\I)
&
iy

?//.

i

=

UNIVERSITAT s

BARCELONA

El rol de los macrofagos en el Sindrome
de Aicardi-Goutieres

Tania Vico Rivero

©0Gle

Aquesta tesi doctoral esta subjecta a la llicencia Reconeixement- NoComercial —
SenseObraDerivada 4.0. Espanya de Creative Commons.

Esta tesis doctoral esta sujeta a la licencia _Reconocimiento - NoComercial — SinObraDerivada
4.0. Espafia de Creative Commons.

This doctoral thesis is licensed under the Creative Commons_Attribution-NonCommercial-
NoDerivs 4.0. Spain License.




UNIVERSITAT e
BARCELONA

Programa de Doctorado en Biomedicina

El rol de los macrofagos
en el Sindrome de Aicardi-Goutieres

Memoria presentada por

Tania Vico Rivero

Para optar al grado de doctora por la Universidad de Barcelona

Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia

Laboratorio del grupo Biologia del Macrofago

El director de la tesis El director de la tesis
Dr. Antonio Celada Cotarelo Dr. Jorge Lloberas Cavero

Catedratico de Inmunologia Profesor Agregado de Inmunologia






Thanks for all you've done

I've missed you for so long

| can't believe you're gone
You still live in me

| feel you in the wind

You guide me constantly

and | know you're a part of me
and you always will,

Isabel & Maruja

Alter bridge






El rol de los macrofagos en el Sindrome de Aicardi-Goutierés

Agradecimientos

Esta tesis doctoral refleja el resultado del esfuerzo de muchas personas, que me
han ayudado tanto a nivel cientifico como en el personal, durante mi estancia en

el grupo Biologia del Macrofago de la Universidad de Barcelona.

En primer lugar, quisiera agradecer a mis mentores Antonio Celada y Jorge
Lloberas de la Universidad de Barcelona, por haberme aceptado en su grupo y
darme la oportunidad de sumergirme en el mundo de la ciencia. Hace ya cinco
afilos de aquella charla con mi profesor de Bioquimica Javier Casado, el
responsable de que iniciase esta aventura. Al final de mis estudios en Biologia
buscaba un grupo de investigacion donde poder desarrollar mi proyecto final de
carrera. Acudi a Javier en busca de ayuda y me dio el mejor consejo: “Olvidate
de tu expediente ¢{Qué es lo que mas te gustaria hacer?”. Mi respuesta fue
rotunda, Inmunologia. Y asi fue como llegué a vuestra casa, donde hemos
compartido todos estos afios que me han permitido evolucionar tanto a nivel

cientifico como en lo personal.

También me gustaria agradecer la generosidad del Profesor David Bonthron
(Leeds Institute of Molecular Medicine, Universidad de Leeds) por cedernos los
ratones Samhdl1 knock-out y Rnasa h2c knock-in que nos han permitido realizar

este trabajo.

Querria mencionar a Eva Martinez (Germans Trias i Pujol, Division de
Inmunologia) por su ayuda en el modelo de EAE. Sobre todo, dar las gracias a
Maria José Mansilla por darme la oportunidad de presenciar la induccion del

modelo y resolver todas mis dudas con una gran amabilidad.

Ademas, me gustaria expresar mi gratitud a mis comparieros de viaje. No podria
haber tenido una tutora mas estupenda en mi proyecto final de carrera, Maria
Gloria Sans. Muchisimas gracias por contagiarme tu gran amor por la ciencia.
De hecho, Selma Pereira, gran cientifica y bellisima persona, me llamaba su
“miniyo”. Pero siempre fue un halago, ya que eres y seras siempre un gran
referente para mi. Ya han pasado dos afios desde que empecé este nuevo

proyecto, tiempo en el que Juan Tur y Ester Ruiz han sido un gran apoyo.



Agradecimientos

Querria agradecerles todos los consejos y embaucarme en su gran aficion a los
cafés que me permitieron seguir adelante (y arruinarme). En definitiva, muchas
gracias a todas esas personitas que han ido pasando por nuestro querido “zulo”
con las que he compartido grandes momentos como el super hit “Otro amor

vendra” que nunca olvidaré.

Por dltimo, y no por eso menos importante, agradecer a mi familia todo el
esfuerzo y el apoyo que me han brindado de manera incondicional. Muchisimas
gracias por todo lo que habéis hecho, hacéis y haréis. Lo sois todo, no lo hubiera
logrado sin vosotros. Gracias a las amistades que no me han dejado perder la
cabeza con el doctorado (o eso creo). Pero sobre todo, querria dar las gracias a
Javier Blanco por hacerme mas feliz si cabe durante estos 9 afios y haberme

aguantado en esta Ultima etapa del doctorado.

Querria mencionar a la Universidad de Barcelona por haber hecho posible mi
formacion como cientifica. Espero que puedan continuar ofreciendo esta gran
oportunidad y ayudando a cultivar las mentes de las nuevas generaciones de
cientificos.

- Ayuda de personal investigador predoctoral en formacién (APIF), Eurolife.
(@]

T
@8 UNIVERSITATos H T@E
||"+ BA R_ C E L O N A network of european universities in life sciences




Indice






El rol de los macrofagos en el Sindrome de Aicardi-Goutierés

AGRADECIMIENTOS ...t eaeans 5
[1\N] L =SOSR 7
Lista de figuras ¥y tablas............oeevieiiiiiii e 13
I S - o Lo o [0 = T PP 15
B LiSta de tablas. ... oiee e 18
Lista de abreviaCiones...........uuiii i 19
INTRODUCCION ... 27
El SiSteMa iNMUNITAIIO . ......eeieei et ea e 29
La respuesta inflamatorial.........coouvvuiiiiiii 31
oS 0 gF= (ol (o] 7= Vo [ L3 TP 32
= Origen y ontogenia de 10s Macréfagos .....ocvvvvvviveieiiiiiiiiiiieeee e 34
= Proliferacion de 10S Macrofagos ........oceeuriernieeiiieeiieeeee e e eeeens 36
= Activacion de 10S MacrOfagos. ......oueuureerirerieeeiieee e eeens 36

LoS interferones y SUS rECEPLOTES ....uuvievneeiieeiiieeeieeee e e e eieeeaens 39

LPS Y TLRA e e e aeaas 41

Sefializacion de 10s 4CidOS NUCIEICOS.........uuveieiiiiieieei e, 44
El dafio €N €1 ADN......ccuiiiii e e e e e e e e enaas 45
=  Respuesta al dafio €N el ADN .......ooouiiiiiiiiiiii e 47
= Puntos de control en el ciclo Celular...........coovviiiiiiiiiiii e, 48
= Los macréfagosyeldafio en €l ADN .....c.ooviiiiiiiiiiii i 49
El Sindrome de Aicardi-Goutiéres y las interferonopatias de tipo I.................. 52
= El origen de los 4cidos nucleicos en el AGS ........cccuveeiiiieiiieeineeeneeenn, 56
= Las células que inician €1 AGS.........ceiiiiiiiiiii e 59
= Proteina 1 con dominio SAM y HD (SAMHD1) .....coevvviiiiiiiiiieciii e, 61

Estructura y funcion de Samhdl ..........ccoooeiiiiiiiiiiiiiii e, 61

Enfermedades asociadas a Samhdl .........c..covvieiiiiiiiiiiiiiiiiiieeees 62

Modelo en ratdn para el AGS: SamMNdL™ .o 64



indice

= El complejo Ribonucleasa H2 (RNASAH2) .........cceeeeeuieeiiiiiiiiieeiieeeeieeens 66
Estructura y funciones del complejo RNasaH2.............cccoceeeviiiiennens 66
Enfermedades asociadas a RNasaH2..........c...cccoevviviiiiniicinieneens 67
Modelo en raton para el AGS: RNasa H2ReWREW et 68

HIPOTESIS Y OBJETIVOS ...ttt et 71

[ 1T T0] (=] PP 73

(@] o =111V T3PPSR 73

MATERIALES Y METODOS ..o 75

[ 10 g 1= T PP PP PP PUPPPPP 77

CUIEIVOS CEIUIAIES ... 77

REACHVOS ... eeiieeeeiit ettt e ettt e e e e e e et r b 78

(€T o o] 1] oF= Tod o o 1R 78

Andlisis de la eXpresion geNICA........cuuuiviiuieeiie e e e e e e e 79

ANALISIS PIrOEICO .evuiiii it e e e e e et e et e e eaaeaes 81

Citometria de flUJO......oeee e 83

ProliferaCion CEIUIAN ...........oooiiiiui e 85

Microscopia de flUOrESCENCIA ....c.uuiieenieeii e e 85

MOdElD @NIMal: EAE .....ccooiiiiiiiiie ettt 86

ANALISIS EStAAISTICO ..eevuiiietieie e r e 87

RESULTADOS ...ttt ettt sne e e 89

Samhdl y RNasa H2 en [0S MacrOfagos ......cccuvvvviiiieiiiiiiicii e eeaeean 91

= Los estimulos proinflamatorios en los macréfagos inducen a Samhd1,
mientras que la expresion del complejo RNasaH2 no se maodifica............. 91

= Laausencia de Samhdl o Rnasa h2c en ratones se asocia con una
sobreexpresion de los genes estimulados con interferon (ISGs) ............... 97

= Samhdl y RNasa H2 no afectan a la diferenciacion de los macréfagos
derivados de 1a MEdula 0SEa..........ocvvvveiieiiiii i 102

10



El rol de los macrofagos en el Sindrome de Aicardi-Goutierés

= Samhdl y RNasa H2 no afectan la proliferacién de los macréfagos ....... 105
= Samhdly RNasa H2 no afectan la activacion de los macrofagos........... 107

= Samhdl y RNasa H2 no afectan la activacion proinflamatoria de los
11 F= Yol o) £=To [o LT PRSPPI 110

= Samhdl y RNasa H2 protegen del dafio en el DNA causado por las especies

reactivas de oxigeno (ROS) en los macrofagos..........ccoeevvveenneenneennnnnn. 112
= Samhdly RNasa H2 no afectan en el metabolismo de las ROS ............ 118
Samhdl y RNasa H2 en enfermedades autoinmunes y en inflamacion......... 120
= Laausencia de Samhdl aumenta la severidad del modelo EAE ............ 120
DISCUSION......ccooooieeeeeeeeeeeeeeee e 125
CONCLUSIONES ...ttt 139
BIBLIOGRAFIA ..ot 143

11






Lista de figuras y tablas






El rol de los macrofagos en el Sindrome de Aicardi-Goutieres

Lista de figuras

Figura 1. La respuesta frente a una infeccién se lleva a cabo a través de una

serie de etapas, interviniendo inicialmente la inmunidad innata y posteriormente

==L =T o] = L)V VU TP OPPRPTR 30
Figura 2. Funcion dual de los macréfagos durante la respuesta inflamatoria. ... 32
Figura 3. Principales funciones de l0s macrofagos.........ccccvecvveeviciieeeesiiee e, 33
Figura 4. Heterogeneidad del origen de los macréfagos residentes. ................. 35

Figura 5. Rol de los macréfagos activados por la via clasica (M1) o alternativa

(M2) en el dafio y en la reparacCion tisular.. ..........cccuveveeee i 37
Figura 6. Los interferones de tipo I, 11 y lll y SUS receptores. .......cccccoeevvvveereeennn. 40
Figura 7. Sefializacion del complejo LPS-TLR4........ccccccovveiiiiie e 42

Figura 8. Resumen de las vias de sefializacién de acidos nucleicos en el
endosoma y €N €l CIHOSOL. ........uuuiiiiii e 45

Figura 9. Agentes que dafian el ADN, tipo de lesiones y las vias de reparacion.

............................................................................................................................. 46
Figura 10. La respuesta al dafio en el ADN. ........cccvviiieeeiiiiiiiieen e 47
Figura 11. Esquema del ciclo celular y las principales proteinas implicadas en su
(=70 0] F= Yo [0 o FAP PSRRI 49
Figura 12. La sefializacion de las ROS depende de su concentracion. ............. 50
Figura 13. Nbs1 controla las funciones de los macréfagos. .........ccccceeevciveeennen. 51

Figura 14. Sefializacion mediada por IFN de tipo | y las interferonopatias de tipo

SRS 52
Figura 15. Mutaciones en TREX1, RNASAH2 (A, B y C), SAMHD1, ADAR y
IFIHL @S0CIadas @ AGS. .......oeiiieiiiiiieie ettt e e et e e e e e e s e e e e e e e s e nneeees 55

Figura 16. Acumulacién de los acidos nucleicos enddgenos por la pérdida de la
funcion de proteinas relacionadas con €l AGS.. .......cccccovvveeeeiiiiee et 57

Figura 17. Las proteinas relacionadas con el AGS y el metabolismo de los

FEIIOtIANSPOSONES. ... .ttt bbb bbbt eb bbb bsbbbbbebsbnbnees 58
Figura 18. Contradicciones en el origen del AGS.. ... 60
Figura 19: Esquema de la oligomerizacion de SAMHDL.. .......ccccccceevvvvvvieeneeennn. 61

Figura 20. Esquema del gen de Samhd1l y la localizacion de las mutaciones en
F 1S T YA o U (o T SRR 63

15



Lista de figuras y tablas

Figura 21. SAMHD1 en humanos Y ratONes...........ccuuvieieeeeniiiiiiieeee e 65
Figura 22: Estructura del complejo RNasa H2. ..., 66
Figura 23. Mutaciones en el gen de la Rnasa h2c que causan AGS.................. 68
Figura 24. Estrategia en el analisis por citometria de flujo.. ......cccccceevvviciinnnnnnn. 84
Figura 25. Distribucion tejido-especifica de Samhdl.............cccceevviiiieiicieeeeen, 91

Figura 26. Distribucion tejido-especifica de Rnasah2a, Rnasah2b y Rnasah2c. 93

Figura 27. Samhdl se induce en los macréfagos por estimulos proinflamatorios.

