with other markers of prion disease.

) and decided to further investigate its distribution, expression and correlation

Materials and methods

Sheep. Sheep included in this study belonged to three different groups: control,
preclinical and clinical. Clinical animals were diagnosed thought assessment of clinical
signs and sacrificed in the terminal stage of the disease; diagnosis was later confirmed
by detection of PrP> in their brains by immunohistochemical procedures. Preclinical
animals were identified by immunohistochemical detection of PrP> in samples of
rectal mucosa-associated lymphoid tissue obtained by rectal biopsy, as previously
described (Monleon et al., 2011), and confirmed post-mortem. Control animals were
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sacrificed without clinical signs at ages similar to those of the other groups and were
negative to PrP>° immunohistochemical detection. After sacrifice, complete necropsy
and sampling was performed. Brains were sectioned and fixed in 10% formalin for at
least 48 hours before processing.

Mice. The Tg338 line used in this study carries the ovine prion protein gene (Prnp) and
expresses ovine Prp° (VRQ) under the control of the ovine Prnp promoter at levels 8 to
10-fold that of sheep brain (Vilotte et al., 2001). They were inoculated with either
physiological saline (control group) or an adapted scrapie isolate, i.e. a pool of brain
homogenates from Tg338 mice inoculated with a natural case of scrapie. Inoculation
was performed by the intracerebral route using a precision syringe and under general
anesthesia; after inoculation, they were provided adequate analgesia. Mice were
caged together and monitored three times per week. The terminal group was
sacrificed at the end stage of disease, while the preclinical group was culled before the
onset of clinical signs. The control group was culled at similar ages. Sacrifice was done
by cervical dislocation under heavy anesthesia. After sacrifice, brains were harvested
and fixed in 10% formalin for at least 48 hours.

Ethics. All experimental procedures in this study were approved by the Ethics
Committee for Animal Testing of the University of Zaragoza (permit numbers P102/08
and P119/14) and performed in strict accordance with the recommendations for the
care and use of experimental animals and in agreement with national law (RD
1201/05).

Tissue processing. Mouse brains were trimmed in four sections as previously described
for assessment of prion lesions (Fraser & Dickinson, 1968), while sheep samples were
processed following and adapted protocol. Tissues were then embedded in paraffin
wax and mounted in appropriate cassettes. 4 um-thick sections were obtained using a
microtome and recovered on slides or nitrocellulose membranes for subsequent
analysis.

Immunohistochemistry. Dewaxing and rehydration of the sections was achieved by
sequential immersion in graded alcohols. For neurotrophins immunohistochemistry, a
heat-induced antigen retrieval step was included by incubating the samples in citrate
buffer at 962C for 20 min, while for GFAP this step was skipped. Endogen peroxidase
activity was blocked using a commercial blocking solution (Dako Agilent), followed by
overnight incubation with primary antibodies raised against NGF (Sigma-Aldrich),
BDNF, NT-3, TrkA, TrkB, TrkC and p75NTR (Abcam), or by one-hour incubation with an
anti-GFAP antibody (Dako Agilent). The EnVision+ System (Agilent Dako) was used as
the secondary antibody in all cases, followed by development with the DAB+ System
(Agilent Dako). Counterstaining of the samples was performed with haematoxylin.
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Haematoxylin-eosin (H&E) staining. Dewaxing and rehydration of preparations by
sequential immersion in xylene and graded alcohols was followed by incubation in a
haematoxylin solution. After rinsing with tap water, preparations were incubated in
acid alcohol (1% acetic acid in a 70% ethanol solution) and then counterstained with an
eosin solution. Finally, preparations were dehydrated and mounted prior to
visualization under light microscope.

Paraffin-embedded tissue blot. Mice brain samples were subjected to PET-blot as
described elsewhere (Schulz-Schaeffer et al., 2000). Briefly, 4-um paraffin-embedded
brain sections were collected onto a nitrocellulose membrane and dried at 372C for 24
hours. Membranes were then subjected to dewaxing and rehydration and incubated
for 2 hours in a solution of proteinase K (250 pg/ml) at 562C to completely digest PrPC.

Denaturation of the remaining PrP"™

was achieved by incubating the membranes in a
solution of guanidine thiocyanate 3M. After blocking the membrane with 0.2% BSA to
avoid cross-reactivity, detection was carried out through sequential incubation with
the anti-PrP antibody Sha31 (1:8,000) (SPI-Bio) and a secondary alkaline phosphatase
(AP)-conjugated antibody (Agilent Dako), followed by development with NBT/BCIP
(Thermo Scientific). Membranes were then washed and dried for 24 hours at room

temperature.

Semi-quantitative assessments. Spongiosis and Prp> deposition were evaluated in
H&E-stained and PET-blotted or immunostained brain sections from both mice and

sheep. Glial p75"™®

and GFAP immunostaining were also measured in mice brains. A
semi-quantitative standardized methodology was used by attributing scores from 0
(total absence) to 4 (abundant presence) to each parameter in pre-determined brain
areas. The average score for each area was computed as the arithmetic mean of the

scores in each experimental group (control, preclinical and terminal).

Image analysis. Microphotographs of sheep and mouse brain areas and nuclei were
taken using an Axioskop 40 microscope and an Axiocam MRc5 camera (Zeiss) and the
software AxioVision40 v4.6.3.0 (Zeiss). At least three microphotographs of each area or
nuclei were taken. The software Imagel was used for image analysis. Briefly,
microphotographs were subjected to color deconvolution using the algorithm for DAB-
stained samples. The mean gray value of the processed images was measured and
these values were employed to calculate the optical density (OD) of the pictures
applying the formula OD = log (max intensity/mean intensity), where max intensity =
255 for 8-bit images. The average optical density for each area or nucleus was
computed as the arithmetic mean of measured optical density values.

Statistics. Graphical representations and statistical analyses of data were done using
the software GraphPad Prism 5. In all cases, Shapiro-Wilk and Kolmogdérov-Smirnov
tests were applied prior to further analyses, in order to assess the normality of the
data, which led to the selection of non-parametric tests. The Kruskal-Wallis test was
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used to search for differences among control, preclinical and clinical mice and sheep
groups, and was followed by pairwise comparisons using Dunn’s post-hoc test. Finally,

correlations between total p75""" immunolabeling, glial p75"""

immunolabeling,
spongiosis, Prp> deposition and astrogliosis were studied using Spearman’s correlation

coefficients.

Confocal microscopy. Dewaxing, rehydration and heat-induced antigen retrieval was
performed as for immunohistochemistry. To avoid background signal caused by
paraffin green autofluorescence, sections were immerged in a solution of Sudan Black
B (SBB) for 10 minutes and protected from light, followed by rinsing with 70% ethanol.
Endogenous enzymatic activity was blocked with 10% fetal bovine serum for 60 min,
and then, samples were incubated with a mixture of two primary antibodies raised in
distinct species (rabbit anti-p75"™" antibody (Abcam) and either mouse anti-GFAP
antibody (Dako Agilent) or mouse anti-PrP antibody L42 (SPI-Bio)), at 42C overnight.
Next, two fluorophore-conjugated secondary antibodies, emitting at different
wavelengths (Alexa Fluor 488 and Alexa Fluor Plus 594) were employed to visualize the
attachment of each of the primary antibodies. Slides were examined using a LSM 510

equipment (Zeiss).

Results

Mapping of neurotrophins and neurotrophin receptors in the brain reveals different
staining patterns among markers and between models

Three neurotrophins (NGF, BDNF and NT-3) and four neurotrophin receptors (TrkA,
TrkB, TrkC and p75"™") were mapped in the brain of sheep and mice to investigate their
distribution and expression in both models. Samples from both infected and
uninfected individuals were included in this pilot experiment to assess whether
differences would arise from the study of a limited number of samples, in order to
select markers for further, more in-depth analyses.

Each combination of marker and model (ovine or murine) gave a distinctive
distribution pattern; however no clear association with the disease was observed in

NTR .

any case, except for p75" " in mice.

NGF. In both mice and sheep, NGF showed an evident neuronal labeling together with
neuropil staining of variable intensity. In neuronal bodies, immunostaining was located
in the cytoplasm and sometimes in the nucleus. Considering that neurotrophins are
synthetized as precursors in the endoplasmic reticulum / Golgi and then secreted,
nuclear staining is likely to be artefactual. Staining of other cell types or structures in
the brain was not observed, suggesting that the distribution of NGF in brain is
restricted to neurons at both the pericarion and their projections thought the neuropil.
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This labeling pattern was ubiquitous in medulla oblongata (Fig. 1A-D), midbrain,
cortices and hippocampus of both infected and control mice and in medulla oblongata
and hippocampus of sheep. Neuropil staining seemed to be weaker in infected animals
of both species; however this difference was very subtle and was not taken into
account.

BDNF. Mice immunostained for BDNF showed an introcytoplasmic and nuclear
neuronal staining with mild neuropil labeling, similar to those of NGF (Fig. 1E, F). Sheep
replicated this same distribution pattern (Fig. 1G, H). No evident differences were
detected between infected and control individuals on either sheep or mice. The
distributions of NGF and BDNF seemed fairly similar, suggesting similar or parallel roles
in the nervous tissue.

Control mice Infected mice Control sheep Infected sheep

Fig.1. Neurotrophins in the brain of infected and control mice and sheep. Microphotographs taken from
medulla oblongata, except (I [inset]) which was taken from striatum.

NT-3. In control mice, NT-3 immunostaining followed a low intensity intracytoplasmic
neuronal pattern (Fig. 1l) together with a diffuse neuropil labeling, which was very
conspicuous in the striatum, in contrast with white matter tracts (Fig. 1l [inset]). The
neuronal staining seemed to be higher in infected mice (Fig. 1J) although in general
differences with control mice were poor. Intracytoplasmic neuronal labelling in sheep
were clearly granulated (Fig.1 K, L) and more intense than that of mice, while
differences between control and infected sheep were subtly and did not prompt any
interest for further studies.
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TrkA. The NGF-specific tyrosine-kinase receptor TrkA followed a weak and inconstant
intraneuronal labelling in both mice (Fig. 2A [inset], medulla oblongata) and sheep
(Fig. 2D, Purkinje cells in cerebellum and Fig.2C [inset], hippocampus). Remarkably
considering that it is a membrane receptor, no perineuronal pattern was noted. It was
also detected at the level of neuropil. No differences between infected and controls
were found.

TrkB. In agreement with the fact that it is a membrane receptor, TrkB was located at
the level of neuron membranes (perineuronal labelling) and of neuron prolongations
through neuropil (Fig. 2E). This pattern was clearly observed in control mice, while in
infected mice it was less evident (Fig. 2F). In contrast, neither infected nor control
sheep manifested this perineuronal pattern, but both showed a mild granular
intracytoplasmic staining, similar to that seen for NT-3 (Fig. 2G-H).

Control mice Infected mice Control sheep Infected sheep

i

TrkB TrkA

TrkC

Fig.2. Neurotrophin receptors in the brain of infected and control mice and sheep. Microphotographs
taken from frontal cortex/striatum (A-B), medulla oblongata (E-P and A [inset]), cerebellar cortex (C-D
and I-L [insets]), hippocampus (C[inset] and O [inset]) and corpus callosum (M [inset]).

142



TrkC. In control mice, TrkC followed a neuronal intracytoplasmic staining pattern
together with a conspicuous labeling of neuron branching. These branches were
particularly notorious in the molecular layer of cerebellar cortex, probably
corresponding to Bergmann radial glia (Fig. 21 [inset]). In addition to these features,
infected mice showed strong labeling of Purkinje neurons in the cerebellum (Fig. 2J
[inset]). In sheep, the intracytoplasmic labeling was weaker and, in opposition with the
situation in mice, Purkinje cells staining was only noted in control, but not in infected
sheep (Fig. 2K-L [insets]).

p75""". Remarkably, p75 neurotrophin receptor manifested two distinct, clearly
differentiable immunostaining patterns. As the rest of neurotrophins and receptors,
the first pattern was a neuronal intracytoplasmic staining that was observed in all brain
areas and in both mice and sheep (Fig. 2M-P). An apparent increase of this neuronal
pattern was noted in infected individuals (Fig. 2N)

The second pattern was only visualized in mice and consisted of star-shaped
immunostained cells, different from neurons and thus corresponding to the glia, and
whose morphology and distribution resembled that of astrocytes. This labeling was
particularly conspicuous in white matter structures, including the corpus callosum (Fig.
2M [inset]). In addition, these immunostained star-shaped cells were more abundant
and fibrous in the brains of infected mice than in control mice.

In contrast, sheep showed the neuronal intracytoplasmic labeling but not the glial
labeling, not even after several harsher epitope retrieval protocols were tested.
However in the white matter of sheep, some positive glial cells (probably astrocytes
and oligodentrocytes) were detected (Fig. 20 [inset]). No changes were observed
between control and infected sheep.

Semi-quantitative assessment of glial p75"™ labeling reveals significant differences
between terminal, preclinical and control mice

NTR

Fig. 3. p75
astrocytic, pattern.

labeling patterns in mice. (A) Neuronal intracytoplasmic pattern; (B-C) glial, likely

After careful assessment of each of the neurotrophins and receptors, we found the

NTR

immunostaining for p75~ " to be the most interesting for further analysis. Thus, we
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performed immunohistochemistry for p75"'" on an ampler selection of mouse and
sheep brain samples. To ensure that no background signal was interfering, control
tissue sections from both mice and sheep were subjected to IHC in absence of primary
anti-p75"™" antibody incubation; no signal appeared in those sections, proving the
specificity of p75™' " immunostaining.

In agreement with the results of pilot experiments, immunostaining for p75"'™" in mice
followed two different patterns: a neuronal intracytoplasmic labeling (Fig. 3A) and a
glial staining characterized by a ramified pattern likely corresponding to astrocytes

(Fig. 3B, C).

Control Preclinical Terminal
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Mobl Cb Mes Hy Th Hp Tc Str Sn Fc
Brain areas

[Z] Glial p75NTR (control) Glial p75NTR (preclinical) BB Glial p75N™R (terminal)

Figure 4. (A-F) Visual comparison of p75™" glial immunolabeling between control (A-B), preclinical (C-D)
and terminal mice (E-F). Notice the presence of more abundant and fibrous p75NTR-positive glial cells
(purportedly astrocytes) in infected animals, together with the presence of vacuolization (spongiform
lesion) in infected but not in control mice. (G) Semi-quantification of glial p75NTR labeling in ten brain
areas. Mobl: medulla oblongata, Cb: cerebellar cortex, Mes: mesencephalon, Hy: hypothalamus, Th:
thalamus, Hp: hippocampus, Tc: cerebral cortex at the level of thalamus, Str: striatum, Sn: septal nuclei,

Fc: frontal cortex. Error bars represent SEM. *p < 0.05, **p <0.01.

It was evident from direct visual examination of the samples that the glial labeling was

more intense in terminal mice (Fig. 4E, F), in comparison with control mice (Fig. 4A, B).

NTR

This was especially notorious in medulla oblongata, where p75™ "-positive star-shaped
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cells were more abundant and fibrous. This increased glial p75"™"

evident in the preclinical group (Fig. 4C, D).

pattern was not so

To measure these changes, a semi-quantitative evaluation of glial p75"'™" labeling was
performed in ten areas of mouse brains. Results were statistically compared with the
Kruskal-Wallis test, followed by pairwise comparisons using Dunn’s post-hoc test.
Using this methodology, significant differences were found between control and
terminal animals in medulla oblongata (p= 0.0187) and mesencephalon (p= 0.0067).
Significant variability were also found at striatum (p= 0.0020), and although post-hoc
pairwise comparison did not disclose significant differences between groups, terminal
animals showed clearly increased values (Fig. 4G).

Additionally, microphotographs of the stained sections were subjected to image
analysis using the Imagel software. Since this method was not able to differentiate

NTR immunolabeling was measured instead, in contrast to

staining patterns, global p75
the semi-quantitative approach that quantified exclusively the glial pattern. Following
this procedure, no significant differences were found between terminal, preclinical and
control mice in any area (Fig. 5). This suggests that although higher numbers of p75" -
positive glial cells are present in diseased animals, the overall levels of this receptor
seem not to be affected by the disease progression. Rather, this higher abundance of
alleged astrocytes is likely to reflect the presence of astrogliosis, a neuropathological

feature usually found in prion disease- terminally affected individuals.
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Fig. 5. Image analysis of global p75"" immunostaining in mice brains. No significant differences between
infected, preclinical and terminal mice were noted in any brain area. Mobl: medulla oblongata, Cb:
cerebellar cortex, Mes: mesencephalon, Hy: hypothalamus, Th: thalamus, Hp: hippocampus, Tc: cerebral
cortex at the level of thalamus, Str: striatum, Sn: septal nuclei, Fc: frontal cortex. OD: optical density.
Error bars represent SEM.
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Image analyses of sheep brains identifies differences on global p75"™® staining
between control, preclinical and clinical groups

NTR immunostaining in sheep consisted of an intense

intraneuronal, pancytoplasmic labeling, together with a generalized staining of
neuropil. White matter structures showed a strong intracytoplasmic targeting of glial
cells probably corresponding to oligodendrocytes. However, and in accordance to pilot

In contrast with mice, p75

experiments, sheep brain samples lacked the ramified astrocytic labeling observed in
mice.

Fig. 6. Immunohistochemistry for p75NTR in brain of a healthy control sheep (A-F) and a naturally
scrapie-infected sheep at terminal stage (G-J). (A, B) Granular intraneuronal cytoplasmic staining in
motor neurons in ventral horns of cervical spinal cord. (C) Intraglial cytoplasmic staining (arrowhead) in
the white matter of cervical spinal cord. (D) Intraneuronal and intraglial (arrowhead) cytoplasmic
staining in pons. (E, F) Granular intraneuronal cytoplasmic staining and neuropil punctuate deposits in
oculomotor nucleus of the mesencephalon. (G) Granular intracytoplasmic deposits (arrows) in pyramidal
neurons of the CA3 region of hippocampus. (H, I) Coarse particulate deposits in neuropil in CA3 region of
hippocampus.

Careful visual examination identified several staining patterns in sheep. However, few
differences between infected and control animals were noted. In hippocampus,
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control sheep showed intraneuronal granular deposits located in one of the poles of
the pericarion (Fig. 6E) and diffuse, fine punctuate staining in the neuropil, while
infected sheep showed coarse granular deposits in neuropil (Fig. 6H-l) together with
granular accumulations widely spread in the cytoplasm of neurons. No differences in
immunostaining were observed between control and infected animals in brainstem
structures (mesencephalon, pons, medulla oblongata) or spinal cord, in which an
intense intraneuronal pancytoplasmic, sometimes granular, staining was observed (Fig.
6A, B, D-F), or in white matter tracts, which showed a strong intracytoplasmic
targeting of glial cells probably corresponding to oligodendrocytes (Fig. 6C).

Nevertheless, the observed differences were subtle and it was not possible to quantify
them for statistical purposes.

However, image analyses performed on ImagelJ comparing immunohistochemical
microphotographs of infected and control ovine samples disclosed significant
differences in several brain nuclei. Most of the differences consisted of higher
immunostaining intensity in preclinical sheep compared with control, non-infected
sheep and with clinical sheep.

The area where the most significant differences were recorded (p= 0.0018) was
medulla oblongata. Image analysis of the different nuclei included in this region were
performed and significant differences were noted in hypoglossal nucleus (between
control and preclinical and between preclinical and clinical, p= 0.0147) and olive
(between control and preclinical, p= 0.0221).

Significance was also found in comparisons between control and preclinical sheep in
pons (p= 0.0085) and between preclinical and terminal sheep in mesencephalon (p=
0.0176) and diencephalon (p= 0.0019).

Further image analysis performed on microphotographs of separate nuclei found
significant differences between control and preclinical animals in reticular formation
(p=0.0303) and vestibular nucleus (p= 0.0103), between control and clinical animals in
substantia nigra (p= 0.0046), and between preclinical and clinical animals in superior
colliculus (p= 0.0053), ventral nucleus of the thalamus (p= 0.0443), lenticular nucleus
(p=0.0120) and caudate nucleus (p= 0.0530).
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Fig. 7. Image analysis of p75NTR immunostaining in sheep brains showed significant differences between
groups of animals in a number of brain areas and nuclei. Mobl: medulla oblongata, Pons: pons, Cb:
cerebellum, Mes: mesencephalon, Di: diencephalon, Str: striatum, Fc: frontal cortex, Cune: cuneate
nucleus, DMINV: dorsal motor nucleus of the vagus, Hypg: hypoglossal nucleus, Retc: reticular formation,
Fac: facial nucleus, Vestb: vestibular nucleus, SupCol: superior colliculus, SNigra: substantia nigra, Hy:
hypothalamus, Th DL: dorsolateral nuclei of thalamus, Th DM: dorsomedial nuclei of thalamus, Th Ven:
ventral nuclei of thalamus, Sept: septal area, Lent: lenticular nucleus, Caud: caudate nucleus. OD: optical
density. Error bars represent SEM. *p < 0.05, **p <0.01.
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Similarities in the distribution of p75NTR

p75""® expression in astrocytes from mouse, but not sheep

- and GFAP-immunolabeled glial cells suggest

Considering the evidently glial pattern found in mice, we wondered whether this
staining really corresponded to astrocytes. Presence of reactive astrocytes is a
frequent hallmark of prion diseases at advances stages of neurodegeneration.

There was an evident parallelism between p75"'*

and GFAP immunostainings in mouse
brains. Immunohistochemistry against GFAP revealed a distribution of astrocytes that
closely resembled that of p75""-positive glial cells (Fig. 8A, C). In contrast, GFAP did
not disclose any neuronal staining (Fig. 8D), as did p75"'" (Fig. 8B), indicating that
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GFAP is a specific astrocytic marker and that p75"™" does not only label astrocytes but
other cell populations too.

Importantly, the abundance of astrocytes targeted for GFAP (Fig. 8C) was higher than

NTR (Fig. 8A), indicating that apparently only a
NTR

that of glial cells targeted for p75
subpopulation of astrocytes expresses detectable levels of p75 in mice brain.
Similarly to p75" "-targeted glial cells, GFAP-targeted astrocytes were more abundant

and fibrous in infected mice, especially in medulla oblongata of terminal animals.

p75NTR GFAP

NTR

NTR

Fig. 8. Comparison between p75 " and GFAP immunostaining patterns in mice. Notice that p75
marks both glial cells (probably astrocytes) (A) and neurons (B), while GFAP targets astrocytes (C) but
not other cell types (D). Importantly, GFAP-positive astrocytes (C) are more abundant than p75""-

positive glial cells (A), suggesting that only a subpopulation of astrocytes express p75NTR.

In sheep, immunohistochemistry against GFAP disclosed GFAP-positive protoplasmic
astrocytes in high numbers in the stratum lacunosum-moleculare (border between the
CA1 region of the cornu ammonis and the dentate gyrus) and in the polymorphic layer
of the dentate gyrus, below the granular layer (Fig. 9D-F). More fibrous astrocytes
were observed in white matter tracts of the hilus (fig). Infected sheep were found to
have an increased population of GFAP-positive astrocytes in these zones, in
comparison with control sheep. Nevertheless, no similarities were observed between
p75""R (Fig. 9A-C) and GFAP immunostainings (Fig. 9D-F), which is in agreement with
the lack of the glial pattern in p75""*-immunostained sections from sheep. The reason

NTR

why ovine astrocytes do not express detectable levels of p75" " or why our technique

is below the detection threshold remains unknown.
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p75NTR GFAP

Fig. 9. Comparison between p75NTR (A-C) and GFAP immunostaining (D-F) patterns in sheep. Notice the
lack of correlation between both distribution patterns, indicative of the fact that ovine astrocyte do not
express significant levels of the receptor.

Glial p75"™ staining abundance correlate positively with the severity of spongiosis,
PrP* deposition and gliosis in mice.

NTR and

The visual approach employed to assess the relationship between p75
astrocytes in mice was complemented with a semi-quantitative measurement of the
severity of the gliosis in GFAP-immunolabeled sections. In addition, spongiform change
and PrP>° accumulation in the brain were evaluated on haematoxylin-eosin stained
sections and with PET-blot, respectively. Curves were traced representing the intensity
of these three parameters (Fig. 10), and statistical analyses were performed to search
for significant differences between terminal, preclinical and control mice

(Supplementary Table 1).

Significant differences were found in all areas except cerebellar cortex for espongiosis
and cerebellar cortex and hippocampus for PrP> deposits. Gliosis showed significant
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differences in medulla oblongata, mesencephalon, hypothalamus and striatum, in
close agreement with what was observed with glial p75"" labeling (Fig. 4E).

Correlation coefficients of these three parameters with glial p75"'" labeling were
computed and significant results were found in each case (Fig. 10) indicating that the
accumulation of the causal agent (PrPSC) and its related neuropathological alterations
(spongiosis and gliosis) are linked to the presence of p75" " -positive glial cells.
Considering all the aforementioned observations, the most likely possibility is that
these glial cells are indeed astrocytes.
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Fig. 10. Distribution of spongiform change (A), Prp* deposits (B) and gliosis (C) in comparison with the
distribution of glial p75NTR labeling in the brain of control, preclinical and terminal mice. Notice the
overlapping of the curves representing the three parameters and the bars representing glial p75" <
staining intensity. Positive Spearman’s correlation coefficients (r) were obtained in each case, which
were highly significant. Mobl: medulla oblongata, Cb: cerebellar cortex, Mes: mesencephalon, Hy:
hypothalamus, Th: thalamus, Hp: hippocampus, Tc: cerebral cortex at the level of thalamus, Str:

striatum, Sn: septal nuclei, Fc: frontal cortex. Error bars represent SEM.

In contrast, no positive correlation was noted between total p75"'" labeling (measured

as average optical density of immunostained sections) and glial p75"™" spongiosis or

NTR

PrP>° deposition. Only a slight correlation was found between total p75"'® and gliosis,
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which was statistically significant (p= 0.0259). However, the low correlation coeficient
(r=0.2133) rendered this observation negligible.

Spongiosis and PrP* deposits do not correlate with global p75"™ labeling in sheep.

Spongiosis and Prp> deposits assessed semi-quantitatively in sheep brains showed
statistically significant variation between groups (Supplementary Table 2), but did not
correlate with the global p75™™"

demonstrated non-significant Spearman’s correlation coefficients (Fig. 11). This
NTR

immunostaining measured by image analysis, as

observation is in agreement with the notion that p75" " expression as a whole is not

related to prion disease pathogenesis, at least with its two more prominent hallmarks.
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Fig. 11. Distribution of spongiform change (A) and Prp* deposits (B) in comparison with the distribution
of global p75"™
analyses showed low correlation coefficients (r) that were not statistically significant. Mobl: medulla

labeling in the brain of control, preclinical and terminal sheep. Spearman’s correlation

oblongata, Pons: pons, Cb: cerebellar cortex, Mes: mesencephalon, Di: diencephalon, Str: striatum, Fc:
frontal cortex. OD: optical density. Error bars represent SEM.
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Confocal microscopy confirms the relationship between glial p75"™ patterns and
astrocytes in mice, but not sheep

Confocal microscopy was used with a double objective. In the first place, considering
that medulla oblongata was the brain area with the most abundant p75"™" labeling and
PrP>° deposits (Fig. 10B), we wondered whether there was a direct relationship
between these two parameter. To assess this, we performed confocal microscopy

combining the anti-PrP antibody L42 with the anti-p75"™ antibody.

In the second place, given the apparent labeling of astrocytes by the anti—p75NTR

antibody and its positive correlation with the distribution of the astrocyte-specific
marker GFAP, we aimed at further confirming the co-location of these two markers. To

NTR

do so, we combined the anti-p75~ " and the anti-GFAP antibodies previously used in

immunohistochemistry.

In both cases, p75"'" labeling disclosed patterns that matched with those observed by
immunohistochemistry, including: perineuronal labeling with neuropil staining (Fig.
11A), glial labeling, probably corresponding to oligodendrocytes in the white matter
(Fig. 11B), and intraneuronal staining with evidences of the neuron branching (Fig.
11Q).

NTR

Fig. 11. Confocal microscopy for p75™ " (green) and PrP (red) in sheep brain samples. Notice that p75

distribution patterns agreed with those observed by IHC, including neuropil and perineuronal staining

(A), glial staining (probably oligodendrocytes) (B) and neuronal intracytoplasmic staining with evidences

NTR

of neuron processes (C). Co-location of p75~ = with PrP, although observed in a number of cases (D-F),

was not the general rule.
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NTR Sc

and PrP, a mild red labeling corresponding to PrP
NTR

In the samples targeted for p75
deposits appeared in some areas, but co-localization with p75" ", although found in

some cases, was not the general rule (Fig. 11D-F).

NTR and GFAP, a very clear co-location was observed

NTR

In the confocal microscopy for p75
in mice samples (Fig. 12A), which definitely confirmed that the p75" "-positive star-
shaped cells in mice brains were indeed astrocytes, as suggested by the observations
on immunohistochemistry. In contrast, and also reinforcing previous

NTR

immunohistochemical findings, no co-location between GFAP and p75™ " was noted in

sheep brain samples (Fig. 12B), confirming the absence of p75NTR expression in ovine
astrocytes, at least to levels detectable by either immunohistochemistry and confocal
microscopy.

GFAP p75NTR GFAP + p75NTR
A. .

Fig. 12. Confocal microscopy for GFAP (red) and p75NTR (green) in sheep (A) and mouse (B) brain

Sheep

0

Tg338 mice

samples. Notice the lack of correlation between both markers in sheep tissues and the clear co-location

that in contrast is observed in mice, suggesting that mouse but not sheep astrocytes express detectable

levels of p75"™".

Discussion

Our results indicate that increased numbers of p75"'"

-positive astrocytes are present
in terminal stages of neurodegeneration in a murine model of scrapie. This finding

correlates with other neuropathological features of prion disease, including spongiosis,

154



PrP>° accumulation and gliosis. In comparisons between control, preclinical and
terminal individuals, all areas with significant differences in glial p75""" labeling
showed also significant differences in these three prion disease biomarkers. These
results, which are in agreement with previous studies using a similar murine model
(Marco-Salazar et al., 2014), provide proof of the causal, biologically relevant
association between the receptor and prion disease pathogenesis.

Some studies have proposed an important role for p75NTR in the pathogenesis of prion

diseases and other neurodegenerative disorders. Not only is this receptor able to
mediate cell death after binding of its natural ligands (pre-processed and mature
neurotrophins), as extensively reviewed (Bibel & Barde, 2000), but also upon in vitro
interaction with non-neurotrophic molecules such as PrP106-126 (Bai et al., 2008;
Della-Bianca et al., 2001) and APP (amyloid protein precursor) (Perini et al., 2002; Yaar
et al., 1997). Such a direct link between the receptor and peptides involved in the
pathogenesis of neurodegeneration prompts the suggestion that a similar mechanism
be triggered in vivo by PrP* deposits in the brain.