Figura 28. El complejo RNasa H2 en los macréfagos no se modifica mediante
activadores o factores de CreCimiento. ........ccuuuiiiiieiiiiiie e 96

Figura 29. Sobreexpresién de ISGs en el cerebro y el corazén de los ratones

SAMNALT . oo 98
Figura 30. Sobreexpresién de ISGs en el cerebro y el corazén de los ratones
RNASA N2C RO e, 99

Figura 31. Sobreexpresién de ISGs en los macréfagos Samhd1” y Rnasa

2 RO et 101
Figura 32. El nimero de macrofagos derivados de medula 6sea no esta afectado
por el déficit deSamhdl 0 RNasa H2. ...........ccccviiiiiiiii i 102
Figura 33. La diferenciacion en los macréfagos no esta afectada por Samhdl o
RINGSA H2Z. ..ottt e e e e 104
Figura 34. La proliferacion en los macréfagos no esta afectada por Samhdl o
RNGSA H2Z. ...t e e 105

Figura 35. La progresion en el ciclo celular dependiente de M-CSF en los
macrofagos no esta afectada por Samhdl o RNasa H2..........cccccovvieeiiiiinnenns 106
Figura 36. La proliferacion en los macréfagos activados con estimulos
proinflamatorios no esta afectada por Samhdl o RNasa H2................ccccueee. 108
Figura 37. La carencia de Samhdl o RNasa H2 no afecta la viabilidad de los
macrdéfagos activados con estimulos proinflamatorios.............ccccvveveeee i, 109
Figura 38. Samhdl y RNasa H2 no afectan la activacion proinflamatoria de los
10T 103 (0] - To [0 TSP PUPRPPRR 111
Figura 39. Samhdl y RNasa H2 no afectan la activacion antiinflamatoria de los

10T 103 (0] - To [0 TSP PUURPPRR 112

16



El rol de los macrofagos en el Sindrome de Aicardi-Goutierés

waf-1

Figura 40. Incremento de la expresion de p21 en los macro6fagos Samhd1” y

RNASA N2C O RO et 113
Figura 41. Samhdl protege a los macréfagos del dafio en el ADN causado por
estimulo proinflamatorios. ...........uuvviiii i 115
Figura 42. RNasa H2 protege a los macréfagos del dafio en el ADN causado por
estimulos proinflamatorios. .........euvvvieiiiiie e 116
Figura 43. El dafio en el ADN en los macrofagos activados por agente
proinflamatorios se debe a la produccion de las ROS. .........cccccoevcveeiviiieeeeeenen, 117
Figura 44. Samhdl y RNasa H2 no afectan en la produccion de las ROS en los
0Tz 103 (0] - To [0 TR PRSPPI 119
Figura 45. Samhdl y RNasa H2 no afectan en la eliminacién de las ROS en los
macréfagos proinflamatorios. ...........occvveeiiee e 120
Figura 46. La ausencia de Samhdl aumenta la severidad del modelo EAE.... 122
Figura 47. La deficiencia parcial de RNasa H2 no influye en la severidad del
MOAEIO BAE. ... ..ttt et e e e e e e e e e e e 123
Figura 48. Balance de la activacion proinflamatoria en los macréfagos........... 129
Figura 49. Mecanismo de supervivencia de los macrofagos en el foco

101 F= T g 0= L (0] o TR 137

17



Lista de figuras y tablas

Lista de tablas

Tabla 1. Cebadores utilizados en la genotipacion de los ratones Samhd1™...... 79
Tabla 2. Cebadores utilizados en la genotipacion de los ratones Rnasa
2 RO et 79
Tabla 3. Cebadores utilizados en las PCR en tiempo real.............ccccuvieeeieennnn. 81
Tabla 4. Anticuerpos fluorescentes utilizados en el analisis por citometria de
1118 o TS TSRS P PP 83

18



Lista de abreviaciones






El rol de los macrofagos en el Sindrome de Aicardi-Goutierés

ADAR1 o ADAR: Adenosine deaminase acting on RNA 1
ADN: Acido desoxirribonucleico

AGS: Sindrome de Aicardi-Goutieres

AIM2: Absent in melanoma 2

AML1: Acute myeloid leukemia 1

AP1: Transcription factor activator protein 1
APLS: Sindrome linfoproliferativo autoinmune
ARN: Acido ribonucleico

ARNmM: ARN mensajero

AT: Ataxia-telangiectasia

ATM: Ataxia-telangiectasia-mutated

ATP: Trifosfato de adenosina

ATR: Ataxia telangiectasia and Rad3-related
ATRIP: ATR-interacting protein

BER: DNA base excision repair

BMDM: Macréfagos derivados de médula 6sea
BSA: Albumina sérica bovina

C/EBP: CCAAT/enhancer-binding protein

CD: Cluster of differentiation

CDK: Quinasa dependiente de ciclina

cGAS: Sintasa de GMP-AMP ciclico

CHK: Serina/treonina quinasa

CLL: Leucemia linfocitica cronica

cMoP: Common monocyte progenitor

CMP: Common myeloid progenitor

CNS: Sistema nervioso central

CSF1R (o CD115): Receptor del M-CSF
CSF2R (0 CD116): Receptor del GM-CSF
CtIP: CtBP-interacting protein

DAMPs: Danger-associated molecular patterns
DCF-DA: 2'7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato
DDR: Respuesta al dafio en el ADN

21



Lista de abreviaciones

dGTP: Trifosfato de desoxiguanosina
dN: Desoxinicleosido

dNTP: Desoxinucleotido

DSB: Double strand break

dsRNA: RNA de cadena doble

EGF: Epidermal growth factor

ERK: Extracellular signal regulated kinase
FBS: Suero fetal bovino

FS: Dispersion frontal

GAS: Gamma-activated site
GM-CSF: Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
GMP: Granulocyte -macrophage progenitor
GTP: Guanosin trifosfato

H,O,: Peroxido de hidrogeno

HD: Dominio histidina-aspartico
HMGBL1: High mobility group box 1
HR: Recombinacion homologa

HSC: Hematopoietic stem cell

HSP: Heat shock protein

IFN: Interferon

IFNAR: Receptor de IFN-a

IFNGR: Receptor de IFN-y

IFNLR o IL28RA: receptor IFN-A

IKK (NEMO): El complejo quinasa IkB
IL: interleucina

IL-R: Receptor de interleucina

IR: Radiacion ionizante

IRAK: IL-1-receptor associated kinase
IRF: Factor regulador del interferén
ISG: Gen estimulado por interferén
ISGF: Factor estimulador de genes

ISRE: Interferon stimulated response element

22



El rol de los macrofagos en el Sindrome de Aicardi-Goutierés

IkB: inhibitor of kB

JAK: Janus quinasa

JNK: c-jun NH2-terminal kinase

LBP: LPS binding protein

LPS: Lipopolisacarido

Ly6C: Lymphocyte antigen 6 complex

Mal: MyD88-adapter-like

MAPK: Mitogen-activated MAP kinase

M-CSF: Macrophage colony-stimulating factor
MDAGS (IFIH1): melanoma differentiation associated gene 5
MDP: Monocyte and dendritic cell progenitor

MEK: MAPK/ERK Kinase

MHC: Major histocompatibility complex

M-MLV: Moloney murine leukemia virus

MMR: Mismatch repair

MRN: MRE11-RAD50-NBS1

MyD88: Myeloid differentiation factor 88

NAC: N-acetil cisteina

NEMO: NFkB essential modifier

NER: Nucleotide excision repair

NFkB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NHEJ: Non-homologous end joining

NLR: NOD-like receptor

OASL1: Oligoadenylate synthetase 1

PAMPs: Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos
PBS: Tampon fosfato salino

PIKKs: Phosphatidylinositol 3-kinase related kinases
PKR: (dsRNA)-Activated protein kinase R

PPP: Trifosfato inorganico

PRR: Pattern reconigtion receptor

RIG-I: Retinoic acid inducible gene |

RIP1: Receptor-interacting protein 1

23



Lista de abreviaciones

RLR: RIG-I-Like receptor

RNasa H2: El complejo Ribonucleasa H2

RNS: Especies reactivas de nitrégeno

ROS: Especies reactivas de oxigeno

RPA: La proteina de replicacion A

RRH: RAD9-RAD1-HUS1

RT: Retrotranscriptasa

SAM: Motivo estéril alfa

SAMHDL1: Proteina 1 con dominio SAM y HD

SCKL: Sindrome Seckel

SLE: lupus eritematoso sistémico

SOD: Superéxido dismutasa

SS: Dispersion lateral

SSB: Single strand break

SSBR: Single strand break repair

STAT: Signal transducer and activator of transcription
STING: Stimulator of Interferon Genes

TAK1: Serine-threonine Kinase 1

TANK: TRAF family membrane-associated NF«B activator
TBK1: Tank-binding kinase 1

TGFB: Transforming growth factor 8

Th: T helper

TIRAP: TIR-domain containing adapter protein

TLR: Toll-like receptor

TNFa: Tumor necrosis factor a

TRAF: Tumor necrosis factor receptor-associated factor
TRAM: TRIF-related adapter molecule

Trex1: Three prime repair exonuclease 1

TRIF: TIR-domain-containing adapter inducing interferon-8
TYK: Tirosina quinasa

UV: Luz ultravioleta

VEGF: Vascular endothelial growth factor

24



El rol de los macrofagos en el Sindrome de Aicardi-Goutierés

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana
VIS: Virus de la inmunodeficiencia en simios
Vpx: Proteina virica X

WT: Wild type

25






Introduccion






El rol de los macrofagos en el Sindrome de Aicardi-Goutieres

EL SISTEMA INMUNITARIO

El sistema inmunitario esta formado por una gran variedad de células y
moléculas que actdan de manera conjunta y coordinada. Es una red muy
compleja que otorga al organismo proteccion frente a multiples enfermedades,
como las infecciones, y es critica para su supervivencia. Ademas, el sistema
inmunitario interactia con otros sistemas del organismo a fin de mantener la
homeostasis. Por ejemplo, interviene en el metabolismo de los lipidos, hidratos
de carbono y del hierro, la reparacién tisular y en las funciones del sistema
nervioso. En definitiva, el sistema inmunitario es capaz de reconocer las
modificaciones, tanto ambientales como fisioldgicas, y adaptarse a éstas

restableciendo el equilibrio en el organismo (Rankin and Artis, 2018).

Este sistema tan critico en la homeostasis del organismo necesita una fina
regulacion. De hecho, cuando se produce una activacion excesiva del sistema
inmunitario o por el contrario ésta es insuficiente, puede conllevar la muerte del
individuo. Frente a una infeccién, dependiendo de la resistencia del individuo y
de la capacidad del microorganismo para evadir los sistemas de defensa,
vencera uno u otro (Cooper and Alder, 2006). La defensa se lleva a cabo a
través de una serie de etapas. La primera linea de defensa incluye barreras
fisicas y quimicas no especificas, como son las células epiteliales unidas
mediante zonas de oclusion, el flujo longitudinal de aire o liquido, los &cidos
grasos en la piel, el pH bajo en el intestino, los péptidos antimicrobianos
producidos en las mucosas, etc. Si durante las primeras 4 horas el patégeno
consigue atravesar estas defensas interviene el sistema inmunitario innato,
formado por mecanismos capaces de reconocer estructuras comunes de
distintos grupos de patégenos (Patrones Moleculares Asociados a Patégenos,
PAMPs). En la fase temprana, entre las 4 y 96 horas, se produce el
reclutamiento de las células y las moléculas al foco de la inflamacion. Incluye
células fagocitarias como los macroéfagos y los neutréfilos, y proteinas séricas
como el complemento y otros mediadores que participan en la respuesta
inmunitaria. Generalmente los mecanismos de defensa del sistema inmunitario

innato eliminan a la mayoria de los microorganismos. Sin embargo, si no es
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Introduccién

suficiente a partir de las 96 horas entran en accion los mecanismos del sistema
inmunitario adaptativo para fortalecer las defensas del organismo. Este surge
como respuesta a la infeccion y se adapta a ella. Esta formado por mecanismos
con gran diversidad y especificidad antigénica, permitiéndolo discernir lo propio
de lo ajeno. Estos incluyen los linfocitos y las moléculas que éstos producen,
como son los anticuerpos y las citocinas. Ademas, el sistema inmunitario
adaptativo tiene memoria, es decir, cuando el huésped esta expuesto
nuevamente a un mismo microorganismo, la respuesta es mas rapida, fuerte y
eficaz. De hecho, la memoria es la base inmunolégica de las vacunas (Figura 1)

(Cooper and Alder, 2006).