However, few studies address these questions using the mouse as the experimental
model, since the majority of investigations on neurotrophin actions are performed in
rats (Friedman et al., 1998; Yan et al., 1997; Zhou & Rush, 1994), humans (Connor &
Dragunow, 1998; Tang et al., 2010) and non-human primates (Mufson et al., 1994;
Zhang et al., 2007). In experimental scrapie in mice, it is well known that prion-related
lesions in the brain follow a topographical distribution tightly controlled by a
combination of agent strain and factors intrinsic to the host. This has led to the
development of strain discrimination methodologies based on the assessment of
lesion profiles (Fraser & Dickinson, 1968) or PrP* accumulation patterns (Gonzalez et
al., 2002; Thackray et al., 2008). However, the mechanisms controlling or influencing

this distribution are unclear. Given the role of p75"™"

in triggering cell death, it is
possible that differential expression of this receptor among brain areas or cell
populations governs at least in part the distribution of prion-related lesions, as already

proposed (Marco-Salazar et al., 2014).

The expression of the p75"""

receptor in astrocytes is well proved. As exposed above, a
previous work with both wild type and transgenic mice modeling prion disease found
increased presence of p75" ‘-positive astrocytes in terminally-diseased animals
(Marco-Salazar et al., 2014). Other studies, far from the field of prion diseases,
identified this receptor in astrocytes and described how this type of glial cell can both
secrete several kinds of neurotrophins (Domeniconi et al., 2007; Furukawa et al., 1986)
and act as target of these molecules through expression of their receptors, including
p75""" (Becker et al., 2018; Cragnolini & Friedman, 2008). Importantly, according to

our results only a subpopulation of astrocytes express detectable levels of the
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receptor, as the number of p75" "-positive glial cells was lower than that of GFAP-
positive astrocytes.

NTR

Some physiological functions of p75™ " activation in astrocytic populations have been

demonstrated, including arresting of cell cycle and attenuation of astrocytes

proliferation (Cragnolini et al., 2009; Cragnolini et al., 2012) and astrocyte-mediated

NTR expression (Ishii

NTR

regulation of energy metabolism through circadian control of p75
et al.,, 2018). Other authors have described the crucial role of p75" "-mediated
astrocytosis in astrocyte-induced toxicity to motor neurons in amyotrophic lateral
sclerosis (ALS) (Kust et al., 2003; Pehar et al., 2004; Shepheard et al., 2014; Smith et al.,

2015).

Although p75"® expression levels in astrocytes in the normal adult rodent brain is low
(Rudge et al., 1994), upregulation of this receptor has been observed after treatment
of in vitro-cultured astrocytes with NGF (Hutton et al., 1992) and after some types of
damage of nervous tissue in vivo (Oderfeld-Nowak et al., 2003). However, the
consequences of this upregulation are unclear. It may cause declining of cell
population through activation of apoptosis or attenuation of astrocytes proliferation,
which would restrict glial scar formation after tissue insults (Cragnolini et al., 2009).

Other glial cell types also upregulate p75"'"

conditions, including microglia and oligodendrocytes in multiple sclerosis (Dowling et

expression in several neuropathological

al., 1999), and Schwann cells and aldynoglia in peripheral nerve injury and during the
regeneration process (Becker et al., 2018; Cragnolini & Friedman, 2008; Taniuchi et al.,
1986; You et al., 1997). In addition, p75NTR has become useful as a biomarker to
distinguish canine brain neoplasms, since it can discriminate between
oligodendrogliomas and astrocytomas (Spitzbarth et al., 2017).

Concerning the remarkable labeling of astrocytes in murine brains in our study, further
analyses are needed to understand the involvement of p75"" in the
neuroinflammatory response mediated by reactive astrocytes during prion disease
pathogenesis. In any case, our results reinforce the crucial role of astrocytes in the

neurodegeneration associated to prion diseases.

On the other hand, experiments with the natural model of scrapie are also scarce given

the intrinsic drawbacks of working with large animals like sheep. In our study, the

natural ovine model of the disease did not show the glial p75"™"

NTR

immunolabeling found

in sheep astrocytes. This is not rare, since
NTR

in mice, which suggest the absence of p75
other studies have failed in finding an association between p75" " and astrocytes in
other models of prion disease, such as hamsters infected with the 263K scrapie strain

(Wang et al., 2016). However, as already exposed, the presence of p75"'"

is largely
described in astrocytes and other glial cell types, which allows discarding that the

astrocytic pattern observed in mice is artefactual.
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Despite the absence of p75"™® astrocytic labeling in sheep, image analysis found global
p75""" immunostaining to be increased in several brain areas and nuclei of preclinical
sheep, in comparison with both control and clinical sheep. This observation suggests
that an upregulation of this receptor occurs during initial stages of prion-related
neurodegeneration. Accordingly, overexpression of p75NTR has been described in other
pathological conditions associated with cell death and neurodegeneration. For

NTR

example, in Alzheimer’s disease (AD) re-expression of p75" "~ was observed in human

cortical neurons by immunohistochemistry (Mufson & Kordower, 1992).

However the reasons of this increase are unclear. Some authors propose that the re-

expression of p75"'"

in brains of AD patients is mediated by the upregulation of its
ligand, NGF (Mufson & Kordower, 1992), since ligand and receptor are linked by a
“feed-forward” relationship (Hefti et al., 1989). However, in our pilot experiments the
levels of NGF were not noticeably increased in infected individuals. Moreover, levels of
BDNF and NT-3, currently known to bind to p75™'"

in-depth assessment of the expression of these neurotrophic ligands should be done to

, were found unaltered too. A more

accept or discard this hypothesis in this particular case.

In contrast with the preclinical group, animals in the clinical stage showed reduced
p75NTR levels. The most likely explanation for this is the neuronal loss occurring at later
stages of prion neurodegeneration. In agreement with this, several authors have

described a similar loss of p75NTR

neuronal expression in organotypic brain slice
cultures from rat (Weis et al., 2001) and mouse (Spitzbarth et al., 2015) and in cultured
canine dorsal root ganglia neurons (Gerhauser et al., 2012), and attributed this

observation to neuron death.

In striking contrast to sheep, image analysis of immunostained sections of mouse

brains identified no significant differences between terminal, preclinical and control

NTR

animals. A tentative explanation is that p75" " is not related to prion pathogenesis in

mice, apart from its presence in activated astrocytes involved in prion-related gliosis.
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Supplementary Table 1. Statistical comparison between terminal, preclinical and control mice for the semi-quantitative parameters evaluated (glial p75NTR labeling,

spongiosis, Prp* deposits and gliosis).

Mobl
Cb

Hy,
Th
Hp
Tc|
Str
Sn

Fc

Mobl
Cb

Hy,
Th
Hp
Tc|
Str
Sn

Fc

Glial p75NTR labeling

Mean Dunn's post-hoc test
p-value Control | Control |Preclinical
Control |Preclinical | Terminal | (Kruskal-Wallis) vs vs vs
Preclinical| Terminal | Terminal
1,50 1,92 3,80 0,0187 * ns * ns
0,00 0,08 0,00 >0,05 ns ns ns ns
0,58 1,00 2,80 0,0067 i ns ik ns
0,67 0,67 1,40 >0,05 ns ns ns ns
1,67 1,08 1,60 >0,05 ns ns ns ns
1,83 1,33 1,40 >0,05 ns ns ns ns
0,83 0,92 1,00 >0,05 ns ns ns ns
1,67 0,58 2,80 0,0020 & ns ns ns
0,83 1,50 1,00 >0,05 ns ns ns ns
1,17 0,50 1,20 >0,05 ns ns ns ns
Spongiosis
Mean Dunn's post-hoc test
p-value Control | Control |Preclinical
Control |Preclinical | Terminal | (Kruskal-Wallis) vs vs vs
Preclinical| Terminal | Terminal
1,33 1,67 3,70 0,0081 o ns e e
0,42 0,08 0,20 >0,05 ns ns ns ns
1,00 1,25 3,15 0,0058 i ns ok L
0,25 0,50 2,40 0,0063 i ns W J
1,17 1,00 2,90 0,0046 *x ns * *x
0,92 0,33 1,60 0,0223 * ns ns *
1,33 0,75 2,10 0,0028 ok ns ns ok
1,42 0,58 2,70 0,0017 (5 ns ns (5
0,58 0,50 1,80 0,0387 & ns ns ns
1,25 0,42 1,70 0,0066 ok — ns ok

Mobl
Cb
Mes
Hy,
Th
Hp
Tc|
Str
Sn

Fc

Mobl
Cb
Mes|
Hy,
Th
Hp
Tc|
Str
Sn

Fc

PrP* deposits

Mean Dunn's post-hoc test
p-value Control | Control |Preclinical
Control |Preclinical | Terminal | (Kruskal-Wallis) vs vs vs
Preclinical| Terminal | Terminal
0,00 2,75 3,33 0,0021 *x * *x ns
0,00 0,42 0,50 >0,05 ns ns ns ns
0,00 1,67 3,33 0,0036 i ns ok ns
0,00 1,83 2,50 0,0279 o ns & ns
0,00 2,08 2,20 0,0074 b v S ns
0,00 1,00 0,20 >0,05 ns ns ns ns
0,00 0,50 1,30 0,0293 o ns e ns
0,00 1,42 2,50 0,0117 S5 ns e ns
0,00 1,50 2,33 0,0031 i ns ok ns
0,00 0,70 1,58 0,0040 *x ns *x ns
Gliosis
Mean Dunn's post-hoc test
p-value Control | Control |Preclinical
Control |Predlinical | Terminal | (Kruskal-Wallis) vs vs vs
Preclinical| Terminal | Terminal
1,30 2,25 3,75 0,0016 ok ns i ns
0,90 0,58 0,75 >0,05 ns ns ns ns
1,30 1,83 3,25 0,0017 i ns ok L
0,80 1,00 2,25 0,0025 s ns o W
1,40 1,50 1,92 >0,05 ns ns ns ns
1,80 1,50 2,00 >0,05 ns ns ns ns
1,20 1,00 1,50 >0,05 ns ns ns ns
1,90 0,50 2,50 0,0230 h ns ns e
1,50 1,58 2,58 0,0025 o ns ns i
1,50 1,00 1,50 >0,05 ns ns ns ns
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Supplementary Table 2. Statistical comparison between terminal, preclinical and control sheep for the
semi-quantitative parameters evaluated (spongiosis and Prp* deposits and gliosis).

Spongiosis
Mean Dunn's post-hoc test
p-value. (Kruskal- Control vs | Control vs Preclinical
Control | Predlinical | Terminal Wallis test) . . vs
Preclinical | Terminal .
Terminal
Mobl 0,00 0,00 1,69 <0,0001 Hkk ns Hkk *kk
Pons 0,00 0,17 1,75 0,0002 RS ns RS e
Cb 0,00 0,17 1,00 >0,05 ns ns ns ns
Mes 0,00 0,27 1,69 0,0003 A ns A J
Thal 0,00 0,69 1,44 <0,0001 *kk e R ns
Str 0,00 0,78 1,08 0,0010 s e ke ns
Fc 0,00 0,50 1,00 >0,05 ns ns ns ns
PrP* deposits
Mean Dunn's post-hoc test
p-value. (Kruskal- Control vs | Control vs Preclinical
Control | Predlinical | Terminal Wallis test) . . vs
Preclinical | Terminal .
Terminal
Mobl 0,00 1,46 3,50 <0,0001 Hkk * Hkk ns
Pons 0,00 2,67 3,00 0,0004 R J R ns
Cb 0,00 0,33 2,75 >0,05 ns ns ns ns
Mes 0,00 0,57 2,44 <0,0001 R ns R ns
Thal 0,00 0,81 1,75 0,0009 *kk ns ** ns
Str 0,00 0,61 0,25 >0,05 ns ns ns ns
Fc 0,00 0,33 1,00 >0,05 ns ns ns ns
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Cerebrospinal fluid prion disease biomarkers in pre-clinical and clinical
naturally occurring scrapie

Abstract

The analysis of the cerebrospinal fluid (CSF) biomarkers in patients with suspected
prion diseases became a useful tool in diagnostic routine. Prion diseases can only be
identified at clinical stages when the disease already spread throughout the brain and
massive neuronal damage occurs. Consequently, the accuracy of CSF tests detecting
non-symptomatic patients is unknown. Here, we aimed to investigate the usefulness of
CSF-based diagnostic tests in pre-clinical and clinical naturally occurring scrapie. While
decreased total prion protein (PrP) levels and positive PrP seeding activity were
already detectable at pre-symptomatic stages, the surrogate markers of neuronal
damage total tau (tau) and 14-3-3 proteins were exclusively increased at clinical
stages. The present findings confirm that alterations in PrP levels and conformation are
primary events in the pathology of prion diseases preceding neuronal damage. Our
work also supports the potential use of these tests in the screening of pre-
symptomatic scrapie and human prion disease cases.

Introduction

Transmissible spongiform encephalopathies (TSE) or prion diseases are fatal
transmissible neurodegenerative diseases caused by prions, which abnormally folded,
pathological forms of the prion protein (PrP). Prion diseases are characterized by the
presence of long incubation periods, ranging from several months to years. After
disease onset, they usually present a rapid progression with characteristic spongiform
changes associated with neuronal loss and gliosis (Budka, 2003).

Different mammalian species such as mice, sheep and cattle can be affected by prion
diseases. The most prevalent type in humans is sporadic Creutzfeldt-Jakob disease
(sCID), developing in patients with no known risk factors and characterized by rapidly
progressive dementia and ataxia, although clinical presentation and molecular
pathology is heterogeneous (lronside et al., 2005; Puoti et al., 2012). Its diagnosis is
supported by the analysis of the cerebrospinal fluid (CSF) in suspected sCID individuals.
Among them, two established markers in the routine diagnostic are 14-3-3 and total
tau (tau), both considered as markers of neuronal damage (Otto et al., 2002; Sanchez-
Juan et al., 2006; Schmitz, Ebert et al., 2016; Zerr et al., 1998). As a test for the direct
detection of the pathogen, the real-time quacking induced conversion assay (RT-QuIC)
has emerged as a highly specific and sensitive sCJD test (Atarashi et al., 2011; Cramm
et al., 2016). The RT-QuIC is based on the ability of pathogenic prion protein to seed
recombinant prion protein (rec-PrP) into an amyloid fibril conformation able to uptake
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thioflavin-T, causing a change on its emission spectrum that can be monitored in real-
time. Additionally, several studies have demonstrated a decrease of total PrP in the
CSF of sCID cases (Abu Rumeileh et al., 2017; Dorey et al., 2015; Meyne et al., 2009),
although the precise reason of this observation is unknown. While these tests present
high accuracy in detecting sCJD cases, their performance on genetic TSEs is highly
dependent on the PrP mutation, which also defines the clinicopathological phenotype
of the disease (Gambetti et al.,, 2003). Importantly, human prion diseases are
diagnosed in symptomatic patients, usually at advanced disease stage, as the fast
progressive rate of the disease impedes the assessment of pre-symptomatic and early
clinical cases. At these stages, massive neuronal damage is detected and even if
treatments were available, the benefit would be limited. Thus, there is a need for
defining if available CSF tests could detect asymptomatic cases, but CSF human
samples at pre-clinical stages are rarely available.

In sheep and goat, scrapie is the naturally occurring prion disease. Absorption of prions
from the intestine is considered to be the natural route of infection, which later appear
in lymphoid tissues, especially in Peyer's patches at the small intestine, before
spreading to the central nervous system (Heggebo et al., 2000; van Keulen et al., 1996;
van Keulen et al., 2000). Consequently, contrary to human cases, non-asymptomatic
animals infected with prions can be routinely detected by the use of rectal biopsy
(Gonzalez et al., 2008).

In order to investigate if current human CSF biomarkers could detect pre-symptomatic
prion disease cases, their diagnostic accuracy in pre-clinical and clinical naturally
occurring scrapie sheep were tested and compared to controls. The correlations
between biomarkers were also studied.

Materials and methods

Animals and tissue collection. A total of 27 female Rasa Aragonesa sheep were
included in this study. Immunohistochemical analyses of rectal mucosa biopsies
(Monleon et al., 2011) were used to identify animals in the pre-clinical disease stage,
which were sacrificed before the clinical signs were detectable. Sheep in the clinical
stage were identified by assessing clinical signs associated with the disease and
neuropathological confirmation by the detection of Proteinase K-resistant prion

res

protein (PrP™) in the brain by immunohistochemical analysis. Age of onset for clinical

animals was 52422 months. Prp™

was detected in serial sections of the brain, after
formic acid treatment and proteinase K digestion, using the monoclonal primary
antibody L42 (1:500; R-Biopharm) as previously described (Monleon et al., 2004).
Negative controls were performed omitting the primary antibody from control and

scrapie sections. Postmortem examinations revealed no additional pathological
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findings. To quantify the presence of PrP* in the obex or adjacent brain areas
(mesencephalon, pons or cervical spinal cord), a ligand-based enzyme immunoassay
(IDEXX HerdChek® BSE-Scrapie Antigen Test, hereafter referred to as IDEXX) was used
(Garza et al., 2014).

CSF samples were extracted from sheep right after sacrifice and before necropsy.
After dissection of the muscles surrounding the atlanto-occipital joint, this joint was
flexed dorsally to visualize the ventral section of the foramen magnum, and a puncture
using a 20-G needle and a 5-ml syringe was performed on the dura matter penetrating
into the subarachnoid space and extracting the CSF carefully to avoid blood
contamination.

Mean ages at the time of sacrifice and CSF collection were 67+28 months for controls,
40+20 months for pre-clinical and 54+23 months for clinical animals. Blood
contamination was tested using Hemastix® (Siemens). Only samples containing less
than 80 erythrocytes per ul were included in the study.

CSF tests. Quantification of CSF total tau (tau) (in pg/ml) and 14-3-3 (in Arbitrary Units
(AU)) were performed as described previously (Llorens et al., 2016; Schmitz et al.,
2016) using the INNOTESThTAU-Ag (Fujirebio) and the CircuLex 14-3-3 gamma (BIOZOL
Diagnostica Vertrieb GmbH) ELISA kits, respectively. Both kits were designed for
detecting human isoforms of tau and 14-3-3 but successfully detected sheep isoforms
since antibodies’ epitopes were identical in both species. 14-3-3 semi-quantification
was performed by Western blot analysis as previously described (Zerr et al., 1998).
Total PrP was analyzed by western blot using the anti-PrP antibody SAF32 (40 ul of
CSF) and by ELISA using the PrP Sheep kit from Analytik Jena AG. RT-QuIC analysis was
performed as described previously (Schmitz, Cramm et al., 2016). Positive cases were
considered those above 10000 relative fluorescent units in at least 2 out of 3
replicates.

Statistical analysis. CSF biomarkers were initially tested for normality. Kruskal-Wallis
test followed by Dunn’s post-test was applied for groups’ comparisons. Correlations
between biomarkers were assessed using Spearman's rank correlation coefficient. p-
values <0.05 were considered as significant.

Ethics. This study was approved by the Ethics Committee for Animal Experiments of
the University of Zaragoza (Permit Number: PI138/15) and was carried out in strict
accordance with the recommendations for the care and use of experimental animals
and in agreement with national law (RD 1201/2005).
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Results

A total of 27 sheep (10 controls, 8 pre-clinical and 9 clinical) were included in the
study. Pre-clinical animals were identified by immunohistochemical analyses of rectal
biopsies, showing PrP™™ staining in the gut-associated lymphoid tissue (GALT). Three
pre-clinical cases also presented significant quantities of pathogenic PrP in the obex or
adjacent brain regions as tested positive for IDEXX (Fig. 1A).

res

A 1001

804

3/8

Idexx positive (%)

1
Pre-clinical Clinical

Fig. 1. Detection of pathogenic PrP in naturally occurring scrapie. A) IDEXX analysis of brainsamples
from pre-clinical and clinical sheep. Number of positive cases from total is indicated. B-G)
Immunohistochemical detection of PrP™ in B) obex of pre-clinical sheep, C) obex, and D)
mesencephalon of clinical sheep, E) ileal Peyer’s patch and F) retropharyngeal lymph node of pre-clinical
sheep, and G) mesenteric lymph node of clinical sheep.
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"®* deposition in the obex and adjacent

Moreover, most pre-clinical animals showed PrP
areas by immunohistochemical techniques, although at a lower extent than clinical
sheep (Fig. 1B). Scrapie diagnosis in clinical animals was made on the basis of clinical

" immunodetection in the obex and

signs and confirmed by means of PrP
mesencephalon by immunohistochemical procedures (Fig. 1C, D) and IDEXX (Fig. 1A).
Of note, sheep at both the pre-clinical and the clinical stage displayed positive
immunostaining not only in intestine-related lymphoid structures, such as Peyer’s

patches (Fig. 1E), but also in other lymphatic organs (Fig. 1F, G).
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Fig. 2. CSF prion biomarkers in naturally occurring scrapie. Quantification of CSF 14-3-3 (A) and tau (B)
by ELISA in control, pre-clinical and clinical sheep. Assay detection limit for tau ELISA (75pg/mL) is
indicated with a dashed line. CSF total PrP quantification by western blot (C) and ELISA (D) in control,
pre-clinical and clinical sheep. (E) Quantification of RT-QuIC positive cases in the CSF of control, pre-
clinical and clinical sheep. Number of positive cases from total and sensitivity is indicated.

CSF 14-3-3 levels were significantly increased in clinical scrapie (25219+15567 AU/mL)
compared to controls (439543078 AU/mL, p<0.01) and pre-clinical animals (7438+8047
AU/mL, p<0.05) (Fig. 2A). Similarly, CSF tau levels were significantly increased in clinical
scrapie (5621561 pg/mL) compared to control (97136 pg/mL, p<0.01) and pre-clinical
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(1774240 pg/mL, p<0.01) animals (Fig. 2B). While all CSF cases were above assay
detection limit for 14-3-3 quantification, 6 controls and 6 pre-clinical cases were below
detection limit of the tau assay (75 pg/ml), suggesting the absence of neuronal damage
and tau release to the CSF fluid in control and pre-clinical scrapie.

Densitometry quantification of CSF PrP detected by western blot analysis showed
decreased PrP levels in pre-clinical and clinical scrapie compared to controls (p<0.05)
(Fig. 2C), which were further confirmed using a PrP-specific sheep ELISA test (p<0.05
controls versus pre-clinical and p<0.001 control versus clinical) (Fig. 2D). RT-QuIC
analysis revealed the presence of positive PrP seeding activity in 62% (5/8) of pre-
clinical and 78% (7/9) of clinical scrapie. No positive signal was detected in controls
(100% specificity) (Fig. 2E).

A significant correlation between CSF 14-3-3 and tau levels in clinical stages was
detected (p<0.05). No other correlations were detected between biomarkers.
Additionally, pre-clinical cases presenting higher 14-3-3 and tau levels, and low PrP
levels did not correlate with those displaying positive IDEXX values, and only one of the
four positive RT-QuIC cases tested positive for IDEXX.

Discussion

In the present study we demonstrated that CSF tests related to alterations in PrP levels
(total PrP quantification) and seeding activity (RT-QuIiC) may be useful in the
identification of pre-clinical prion cases. Additionally, although statistical differences
were not reached, CSF 14-3-3 and tau mean values were higher in pre-clinical animals
compared to controls, suggesting that neurodegenerative mechanisms could also be
occurring at asymptomatic disease stages. While this study focuses on scrapie, it
suggests the possibility that similar alterations might be detected in non-symptomatic
human cases in which prion infection is already present. The confirmation of this
hypothesis would be important, since a prolonged incubation period between
exposure and symptom onset is suggested in human prion cases (Wadsworth &
Collinge, 2007). Although CSF samples from sCJD patients are not available, these
samples can be collected from asymptomatic PrP gene (PRNP) mutation carriers. In
this regard, a clinical trial is ongoing in individuals at genetic risk of developing prion
disease (Forloni et al., 2015). Therefore, PrP quantification and evaluation of seeding
activity could become useful tools tracking disease progression and evaluating the
efficiency of therapeutic intervention.

The observation that PrP seeding activity can be detected in the CSF before clinical
onset goes in line with a previous report showing positive RT-QuIC signal in the CSF of
intracerebrally scrapie-infected hamsters before the onset of clinical signs (Orru et al.,
2012). The fact that only one RT-QulC-positive pre-clinical case was positive for IDEXX
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indicates the presence of PrP seeding activity before evident accumulation of
pathogenic PrP in the brain tissue. Thus, PrP seeding activity may not require PrP
conformations traditionally related to PK-resistance and to PrP* structural forms.
Whether PrP seeding activity and decreased total CSF PrP are related pathological
events needs further clarification, since our study was not able to find correlations
between both biomarker outcomes. In a similar manner, the reason for decreased
total PrP in the CSF of prion cases is unknown, but it is suggested to be a consequence
of its aggregation in the brain tissue, making it less available in the CSF.

Although the number of cases is not optimal for the study of correlation between
biomarkers, the lack of association between CSF biomarkers, both at pre-clinical and
clinical stages, suggests that each single biomarker may provide independent
information about the pathological state of the brain tissue. This is in agreement with
the lack of correlation between RT-QuIC and 14-4-3/tau in the CSF of sCJD cases
(Cramm et al.,, 2015). Indeed, a positive correlation was only detected in clinical
animals between 14-3-3 and tau, considered as markers of neuronal and axonal
damage, respectively.

While CSF 14-3-3 and tau did not appear to be significantly altered in pre-clinical cases
in agreement with a lack of evident lesion profiles in the CNS, we cannot rule out the
presence of neuro-axonal damage in these cases. Therefore, further studies in large
cohorts of control and pre-clinical samples should be carried out in order to establish
the precise value of 14-3-3 and tau in detecting asymptomatic animals.

Overall, our data suggest that CSF prion seeding activity and a decrease on CSF total
PrP level may be related to prion pathological events and useful tools to detect pre-
clinical and early-clinical prion cases in scrapie and, potentially, also in humans.
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La existencia de cepas y las barreras de transmisidon son dos fendmenos caracteristicos
de las enfermedades pridnicas, que condicionan la transmisién de los priones no sélo
en un contexto experimental (tanto entre individuos de la misma especie como entre
especies), sino también en condiciones naturales, afectando por lo tanto a la capacidad
de dispersion de estos agentes patdgenos en poblaciones animales y entre los seres
humanos. A pesar de que los determinantes moleculares de estos fendmenos no se
comprenden todavia con absoluta claridad, los modelos mas recientes apuntan a una
fuerte relacion entre ambos. Asi, el modelo de seleccion conformacional (Collinge &
Clarke, 2007) interpreta las cepas como mezclas o “nubes” de conformaciones de PrP>
diferentes, entre las cuales existe una predominante que determina las caracteristicas
fenotipicas de la enfermedad. Sin embargo, en esta “nube” pueden estar presentes
isoformas de PrP>° minoritarias, en ocasiones llamadas “subcepas” o “cuasi-especies”,
gue se transmiten y replican junto con el conférmero dominante por debajo del
umbral de deteccion de las técnicas actuales. Para evidenciar la presencia de estas
subcepas, es necesario el empleo de modelos y metodologias que puedan propagarlas
selectivamente.

Por su parte, el término “barrera de transmisién” es relativamente nuevo. Esta
terminologia surge de la evolucién del concepto de “barrera de especie” (Priola, 1999),
gue se empleaba para referirse a la dificultad encontrada a la hora de transmitir
ciertos tipos de priones a especies distintas a la del hospedador natural. Los estudios
posteriores sugirieron que la causa principal de estas bajas eficiencias de transmision
interespecifica era la falta de identidad entre las secuencias de la PrP (Bartz et al.,
1994; Prusiner et al., 1990; Scott, M. et al., 1989). Estos resultados llevaron a revisar el
concepto de barrera de especie y sustituir este término por la denominacién de
“barrera genotipica” o de secuencia. En consecuencia, el grado de solapamiento de las
secuencias de PrP¢ de dos especies influye de forma importante en la facilidad o
dificultad de transmision de priones entre ellas (Collinge & Clarke, 2007).

Sin embargo, el concepto actual de “barrera de trasmisién” (Collinge, 1999;
Supattapone et al., 1999) recoge también en su definicién otros fendmenos que
imponen trabas a la transmisidn de priones entre individuos o especies. El mas
importante es la “barrera de cepa” (Scott, M. R. et al., 2005). Esta terminologia
reconoce el papel que juega la cepa pridnica en la eficiencia de transmisién (Bessen &
Marsh, 1992a; Bessen & Marsh, 1992b), siendo segun algunos autores incluso el
determinante principal (Jones & Surewicz, 2005; Torres et al., 2014). Ademas de la
secuencia y la cepa, existen otras barreras de menor importancia o menos conocidas,
como por ejemplo la “barrera de cofactor” (Baskakov, 2014).

De acuerdo con el modelo de seleccidn conformacional, y desde un punto de vista
molecular, una barrera de transmision ocurre cuando la secuencia o estructura
primaria de la PrP® del nuevo hospedador no es compatible con la isoforma de Prp*
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predominante en el inoculo, es decir, cuando no puede malplegarse adoptando la
conformacidn de dicha isoforma mayoritaria. De esa situacidon pueden derivarse dos
posibilidades: si existen conformaciones minoritarias que si sean compatibles, una de
ellas se propagard selectivamente, apareciendo una barrera de transmision parcial
acompafiada de un cambio fenotipico (“mutaciéon” de cepa aparente); si no hay
conformaciones compartidas, se observara una completa falta de transmisién, que
serd interpretada como una barrera absoluta (Collinge & Clarke, 2007).

Ambos fendémenos, las cepas y las barreras de transmisidn, son por lo tanto
manifestaciones de la propia naturaleza conformacional de los procesos de seleccién y
propagacion de los priones. La consecuencia directa de esta natural adaptabilidad de
los aislados pridnicos es que el estudio de la variabilidad real de cepas en una
determinada EET debe realizarse con cautela, seleccionando los modelos apropiados,
pues distintas aproximaciones experimentales podrian provocar la amplificacién
selectiva de conférmeros distintos del mayoritario. Por su parte, si lo que se quiere es
identificar de forma integral y sistemética todas las variantes de PrP> presentes en un
aislado, debe emplearse siempre mas de un modelo para poder evidenciar subcepas
minoritarias presentes en baja proporcion. El primer estudio de esta tesis es un buen
ejemplo de este fendmeno. En él, se encontraron al menos tres componentes en los
aislados de scrapie natural analizados. EIl componente mayoritario en casi todos ellos
(salvo un aislado de origen linfoide) poseia un perfil bioquimico con la banda no
glicosilada a 19 kDa y predominancia de la banda diglicosilada; en el estudio se le
identifica como “19k”. Esta firma bioquimica es caracteristica de la cepa experimental
CH1641 y de algunos aislados naturales con propiedades biolégicas similares a la
misma, incluyendo caracteristicas de transmision diferentes de las de la mayor parte
de aislados de scrapie natural (Baron & Biacabe, 2007; Foster & Dickinson, 1988; Hope
et al., 1999). Las otras dos subcepas presentes en nuestros indculos poseian un patrén
de bandas similar, con la banda no glicosilada a 21 kDa; sin embargo, sus propiedades
patobioldgicas fueron completamente diferentes.