Inmunidad innata .R: sp_l:’es't: s Respuesta adaptativa
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Figura 1. La respuesta frente a una infeccion se lleva a cabo a través de una serie

de etapas, interviniendo inicialmente la inmunidad innata y posteriormente la

adaptativa. (Figura adaptada de Murphy and Weaver, 2017).

Asi pues, el sistema inmunitario esta disefiado para proteger al huésped en
distintos niveles. No obstante, un mal funcionamiento puede provocar lesiones
tisulares y enfermedades, como las alergias, las enfermedades autoinmunes o
las inmunodeficiencias (Murphy and Weaver, 2017; Parkin and Cohen, 2001).
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LA RESPUESTA INFLAMATORIA

La primera respuesta del sistema inmunitario ante una agresion es la
inflamacion. Esta se caracteriza por un aumento del flujo de proteinas séricas y
leucocitos de la sangre hacia los tejidos extravasculares. Clinicamente se
describe por los sintomas definidos por Celso desde hace mas de 2000 afios:
calor, edema, rubor, dolor y la pérdida de la funcién. En la inflamacién
inicialmente se promueve la vasodilatacion en la zona afectada y el aumento de
la permeabilidad capilar, facilitando asi la entrada de las proteinas plasmaticas al
tejido. También se produce la expresion y la restructuracion de las moléculas de
adhesién en las células endoteliales, y la liberacién de factores quimiotacticos.
De este modo se permite la entrada de las células circulantes al foco
inflamatorio. Las primeras células en llegar son los neutréfilos, que mueren por
apoptosis tras reconocer y fagocitar a los microorganismos. En una fase mas
tardia aparecen los monocitos, que finalmente se diferenciaran en macréfagos.
Los macrdéfagos proinflamatorios fagocitan el material ajeno, los restos celulares
y los cuerpos apoptoéticos, y producen mediadores proinflamatorios. Finalmente,
los macr6fagos adquieren actividades antiinflamatorias y se induce el proceso de
resolucion de la respuesta mediante la liberacion de mediadores
antiinflamatorios, dando inicio a los procesos de reparacion y cicatrizacion del

tejido dafiado (Figura 2) (Lawrence et al., 2002).
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Daino Reparacion

Exudacion

Neutréfilos  Apoptosj ﬁatcréfag}i\

30min 1h 3h  6h 24h 48h 72h
Activacion clasica (M1) Activacion alternativa (M2)
NOS2 Arginasa
Oxido nitrico + Citrulina Poliaminas + Prolina
Figura 2. Funcion dual de los macréfagos durante la respuesta inflamatoria. Los

macréfagos tienen una actividad inicialmente proinflamatoria  (destructiva) vy
posteriormente antinflamatoria (reparadora) induciendo la resolucién de la inflamacion
(Figura adaptada de Lawrence et al., 2002).

LOS MACROFAGOS

Los macrofagos son células con capacidad fagocitica pertenecientes a la estirpe
mieloide del sistema inmunitario. Poseen una gran heterogeneidad fenotipica,
por lo que desarrollan un elevado nimero de funciones segun el microambiente
en el que se encuentren, especialmente en relaciébn con los factores de
crecimiento y las citocinas. No solamente participan en la defensa frente a
patégenos, sino que también intervienen en el mantenimiento de la homeostasis
(Figura 3) (Akagawa, 2002a; Akagawa et al., 2006a; Davies et al., 2013).
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Figura 3. Principales funciones de los macré6fagos. Funciones de los macréfagos

residentes en los distintos tejidos y las consecuencias cuando éstas fallan (Davies et al.,
2013).

Los macréfagos proliferan bajo el estimulo de factores de crecimiento, de los
cuales el factor estimulador de colonias de macréfagos (macrophage colony-
stimulating factor, M-CSF) es el mas potente y especifico. En presencia de
estimulos proinflamatorios se bloquea su proliferacion y se inducen sus
actividades funcionales, como la secrecién de citocinas, la produccion de
metabolitos toxicos o la fagocitosis de los patégenos (Plowden et al., 2004;
Schroder et al.,, 2004; Xaus et al., 2001). Cuando la respuesta innata es
insuficiente para eliminar los agentes patdégenos, los macréfagos crean y
modulan el microambiente inflamatorio. De este modo se produce el
reclutamiento de las células del sistema inmunitario adaptativo que ayudaran y
potenciardn la respuesta para eliminar a los patégenos (Plowden et al., 2004).

En ausencia de estimulo, los macréfagos mueren por apoptosis, manteniéndose
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equilibrado el niumero de células efectoras por el continuo flujo desde la médula
Osea (Celada and Nathan, 1994; Xaus et al., 2001)

Origen y ontogenia de los macroéfagos

Inicialmente se creia que los monocitos circulantes en la sangre, derivados de
médula 6sea, eran los Unicos precursores de los macréfagos residentes en los
tejidos. En los Ultimos afios se ha determinado que algunas poblaciones se
establecen en las fases de la etapa prenatal. Estas se originan a partir de
progenitores derivados del saco vitelino o del higado fetal, y se mantienen de
manera independiente. No obstante, los macréfagos derivados de médula 6sea
pueden complementar estas poblaciones en situaciones de estrés, como por
ejemplo en la inflamacion. Ademas, durante la etapa adulta la médula 6sea es la
principal fuente de macrofagos (Figura 4). Alli se encuentran las células madre
hematopoyéticas (hematopoietic stem cell, HSC), que dan lugar a la estirpe
mieloide del sistema inmunitario en respuesta a varias citocinas y factores de
crecimiento. Asi pues, los monaocitos se desarrollan mediante la diferenciacion a
partir del progenitor comn mieloide (common myeloid progenitor, CMP), que da
lugar al progenitor de granulocitos-macréfagos (granulocyte-macrophage
progenitor, GMP), y posteriormente al progenitor de células dendriticas y
monocitos (monocyte and dendritic cell progenitor, MDP). Finalmente se
diferencia al progenitor comin de monocitos (common monocyte progenitor,

cMoP) gue da origen a los monocitos Ly6C™®"

(proinflamatorios) y estos a los
Ly6CIOW (antiinflamatorios). Finalmente, los monocitos generados en la médula
Osea son liberados al torrente sanguineo y migran a los tejidos donde pueden

diferenciarse en macréfagos (Guilliams and Scott, 2017; Udalova et al., 2016).
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Figura 4. Heterogeneidad del origen de los macrofagos residentes. El origen de los
macréfagos (saco vitelino, higado fetal o0 médula ésea) depende del tejido y cambia
durante el desarrollo del individuo (Epelman et al., 2014).

El programa genético que lleva a la diferenciacion de los monocitos, esta
determinado por la expresién de una serie de factores de transcripcion: PU.1
(producto del gen Spil en ratén) (Lloberas et al., 1999), CCAAT/enhancer-
binding protein (C/EBP) y la proteina asociada a la leucemia mieloide aguda
(acute myeloid leukemia 1, AML1) (Valledor et al., 1998). Estos factores durante
la mielopoyesis promueven la expresion de receptores, como el receptor del M-
CSF (CSF1R o CD115) (Celada et al., 1996) o del granulocyte macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF) (CSF2R o CD116), requeridos en la
diferenciacion, la proliferacion y la supervivencia de los macréfagos. Asi pues,
durante la mielopoyesis y la diferenciacion de los monocitos/macréfagos es
esencial la presencia de citocinas y factores de crecimiento, principalmente del
M-CSF (Celada et al., 1996; Hohaus et al., 1995; Smith et al., 1996).
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Proliferacion de los macroéfagos

Los factores de crecimiento son indispensables para la supervivencia,
proliferacion, diferenciacion y la activacion de las células hematopoyéticas. El M-
CSF lo producen principalmente los fibroblastos, células endoteliales, células del
estroma, macrofagos, células del misculo liso y los osteoblastos (Burgess and
Metcalf, 1980). Este se encuentra en la circulacion, en forma de glicoproteina o
proteoglicano, y también unido a la membrana celular dénde actia como
regulador local (Dai et al., 2004). Los monaocitos y los macrofagos responden al
M-CSF a través de su receptor especifico CSF1R, en forma de homodimero y
con un dominio intracelular tirosina-quinasa (Pixley and Stanley, 2004; Sherr et
al., 1985). La unién del M-CSF a su receptor da lugar a la fosforilacion de los
residuos tirosina en la region intracitoplasmatica y de sus sustratos inmediatos,
permitiendo asi la activacion de diferentes vias de sefializacion que inducen la
proliferacion y la supervivencia (Chitu and Stanley, 2006; Comalada et al,;
Hamilton, 1997; McCubrey et al., 2000; Pixley and Stanley, 2004; Stanley et al.,
1997). Las principales vias implicadas son la via Raf-MAPK/ERK Kinase-
Extracellular signal regulated kinase 1/2 (Raf-MEK-ERK1/2), critica en la
proliferacion celular (Valledor et al., 2000) y las vias de las Mitogen-activated
MAP kinase (MAPK), como Rac/c-jun NH2-terminal kinase (JNK) y Rac/p38, que
culminan en la proliferacion y diferenciacion celular (Comalada et al., 2012;
Kyriakis et al., 1992; Lloberas et al., 2016).

Activacion de los macréfagos

Los macréfagos presentan una gran heterogeneidad fenotipica dependiendo del
microambiente en el que se encuentren (Akagawa, 2002a; Akagawa et al.,
2006a). Durante la respuesta inflamatoria participan las dos poblaciones
mayoritarias de macréfagos. Los macrofagos proinflamatorios activados por la
via clasica (M1), que participan durante el desarrollo de la respuesta
inflamatoria, y los antiinflamatorios activados por la via alternativa (M2) que
intervienen en la reparacion de los tejidos dafiados y en la resolucién (Figura 2)
(Mantovani et al., 2002; Valledor et al., 1998). No obstante, una actividad
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excesiva por parte de los macrofagos proinflamatorios o antiinflamatorios puede

ocasionar dafio tisular y enfermedades cronicas (Figura 5) (Laskin et al., 2011).

Macrophages
Classical activation Alternative activation
IFNy, LPS, TNFa IL-4, IL-13, IL-10, TGFB

Host defense Anti-inflammatory
Wound repair

ROS, RNS, TNFaq,

IL-10, IL-4, IL-13,
IL-1, IL-12, IL-23, TGFB, VEGF, EGF
chemokines ' '
Cytotoxicity Fibrosis
Tissue injury Cancer

Figura 5. Rol de los macrofagos activados por la via clasica (M1) o alternativa (M2)

en el dafio y en la reparacion tisular.  EGF, epidermal growth factor; IFNy, interferon-y;
IL, interleucina; LPS, lipopolisacarido; RNS, especie reactiva de nitrégeno; ROS, especie
reactiva de oxigeno; TGFf, transforming growth factor B8; TNFa, tumor necrosis factor a;

VEGF, vascular endothelial growth factor (Laskin et al., 2011).

En los ensayos in vitro, los macrofagos pueden ser activados mediante el uso de
citocinas de tipo T helper 1 (Thl) como el interferon (IFN)-y, o productos
bacterianos como el lipopolisacarido (LPS) de la membrana externa de las
bacterias Gram negativas, a fin de obtener macréfagos proinflamatorios. Estos

producen una gran cantidad de especies reactivas de oxigeno (ROS) y enzimas
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proteoliticas. Por otro lado, los macrofagos activados con citocinas de tipo Th2,
como la interleucina (IL)-4 o la IL-10 presentan un perfil antiinflamatorio y
participan en la reparacion de los tejidos dafiados (Mantovani et al., 2013;
Shapouri-Moghaddam et al., 2018a). Asi pues, los macréfagos pueden ser
activados mediante distintas citocinas ya que poseen los receptores
correspondientes, como el receptor de IFN-Y (IFNGR), IL-4 (IL-4R) o IL-10 (IL-
10R) (Murray et al., 2014).