La primera subcepa de 21 kDa (denominada “21k-TgShp XI”) se propagd
selectivamente en ratones TgShp Xl tras la infeccidn con tres indculos de origen
nervioso (3N, 4N y 5N), provocando periodos de supervivencia, patrones lesionales y
perfiles de distribucién similares a los de la cepa “19K”. Asimismo, el indculo de origen
linfoide 7L contenia esta subcepa como componente mayoritario y dio lugar al mismo
patrén de transmisién y caracteristicas patoldgicas en los ratones TgShp XI.

La otra subcepa de 21 kDa, a la que se hace referencia como “21k-Tg338”, fue capaz de
propagarse Unicamente en ratones Tg338, dando lugar a patrones de transmisiéon
atipicos y a una presentacion neuropatoldgica caracteristica. En contra del resto de
aislados, que provocaron periodos de supervivencia que o bien fueron estables desde
el primer pase o bien se acortaron en el segundo, los indculos de origen linfoide 2L, 4L,
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5L, 6L y 8L causaron enfermedad con tasas de ataque incompletas y periodos de
supervivencia muy prolongados en ambos pases. La gravedad de las lesiones a nivel
histopatoldgico fue menor y la acumulacién de PrP** en la médula espinal fue
inconstante, puesto que no se demostréd en algunos de los grupos de ratones
inoculados. Adicionalmente, en algunos animales inoculados con los aislados 6L y 8L se
observaron placas en el encéfalo, compuestas de PrP y positivas a tincién con rojo
Congo, lo que demuestra su naturaleza amiloide. Todos estos indicios sugieren que la
subcepa “21k-Tg338”, a pesar de estar presente en bajas proporciones, es capaz de
interferir con la propagacion de la cepa mayoritaria “19k”, retrasando la instauracién
de la neuropatologia y, por tanto, la aparicion de signos clinicos. Este efecto de
interferencia o competicidon, que ha sido descrito previamente con otras cepas de
scrapie adaptado al raton (Dickinson et al., 1972), podria estar mediado por una
propension mas alto de lo normal a formar agregados de PrP** en formato de amiloide.
Se conoce que las formas de PrP* con mayor capacidad neurotéxica son los
oligdmeros de bajo peso molecular (Collinge & Clarke, 2007; Hill et al., 2000; Hill &
Collinge, 2003), y algunos autores sugieren que la amiloidogénesis podria ser un
mecanismo de defensa del organismo para proteger al tejido nervioso de su efecto
patégeno mediante su secuestro en estructuras de mayor tamano y relativamente
inertes (Chesebro et al., 2005; Piccardo et al., 2007; Tuzi et al., 2008).

Los datos indican que el componente “21k-Tg338” se encuentra exclusivamente en el
sistema linfoide de las ovejas, aunque esto no parece impedir que se propague en el
tejido nervioso de los ratones Tg338, aunque lo haga con menor eficacia. Es posible
que esta subcepa se halle optimizada para su replicacion en el sistema linforreticular y
que ello se asocie con su baja neurotoxidad. Investigar si los ratones Tg338 inoculados
con estos aislados acumularon PrP>* de 21 kDa en sus 6rganos linfoides podria ser de
gran interés para la continuacién de este estudio.

El hecho de que no todos los ratones TgShp Xl inoculados manifestaran el fenotipo
asociado a la subcepa “21k-TgShp XI”, ni todos los Tg338 el fenotipo de “21k-Tg338",
sugiere que estos dos componentes coexisten en los indculos originales con la
isoforma mayoritaria “19k”, o dicho de otra forma, no son generados de novo durante
la transmisién a los modelos experimentales, como parece ser el caso en otras
aproximaciones experimentales (Le Dur et al., 2017).

Adicionalmente, nuestros resultados parecen indicar que la coinfeccion de los
animales de la especie ovina con varias subcepas de scrapie es mas frecuente que la
infeccion con un solo componente. Nuestro estudio refuerza la idea de que la
utilizacion de mas de un modelo experimental es siempre precisa para discriminar
estas mezclas de subcepas. Sin embargo, no es posible asegurar que los aislados que
manifestaron el fenotipo “19k” en ambas lineas contengan cepas puras, puesto que
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podria ser posible evidenciar otros componentes, distintos de los identificados,
haciendo un estudio mas minucioso con un mayor numero de modelos transgénicos.

La presencia de multiples componentes en los aislados pridnicos no es una novedad,
ya que se ha descrito con frecuencia en casos naturales de scrapie (Beck et al., 2012;
Thackray et al., 2012; Vulin et al., 2012; Yokoyama et al., 2010) y en otras EET. El caso
mas llamativo es la presencia de pequefias cantidades del agente responsable de la
sCID en el cerebro de pacientes de vCID (Yull et al., 2006).

A pesar de estas observaciones, nuestro estudio no aborda la cuestidon sobre los
mecanismos que permiten a cada modelo murino transgénico amplificar
selectivamente cada una de las subcepas. A este respecto, existen dos diferencias
fundamentales entre las lineas TgShp XI y Tg338. La primera es la secuencia de la PrP©
qgue expresan (ARQ vs. VRQ); el modelo de seleccién conformacional explica
perfectamente cdmo la secuencia primaria determina el rango de cepas a las que un
individuo o especie son susceptibles (Collinge & Clarke, 2007). La segunda son los
niveles de expresion de la PrP® (4-8x vs. 8-10x). Un estudio de reciente publicacién (Le
Dur et al., 2017) reveld como el nivel de expresién es capaz de afectar a la capacidad
de amplificacién de conférmeros especificos, supuestamente debido a una
competicion cinética durante la formacién de las fibras de PrP*". Es posible que la linea
Tg338, con sus elevados niveles de expresién, sea capaz de amplificar las pequeiias
cantidades del componente “21k-Tg338” presentes en algunos de los aislados
testados. Asimismo, como ya proponen los autores del citado estudio, este mecanismo
podria explicar la acumulacion de subcepas diferentes en el ébex y los linfonodos
mesentéricos de las ovejas, puesto que se sabe que el tejido nervioso y el linfoide
poseen distintos niveles de expresion de la PrPc.

En esta misma linea, otro de los factores que son capaces de afectar a la amplificacién
selectiva de cepas pridnicas es la glicosilacion, tanto a nivel de bioensayo (Tuzi et al.,
2008; Wiseman et al., 2015) como en propagaciones experimentales in vitro (Camacho
et al.,, 2019; Makarava et al., 2013; Nishina et al., 2006). Dado que se han descrito
diferencias en la glicosilacién de la PrP® entre tejidos, como por ejemplo entre el tejido
nervioso y el sistema linforreticular (Katorcha et al., 2014), se podria sugerir que estas
diferencias podrian ser responsables de la acumulacion selectiva de ciertas cepas en
SLR, por ejemplo en linfonodo mesentérico, como hemos observado. Los distintos
mecanismos propuestos para explicar las observaciones del primer estudio de la tesis
no son mutuamente excluyentes y podrian estar trabajando a la vez.

El papel de la glicosilacion en estos eventos ha sido explorado en mayor profundidad
en el segundo estudio de esta tesis. Como se ha dicho, la glicosilacion afecta de
manera importante a las barreas de transmisién y la selecciéon de cepas. Algunos
autores proponen que esto se debe a una compatibilidad estérica entre Prp¢ y Prp*,
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gue bien permite o dificulta la incorporacidén de nuevos mondmeros a la fibra creciente
de amiloide de PrP*.

En concreto, nuestro estudio pretende analizar el efecto de la glicosilaciéon en Ia
propagacidon selectiva de cepas de naturaleza atipica, y concretamente de las
procedentes de pacientes humanos. Para ello, se emplearon dos aproximaciones: una
in vitro, mediante PMCA vy otra in vivo, mediante bioensayo. En ambos casos, se hizo
uso del modelo TgNN6h, que expresa una variante mutada de la PrP humana en la
que los residuos de asparagina donde se unen los glicanos son sustituidos, de forma
gue se bloquea la glicosilacion normal de la proteina.

Al no existir moléculas de PrP¢ glicosilada en el sustrato de la reaccién de PMCA, se
consiguieron propagar de forma relativamente eficiente varias cepas humanas con
caracteristicas atipicas, incluyendo GSS A117V y VPSPr, lo que, segln nuestro
conocimiento, constituye una de las primeras descripciones de amplificacién in vitro de
estas cepas. Sin embargo, la eficiencia de propagacion siguié siendo superior para las
cepas cldsicas sCIDMM1, sCIDMM2 vy sFl. Parece que, a pesar de la falta de
glicosilacion, sigue manteniéndose un fendmeno de “barrera de cepa”, que dificulta en
cierta medida la propagacion de priones atipicos. La PMCA ha sido utilizada de forma
escasa para la amplificacién de cepas atipicas, por lo que existe un numero limitado de
estudios con los que poder comparar nuestros datos (Peden et al., 2014; Wang, Z. et
al., 2019).

En lo referente al bioensayo, se debe sefialar que la mayoria de los intentos previos de
transmitir cepas humanas atipicas a modelos murinos se basaron en introducir las
mutaciones causales en la PrP® del ratdn, o bien expresar transgénicamente la propia
PrP¢ humana mutada, con el fin de abolir la barrera de secuencia y facilitar la
transmisidn. Estas aproximaciones tuvieron un éxito limitado, especialmente en el caso
del GSS provocado por la mutaciéon A117V, cuya eficiencia de transmisién continud
siendo baja, tal como indican las bajas tasas de ataque y los prolongados periodos de
incubacién (>600 dpi) de los animales muertos con signos clinicos (Asante et al.,
2013).

En nuestro estudio, en contraste, hemos conseguido transmitir esta cepa atipica a
ratones TgNN6h mediante su adaptacién previa al sustrato humano no glicosilado
mediante PMCA. Los ratones TgNN6h mostraron periodos de incubacién
sensiblemente mds cortos que los observados con los mencionados modelos previos
(Asante et al., 2013), lo que parece indicar una mayor susceptibilidad de la linea
TgNN6h a esta y, posiblemente, otras cepas atipicas.

En concordancia con esta hipdtesis, la VPSPr-129V/V, considerada el prototipo de los
priones atipicos espontdaneos en humanos, se transmitid con periodos de incubacion
razonablemente cortos (378 dpi) a ratones TgNN6h tras una inoculacion directa,
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mientras que la infeccion experimental de un modelo humano normalmente
glicosilado (ratones Tg340) no provocéd enfermedad ni a nivel clinico ni a nivel
subclinico. La interpretacién mas razonable de estas observaciones es que la ausencia
de glicanos en la PrP¢ del modelo TgNN6h es la responsable de esta susceptibilidad
incrementada.

Adicionalmente, cuando se traté de infectar ratones Tg340 con las cepas GSS A117V y
VPSPr-129V/V adaptadas previamente al modelo TgNN6h por PMCA, éstos no
desarrollaron una enfermedad pridnica en mds de 700 dpi, ni se hallaron rastros de
acimulo de PrP>° en estos animales. Existe la posibilidad de que esa observacién se
deba a que las diferencias entre las secuencias de la PrP® de TgNN6h y Tg340
introducen una barrera genotipica que impide unidireccionalmente esta infeccién. Sin
embargo, es tentador sugerir que la reintroduccién de los glicanos en la PrP¢ sea la
auténtica responsable de impedir la propagacién de una cepa atipica que ya estaria
estabilizada al modelo no glicosilado.

En este mismo trabajo, se analizaron los patrones de transmisién de un aislado
denominado GSS 60PRI. Los casos de enfermedad pridnica causados por mutaciones
de insercion en la zona de repeticion del octapeptido (OPRI) cursan a veces con
fenotipos cldsicos similares a los del CID, y otras con manifestaciones atipicas
caracteristicas del GSS (Collinge et al., 1992). Esto lleva a suponer que al menos
algunos de estos aislados pueden contener mezclas de componentes cldsicos vy
atipicos. Como ya se ha mencionado mas arriba en relacion con el primer estudio de
esta tesis, la coexistencia de conférmeros o subcepas en los aislados pridnicos es un
fenédmeno recurrente que ha sido descrito en numerosas ocasiones (Beck et al., 2012;
Thackray et al., 2012; Vulin et al., 2012; Yokoyama et al., 2010; Yull et al., 2006).

Nuestro aislado de GSS 60PRI se pudo transmitir tanto a ratones Tg340 como a
ratones TgNN6h; sin embargo, el fenotipo manifestado por cada linea murina tras la
infeccion fue claramente distinto, fundamentalmente a nivel de las caracteristicas
neuropatoldgicas. Esta se asemejaba fuertemente a la del sCJDMM1 en Tg340, con
depdsitos de tipo sindptico en corteza cerebral y area septal fundamentalmente. Por el
contrario, en TgNN6h fue similar a la del resto de cepas atipicas transmitidas y se
caracterizaba por la presencia de acumulos coalescentes y plaque-like, que en algunas
localizaciones llegaban a formar placas de amiloide auténticas, y por una severa
vacuolizacidon del tejido nervioso, especialmente a nivel del hipocampo.

Los datos sugieren, por lo tanto, que el aislado original de GSS 60PRI utilizado en
nuestro estudio contenia una cepa mayoritaria de naturaleza cldsica, similar a la
responsable del sCJD, y una baja proporcién de un componente atipico, que recibié
una ventaja selectiva en el modelo TgNN6h, posiblemente debido a la falta de
glicosilacion de su PrP®. Estas observaciones, conjuntamente con los resultados
globales del primer estudio de la tesis, refuerzan la nocién de que algunos aislados
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pridnicos contienen mezclas de subcepas o componentes que pueden ser separados y
selectivamente amplificados mediante metodologias apropiadas, ya sean in vitro,
como la PMCA, o in vivo, como el bioensayo en lineas murinas transgénicas
expresando distintas formas de la proteina prién celular.

No obstante, hay que sefialar que las caracteristicas neuropatoldgicas observadas en
los ratones TgNN6h infectados con cualquiera de las tres cepas atipicas (VPSPr-129V/V,
GSS A117V y GSS 60PRI) presentaban similitudes notorias, fundamentalmente por la
presencia de gran cantidad de placas de amiloide. Esto podria indicar que este
fenotipo es un artefacto consecuencia de la ausencia de glicosilacién de la PrP¢ en este
modelo, ya que se sabe que ésta se asocia con la formacidon de placas de amiloide en
localizacion atipicas (Chesebro et al., 2005; Tuzi et al., 2008). No obstante, se aprecié
que cada una de estas tres cepas poseia caracteristicas neuropatoldgicas distintivas:
VPSPr-129V/V afectd intensamente al cerebelo, GSS A117V provocd una afeccidn
severa de la corteza cerebral y el hipocampo con presencia de grandes placas amorfas,
y GSS 60PRI dio lugar a una distribucion mas restringida de las placas y a un cambio
espongiforme con caracteristicas diferenciales. Podemos asegurar, por lo tanto, que el
hospedador no es, al menos, el Unico determinante de este fenotipo. El éxito en la
transmisién de una cepa prototipicamente clasica, como el sCJDMM1, a ratones
TgNN6h, y la manifestacion por parte de estos de caracteristicas neuropatoldgicas
cldsicas, permitirian descartar completamente que estas observaciones sean
artefactuales; hay que resaltar que este experimento estd actualmente en marcha.

La presencia de muerte neuronal es un hallazgo neuropatoldgico frecuente en los
casos de enfermedad pridnica (Budka et al., 1995; Budka, 2003). Sin embargo, los
mecanismos responsables de este fendmeno no se han aclarado por completo. Las
neurotrofinas son un grupo de factores de crecimiento que ejercen sus funciones
especificamente en el sistema nervioso y que parecen ser clave en varios procesos de
la homeostasis y el desarrollo del tejido nervioso, tanto durante las fases embrionarias
como durante la etapa adulta (Bibel & Barde, 2000). Sin embargo, también han sido
vinculadas a varios tipos de procesos neurodegenerativos y otros procesos que cursan
con dafio neuronal (Dawbarn & Allen, 2003; Shu et al., 2015). Entre los receptores de
membrana que median la respuesta bioldgica de las neurotrofinas, el receptor p75™",
perteneciente a la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR), se
posiciona en la encrucijada entre las vias que desencadenan la muerte celular por
apoptosis y las que median la supervivencia neuronal (Meeker & Williams, 2015).
Ademads, varios estudios han demostrado la existencia de una relacién en el receptor
p75""" vy la patogenia de las EET: por una parte, se ha visto que la estimulacién de
p75""™" con el péptido sintético PrP106-126 induce neurotoxicidad en un modelo
celular (Bai et al.,, 2008; Della-Bianca et al., 2001); por otra, la espongiosis, los
acumulos de Prp* y la gliosis se correlacionaron topograficamente con la

NTR

sobreexpresion de p75" " en un modelo murino de la BSE (Marco-Salazar et al., 2014).
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NTR en las

En el tercer estudio de esta tesis, se ha estudiado el papel de p75
enfermedades pridnicas utilizando dos modelos distintos: en primer lugar, el modelo
natural ovino (ovejas afectadas naturalmente por scrapie en estadios terminal vy
preclinico, asi como ovejas control), y en segundo lugar, un modelo murino
transgénico que expresa la PrP¢ ovina (linea Tg338) infectado experimentalmente con

scrapie.

NTR

Nuestros resultados sugieren una cierta participacion del receptor p75 en la

patogenia de la neurodegeneracion en las EET. En el modelo Tg338, se observd un

aumento del numero de células gliales positivas a p75" "

, cuya morfologia vy
localizacion recordaban a las de los astrocitos, en individuos infectados tanto en
estadio terminal como preclinico, con respecto a los individuos control. Este
incremento presenté una correlacion positiva clara con otros hallazgos
neuropatoldgicos caracteristicos de las enfermedades pridnicas, como el cambio
espongiforme, los depdsitos de PrP*° y la astrogliosis, en concordancia con los estudios
previamente mencionados (Marco-Salazar et al., 2014). Adicionalmente, la aplicacién
NTR y el

marcador de astrocitos GFAP. En conjunto, estas observaciones sugieren una
NTR

de técnicas de microscopia confocal demostré una colocalizacion entre p75

asociacion biolégicamente relevante entre el receptor p75™ " y la patogenia de las EET.

Este inmunomarcaje astrocitico para p75NTR

no fue descrito, sin embargo, en el modelo
ovino. La literatura académica sobre el tema recoge testimonios de otros modelos
animales de enfermedad pridnica en los que tampoco se describid la aparicion de este
receptor en la glia (Wang, T. T. et al., 2016). A pesar de ello, la expresién de este y
otros receptores de neurotrofinas ha sido descrita ampliamente en astrocitos y otras
células gliales en ratones y otras especies. Algunos estudios han demostrado que los
astrocitos son capaces tanto de secretar neurotrofinas (Domeniconi et al., 2007,
Furukawa et al.,, 1986) como de responder a ellas mediante la expresidon en su
membrana plasmética de los receptores especificos, entre ellos el receptor p75""
(Becker et al., 2018; Cragnolini & Friedman, 2008). Asimismo, p75" " parece jugar
papeles importantes en la biologia de este tipo glial, tanto en condiciones de
homeostasis (Cragnolini et al., 2009; Cragnolini et al., 2012; Ishii et al., 2018) como en
la patogenia de varios trastornos (Kust et al., 2003; Pehar et al., 2004; Shepheard et al.,
2014; Smith et al., 2015). Otras células gliales también expresan este receptor,
incluyendo oligodendrocitos, microglia (Dowling et al., 1999), células de Schwann y

aldinoglia (Taniuchi et al., 1986; You et al., 1997).

En nuestro estudio, ademas de aplicar una metodologia de valoracién semicuantitativa

NTR

para evaluar tanto el marcaje glial de p75" " como la espongiosis, los depdsitos de

Prp* y la gliosis, cuantificamos la tincién global debida a p75"™

empleando una
aproximacion computarizada, basada en el andlisis de imagen de microfotografias

tomadas de muestras de encéfalo sometidas a inmunohistoquimica. Esta metodologia,
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aungue no permitié identificar diferencias entre los grupos de ratones, si evidencid
diferencias significativas de los individuos preclinicos de la especie ovina, con respecto
a los individuos controles, a nivel de varios nucleos y dreas encefdlicas, como la médula
oblongada y el puente del tronco del encéfalo. Este resultado sugiere la existencia de
una sobreexpresion del receptor p75NTR en las fases tempranas de |Ia
neurodegeneracién causada por priones, al menos en ciertas areas encefalicas, en
concordancia con otros estudios que encontraron resultados similares en otras
enfermedades neurodegenerativas (Mufson & Kordower, 1992). Por el contrario, los
ovinos en estadio terminal no mostraron habitualmente diferencias significativas con
respecto a los controles; esta observacidon se podria explicar a través de la perdida
neuronal que ocurre en las fases mds avanzadas de la enfermedad. Esta interpretacién
estd en linea con algunos estudios en los que se observd una pérdida de marcaje
neuronal para p75"'" atribuible a la perdida neuronal asociada a la enfermedad
(Gerhauser et al., 2012; Spitzbarth et al., 2015; Weis et al., 2001).

El diagndstico de las enfermedades pridnicas tanto en animales como en seres
humanos es complicado por el hecho de que el Unico marcador que actualmente
puede vincularse indiscutiblemente con una EET es la presencia de la proteina prion
patoldgica o PrP> en el tejido nervioso. Este hecho dificulta el diagndstico ante-
mortem de la enfermedad, asi como la identificacién de individuos en estadio
preclinico, reduciendo las posibilidades de éxito del tratamiento incluso en el caso de
qgue éste estuviera disponible. Por estas razones, en el cuarto estudio de esta tesis
realizamos la evaluacion de varios biomarcadores empleados rutinariamente en los
protocolos diagndsticos de los casos de EET humanas, en muestras de liquido
cefalorraquideo (LCR) obtenidas de ovejas en las fases preclinica y terminal de la
enfermedad de scrapie; en la medida de lo posible, se traté de emplear los mismos
animales del estudio n? 3. La razén para utilizar un modelo animal, en este caso,
obedece al hecho de que la identificacion de ovinos preclinicos es relativamente
sencilla, debido a la patogenia propia de esta patologia infecciosa. En el scrapie clasico,
aun dependiendo en gran medida de la cepa infectante y el genotipo del gen Prnp del
animal (Andreoletti et al., 2000; Jeffrey et al., 2002; van Keulen et al., 1996), el agente
infeccioso se acumula en el tejido linfoide asociado al tracto gastrointestinal (GALT)
antes de que se produzca la neuroinvasion (Madec et al., 2000). Esto permite la
deteccion de animales preclinicos mediante biopsia de tejido rectal (Dennis et al.,
2009; Gonzalez et al., 2005), aunque ésta técnica no presenta una sensibilidad del
100% en ningun caso.

Entre los marcadores analizados en el LCR, las proteinas 14-3-3 y tau total, marcadores
subrogados de dafio neuronal (Otto et al., 2002; Sanchez-Juan et al., 2006; Schmitz et
al., 2016; Zerr et al., 1998), se encontraron significativamente aumentados
exclusivamente en individuos en la fase terminal de la patologia. Sin embargo, los
niveles de PrP total, que se analizan rutinariamente en humanos al saberse que se
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hayan reducidos en casos de enfermedad pridnica (Dorey et al., 2015; Meyne et al.,
2009), se vieron también significativamente disminuidos en los ovinos preclinicos,
indicando que podrian ser un buen biomarcador para casos tempranos de EET. Por
ultimo, la medida de la “seeding activity” mediante la técnica ultrasensible RT-QuIC
(Atarashi et al., 2011; Cramm et al., 2016) permitié identificar el 78% de los casos de
scrapie terminal, pero también el 62% de los preclinicos, lo que sugiere un cierto
potencial para la deteccidn de casos tempranos, aunque se hace precisa una puesta a
punto de la técnica para aumentar su sensibilidad hasta niveles suficientes para su uso
rutinario.

En su conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis refuerzan la nocién de que los
fendmenos de cepas y barrera de transmision, entendidos como la manifestacién de la
natural adaptabilidad de los aislados pridnicos mediante procesos de seleccién
conformacional, son una pieza central para entender el complejo comportamiento
bioldgico de estos agentes. Comprenderlos es ser capaces de prever las posibilidades
de emergencia de nuevas variantes pridnicas a partir de los agentes ya conocidos
presentes en las poblaciones naturales. Sélo de esta manera seremos capaces de
reaccionar con eficacia y contundencia para proteger la sanidad animal y la salud
publica. Asimismo, ahondar en el conocimiento de los mecanismos implicados en la
patogenia de las enfermedades pridnicas, asi como optimizar las técnicas diagndsticas
disponibles actualmente y hallar otras nuevas, seran puntos clave para lograr algun dia
una aproximacion terapéutica a estas devastadoras enfermedades.
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10.

Los ovinos estudiados estaban infectados con mezclas de subcepas de scrapie, que
fueron detectadas y selectivamente amplificadas mediante el uso de modelos
murinos transgénicos que expresan PrP® ovina con diferentes secuencias
aminoacidicas y distintos niveles de expresion.

La subcepa identificada como “21k-Tg338” se detectd sélo en muestras ovinas de
origen linfoide y poseia la capacidad de interferir con la propagacién del
componente mayoritario en ratones Tg338, alargando los tiempos de supervivencia
de los animales y restringiendo el desarrollo de la lesidn neuropatoldgica. Esta
interferencia podria estar mediada por su mayor capacidad amiloidogénica.

La coinfeccion de los individuos de la especie ovina con mds de una subcepa
pridnica, que podian estar presentes en distintos érganos o bien coexistir en el
mismo tejido, fue mas frecuente que la infeccién con una sola cepa pura.

El bloqueo de la glicosilacién de la PrP humana mediante mutaciones puntuales de
los residuos de asparagina 181 y 197 facilité que se produjera la infeccidn con cepas
pridnicas humanas de caracteristicas atipicas, como la responsable del VPSPr, tras
su inoculacién directa en modelos murinos.

El uso de PrP® humana no glicosilada como sustrato en la reaccién de PMCA
permitio la propagacion bona fide de la cepa humana responsable del GSS A117V,
cuya inoculacién subsiguiente en ratones que expresaban esta misma PrP® no
glicosilada (TgNN6h) provocé una enfermedad con caracteristicas neuropatoldgicas
atipicas similares a las de la patologia original en humanos.

Algunos aislados pridnicos procedentes de pacientes humanos con la mutacion
60PRI podrian haber contenido una mezcla de componentes clasicos y atipicos, que
se propagaron respectivamente en modelos murinos transgénicos para la PrP©
humana glicosilada (Tg340) y no glicosilada (TgNN6h).

La presencia de astrocitos que expresan el receptor p75" " en el sistema nervioso se
encontrd incrementada en las fases preclinica y terminal del scrapie experimental

en ratones Tg338, en correlacion con la presencia de espongiosis, depésito de PrP>*

NTR ,
en el encéfalo de estos

y gliosis reactiva. Sin embargo, los niveles globales de p75
ratones no se vieron afectados por la progresion de la enfermedad.

Se observd un aumento estadisticamente significativo de los niveles globales de
p75""" en algunas &reas encefélicas en ovinos afectados por scrapie natural en
estadio preclinico, mientras que este aumento no se aprecié en estadios terminales.
La cuantificacién de los niveles de proteina 14-3-3 y tau total, biomarcadores
subrogados de dafio neuronal, en liquido cefalorraquideo puede utilizarse para el
diagndstico del scrapie ovino en estadio terminal.

Las medidas de la “seeding activity” por RT-QuIC y de los niveles totales de PrP en
liquido cefalorraquideo podrian ser herramientas utiles para la deteccion de casos
preclinicos de enfermedad pridnica en ovinos y, potencialmente, también en

humanos.

193



10.

The analyzed sheep were infected with mixtures of scrapie substrains, which were
detected and selectively amplified by using transgenic murine models expressing
ovine PrP® with different amino acid sequences and distinct expression levels.

The substrain referred to as “21k-Tg338” was only detected in lymphoid ovine
samples and was able to interfere with the propagation of the major component in
Tg338 mice, protracting survival times in the animals and limiting the development
of the neuropathological lesion. This interference might be mediated by an
increased amyloidogenic capacity.

The coinfection of ovine individuals with more than one prion substrain, either
present in distinct organs or coexisting in the same tissue, was more frequent than
the infection with a single pure strain.

The abolishment of human PrP® glycosylation through point mutations in
asparagine residues 181 and 197 facilitated the infection with human prion strains
with atypical features, such as the one responsible for VPSPr, following direct
inoculation in murine models.

The use of non-glycosylated human PrP° as the substrate for PMCA reaction allowed
the bona fide propagation of the human strain responsible for GSS A117V, whose
subsequent inoculation in mice expressing the same non-glycosylated PrP©
(TeNN6h) caused a disease with atypical neuropathological characteristics
resembling those of the original disorder in humans.

A number of prion isolates sourced from human patients with the 60PRI mutation
may have contained a mixture of classical and atypical components, which were
respectively propagated in transgenic murine models for human glycosylated
(Tg340) and non-glycosylated PrP® (TgNN6h).

The presence of p75" "-expressing astrocytes in the nervous tissue was found
increased in preclinical and terminal stages of experimental scrapie in Tg338 mice,
in correlation with the presence of spongiosis, Prp>* deposition and reactive gliosis.
However, global p75"™" levels in the brain of these mice were not affected by the
progression of the disease.

A statistically significant increase of the global p75"™" levels was observed in certain
brain areas in naturally scrapie-affected sheep in the preclinical stage, whereas this
increase was not noticed in the terminal stage.

The quantification of protein 14-3-3 and total tau levels, surrogate biomarkers of
neuronal damage, in cerebrospinal fluid can be used for the diagnosis of ovine
scrapie in terminal stages.

The measurements of the seeding activity by RT-QuIC and of total PrP levels in
cerebrospinal fluid could be useful tools for the detection of preclinical cases of
prion disease in sheep and, potentially, also in humans.
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La existencia de cepas en las enfermedades pridnicas ha sido objeto de controversia
debido a la naturaleza del agente causal de estas patologias, que, segun la hipétesis
mas ampliamente aceptada, carece de cualquier dcido nucleico cuyos polimorfismos
pudieran explicar la variabilidad de los fenotipos observados. Las evidencias
experimentales reunidas hasta la fecha, no obstante, indican que las cepas existen y
que sus propiedades estan codificadas en la conformacion de las moléculas de PrP™.
Los modelos mas actuales consideran que los aislados pridnicos constituyen una
“nube” de diversos componentes, “subcepas” o “cuasi-especies”, que coexisten en un
equilibro inestable y de los cuales uno predomina y determina el fenotipo. Asimismo,
estos modelos interpretan las cepas y las barreras de transmisién como dos
manifestaciones del mismo fendmeno fundamental: la naturaleza conformacional de
los procesos de seleccidn y propagacion de los priones.