La actividad de los macrofagos es critica no solo en la defensa frente a los
patdgenos invasores, sino también en el mantenimiento de la homeostasis del
organismo. Estas células actlan como sensores, por lo que tras el
reconocimiento son capaces de iniciar la respuesta inmunitaria a través de la
produccion de mediadores proinflamatorios. Asi pues, los macréfagos expresan
receptores de reconocimiento de patrones (pattern reconigtion receptors, PRRS),
gue reconocen moléculas simples exégenas o PAMPs que son comunes en la
mayoria de los microorganismos y no estan presentes en el huésped. La
mayoria de los PAMPs son acidos nucleicos, lipoproteinas y componentes de la
membrana como el LPS. Algunos PRRs son proteinas transmembrana, como los
receptores de tipo Toll (Toll-like receptors, TLRs). Otros son proteinas
citoplasmaticas, como los receptores de tipo NOD (NOD-like receptors, NLRs) y
los receptores de tipo RIG-I (RIG-I-like receptors, RLRs). Por otro lado, los
macréfagos a través de los PRRs también pueden reconocer moléculas
enddgenas que indiquen dafio o estrés, conocidas como moléculas o patrones
asociados a peligro (danger-associated molecular patterns, DAMPSs). Forman
parte de los DAMPs algunas proteinas, como las de alta movilidad del grupo de
la caja 1 (High mobility group box 1, HMGB1) y las de choque térmico (heat
shock proteins, HSP). Otros ejemplos de DAMPs no proteicos son el trifosfato de
adenosina (ATP), el acido Urico y los acidos nucleicos (Mosser and Edwards,
2008; Tang et al., 2012; Zhang and Mosser, 2008). A continuacion, se explica de
forma mas detallada algunos de los activadores proinflamatorios de los

macrofagos.
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= Los interferones y sus receptores

La produccion de los interferones (IFNs) se origina como parte de la respuesta
antivirica o antimicrobiana. Pueden inhibir directamente la replicacion virica a
través de la expresion de genes estimulados por interferén (interferon stimulated
genes, ISGs) y aumentar la respuesta inmunitaria innata y adaptativa. También
inducen la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad (major
histocompatibility complex, MHC) de clase | y Il. Ademas, favorecen el
reclutamiento de los leucocitos al foco inflamatorio, ya que inducen la expresion
de moléculas de adhesién vasculares y la produccién de quimiocinas. Por otro
lado, los IFNs participan en la activacion de la citotoxicidad de las células del
sistema inmunitario innato y de las del adaptativo (células NK o natural killers,
células dendriticas, macréfagos y linfocitos T). Hoy en dia la familia de los IFNs

esta agrupada en tres tipos: |, Il y el Il (Borden et al., 2007).

Los IFNs de tipo | incluyen 19 moléculas: 15 IFN-a, IFN-B, IFN-w, IFN-€ y IFN-k.
Estos presentan diferencias cualitativas y cuantitativas respecto a sus acciones.
Los IFN-a y IFN-B, producidos por los macréfagos y los fibroblastos
respectivamente, inducen un estado antiviral en la mayoria de las células
nucleadas, inducen la expresién de MHC de clase | y activan a las células NK
(Borden et al., 2007; Price et al., 2000).

El receptor de IFN de tipo | esta formado por dos proteinas transmembranales,
el receptor de IFN-a de tipo | (IFNAR1) y de tipo Il (IFNAR2). El IFNAR1 esta
asociado a la Tirosina quinasa 2 (TYK2) y el IFNAR2 a la Janus quinasa 1
(JAK1). Asi pues, cuando el ligando se une al receptor, TYK2 y JAK1 se
autofosforilan y transfosforilan, favoreciendo el reclutamiento del transductor de
sefial y activador de la transcripcion 1 (signal transducer and activator of
transcription 1, STAT1) y de STAT2. Al interaccionar con las quinasas se
fosforilan en sus dominios tirosina 701 y 690 respectivamente, y conforman un
hererodimero capaz de asociarse al factor regulador del interferon 9 (IRF9). Este
se conoce como el factor estimulador de genes 3 (ISGF3), el cual es capaz de

migrar al nicleo y actuar como factor de transcripcion uniéndose a secuencias
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ISRE (interferon stimulated response element) de los ISGs (Figura 6) (Borden et
al., 2007; Murphy and Weaver, 2017).

Type I: IFN-gs (13 types) Type II: IFN-y Type llI: IFN-As (3 types)
B/ w/x/e/8/T

e - e

=7y Cytoplasm
" Nucleus R

\

Figura 6. Los interferones de tipo I, Il y lll y sus receptores. Representacion de los
receptores de los IFNs, sus ligandos y de las vias de sefializacion correspondientes
(Borden et al., 2007).

Respecto a los IFNs de tipo Il solamente existe un tipo, el IFN-y producido por
las células NK y por los linfocitos Thl y CD8". Este induce un estado antiviral
inhibiendo la replicacién de una gran variedad de virus, activa a los macroéfagos,
induce la expresion moléculas MHC de clase | y II, activa al sistema inmunitario
adaptativo aumentando la presentacién de antigeno y esta involucrado en varios
procesos inmunoreguladores: cambio de isotipo (switching) de los linfocitos B a
ciertas clases de IgG o inhibicion del desarrollo de ciertas poblaciones de
linfocitos Th. En términos generales actlia de vinculo entre la inmunidad innata y
la adaptativa (Price et al., 2000; Schroder et al., 2004; Valledor et al., 2008).

El receptor de IFN de tipo Il estda compuesto por el receptor de IFN-y de tipo |
(IFNGR1) y Il (IFNGR2). El IFNGR1 esta asociado a JAK1 y el IFNGR2 a JAK2.
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Cuando el IFN-y se une al receptor, JAK1 y JAK2 se autofosforilan y
transfosforilan, favoreciendo el reclutamiento de STAT1. Al interaccionar con las
quinasas se fosforila en su dominio tirosina 701 y forma un homodimero. Este es
capaz de migrar al nicleo y actuar como factor de transcripciébn uniéndose a
secuencias GAS (gamma-activated site) induciendo la expresion de los ISGs
(Figura 6) (Borden et al., 2007; Murphy and Weaver, 2017).

Los IFNs de tipo Ill engloban 3 tipos de IFN-A. Estos tienen un papel importante
en la proteccion de las superficies epiteliales frente a virus (Ank et al., 2006;
Wack et al., 2015). Ademas, se activan por la misma via de sefializacion que los
IFNs de tipo | pero a través de un receptor distinto. El receptor de IFN de tipo Il
es un heterodimero formado por el receptor IFN-A de tipo 1 (IFNLR1 o IL28RA) y
el receptor de IL-10 de tipo 2 (ILLOR2 o IL10RB). El IFNLR1 est4 asociado a
TYK2 y el ILIOR2 a JAK1l. Cuando el IFN-A se une al receptor induce la
expresion de ISGs a través de la misma via que los IFNs de tipo | (Figura 6)
(Borden et al., 2007).

= LPSyTLR4

El LPS es el componente mayoritario de la membrana externa de las bacterias
Gram-negativas. Se trata de una macromolécula de 10-20kDa formada por tres
componentes. El lipido A (endotoxina), un ndcleo formado por oligosacaridos y el
O-antigeno (oligosacaridos especificos en cada serotipo bacteriano). Ademas,
aunque el LPS forma parte de la membrana externa de las bacterias Gram-
negativas, durante las infecciones éste se puede encontrar de manera soluble

en el suero.

El receptor del LPS incluye el TLR4 y las proteinas accesorias CD14 y MD-2.
Este solamente se expresa en algunas células del sistema inmunitario, como es
el caso de los macrofagos. El LPS en el suero se une a la proteina de unién al
LPS (LPS binding protein, LBP), permitiendo la unién al CD14, una proteina de
membrana. Por otro lado, MD-2 se une al dominio extracelular del TLRA4,

completando asi el complejo que forma el receptor del LPS (Figura 7).
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Figura 7. Sefalizacion del complejo LPS-TLR4.  El complejo TLR4 activa las vias de
sefializacién dependientes de MyD88 o TRIF, que activan la expresién de genes
proinflamatorios y de IFNs de tipo | (Mogensen, 2009).

Cuando el LPS se une a su receptor, se induce la homodimerizacién del TLR4,
permitiendo la interaccién de sus dominios intracelulares TIR. A continuacion,
tiene lugar el reclutamiento de las moléculas adaptadoras con dominios TIR: el
factor de diferenciacién mieloide 88 (Myeloid differentiation factor 88, MyD88), la
proteina adaptadora que contiene dominio TIR (TIR-domain containing adapter
protein, TIRAP o MyD88-adapter-like, Mal), el adaptador que contiene dominio
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TIR inductor de IFN-B (TIR-domain-containing adapter inducing interferon-g,
TRIF) y la molécula adaptadora asociada a TRIF (TRIF-related adapter
molecule, TRAM). Asi pues, existen dos vias de sefalizacidn iniciadas por el
TL4. La via dependiente de MyD88 (TIRAP-MyD88), que activa la expresion de
los genes proinflamatorios y una via dependiente de TRIF (TRIF-TRAM), que
activa la expresion de IFNs de tipo | (Murphy and Weaver, 2017; O'neill et al.,
2013; Vaure and Liu, 2014).

La via dependiente de MyD88 se inicia mediante el reclutamiento de la proteina
guinasa asociada a IL-1R 4 (IL-1-receptor associated kinase 4, IRAK4) y de
IRAK1/2. A continuacion IRAK se autofosforila y se asocia con el factor asociado
al receptor del factor de necrosis tumoral 6 (tumor necrosis factor receptor-
associated factor 6, TRAF6). Este es una ligasa de ubiquitina (E3), la cual afiade
cadenas proteicas poliubiquitinizadas sobre la serina-treonina quinasa 1 (serine-
threonine Kinase, TAK1) y en el complejo quinasa IkB (IKK o NFkB essential
modifier, NEMQO) permitiendo su aproximaciéon. Por un lado, TAK1 activa al
complejo quinasa IkB (IKK o NFkB essential modifier, NEMO), compuesto por
IKKa, IKKB, y IKKy. Seguidamente IKK fosforila al inhibidor de kB (inhibitor of kB,
IkB) unido al factor nuclear kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells, NFkB) en el citoplasma, induciendo la degradacion de IkB. Asi
al factor NFkB es capaz de migrar al nucleo, dénde induce la transcripcion de
genes proinflamatorios como TNF-a, IL-183, e IL-6. Por otro lado, TAK también
activa a miembros de la familia MAPK, como JNK y p38. Esta via culmina en la
activaciéon del factor de transcripcién de la proteina activadora 1 (transcription
factor activator protein 1, AP1), que induce la expresibn de genes
proinflamatorios (Akira and Takeda, 2004; Lu et al., 2008; Mills, 2011).

La via dependiente de TRIF se inicia mediante el reclutamiento y la activacion de
la proteina que interacciona con el receptor 1 (receptor-interacting protein 1,
RIP1). Seguidamente RIP1 puede activar las diferentes cascadas de
sefializacion que implican a las MAPKs y a NFkB. Por otro lado TRIF, asociada a
TRAM, también recluta a TRAF3 y TRAF family membrane-associated NFkB
activator (TANK), que activan a la quinasa 1 de unién a TANK (Tank-binding

kinase 1, TBK1) e IKKe. Consecuentemente, se produce la fosforilacion y
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activacion del factor regulador de interferon 3 (IRF3), que es capaz de migrar al
nucleo y activar el factor de transcripcion de IFN de tipo | (Akira and Takeda,
2004; Lu et al., 2008; Mills, 2011).

=  Sefalizacion de los acidos nucleicos

La estructura molecular basica del acido desoxirribonucleico (ADN) y del acido
ribonucleico (ARN) es universal. Sin embargo, dependiendo de la disponibilidad,
la localizacion y la estructura, las células son capaces de distinguir lo propio de
lo foraneo. Para ello disponen de una serie de sensores capaces de reconocer
acidos nucleicos intracelulares e inducir una respuesta efectora adecuada. Estos
incluyen receptores de tipo PRRs, como los TLRs del endosoma (TLR3, TLR7,
TLR8 y TLR9), y otros sensores situados en el citoplasma como los RLRs, que
incluyen sensores de ARN como retinoic acid inducible gene | (RIG-I) vy
melanoma differentiation associated gene 5 (MDAS o IFIH1), y también podemos
encontrar receptores de ADN como el absent in melanoma 2 (AIM2) y la sintasa
de GMP-AMP ciclico (cGAS). Estos PRRs son capaces de activar vias de
sefializacion, donde participan los factores de transcripcion NFkB e IRF3,
induciendo una respuesta antivirica mediada por IFN de tipo | y la expresion de
genes ISGs. Por otro lado, las células disponen de otro grupo de sensores
capaces de ejercer directamente la actividad antivirica a través de
modificaciones o degradando los acidos nucleicos. Este grupo incluye proteinas
como (dsRNA)- activated protein kinase R (PKR), 2°-57-oligoadenylate
synthetase 1 (OAS1) y adenosine deaminase acting on RNA 1 (ADAR1 o
ADAR). Ademas, hay proteinas capaces de ejercer funciones antiviricas y a su
vez inducir una respuesta antivirica, como es el caso de RIG-I. Esta proteina
puede inducir una respuesta antivirica de IFN de tipo | y unirse al RNA
interfiriendo su union a polimerasas (Figura 8) (Desmet and Ishii, 2012; Schlee
and Hartmann, 2016).

No obstante, se han identificado distintas alteraciones genéticas que pueden
aumentar o disminuir la funcién de algunos sensores de &cidos nucleicos,
DNasas, RNasas y enzimas que modifiqguen los &cidos nucleicos. Como

consecuencia pueden producirse alteraciones en el reconocimiento de los acidos
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nucleicos propios y foraneos causando algunas patologias. Por lo que existen
distintas enfermedades autoinmunitarias debidas a mutaciones en proteinas que
participan en el reconocimiento o en el metabolismo de los acidos nucleicos.
Algunos ejemplos son el sindrome de Aicardi-Goutiéres (AGS), el sindrome
Singleton-Merten y la vasculopatia asociada al Stimulator of Interferon Genes
(STING) (Rodero and Crow, 2016).
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Figura 8. Resumen de las vias de sefializacion de acidos nucleicos en el endosoma

y en el citosol. Se muestran los sensores de acidos (azul), las moléculas adaptadoras
(amarillo), y las moléculas de sefializacién downstream (gris). La activaciéon de las vias
induce la produccién de IFN y de otras citocinas (rojo) (Figura adaptada de Junt and
Barchet, 2015).

EL DANO EN EL ADN

El ADN contiene la informacion genética de los seres vivos, por lo que su
integridad y estabilidad es esencial para la vida. No obstante, el ADN puede
dafarse al estar expuesto a agentes endoégenos, como el estrés oxidativo y los
errores producidos durante la replicacion del ADN, o por agentes exdgenos,
como la luz ultravioleta (UV) y las radiaciones ionizantes (IR). Existen diferentes

tipos de lesiones segun el agente que las cause: dafio de las bases (oxidacion,

45



Introduccién

alquilacién, hidrélisis y errores), roturas monocatenarias (single strand break,
SSB) o0 bicatenarias (double strand break, DSB) y entrecruzamientos
intracadena. El SSB es una de las formas mas comunes de dafio en el ADN,
mientras que el DSB es la lesion mas citotéxica. Frente a estas lesiones las
células han desarrollado diferentes mecanismos de reparacion del ADN: DNA
base excision repair (BER), single strand break repair (SSBR), nucleotide
excision repair (NER), mismatch repair (MMR), homologous recombination (HR)
y Non-homologous end joining (NHEJ) (Figura 9).
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Figura 9. Agentes que dafian el ADN, tipo de lesiones y las vias de reparacion.

Resumen de la respuesta al dafio en el ADN en las células (Murray and Harper, 2013).

Sin embargo, si el ADN dafiado no se repara, pueden establecerse mutaciones
gue ocasionalmente derivan en algun tipo de patologia. Ademas, se ha visto que
cuando estan alterados los mecanismos que confieren estabilidad al ADN,
aumenta la susceptibilidad a padecer cancer y enfermedades de origen
genético. También afecta al funcionamiento del sistema inmunitario debido a la
reorganizacion de los genes de las inmunoglobulinas y de los receptores de los
linfocitos T (Waters, 2006).
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Respuesta al dano en el ADN

En la respuesta al dafio en el ADN, con el fin de mantener la integridad
gendmica, las proteinas Ataxia-telangiectasia-mutated (ATM) y ataxia
telangiectasia and Rad3-related (ATR) son esenciales. Estas proteinas son
capaces de inducir vias de reparacion del ADN y paradas en los puntos de
control del ciclo celular. Se han descrito mutaciones en los genes ATM y ATR
que originan las alteraciones genéticas como la ataxia-telangiectasia (AT) y el
sindrome Seckel (SCKL) respectivamente. La AT afecta al sistema nervioso y al
inmunitario entre otros, por lo que las personas afectadas suelen presentar
inmunodeficiencia, mas susceptibilidad a padecer cancer y son muy sensibles a
las radiaciones (Lavin, 2008). Por otro lado, el SCKL provoca retraso en el
crecimiento intrauterino y postnatal, microcefalia y retraso mental (O'Driscoll et
al., 2003).

DSB SSB
Sensors MRE11-RAD50-NBS1 RAD9-RAD1-HUS1
l RPA J ATRIP
Apical kinases 53BP1 ATM / H2AX \?‘ Tr /TOPBM
Mediators e l T gl BRchr —"" J CLASPIN
Downstream kinases CHK2 CHK1

\53/

Effectors
Apoptosis /\ Checkpoint arrest
Outcomes ‘/ \‘ :
DNA repair MNo DNA repair
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Figura 10. La respuesta al dafio en el ADN. Resumen de la respuesta al dafio en el
ADN por rotura de doble cadena (DSB) o monocatenaria (SSB) mediadas por las
proteinas ATM y ATR (Figura adaptada de Sulli et al., 2012).
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Las proteinas ATM y ATR son quinasas, de 351 y 301 kDa respectivamente,
miembros de la familia phosphatidylinositol 3-kinase related kinases (PIKKSs).
Cuando se producen roturas en el ADN de doble cadena (DSB), el complejo
MRE11-RAD50-NBS1 (MRN) lo detecta e inicia la via de sefalizacion ATM/
Serina-treonina quinasa (CHK) 2. Por otro lado, cuando se producen roturas
monocatenarias (SSB), el complejo RAD9-RAD1-HUS1 (RRH), la proteina de
replicacion A (RPA) y ATR-interacting protein (ATRIP) son los sensores que
reconocen el dafio en el ADN e inician la via ATR/CHK1. No obstante, en ambos
casos la via culmina en la activacion de la proteina supresora de tumores p53.
De modo que tanto ATM como ATR, en funcién del tipo de dafio en el ADN,
pueden inducir paradas en los puntos de control del ciclo celular facilitando la
reparacion del ADN. En los casos en los que el dafio es irreparable se induce la
apoptosis celular (Figura 10) (Abraham, 2001; Blackford and Jackson, 2017; Sulli
etal., 2012).

Puntos de control en el ciclo celular

El ciclo celular permite a la célula prepararse para su divisién y consiste en la
sucesién de cuatro acontecimientos secuenciales: fase G1 (incremento de
tamafio), fase S (sintesis del ADN), fase G2 (preparacion para la division) y fase
M (mitosis). Ademas, las células pueden entrar en la fase GO (estado
quiescente). La progresion del ciclo celular esta regulada por los complejos
activados formados por las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) y las
ciclinas. Los niveles de CDKs son constantes, pero solo son activas cuando
estan unidas a ciclinas, cuya expresion fluctia a lo largo del ciclo celular. El
complejo CDK-ciclina también puede inhibirse por fosforilacién o por proteinas
gue impidan la formacion de éste (Lim and Kaldis, 2013). Asi pues, la célula
dispone de varios mecanismos que le permiten parar el ciclo celular en distintos
puntos de control, permitiendo la reparacion del ADN dafiado (Figura 11)
(Barnum and O’Connell, 2014).

El punto de control G1/S inhibe la replicacion celular, evitando que la célula con
dafio en su ADN pueda entrar en la fase S. Cuando el dafio aparece durante la

replicacion del ADN o no se ha detectado en el punto de control G1/S, tiene
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lugar el punto de control intra-S. Este evita la aparicion de origenes de
replicacion. Asimismo, si la célula no supera el punto de control G2/M se impide
la progresion del ciclo celular impidiendo su entrada en la fase mitética. Asi
pues, tras sufrir dafio en el ADN se induce la activacion de las vias de
sefializacion mediadas por ATM/CHK2 o ATR/CHK1, segun si el dafio es DSB o
SSB respectivamente. Estas vias culminan en distintas proteinas efectoras como
por ejemplo el inhibidor p21waf'1, diana de p53, encargado de pausar el ciclo
celular en la interfase G1/S. Finalmente, si el ADN no se repara el ciclo celular

permanece parado y la célula entra en senescencia o apoptosis (Xaus et al.,

2001).
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Figura 11. Esquema del ciclo celular y las principales proteinas implicadas en su
regulacion. En la figura se muestran los puntos de control donde tiene lugar la

reparacion del ADN dafiado (Figura adaptada de Serra et al., 2009).

Los macroéfagos y el daio en el ADN

Durante la inflamacion los neutréfilos y los macréfagos producen grandes

cantidades de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitr6geno (RNS). Se
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trata del estallido respiratorio, un mecanismo de defensa mediante el cual se
producen metabolitos toxicos necesarios para destruir al patdégeno y llevar a

cabo la respuesta inflamatoria.

Dependiendo de la concentracién de las ROS intracelulares, pueden ejercer
como moléculas de sefializacion o como mediadores proinflamatorios. Asi pues,
cuando los niveles de las ROS son elevados oxidan proteinas, constituyentes
celulares lipidicos y dafian el ADN. Sin embargo, cuando la concentracion de
éstas es menor, actian como moléculas de sefializacion en distintos procesos
celulares, como por ejemplo durante el crecimiento celular, adhesion,

senescencia o la apoptosis (Figura 12) (Nathan and Cunningham-Bussel, 2013).

Oxidative stress

|

Cellular Adaptation Reversibly Irreversibly impaired cellular Malignant
homeostasis to changing impaired function or pathological gain transformation
circumstances cellular function of function or death
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catabolize ROS, repair ROS-mediated damage, degradp e _
what cannot be repaired or sequester what cannot be degraded - T—

Figura 12. La sefializacion de las ROS depende de su concentracion. La produccién
de las ROS cuando esta limitada a nivel local, temporal, cantidad y tipo de especies
producidas, contribuyen en la homeostasis celular. Si la produccién no esta limitada las
ROS causan dafios, en ocasiones irreparables induciendo la muerte celular (Nathan and
Cunningham-Bussel, 2013).

Durante la respuesta inflamatoria los neutréfilos, con una vida media reducida,
participan en la fase mas temprana. Sin embargo, los macréfagos con una vida
media mayor continian generando ROS y RNS durante un periodo de tiempo
mas largo. A través de la NADH oxidasa los macrofagos son capaces de generar
grandes cantidades de anion superoxido (O,), el cual es convertido mediante la
superoxido dismutasa (SOD) a perdxido de hidrégeno (H,0O,). Por otro lado,
también producen grandes cantidades de ROS mediante la cadena de

transporte de electrones en las mitocondrias (Mittal et al., 2013).

La respuesta inflamatoria culmina cuando se remueve el agente inductor y se

reparan los tejidos dafiados. Sin embargo, en la inflamacién cronica la
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produccion de las ROS no cesa, por lo que se propicia un ambiente oxidativo
altamente toxico capaz de dafiar diferentes macromoléculas como el ADN. Se
ha visto que los monocitos, descendientes de los macréfagos, son muy
sensibles a las ROS (Ponath and Kaina, 2017a). Sin embargo, los macréfagos y
los neutréfilos son células muy resistentes pese a estar muy expuestos a los
efectos dafiinos de las ROS que éstos producen. En el caso de los macréfagos,
al activarse también se inducen una serie de mecanismos de reparacion para
protegerse de las roturas del ADN causadas por las ROS durante la inflamacion
(Figura 13) (Colonna, 2015; Pereira-Lopes et al., 2015a).
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Figura 13. Nbsl controla las funciones de los macréfagos. (A) Las ROS inducen
DSBs que activan la DDR donde participan las quinasas ATM, ATR, CHK1, CHK2 y otras
proteinas como p53, Cdc25 y BRCAL. El complejo formado por NBS1, MRE11 y RAD50
facilita la DDR. (B) Un déficit de NBS1 en los macréfagos resulta en la acumulacion de
DSBs y consecuentemente disminuye la proliferacion, se acelera la senescencia y
aumenta la secrecion de citocinas proinflamatorias. ROS, especies reactivas de oxigeno;
DSB, rotura en el ADN de doble cadena; DDR, respuesta al dafio en el ADN (Colonna,
2015).
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EL SINDROME DE AICARDI-GOUTIERES Y LAS
INTERFERONOPATIAS DE TIPO |

Los IFNs de tipo | (o IFN-a y B) proporcionan un estado antivirico al organismo.
Inducen la expresién de los ISGs en las células infectadas y en las colindantes,
la presentacién antigénica y la produccion de citocinas en las células del sistema
inmunitario innato, la produccion de anticuerpos y la respuesta efectora mediada
por los linfocitos T. De este modo, el organismo es capaz de restringir la
replicacion virica y modular la respuesta inmunitaria innata y adaptativa. Asi
pues, la desregulacion de la via de sefializacién mediada por los IFNs de tipo |
causa la pérdida de la homeostasis del sistema inmunitario, derivando en

distintas patologias (Ilvashkiv and Donlin, 2014).
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Figura 14. Sefializacién mediada por IFN de tipo | y las interferonopatias de tipo |.

Enfermedades monogénicas consideradas como interferonopatias de tipo | (caja azul)
(Rodero and Crow, 2016).