El fendmeno de cepas de priones y la capacidad natural de los estos agentes para
adaptarse a nuevos hospedadores dificultan la monitorizacién y el control de Ia
enfermedad de scrapie, lo que conlleva el riesgo de una aparicidon inadvertida de
nuevas variantes con potencial zoonético. Resulta por lo tanto crucial caracterizar la
variabilidad de cepas presentes en los rebafios ovinos europeos, asi como profundizar
en la compresién de los fendmenos de seleccidn y adaptacion de los priones.

Por ello, en el estudio n? 1 se realiza un analisis exhaustivo de varios aislados de
scrapie natural de la zona fronteriza transpirenaica mediante bioensayo en las lineas
transgénicas ovinas TgShp XlI y Tg338. A pesar de que el andlisis bioquimico de los
aislados originales ovinos mostrd resultados bastante homogéneos (con la excepcién

del inéculo 8L, todos contenian Prp™®

res

de 19 kDa), algunos de estos aislados produjeron
acumulacién de PrP™" de 21 kDa en el tejido nervioso de los ratones TgShp Xl, aunque
sus periodos de supervivencia y caracteristicas neuropatolégicas no fueron diferentes
de las del resto de in6culos. Otro grupo de aislados provocd periodos de supervivencia

*s de 21 kDa en ratones

muy largos con bajas tasas de ataque y acumulacién de PrP
Tg338. Estos animales también presentaban una neuropatologia menos severa, con
una distribucion de las lesiones espongiformes mas limitada y la presencia ocasional de

placas de amiloide en el encéfalo.

Estos resultados sugieren que algunos de los aislados estudiados contienen mezclas de
varios componentes, que pueden ser diferenciados y selectivamente amplificados
empleando distintos modelos transgénicos. Se identificaron al menos tres subcepas
diferentes: una isoforma mayoritaria de 19 kDa, presente en todos los aislados, y dos
componentes de 21 kDa, uno que sélo se replica en ratones TgShp Xl y otro que
aparentemente es capaz de interferir con la propagacién de la subcepa dominante en
ratones Tg338, restringiendo las lesiones neuropatoldgicas y prolongando los periodos
de supervivencia; es posible que esta interferencia esté mediada por su capacidad
amiloidogénica.
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En contra de la posibilidad de que las subcepas de 21 kDa surgieran de novo por
mutacion del componente mayoritario de 19 kDa, el hecho de que sélo una proporcién
de los indculos provocara este fenotipo hace suponer que dichas subcepas estaban
presentes en los indculos originales en una baja concentracién. Sin embargo, la razén
por la que cada linea transgénica fue capaz de propagar sélo uno de estos
componentes minoritarios se desconoce. Factores como la secuencia de la PrP® ovina
que expresan, e incluso los niveles de expresién de PrPS, son capaces de alterar la
susceptibilidad selectiva a distintas cepas.

En cualquier caso, los resultados de este trabajo sugieren que la coinfeccién de los
animales con mas de una cepa de scrapie es mas frecuente que la infeccién con una
sola cepa, y que distintos tejidos y érganos pueden acumular cepas diferentes.

Las barreras de transmision estdn fundamentalmente moduladas por el grado de
correspondencia entre las secuencias primarias de la PrP>° entrante y la PrP¢ del
hospedador. Sin embargo, existen otros factores que influyen, como el grado de
glicosilacion de la PrPS, gue se sabe que es capaz de modificar la susceptibilidad de los
ratones a la infeccién con diversas cepas pridnicas, asi como la eficiencia de
propagacion in vitro. El empleo de sustratos de PrP no glicosilada en PMCA ha
permitido la amplificacién de algunas cepas de priones dificiles de transmitir a modelos
murinos. En el estudio n? 2 se explora el efecto que tiene la eliminacién de los glicanos
sobre la capacidad de propagacion in vitro y de transmisidn in vivo de los priones
responsables de varios tipos de enfermedades pridnicas humanas con caracteristicas
atipicas. Para ello se empled la linea transgénica TgNN6h, que expresa una PrP‘
humana con mutaciones en los residuos de asparagina 181 y 197, lo que impide su
glicosilacion. Este tipo de sustrato permitié la amplificacién por PMCA de varias cepas
pridnicas clasicas y atipicas, entre ellas la cepa GSS A117V. La inoculacidn de esta cepa,
previamente adaptada in vitro, en ratones TgNN6h causd el desarrollo de una
enfermedad con caracteristicas neuropatoldgicas que se correspondian con las de los
pacientes humanos, lo que demuestra el mantenimiento de las propiedades de cepa.
Por otra parte, el aislado de GSS 60PRI parecia contener una mezcla de subcepas
clasica y atipica, que se manifestaban respectivamente al realizar el bioensayo en un
modelo normalmente glicosilada (Tg340) o en el modelo TgNN6h. Finalmente, la
inoculacién de cualquiera de las cepas atipicas, previamente adaptadas al sustrato no
glicosilado por PMCA, no causaba enfermedad en ratones Tg340. En conjunto, estos
resultados sugieren que la eliminacion de los glicanos facilita la amplificacidon selectiva
de priones con caracteristicas atipicas, mientras que la presencia de los mismos impide
Su propagacion.

En la patogenia de enfermedades pridnicas juega un papel clave la muerte neuronal.
Sin embargo, los mecanismos que subyacen a este proceso se desconocen. Varios
estudios han sugerido la implicacion de un grupo de factores de crecimiento
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especificos del sistema nervioso denominados neurotrofinas. De entre los receptores a

través de los cuales actuan, p75" "

es el mas interesante, ya que se ha visto que es
capaz de mediar respuestas tanto de supervivencia como de muerte celular en funcién
de varios factores. En el estudio n2 3 se analiza la distribucién de esta proteina y su
correlacién con otros marcadores neuropatoldgicos de enfermedad pridnica en el
encéfalo de animales natural y experimentalmente infectados. En ratones Tg338,
p75""™" mostré un marcaje glial astrocitico, que era mas abundante en individuos
infectados en estadio terminal y que se correlacionaba con la espongiosis, el depdsito
de PrP* vy la gliosis, sugiriendo una implicacion de los astrocitos en la patogenia de la
neurodegeneracién. Por otra parte, los ovinos infectados en estadio preclinico
mostraban mayores niveles de inmunomarcaje que los individuos terminales y que los

controles, lo que sugiere una sobreexpresién de p75" "

en los estadios tempranos del
proceso neurodegenerativo en ovinos, que posteriormente se veria contrarrestada por

la pérdida neuronal.

Las técnicas diagndsticas de enfermedad pridnica actuales poseen una efectividad
limitada. El Unico biomarcador patognomoénico de la enfermedad es la presencia de
PrP>° en el sistema nervioso, lo gue sélo puede demostrarse post-mortem. En
consecuencia, se hace precisa la identificacion de nuevos biomarcadores, que sean
mensurables en tejidos y fluidos facilmente obtenibles, como la sangre o el liquido
cefalorraquideo (LCR), y que permitan el diagndstico de los individuos en el estadio
preclinico de la enfermedad. Sin embargo, las muestras de pacientes humanos con
estas caracteristicas son escasas y dificiles de conseguir, por lo que es necesario el
empleo de modelos alternativos validos donde buscar nuevos biomarcadores y testar
los ya existentes. En el scrapie cldsico, la identificacion de animales preclinicos puede
realizarse facilmente mediante la deteccién inmunohistoquimica de PrP>° en muestras
obtenidas por biopsia rectal, aunque la sensibilidad de esta técnica no es la deseable,
ya que existen genotipos de Prnp ovino en los que la PrP* no se disemina por tejido
linfoide asociado a mucosa rectal. En el estudio n? 4, se emplearon muestras de LCR de
ovinos infectados en estadios terminal y preclinico para validar varios biomarcadores
empleados en el diagndstico rutinario de EET humanas. Los marcadores subrogados de
dano neuronal proteina 14-3-3 y tau total se encontraron aumentados exclusivamente
en LCR de individuos terminales. Sin embargo, los niveles de PrP total en LCR se
encontraron disminuidos también en estadio preclinico. Por su parte, la medida de la
“seeding activity” por RT-QuIC en LCR demostré una sensibilidad del 78% en casos
terminales y del 62% en preclinicos, mientras que la especificidad fue del 100%. Estos
resultados son coherentes con lo visto en pacientes humanos y demuestran la eficacia
de estas técnicas para detectar animales positivos de la especie ovina.
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The existence of strains in prion diseases has been subjected to controversy given the
nature of their causal agent, which, according the most widely accepted hypothesis,
lacks any nucleic acid whose polymorphisms could explain the variability in the
observed phenotypes. Experimental evidence gathered so far, however, indicate that
strains exist and that their properties are encoded in the conformation of Prp>*
molecules. Current models consider that prion isolates consist of a “cloud” of several
components, “substrains” or “quasi-species”, which coexist in an unstable equilibrium
and among which there is one that predominates and determines the phenotype.
Moreover, these models interpret strains and transmission barriers as two
manifestations of the same fundamental phenomenon: the conformational nature of

prion selection and propagation processes.

The prion strain phenomenon and the natural adaptability of these agents complicate
the monitoring and control of scrapie, which entails the risk of an unnoticed
emergence of new variants with zoonotic potential. It is thus crucial to characterize the
strain variability within European sheep flocks, as well as to delve into the
understanding of prion selection and adaptation phenomena.

Hence, in study number 1 we accomplished a thorough analysis of several natural
scrapie isolates from the Pyrenean transboundary region by means of bioassay in the
ovinized transgenic lines TgShp Xl and Tg338. Although biochemical analyses of original
isolates revealed quite homogeneous results (except inoculum 8L, all of them
contained 19-kDa PrP™), a number of these isolates produced 21-kDa PrP™
accumulation in nervous tissue of TgShp Xl mice, even though survival periods and
neuropathological features were not different from those of other inocula. Another
group of isolates caused very long survival periods with low attack rates and 21-kDa
PrP™ accumulation in Tg338 mice. These animals also showed a less severe
neuropathology, with a limited distribution of spongiform lesions and occasional

presence of amyloid plaques in the brain.

These results suggest that some of the studied isolates contained a mixture of various
components that could be differentiated and selectively amplified using distinct
transgenic models. At least three different substrains were identified: a major 19-kDa
isoform, present in all isolates, and two 21-kDa components, one that replicates only in
TgShp Xl mice and one that is apparently able to interfere with the propagation of the
dominant substrain in Tg338 mice, restricting neuropathological lesions and
protracting survival periods; it is possible that this interference be mediated by its
amyloidogenic capacity.

In opposition to the possibility that 21-kDa substrains emerged de novo through a
mutation of the major 19-kDa components, the fact that only a proportion of inocula
caused this phenotype suggest that these substrains preexisted in the original inocula
at low concentrations. However, the reason why each transgenic line was able to
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propagate only one of these minor components is unknown. Factors such as the
sequence of the ovine PrP® being expressed, and even PrP® expression levels, are able
to alter the selective susceptibility to distinct strains.

Nevertheless, the results of this work suggest that coinfection of animals with more
than one strain is more frequent than the infection with a single strain, and that
different tissues and organs can accumulate distinct strains.

Transmission barriers are fundamentally modulated by the degree of correspondence
between primary sequences of incoming PrP>° and host PrP. However, other factors
have an influence on this, such as the degree of Prp° glycosylation, which is known to
modify mouse susceptibility to infection with several prion strains, as well as in vitro
propagation efficiency. The use of non-glycosylated PrP® substrates on PMCA has
allowed the amplification of some prion strains hardly transmissible to murine models.
In study number 2, we explore the effect of glycan removal on the in vitro propagation
capacity and the in vivo transmissibility of prions responsible for various types of
human prion disease with atypical features. For that, the transgenic line TgNN6h line,
which expresses a human PrP© with mutations at asparagine residues 181 and 197 that
impede glycosylation, was used. This substrate allowed PMCA amplification of several
classical and atypical human strains, including GSS A117V. The inoculation of this
strain, previously adapted in vitro, to TgNN6h mice caused the development of a
disease with neuropathological hallmarks corresponding to those of human patients,
which demonstrates the maintenance of strain properties. On the other hand, the GSS
60PRI isolate seemed to contain a mixture of classical and atypical substrains, which
manifested respectively upon bioassay in a normally glycosylated model (Tg340) and
the TeNN6h model. Finally, the inoculation of any of the atypical strains previously
adapted to non-glycosylated substrate on PMCA caused no disease in Tg340 mice.
Altogether, these results suggest that the removal of glycans facilitates the selective
amplification of prions with atypical characteristics, while their presence impedes this
propagation.

In prion disease pathogenesis, neuronal death plays a key role. However, the
mechanisms underlying this process are unknown. Several studies suggest the
involvement of a group of growth factors specific to the nervous system termed

NTR is the most

neurotrophins. Among the receptors through which they act, p75
interesting one, since it has been found to trigger both survival and cell death
responses, depending on various factors. In study number 3, we analyze the
distribution of this protein and its correlation with other neuropathological markers of
prion disease in the brain of naturally and experimentally infected animals. In Tg338

mice, p75NTR

showed an astrocytic glial labeling that was more abundant in terminal-
stage infected individuals and correlated with spongiosis, PrP*>® deposition and gliosis,

suggesting astrocytes involvement in the pathogenesis of neurodegeneration. On the
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other hand, infected sheep at the preclinical stage showed higher immunostaining
levels than terminal and control individuals, suggesting an overexpression of p75"'" in
early stages of the neurodegenerative process in sheep, which would be later

counteracted by neuron loss.

Current diagnostic techniques for prion disease have a limited effectivity. The only
pathognomonic biomarker for prion disease is the presence of PrP>° in nervous system,
which can only be proved post-mortem. Consequently, the identification of new
biomarkers, measureable in easily obtainable tissues and fluids, such as blood or
cerebrospinal fluid (CSF), and allowing the diagnosis of preclinical-stage individuals, is
mandatory. However, samples from human patients with these characteristics are
scarce and hard to obtain, and thus the use of alternative valid models is needed to
search for new markers and test the ones already available. In classical scrapie, the
identification of preclinical animals can be easily performed through
immunohistochemical detection of PrP>® in samples from rectal biopsy, although the
sensitivity of this technique is not ideal, since there are ovine Prnp genotypes in which
PrP>° do not spread to rectal mucosa-associated lymphoid tissue. In study number 4,
we used CSF samples from infected sheep at the terminal and preclinical stages to
validate several biomarkers used for the routine diagnosis of human TSEs. Neuron
death surrogate markers protein 14-3-3 and total tau were increased exclusively in CSF
from terminal individuals. However, CSF total PrP levels were found reduced also at
the preclinical stage. The measurement of the seeding activity by RT-QuIC in CSF
disclosed 78% sensitivity for terminal cases and 62% for preclinical cases, while
showing 100% specificity. These results are in agreement with those of human patients
and prove the effectiveness of these techniques to detect positive individuals of the
ovine species.
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Anexo 1. Preparacion de indculos para bioensayo

1.

Homogenizar los tejido (médula oblongada de oveja, linfonodo mesentérico de
oveja o médula espinal de ratén) en suero salino fisioldgico al 10% (0,1 g por
cada ml de suero), empleando tubos de 1,5 ml con microcuentas de ceramicas
y el homogenizados de tejidos TeSeE PRECESS 48 (Bio-Rad).

Filtrar el homogenizado a través de una gasa estéril empleando una jeringuilla.
Anadir 1 pl del antibiético ESPES Inyect (CASIER) por cada 2 ml de indculo.
Agitar para mezclar bien.

Realizar un cultivo de los indculos en placas de agar sangre para asegurar su
esterilidad. Incubar las placas a 372C durante una noche.

Alicuotar indculos y conservar congelados a -802C.