Existe un grupo heterogéneo de enfermedades monogénicas que tienen en

comun la sobreactivacion constitutiva de las vias de sefializacion mediadas por
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los IFNs de tipo | en ausencia de virus. Estas enfermedades se clasifican como
interferonopatias de tipo | (Figura 14). Se han descrito distintos mecanismos que
las originan: () la estimulacion inapropiada de la respuesta, por la acumulacién o
cambios en la composicién de los acidos nucleicos endégenos en el citosol; (II)
el aumento de la sensibilidad a los acidos nucleicos, ya sea por defectos en los
sensores 0 en las moléculas adaptadoras que participan en la via de
sefializacion de los acidos nucleicos; (lll) defectos en la regulacién negativa de
la respuesta mediada por IFNs de tipo | (Lee-Kirsch, 2017; Rodero and Crow,
2016).

El sindrome de Aicardi-Goutieres (AGS) se describié por primera vez en el afio
1984 por los neurélogos infantiles Jean Aicardi y Francoise Goutiéres, como una
enfermedad progresiva que afecta al cerebro debido a un incremento de los
leucocitos en el sistema nervioso central (CNS) (Aicardi and Goutiéres, 1984).
Las personas afectadas tienen un nivel elevado de IFN-a en el liquido
cefalorraquideo y en el suero. Asi pues, esta enfermedad mimetiza a una
infeccidn virica congénita, a pesar de no detectar virus en ninguno de los casos
estudiados Actualmente, gracias al estudio de distintos biomarcadores
moleculares, el AGS se considera una interferonopatia de tipo |.(Rodero and
Crow, 2016). Se ha identificado la sobreexpresion de 23 citoquinas en el CNS,
donde 11 también se hallan en niveles elevados en el plasma (Takanohashi et
al.,, 2013). Asi pues, a través de muestras de sangre se podria diagnosticar el
AGS y monitorizar a los pacientes durante el desarrollo de la enfermedad. Otros
biomarcadores del AGS son los autoanticuerpos, propios de las enfermedades
autoinmunes, de los cuales algunos son Unicos en el AGS. Estos tienen como
diana a las células endoteliales y a los atrocitos en el cerebro (Cuadrado et al.,
2015). Hasta el momento el biomarcador mas fuerte y homogéneo durante el
desarrollo de la enfermedad es el incremento en la expresion de ISGs en sangre
periférica (Rice et al., 2013a). Los sintomas del AGS suelen aparecer durante el
primer afio de vida y en la mayoria de los casos el desarrollo previo es normal.
En ocasiones estos sintomas aparecen tras la vacunacion. No obstante, alin no
se conocen los detonantes de la aparicion de la enfermedad, aunque todo

apunta a que podria deberse a un factor exégeno y/o al propio background
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genético del individuo. Asi pues, los biomarcadores moleculares descritos en el
AGS podrian servir para diagnosticar con antelacién la aparicion de la
enfermedad y evitar su inicio mediante tratamientos. El AGS mayoritariamente
afecta al cerebro y a la piel, por lo que los pacientes presentan calcificaciones
intracraneales y sabafiones en los pies. Con menor frecuencia, el AGS esta
relacionado con la aparicion de glaucomas, hipotiroidismo, cardiomiopatia,
inflamacion gastrointestinal y diabetes insipida. Incluso se han hallado pacientes
gue ademas padecen otras enfermedades autoinmunes, como por ejemplo el
lupus eritematoso sistémico (SLE) y el sindrome linfoproliferativo autoinmune
(APLS) (Crow et al., 2015; Rice et al., 2007).

En los Ultimos afios se han identificado mutaciones en distintos genes que
causan el AGS: TREX1, RNASA H2 (Subunidades A, By C), SAMHD1, ADAR e
IFIH1 (Figura 15). Todos estos genes codifican proteinas que participan en la
sefializacion y en el procesamiento de los acidos nucleicos. TREX1 y el
complejo RNasa H2 son nucleasas que degradan el ADN monocatenario y
bicatenario, y los hibridos de ADN:ARN respectivamente. SAMHD1 es una
fosfohidrolasa y nucleasa que participa en la regulacion del pool de
desoxinucleotidos (dNTPs) en el citosol. Por Gltimo, ADAR es una enzima que
edita el ARN bicatenario y IFIH1 (0 MDA5) es un receptor citoplasméatico del

ARN bicatenario.

Normalmente el AGS es de herencia autosémica recesiva, aunque se han
identificado mutaciones de novo o de herencia autosémica dominante (Crow et
al., 2015). Las mutaciones que causan el AGS suelen provocar la pérdida de la
funcion de las proteinas. No obstante, se han descrito algunas mutaciones en
los genes TREX1 y ADAR, y todas las encontradas en el gen IFIH1 que implican
un incremento en sus funciones. La pérdida total de las actividades enzimaticas
de TREX1 o SAMHDL1 es compatible con la vida. Sin embargo, nunca se han
descrito mutaciones bialélicas en los genes que codifican para las subunidades
del complejo RNasa H2 y ADAR (Crow et al., 2015).
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Figura 15. Mutaciones en TREX1, RNASAH2 (A, B y C), SAMHD1, ADAR vy IFIH1
asociadas a AGS. En el grafico se muestra el nimero y el porcentaje de las familias

afectadas estudiadas. D, indica mutaciéon dominante (Crow et al., 2015).

En los ultimos afios los modelos de ratén se han convertido en una herramienta
indispensable para estudiar las mutaciones que causan el AGS. En especial, el
modelo de raton deficiente en TREX1 ha sido extensamente estudiado para
comprender la enfermedad en humanos. Estos ratones padecen autoinmunidad,
por lo que tienen una supervivencia reducida al desarrollar miocarditis
inflamatoria. Sin embargo, no presentan el fenotipo neuroldgico caracteristico en
los pacientes con el AGS (Morita et al., 2004a). No obstante, el modelo de raton
deficiente en la exonucleasa TREX1 ha desvelado algunas incégnitas que

abarcan esta enfermedad.
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El origen de los acidos nucleicos en el AGS

El AGS es una alteracién inflamatoria asociada a la induccién de la respuesta
inmunitaria innata mediada por los IFNs de tipo I. Ademas, las proteinas
relacionadas con el AGS participan en la sefalizacion y en el procesamiento de
los acidos nucleicos. Asi pues, si estas proteinas no funcionan correctamente
pueden verse afectadas las vias de sefializacién inducidas por los &cidos
nucleicos. Por lo tanto, los acidos nucleicos enddgenos podrian inducir la
respuesta inmunitaria innata tal y como ocurre en presencia de acidos nucleicos
exégenos. No obstante, no se sabe con certeza el origen de los acidos nucleicos
gue inducen la respuesta patolédgica en el AGS. Actualmente existen dos teorias
mayoritarias que relacionan el origen de éstos con el dafio en el ADN o con el
procesamiento de los retrotransposones. El modelo de raton deficiente en
TREX1 ha sido una gran herramienta para esclarecer ambas teorias (Morita et
al., 2004a).

En el afio 2007 se determind que las células deficientes en TREX1 presentan de
manera constitutiva dafio cronico en el ADN, debido a la acumulacion de ADN
monocatenario enddgeno (Yang et al., 2007). Asi pues, la exonucleasa TREX1
podria tener un papel clave en la reparacién del ADN dafiado. Ademas, otras
proteinas relacionadas con el AGS también participan en los procesos de
reparacion del ADN, como son SAMHDL1 y el complejo RNasa H2 (Daddacha et
al., 2017; Hiller et al., 2012). Por lo tanto, el déficit en la funcién de las proteinas
asociadas al AGS podria favorecer la acumulacion de dafio en el ADN debido al
funcionamiento incorrecto de los mecanismos de reparacién durante la

replicacion del ADN (Figura 16).
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Figura 16. Acumulacion de los acidos nucleicos enddgenos por la pérdida de la
funcion de proteinas relacionadas con el AGS. La acumulaciéon de ADN enddgeno es

detectada por el sistema inmunitario innato (Crow et al., 2014).

Un afio después, en 2008, se sugiri6 por primera vez el rol de los acidos
nucleicos enddgenos derivados de retrovirus en la patogénesis del AGS. Los
retrotransposones forman parte de mas de la mitad del genoma humano,
aunque la mayoria estan silenciados mediante mecanismos epigenéticos que

57



Introduccién

previenen su transcripcion. Asi pues, los retrotransposones mantienen su
actividad a niveles muy bajos en la mayoria de las células. Se determiné que las
células deficientes en TREX1 acumulan mas retrotransposones enddgenos. Por
lo cual, TREX1 podria participar en el metabolismo del ADN monocatenario
retrotranscrito (Stetson et al., 2008). Ademas, mediante el uso de antiretrovirales
se ha visto que la supervivencia de los ratones deficientes en TREX1 aumenta
(Beck-Engeser et al., 2011). Por lo tanto, el déficit funcional de las proteinas
asociadas con el AGS podria favorecer la acumulacién de acidos nucleicos
derivados de retrotransposones debido a la alteracién de los mecanismos que
los controlan (Figura 17). Sin embargo, en una publicacion mas reciente donde
utilizaron el mismo modelo de ratén deficiente en la exonucleasa TREX1, no
consiguieron reproducir la existencia de los retrotransposones (Ahn et al., 2014),

tal y como ocurrié en nuestro grupo (datos no publicados).
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Figura 17. Las proteinas relacionadas con el AGS y el metabolismo de los
retrotransposones. TREX1, degradacion de los retrotransposones; SAMHDI,
degradacion de los dNTPs; ADAR1, edicion del dsRNA de las secuencias Alu; RNasa H2,
degradacion del ARN y de los hibridos ADN:ARN (Crow et al., 2014).
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Las células que inician el AGS

Pese a que el AGS implica una alteracién en el sistema inmunitario, ain se
desconoce cuales son las células que inician el desarrollo de la enfermedad. En
los ultimos afios se ha intentado esclarecer esta cuestion usando de nuevo el
modelo de ratén deficiente en TREX1 (Morita et al., 2004a).

En el afio 2012 se definié a la exonucleasa TREX1 como un regulador negativo
de la via cGAS/STING, la cual induce la respuesta inmunitaria innata mediada
por IFNs de tipo |. Ademas, se monitorizé el origen de la produccion del IFN de
tipo | in vivo en ratones deficientes en TREX1. De esta manera se detectd el
origen de la respuesta en el endocardio de los ratones, por lo cual la respuesta
restringida a tejido podria dar inicio a la enfermedad. Para testar esta hip6tesis
realizaron una serie de quimeras de médula ésea en ratones (Gall et al., 2012).
Asi se demostré que la deficiencia de TREX1 en las células no hematopoyéticas
es suficiente para inducir la enfermedad. Ademas, se determind que el IFNAR1
en las células hematopoyéticas es necesario para detectar el IFN producido por
las células iniciadoras y permitir la expansion y el reclutamiento de los linfocitos
autorreactivos (Figura 18A) (Gall et al., 2012).

En 2014, otro grupo de investigacién que habia participado en la publicacion
anterior quiso evaluar de nuevo el rol de las células hematopoyéticas en el inicio
de la enfermedad. En este caso se demostro que los macréfagos, los neutrofilos
y las células dendriticas son los responsables de la inflamacién en ratones
deficientes en TREX1. Ademdés, mediante experimentos de transferencia
adoptiva de médula ésea se demostré que la autoinmunidad puede prevenirse

mediante un trasplante de médula ésea (Figura 18B) (Ahn et al., 2014).
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Figura 18. Contradicciones en el origen del AGS. (A) Curvas de supervivencia de
ratones Trexl'/'RagZ"' o} RagZ'/' reconstituidos con médula 6sea de ratones Ifnarl” o Wild
Type (WT). Los resultados son representativos de dos experimentos independientes (n=5
por grupo) (Gall et al., 2012). (B) Curvas de supervivencia de ratones Trex1” o WT
reconstituidos con médula 6sea de ratones Trex1” o WT. Los resultados son

representativos de tres experimentos independientes (al menos n=4 por grupo).

En nuestro grupo en el afio 2011 se caracteriz6 por primera vez la expresion de
Trex1 en los macrofagos primarios estimulados con IFN-y (Serra et al., 2011).
En el afio 2013 se demostr6 que TREX1 es un regulador negativo de la
activacién proinflamatoria de los macréfagos. En los macréfagos deficientes en
TREX1 disminuye la capacidad de fagocitar cuerpos apoptéticos, y aumenta la
produccion de citocinas proinflamatorias, los niveles de CD68 y la presentacion
antigénica (Pereira-Lopes et al., 2013). Asi pues, este estado de activacion
podria explicar la induccion o la tendencia a desarrollar autoinmunidad. Por lo
cual los macréfagos tienen un papel clave en el desarrollo de las enfermedades

asociadas a mutaciones en TREX1 como el AGS.
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Proteina 1 con dominio SAM y HD (SAMHD1)

= Estructura y funcién de Samhd1

La proteina SAMHD1, de 626 aminoacidos, contiene en la region N-terminal un
motivo estéril alfa (SAM) seguido de un dominio histidina-aspartico (HD). El
dominio SAM sirve para interaccionar con otras proteinas, ADN o ARN, mientras
gue el domino HD contiene regiones reguladoras y confiere la actividad
enzimatica. Asi pues, SAMHD1 presenta actividad fosfohidrolasa y nucleasa
asociadas a HD, donde el dominio SAM no es critico pero si necesario para
aumentar ambas actividades enzimaticas (Buzovetsky et al., 2018). Por otro
lado, la region C-terminal es importante en la estabilizacion de la forma

oligomérica de la enzima y en la interaccién con los acidos nucleicos.
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Cellular dNTP levels + ++ e

Figura 19: Esquema de la oligomerizacién de SAMHD1. = Cada mondémero contiene dos
regiones reguladoras (triangulo) y un sitio de unién al sustrato (estrella). La activacion de
SAMHDL1 requiere la uniéon de GTP o dGTP (triangulos rellenos). También se muestra la
actividad dNTPasa y RNasa, y los niveles de dNTPs requeridos en cada forma (Ballana
and Esté, 2015).

Normalmente SAMHD1 se encuentra en equilibrio en forma de mondémero o
dimero. Cada mondémero contiene dos lugares de regulacion déonde se unen los
desoxinucleotidos (dNTPs). De modo que cuando los niveles de trifosfato de
desoxiguanosina (dGTP) son bajos, SAMHD1 se encuentra en forma de

mondémero o dimero, con actividad nucleasa pero no dNTPasa. Sin embargo,
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cuando los niveles de dGTP son elevados, se induce el cambio conformacional
de SAMHD1 a tetrdmero dotandolo de actividad dNTPasa (Figura 19).

En mamiferos SAMHD1 es la responsable de regular negativamente la
concentracién de dNTPs intracelulares. De manera que mediante su actividad
fosfohidrolasa es capaz de degradar los dNTPs a desoxinicleosido (dN) y
trifosfato inorganico (PPP) (Ji et al., 2014). El mantenimiento de unos niveles
apropiados de dNTPs intracelulares es critico en la replicacién y en la reparacién
del ADN durante la division celular, por lo que SAMHD1 participa en el
mantenimiento de la integridad gendmica de las células (Kretschmer et al.,
2015). Por otro lado, SAMHD1 restringe la retrotranscripcion virica al limitar la
concentraciéon de dNTPs intracelulares. En células quiescentes, como los
macréfagos y las células dendriticas, la concentracion de dNTPs intracelulares
tiende a ser 10 veces menor gracias a la alta expresion de SAMHD1. De este
modo éstas células estan protegidas frente a infecciones por retrovirus y
herpesvirus (Lahouassa et al., 2012; Schmidt et al., 2015). No obstante, el virus
de la inmunodeficiencia humana de tipo Il (VIH-II) y la mayoria de virus de la
inmunodeficiencia en simios (VIS) codifican la proteina virica X (Vpx), que
induce la degradacion de SAMHD1 via proteosoma permitiendo la acumulacion
de dNTPs (Hollenbaugh et al.,, 2014a). Ademas, SAMHDL1 tiene actividad
exonucleasa en sentido 3'-5’' sobre ADN y ARN monocatenario, Utiles en su
accion antivirica. Por otro lado, durante el ciclo celular los complejos formados
por CDK1 o CDK2 (Fase G1-S) fosforilan a SAMHD1, regulando negativamente
su actividad RNasa (Pauls et al., 2014; Yan et al.,, 2015). Por ultimo, se ha
relacionado a SAMHD1 con los mecanismos de reparacion de las roturas del
ADN de doble cadena. Asi pues, SAMHD1, a través del reclutamiento de CtBP-
interacting protein (CtIP), facilita la DNA end resection induciendo Ila

recombinacion homéloga (HR) (Daddacha et al., 2017).

= Enfermedades asociadas a Samhdl

SAMHD1 es una proteina cuya actividad enzimatica es esencial en el
metabolismo de los acidos nucleicos, asi que cualquier cambio en sus funciones

puede resultar en alguna patologia. Se han identificado distintas mutaciones que
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afectan negativamente a la actividad dNTPasa de SAMHDZ1 (Figura 20) (Mauney
and Hollis, 2018).
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Figura 20. Esquema del gen de SAMHDL1 y la localizacion de las mutaciones en AGS

y cancer. La proteina SAMHDL1 consiste en una region N-terminal con un motivo estéril
alfa (SAM) y un dominio catalitico histidina-aspartico (HD), y una region C-terminal. Se
han identificado mutaciones en pacientes con AGS que resultan en la pérdida de funcion
de SAMHDL1, y consecuentemente la desregulacion del metabolismo de acidos nucleicos.
También se han descrito mutaciones relacionadas con el cancer (Mauney and Hollis,
2018).

Por un lado, la pérdida de funcion de SAMHD1 causa la acumulacién de acidos
nucleicos enddgenos no procesados en el citosol. Estos son reconocidos como
si fueran patégenos invasores mediante las vias de reconocimiento de &cidos
nucleicos, como por ejemplo la via cGAS/STING, que culmina en la induccion de
la respuesta inmunitaria mediada por interferones de tipo | (Maelfait et al., 2016).
Es el caso de los pacientes con AGS, de los cuales el 13% tienen alguna
mutacion en el gen SAMHD1. Estas suelen resultar en la pérdida total de la

actividad enzimatica (Crow et al., 2015; Rice et al., 2009).

Por otro lado, durante el ciclo celular si los niveles de dNTPS son elevados se
pueden producir errores en la replicacion del ADN, la proliferacion incontrolada
de las células y cancer. En pacientes con leucemia linfocitica crénica (CLL) se
ha descrito que un 11% presentan mutaciones en el gen de SAMHD1 (Clifford et
al., 2014).
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= Modelo en ratén para el AGS: Samhdl ™

El modelo de raton knock-out de Samhd1 (Samhdl'/') (Rehwinkel et al., 2013) no
desarrolla un fenotipo similar al AGS. Asimismo, no presenta un incremento de
interferones de tipo | en el suero, aunque si se ha detectado la sobreexpresion
de genes estimulados por interferon (ISGs) en el bazo y en los macrofagos.
Ademas, los niveles de dNTPs intracelulares son mas altos que en el raton wild
type (WT). No obstante, el ratén Samhd1l” no es mas susceptible a la infeccion
por vectores de HIV-I, por lo que la concentracion de dNTPs no es un factor
limitante en el modelo de ratén. Sin embargo, el ratén Samhd1” es mas sensible
a la infeccién por el vector HIV-I, cuando esta modificado de manera que la
retrotranscriptasa (RT) tiene menor afinidad por los dNTPs. Esta sensibilidad
también se ha detectado en los cultivos primarios de macréfagos, células
dendriticas y fibroblastos de ratones deficientes en Samhdl. Por lo tanto,
Samhd1 en raton también limita la retrotranscripcion virica (Maelfait et al., 2016;
Rehwinkel et al., 2013). Este raton solamente mimetiza de manera parcial con el
fenotipo humano de AGS. No obstante, sirve como herramienta para entender la
funcion de Samhdl en el contexto de la autoinmunidad y de otras enfermedades

inflamatorias (Figura 21) (Roesch and Schwartz, 2013).
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Figura 21. SAMHD1 en humanos y ratones. Comparacion de los genes causantes de

AGS, los niveles de dNTPs intracelulares en los macréfagos y los efectos de SAMHD1
(Roesch and Schwartz, 2013).
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El complejo Ribonucleasa H2 (RNasaH2)

= Estructura y funciones del complejo RNasa H2

El complejo RNasa H2 esta formado por las subunidades RNASAH2A (301
aminoacidos), RNASAH2B (308 aminoacidos) y RNASAH2C (166 aminoécidos).
La proteina RNASAH2C se encuentra entre las otras dos subunidades
facilitando la cohesion del complejo. Esta se une a la region N-terminal de la
proteina RNASAH2B, la cual es capaz de interactuar con otras proteinas
mediante su region C-terminal. Ademas, la proteina RNASAH2A contiene en su
regién C-terminal el dominio catalitico y un motivo o/ que le permite anclarse al
heterodimero H2BC mediante la formacién de un motivo triple barrel (triple barril)
(Reijns et al., 2011; Shaban et al., 2010). La subunidad RNASAH2A esta dotada
de la actividad endoribonucleasa, mientras que las subunidades RNASAH2B y
RNASAH2C proporcionan estabilidad al complejo y facilitan la interaccion con
otras proteinas. No obstante, las tres subunidades son necesarias para su
actividad enzimatica (Figura 22) (Reijns et al., 2011; Shaban et al., 2010).

RNASEH2A

Figura 22: Estructura del complejo RNasa H2.  (A) Representacion del complejo RNasa
H2 humano. Se indica la regién C-terminal de la RNASAH2C (flecha roja) y la region C-
terminal de la RNASAH2A (flecha azul), donde se muestra el primer (asterisco gris) y el
tltimo residuo (asterisco azul). (B) Superficie electroestatica del complejo RNasa H2
humano. Zonas electropositivas (azul) y electronegativas (rojo) (Reijns et al., 2011).
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En los mamiferos el complejo RNasa H2 es la mayor fuente de actividad RNasa
H por lo que es fundamental en el mantenimiento de la integridad genomica. Su
actividad ribonucleasa le permite degradar el ARN en los hibridos ARN:ADN
(Jackson and Bartek, 2009). Asimismo, durante la replicacion del ADN, es capaz
de eliminar los cebadores de ARN en la cadena discontinua formada por los
fragmentos de Okazaki (Chon et al., 2013). Ademas forma parte del mecanismo
de vigilancia durante la replicacion del ADN, ya sea localizando y escindiendo
ribonucledtidos para facilitar la intervencién de enzimas reparadoras, o bien
eliminando directamente los R-loops que se generan durante la transcripcion
(Chon et al., 2009, 2013; Hiller et al., 2012; Pizzi et al., 2015).

= Enfermedades asociadas a RNasaH2

El complejo RNasa H2 tiene un papel fundamental en el metabolismo de los
acidos nucleicos, por lo que una alteracién en sus funciones puede causar
diversas patologias. Se han identificado distintas mutaciones que reducen
drasticamente su actividad ribonucleasa, causando la acumulacion de hibridos
ARN:ADN endégenos en el citosol (Reijns et al., 2011). Estos son reconocidos a
través de las vias de sefializacion de acidos nucleicos cGAS/STING, que
culminan en la induccion de las respuesta inmunitaria mediada por IFNs de tipo |
(Mackenzie et al., 2016; Pokatayev et al., 2016). Es el caso de los pacientes con
AGS, de los cuales el 53% tienen alguna mutacién en el gen que codifica para
alguna de las tres subunidades que forman el complejo (Figura 23) (Crow et al.,
20064a, 2015).

Las mutaciones identificadas disminuyen parcialmente la actividad ribonucleasa
del complejo RNasa H2. Esta reduccion se produce mediante la inactivacion del
dominio catalitico, la alteracion en la interaccién con proteinas o acidos
nucleicos, o la desestabilizacion de la formacién del complejo (Chon et al., 2009;
Coffin et al., 2011). De hecho, todos los mutantes de la RNasa H2 mantienen su
actividad catalitica, por lo que la pérdida total de su funcion es letal (Perrino et
al., 2009).
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Figura 23. Mutaciones en el gen de la RNASA H2C que causan AGS. (A) Mapa
genético del cromosoma 11q13.1. (B) Estructura del gen RNASA H2C y sus

mutaciones. (C) Las dos mutaciones afectan residuos conservados en mamiferos. Hs,
Homo sapiens; Bt, Bos Taurus; Cf, Canis familiaris; Mm, Mus msuculus; Rn, Rattus
norvegicus. Los aminodacidos sustituidos se muestran en rojo. (D, E) Secuencia
electroferograma de las mutaciones de Rnasa h2c 428A->T (d) y 205C->T (e) (Crow et
al., 2006a).

= Modelo en ratén para el AGS: RNasa H2 ReIWREMW

La secuencia de los genes que codifican para las tres subunidades del complejo
RNasa H2 es muy similar entre humanos y el modelo en ratén. Por ende, la
estructura del complejo RNasa H2 también es muy parecida (Reijns et al., 2011).

Asi pues, se han generado distintos modelos de raton para el estudio de las
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mutaciones detectadas en pacientes con AGS (Rabe, 2013). Algunos ejemplos
son el modelo de raton knock-in Rnasa h2a con la mutacion G37S
(RNasah2a®®"®) no viable (Pokatayev et al., 2016), el knock-in Rnasa h2b con la
mutaciéon A174T (RNasah2b'™") viable (Mackenzie et al., 2016) o el ratén
knock-out de Rnasa h2c (Rnasa h2c'/') no viable (Hiller et al., 2012).