Anexo 2. Protocolo de Western blot de muestras ovinas y murinas

Preparacion de los homogenizados

1.

Preparar homogenizados al 10% en tubos de 1,5 ml con microcuentas de
ceramica (Bio-Rad) empleando el homogenizados de tejidos TeSeE PRECESS 48
(Bio-Rad).

Digestion y extraccion de proteinas (adaptado del protocolo del kit TeSeE Western Blot
(Bio-Rad))

L 0N VR WDN

=
N = O

13.

Transferir 200 pl de los homogenizado a eppendorfs de 1ml.

Preparar solucion de digestion: 1 ml solucién A + 20 ul de PK (kit).
Afadir 200 ul de solucidn de digestién. Homogenizar con vértex.
Incubar a 372C durante 10 m.

Afadir 200 ul de solucidn B (kit). Homogenizar por inversion 6-10 veces.
Centrifugar a 15000 x g durante 7 m a 42C. Descartar sobrenadante.
Dejar secar el pellet durante 5 m.

Afadir 20-25 pl de buffer de carga Laemmli. Incubar 5 m.

. Resuspender pellet en Laemli.
. Incubar a 1002C durante 4 m. Homogenizar con voértex.
. Centrifugar a 15000 x g durante 15 m a 49C. Recuperar sobrenadante vy

descartar pellet.
Incubar a 100eC durante 4 m.

Electroforesis (SDS-PAGE)

14.
15.

Preparar tampon de migracion (50 ml tampdn MES + 950 ml H,0 destilada).
Cargar 20-25 pl de muestra en los pocillos del gel (Criterion XT 12% Bis-Tris
Precast Gel).
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16. Realizar la electroforesis a 80 V durante 30 m, y luego a 150 V durante 90 m.

Transferencia

17. Preparar tampon de transferencia (1875 ml H20 destilada + 250 ml Tris CAPS
10 X + 375 ml etanol puro).
18. Preparar membrana.
e 0,2 um de porosidad
e Tamafio seglin numero de geles que pongas por membrana y segun
numero de pocillos usados (para un solo gel con todos los pocillos
usados: aprox. 14x7 cm).
a. Equilibrar membrana (Inmuno-Blot PVDF Membrane): 15 s en etanol
puro, 5 m en H,0 destilada y 5 m en tampdn de transferencia.
19. Sacar gel con cuidado y dejarlo en tampdn de transferencia durante 5 m.
20. Preparar “sandwich” y colocarlo en la cubeta de transferencia. Colocar y activar
sistema de control de temperatura y ajustar a 102C.
21. Realizar la transferencia a 115 V durante 1 h 15 m.

Fijacion de proteinas

22. Recuperar membrana y ponerla en agitacién suave en PBS durante 5-10 s,
luego en en etanol puro durante 5-10 s. Pasar a H,0 destilada durante 5 m.

Immunodeteccion

23. Bloquear la membrana: incubar durante 30 m en una solucién de seroalbimina
bovina (BSA) al 2% en PBS + Tween 1% (PBST).

24. Lavar con PBST.

25. Incubar membrana con el anticuerpo primario correspondiente diluido a la
concentracion adecuada (Sha31 1:8000, 3F4 1:10000) en PBST, durante 1 h.

26. Lavar con PBST (2 veces).

27.Incubar membrana con el anticuerpo secundario conjugado a HRP
correspondiente diluido a la concentracién adecuada en PBST, durante 1 h.

28. Lavar con PBST (3 veces).

Revelado

29. Incubar membrana con la solucion de revelado SuperSignal West Pico
(Thermofisher), durante + 2 m.
30. Realizar el revelado con el analizar de imagen BioSpectrum.
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Anexo 3. Protocolo de tincion hematoxilina-eosina

1. Realizar corte de 4 um de grosor con el micrétomo y recuperarlas en
portaobjetos.

2. Sacar durante al menos 24 horas en la estufa a 372C.
Desparafinado y rehidratado:

Xilol: 4 m

Xilol: 4 m

Alcohol 1002: 4 m

Alcohol 1002: 4 m

Alcohol 962: 1 m

Alcohol 702: 1 m

o Agua corriente: 1 m

o O O O O

Incubar en hematoxilina durante 5 m.

Agua corriente: 1 m

Incubar en alcohol acido (acido acético al 1% en alcohol 702) durante 2 m.
Incubar en eosina durante 2 m.

© N o vk

Deshidratacidon y montaje:
Alcohol 1002: 1 m
Alcohol 1002: 1 m
Xilol: 1 m

Xilol: minimo 5 m

o O O O

Montaje en dibutylphtalate poliestireno xileno (DPX).

Anexo 4: Protocolo de tincion Rojo Congo
Elaboracion de las soluciones de trabajo

a) Solucion Madre | (de preincubacion): 100 ml de alcohol 802 + 3 g de NaCl, y
dejar reposar 24 h.

b) Solucién de trabajo de preincubacién: 100 ml de solucion Madre | + 1 ml de una
solucién al 1% de NaOH.

c) Soluciéon Madre Il (de tincién): 100 ml de alcohol 802 + 3 g de NaCl + 0.5 g de
Rojo Congo, y dejar reposar 24.

d) Solucion de trabajo de tincion: 100 ml de solucion Madre Il + 1 ml de una
solucion al 1% de NaOH.

Tincion

1. Realizar corte de 4 um de grosor con el microtomo y recuperarlas en
portaobjetos.
2. Sacar durante al menos 24 horas en la estufa a 372C.
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3. Desparafinado y rehidratado:
Xilol: 4 m

Xilol: 4 m

Alcohol 1002: 4 m
Alcohol 1002: 4 m
Alcohol 962: 1 m
Alcohol 702: 1 m

o Agua corriente: 1 m

O O O O O

Incubar en hematoxilina durante 20 m.

Agua corriente: 10 m

Incubar en la solucién de trabajo de preincubacidn durante 20 m.
Incubar en la solucién de trabajo de tinciéon durante 20 m.
Deshidratacién y montaje:

Alcohol 1002: 1 m

Alcohol 1002: 1 m

Xilol: 1 m

Xilol: minimo 5 m

N A

O O O O

Montaje en dibutylphtalate poliestireno xileno (DPX).

Anexo 5: Protocolo de paraffin-embedded tissue blot (PET-blot).

1. Realizar corte de 4 um de grosor con el micrétomo y recuperarlas en
membrana de nitrocelulosa de 0,45 um de tamafio de poro.
Sacar durante al menos 24 horas en la estufa a 562C.

3. Desparafinado y rehidratado de las membranas:

2 x5 m en Tolueno

2 x5 m en isopropanol (2-Propanol)

2 x5 m en Alcohol 962

2 x 5 m en Alcohol 802 (preparar a partir de Alcohol 992 o0 962)

1 x 5 m en agua corriente

1 x5 m en Wash buffer

o 1x10men TBST

4. Digestion: incubar membranas con 250 pg/ml de proteinasa K diluida en TBS +
Brij 35P al 0,1% durante 2 h al baio Maria (55-562C).

5. Lavar con TBST.

6. Desnaturalizacién de proteinas: incubar membranas son tiocianato de

o O O O O

guanidinio 3M en TBS durante 10 m.

7. Lavar con TBST + 1% leche (3 veces).

8. Saturacién de membranas: incubar membranas con TBST + BSA al 0,2% durante
30m.
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10.
11.

12.
13.

14.

Incubar membranas con el anticuerpo primario Sha31 (1:8000 en tampdn de
saturacion) durante 1 h.

Lavar con TBST + 1% leche (3 veces).

Incubar con el anticuerpo secundario Polyclonal Goat anti-Mouse
Inmunoglobulin/AP (1:500 en tampdn de saturacién) durante 1 h.

Lavar con TBST + 1% leche (5 veces).

Revelado: incubar las membranas con NBT/BCIP (nitroblue tetrazolium chloride
/ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) durante 45 m.

Parar la reaccién con agua corriente y dejar secar las membranas a T2 ambiente
protegidas de la oscuridad.

Anexo 6: Protocolo de la técnica inmunohistoquimica para la deteccién de PrP* en

tejidos ovinos y murinos

1.

2.

Realizar corte de 4 um de grosor con el micrétomo y recuperarlas en
portaobjetos.
Sacar durante al menos 24 horas en la estufa a 372C.

Desparafinado y rehidratado

0O O O O O O O

Xilol: 5 m

Xilol: 5 m

Alcohol 1002: 5 m

Alcohol 1002: 5 m

Alcohol 962: 3 m

Alcohol 702: 3 m

Pasar las secciones a H,O destilada

Desenmascaramiento de epitopos

3. Sumergir las secciones en acido férmico (98%) durante 15 m.

4. Llavar con agua del grifo durante 10 m y pasar a H,O destilada.

5. Incubar las secciones en una solucidn de proteinasa K a 4 pug/ml (en buffer PK)
durante 15 m a 372C.

6. Incubar las secciones en buffer citrato pH 6, durante 20 m a 962C, usando el
equipo PTLINK.

7. Pasar las preparaciones a Wash Buffer.

Inmunodeteccion

8. Bloqueo de la peroxidasa enddgena: cubrir la muestra con Peroxidase blocking
solution (Dako Agilent) durante 5 m.

9. Lavar con Wash buffer.

10. Incubar con anticuerpo primario diluido a la concentracion adecuada (L42

1:500, SAF84 1:10000, 3F4: 1:10000) durante 30 m.

209



11. Lavar con Wash buffer

12. Incubar con el polimero conjugado con HRP EnVision+ anti-Mouse (Dako
Agilent) durante 30 m.

13. Lavar con Wash buffer.

Revelado

14. Cubrir la muestra con la solucion de DAB+ (3,3’-diaminobenzidina) durante 5 m
15. Lavar con agua destilada

Contratincion con hematoxitina

16. Incubar en hematoxilina durante 5 m
17. Lavar con agua destilada

Deshidratacion y montaje

Alcohol 702: inmersidn (x 3)

Alcohol 962: inmersion (x 3)

Alcohol 1002: inmersion (x 3)

Alcohol 1002: inmersion (x 3)

Xilol: inmersién (x 3)

Xilol: 5m

o Montaje en dibutylphtalate poliestireno xileno (DPX)

o O O O O O

Anexo 7: Protocolo de la técnica inmunohistoquimica para la deteccion de GFAP en
tejidos ovinos y murinos

18. Realizar corte de 4 um de grosor con el microtomo y recuperarlas en
portaobjetos.
19. Sacar durante al menos 24 horas en la estufa a 379C.

Desparafinado y rehidratado

Xilol: 5m

Xilol: 5m

Alcohol 1002: 5 m

Alcohol 1002: 5 m

Alcohol 962: 3 m

Alcohol 702: 3 m

Pasar las secciones a H,0 destilada

0O O O O O O O

Inmunodeteccion

20. Blogueo de la peroxidasa enddgena: cubrir la muestra con Peroxidase blocking
solution (Dako Agilent) durante 5 m.

21. Lavar con Wash buffer.

22. Incubar con anticuerpo primario anti-GFAP diluido 1:500 durante 30 m.
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23. Lavar con Wash buffer

24. Incubar con el polimero conjugado con HRP EnVision+ anti-rabbit (Dako
Agilent) durante 30 m.

25. Lavar con Wash buffer.

Revelado

26. Cubrir la muestra con la solucién de DAB+ (3,3’-diaminobenzidina) durante 5 m
27. Lavar con agua destilada

Contratincion con hematoxitina

28. Incubar en hematoxilina durante 5 m
29. Lavar con agua destilada

Deshidratacion y montaje

Alcohol 702: inmersidn (x 3)

Alcohol 962: inmersion (x 3)

Alcohol 1002: inmersion (x 3)

Alcohol 1002: inmersion (x 3)

Xilol: inmersién (x 3)

Xilol: 5m

o Montaje en dibutylphtalate poliestireno xileno (DPX)

o O O O O O

Anexo 8: Protocolo de la técnica inmunohistoquimica para la deteccién del receptor
p75""" en tejido nervioso ovino y murino

1. Realizar corte de 4 um de grosor con el micrétomo y recuperarlas en
portaobjetos.

2. Sacar durante al menos 24 horas en la estufa a 379C.

3. Desparafinado y rehidratado

Xilol: 5 m

Xilol: 5 m

Alcohol 1002: 5 m

Alcohol 1002: 5 m

Alcohol 962: 3 m

Alcohol 702: 3 m

o Pasar las secciones a H,0 destilada

0O O O O O

2. Desenmascaramiento de epitopos por calor: incubar en PTLINK a 962C durante
20 m en buffer citrato + enfriamiento durante 30 m minimo en Wash buffer.

w

Montaje vertical y lavado con Wash buffer (3 veces).

B

Bloquear la peroxidasa enddgena con Peroxidase Blocking Solution durante 5
m.
5. Lavar con Wash buffer (3 veces).
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10.
11.
12.
13.

14.
15.

Blogueo de las uniones inespecificas: incubacién con suero normal de cabra
(SNC) al 30% en PBS durante 1 h.

Incubar con el anticuerpo primario anti-p75""" diluido (para oveja 1:200, para
ratén 1:500) en SNC al 10%, toda la noche a 4°C.

Lavar con Wash buffer (3 veces).

Incubar con el polimero conjugado con HRP EnVision+ anti-Rabbit durante 30
m.

Lavar con Wash buffer (3 veces).

Desmontar y pasar a cubeta con WB.

Revelado: incubar con DAB+ durante 5 m maximo .

Parar revelado con agua destilada y pasar a cubeta con agua de grifo + 10 min
agua corriente.

Contratincion con hematoxilina durante 5 m.

Deshidratacién y montaje

Alcohol 702: inmersion (x 3)

Alcohol 962: inmersion (x 3)

Alcohol 1002: inmersién (x 3)

Alcohol 1002: inmersién (x 3)

Xilol: inmersion (x 3)

Xilol: 5 m

Montaje en dibutylphtalate poliestireno xileno (DPX)

O O O O O O O

Anexo 9: Protocolo de microscopia confocal
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1.

Realizar corte de 4 um de grosor con el micrétomo y recuperarlas en
portaobjetos.

Sacar durante al menos 24 horas en la estufa a 379C.

Desparafinado y rehidratado

Xilol: 7 m (3 veces)

Alcohol 1002: 5 m (3 veces)

Alcohol 962: 5 m (3 veces)

Alcohol 702: 5 m

Alcohol 502: 5 m

o Pasar las secciones a H,0 destilada

o O O O

Hervir las preparaciones en tampdn citrato durante 20 minutos

Sumergir las preparaciones en una solucién de etanol al 70%.

Blogueo de la fluorescencia de fondo debida a la parafina: sumergir las
preparaciones en la solucion Sudan black B (SBB) durante 10 minutos en
oscuridad.

Lavar las preparaciones con etanol al 70% y dejar reposar en H,0 destilada.



10.

11.

12.
13.

14.
15.

Lavar con PBS (3 veces).

Montaje vertical.

Bloqueo enzimatico: incubar las preparaciones con fetal bovine serum (FBS) al
10% en PBSE durante 1 h.

Incubar las preparaciones con una mezcla de los dos anticuerpos primarios
(p75NTR (anti-rabbit) y anti-PrP L42 6 anti-GFAP (mouse)) diluidos en PBS, toda
la noche a 42°C.

Lavar con PBS (3 veces)

Incubar con una mezcla de los anticuerpos secundarios conjugados a
fluoréforos Alexa Fluor 488 (donkey anti-rabbit) y Alexa Fluor 594 (goat anti-
mouse), diluidos 1:400 en PBS, durante 1 h.

Lavar con PBS (3 veces)

Montar en Fluoromount Aquous y dejar secar 4 h minimo.
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