El ratén knock-in Rnasa h2c con la mutacién R69W (Rnasa h2¢®W/ReW

) (Datos
no publicados) es viable pese a tener la actividad enzimatica del complejo
reducida al 35% (Chon et al., 2009). Estos ratones knock-in mimetizan la
alteracion del aminoacido R69W (cambio de C a T) que padecen algunos
pacientes con AGS (Crow et al., 2006b). Esta mutacion hace que el complejo
RNasa H2 pierda estabilidad y consecuentemente disminuya su actividad RNasa
H. No obstante, este modelo sirve como herramienta para entender la funcion de
RNasa H2 en el contexto de la autoinmunidad y de otras enfermedades

inflamatorias.
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Hipoétesis
Durante la activacién proinflamatoria los macréfagos producen grandes
cantidades de especies reactivas de oxigeno que pueden dafar el ADN. La

proteina Samhdl y el complejo RNasa H2 protegen a los macréfagos de dicho

dafo.

Objetivos

- Evaluar la funcion de Samhdl y RNasa H2 en los macrofagos activados con

estimulos proinflamatorios.

- Estudiar el papel de Samhdl y RNasa H2 en modelos de enfermedades

autoinmunitarias y de inflamacion.
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Ratones

Se utilizaron ratones de 6-11 semanas hembras C57BL/6JR] de la casa

comercial Janvier Laboratories (Le Genest-Saint-Isle, Francia).

Los ratones Samhd1™ (Rehwinkel et al., 2013) y Rnasa h2ReoW/REIW (Datos no
publicados), fueron cedidos amablemente por el Profesor David Bonthron (Leeds
Institute of Molecular Medicine, Universidad de Leeds). Ambas colonias fueron

generadas en un background C57BL/6JR].

Los ratones fueron mantenidos en condiciones specific pathogen free (SPF) en
el estabulario del Parque Cientifico de Barcelona (PCB-PRBB) o en el
estabulario de la Universidad de Barcelona de la facultad de Psicologia o
Biologia. (CCiTUB).

Los procedimientos de experimentacion animal fueron aprobados por el Comité
Etico de Experimentacion Animal (CEAA) de la Generalitat de Catalunya,

nimero 9158.

Cultivos celulares

Los macréfagos derivados de médula 6sea (BMDM) se obtuvieron a partir de
ratones de 6-11 semanas como se ha descrito anteriormente (Celada et al.,
1984). Las células de la médula ésea se obtuvieron de los fémures y de las
tibias. Se cultivaron en 4 placas de cultivo de plastico (150 mm) por raton, en
medio DMEM (Lonza, Basel) con un 20% de suero fetal bovino (FBS) (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) y un 30% de medio condicionado de
células L929 (fuente de M-CSF). Ademas, el medio de cultivo se suplementé con
penicilina (100U/ml) y estreptomicina (100ug/ml) (Sigma Aldrich, Sant Louis,
MO). Las células se incubaron a 37°C en una atmosfera hiimeda con un 5%CO,.
Después de 7 dias de cultivo, se obtiene una poblacién homogénea (>99%
F4/80" CD11b") de macréfagos adherentes a razén de unos 120x10° de células
por ratdén. Antes de someter a los macréfagos a distintos estimulos, se cultivaron
en medio sin factores de crecimiento durante 16-18 horas para sincronizarlos en

el ciclo celular.
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Reactivos

Las citocinas y los factores de crecimiento utilizados son proteinas
recombinantes de origen murino. El IFN-y y la IL-4 fueron adquiridos de R&D
Systems (Minnneapolis, MN), el GM-CSF de Preprotech (Rocky Hill, New
Jersey) y el LPS (E. coli serotipo 0127:B8, L3129) de Sigma Aldrich (Sant Louis,

MO). Se utilizaron en concentraciones saturantes (10ng/ml).

Todos los reactivos quimicos utilizados fueron obtenidos en su maximo grado de
pureza a través del proveedor Sigma Aldrich (Sant Louis, MO), a no ser que se

especifique otro proveedor.

Genotipacion
=  Obtencién del ADN gendémico

Se utilizaron los trozos de orejas obtenidos en los marcajes de los ratones. Se
colocaron en un tubo Eppendorf y se afiadieron 17ul del tampén de digestion
(50mM Tris pH=8, 20mM NacCl, 1mM EDTA pH=8, 1%SDS) y 3ul de proteinasa
K (20mg/ml) (Roche, Basel, Basel-Town). Se incubaron en un bafio a 55°C
durante 2 horas. Se realiz6 un vortex de 10 segundos y se afiadieron 500ul de
agua milli-Q. Se hirvieron las muestras durante 5 minutos, se centrifugaron

brevemente y se conservaron a 4°C hasta que se realizo la PCR.
= Genotipacion de los ratones Samhd1™”

Tal y como indica el fabricante se utilizé la GoTag G2 Hot Start Green Master
Mix (Promega, Madison, WI) con los cebadores (20uM) (Sigma Aldrich)
indicados en la Tabla 1. Se realiz6 la reaccion de PCR siguiendo las siguientes
indicaciones: 94°C 5’; 35 ciclos de 94°C 30", 64°C 30" y 72°C 1’; 72°C 10'. Se
cargaron 15ul de muestra en un gel de agarosa al 1% (Sigma Aldrich). Tras
correr el gel, se identifico el alelo WT (535pb), KO (346pb) y flanqueado (636pb).
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Cebador Secuencia
A1494 (BO) TTTGGTTCTAGGCACTCTTCTG
A485 (C0) TCTCCTTATGGATGGTTGTAAGCC
PJR259 (DO0) ACGAAGTTATATTATGTACCTGACTGAT

Tabla 1. Cebadores utilizados en la genotipacion de los ratones Samhd1 ™.

= Genotipacion de los ratones  Rnasa h2c REWIRGOW

Tal y como indica el fabricante se utilizé la GoTag G2 Hot Start Green Master
Mix (Promega, Madison, WI) con los cebadores (10uM) (Sigma Aldrich)
indicados en la Tabla 2. Se realiz6 la reaccion de PCR siguiendo las siguientes
indicaciones: 94°C 2’; 30 ciclos de 94°C 30", 58°C 30" y 72°C 30"”; 72°C 3'. Se
cargaron 15ul de muestra en un gel de agarosa al 1% (Sigma Aldrich). Tras
correr el gel, se identificé el alelo WT (400pb) y KI (500pb).

Cebador Secuencia
BspE-F GCAGCAGCGGTACGTATACTC
BspE-R CTAAGGTGCCCACAGACTCAG

Tabla 2. Cebadores utilizados en la genotipacion de los ratones ~ Rnasa h2¢ Re9W/ReW,

Analisis de la expresion génica
=  Extraccion y purificacion del ARN

La extraccion del RNA total, purificacion y el tratamiento con ADNasa de los
macrofagos se realizd siguiendo el protocolo para células adherentes del kit

ReliaPrep™ RNA Cell Miniprep System (Promega).

En el caso de los tejidos se incubaron las muestras con TRIzol® Reagent
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) a temperatura ambiente durante 5 minutos,
y se realizé la purificacion y el tratamiento con ADNasa siguiendo el protocolo
para tejidos del kit PureLink™ RNA Mini Kit (Ambion, Thermo Fisher Scientific).
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= PCRreversa

Para la sintesis de ADNc a partir de muestras de macrofagos se utilizaron 500ng
de ARN total cuantificados previamente con un espectrofotémetro Nanodrop ND-
100 (Thermo Fisher Scientific). En el caso de los tejidos se utiliz6 1ug de ARN
total. En la retrotranscripcion se utilizo la transcriptasa reversa Moloney murine
leukemia virus (M-MLV) RNasa H Minus Point Mutant (Promega) tal y como

describe el fabricante.
= PCR en tiempo real

Para la PCR en tiempo real se utilizd6 SYBR Green PCR Master Mix 1X (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific) tal y como indica el fabricante con la
excepcion de que el volumen final de la SYBR Green PCR Master Mix fue de
10ul. Como controles negativos se utilizaron muestras de ARN sin
retrotranscribir en cada gen. Cuando se detect6 sefial en los controles negativos
(<32Ct), el par de cebadores utilizado fue descartado y remplazado por otros
cebadores alternativos para el mismo gen. Ademas, se calculd la eficiencia de la
amplificacion para cada par de cebadores mediante el uso de una curva
estandar generada a partir de diluciones seriadas de muestras de ADNC.

Solamente se utilizaron cebadores con una eficiencia del 100+10%.

La monitorizaciéon de la PCR se realiz6 por triplicado mediante el sistema de
PCR ABI Prism 7900 (Applied Biosystems) y el software de andlisis SDS
(Applied Biosystems). Los datos se analizaron con el método Relative Standard
Curve (Larionov et al., 2005) y se mostraron como los niveles relativos de ARNm
del gen de interés normalizados respecto a los genes controles de expresién
constitutiva L14, Hprtl y Sdha para cada muestra. Se utilizaron los cebadores

descritos en la Tabla 3.
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Gen Cebador directo Cebador reverso
Arg-1 TTGCGAGACGTAGACCCTGG CAAAGCTCAGGTGAATCGGC
Catalasa TTTTGCCTACCCGGACACTC GGGGTAATAGTTGGGGGCAC
Ccl5 ACGTCAAGGAGTATTTCTACAC GATGTATTCTTGAACCCACT
Cxcl10 ATGACGGGCCAGTGAGAATG ATTCCGGATTCAGACATCTCT
Fizz-1 TCTGCCCCAGGATGCCAACTTTGA GTCCAGTCAACGAGTAAGCACAGGC
Hprtl ATCATTATGCCGAGGATTTGG GCAAAGAACTTATAGCCCCC
Ifid4 CTGATTACAAAAGAAGACATGACAGA AGGCAAAACCAAAGACTCCA
Ifitl TCTAAACAGGGCCTTGCAG GCAGAGCCCTTTTTGATAATGT
Ifit3 TGAACTGCTCAGCCCACA TCCCGGTTGACCTCACTC
I-18 TGGGCCTCAAAGGAAAGAAT CAGGCTTGTGCTCTGCTTGT
1I-6 CCAGAGATACAAAGAAATGATGG ACTCCAGAAGACCAGAGGAAAT
L14 TCCCAGGCTGTTAACGCGGT GCGCTGGCTGAATGCTCTG
Nos-2 GCCACCAACAATGGCAACA CGTACCGGATGAGCTGTGAATT
Oasla GCTGCCAGCCTTTGATGT TGGCATAGATTCTGGGATCA
p21 TGAGGAGGAGCATGAATGGAG GAACAGGTCGGACATCACC
Rnasah2a CGAGACAAGGCTGTGAAGAAC TGTGCTCCAACTGAACCGTA
Rnasah2b TCTCTGGTGGTCAGGTTTCC TTTCTTTGATGGAGGGTTGG
Rnasah2c AGATGCCAAAGTGCATAGGG CCACAGACTCAGGCATTGTG
Samhd1l CAGCTCATTCGGGTGTACTGT GTGGCTTGGTGAAGTCCCT
Sdha TGGGGAGTGCCGTGGTGTCA CATGGCTGTGCCGTCCCCTG
Sod1 GGAACCATCCACTTCGAGCA CCCATGCTGGCCTTCAGTTA
Sod2 AGGAGAAGTACCACGAGGCT GCAGGCAGCAATCTGTAAGC
Tof-B GAGACGGAATACAGGGCTTTC TCTCTGTGGAGCTGAAGCAAT
Tnf-a CCAGACCCTCACACTCAGATC CACTTGGTGGTTTGCTACGAC

Tabla 3. Cebadores utilizados en las PCR en tiempo real.

Analisis proteico

= Extraccion de proteina

Se lavaron los macréfagos con tampon fosfato salino (PBS) frio. Para la lisis se
utilizé el tampén de lisis TGH 250mM (50mM HEPES pH=7,5, 250mM NaCl, 1%
triton, 10% glicerol y agua mQ) suplementado con un coctel de inhibidores
(1pg/ml aprotinina y leupeptina, 0.86mg/ml iodacetamida, 1mM ortovanadato,
0.2mg/ml PMSF y 1mM DTT) (Sigma Aldrich). Se incub6 durante 30 minutos en

el agitador orbital a 4°C. A continuacién, se centrifugaron las muestras a
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12000rcf y se guardd el sobrenadante donde se encuentran las proteinas.
Después se realiz6 la cuantificacion de las proteinas mediante el método
Bradford con el reactivo Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para él andlisis se utiliz6 el
espectrofotémetro EIx800 (BioTek, Winooski, Vermont) con el software KC
Junior (BioTek).

= Electroforesis y transferencia

Para la electroforesis se cargaron 50ug de proteina de cada muestra y se utilizo
el marcador de peso molecular ECL Rainbow. (Amersham, GE Healthcare,
Chicago). Previamente se afiadié Laemmli Sample Buffer con 3-mercaptoetanol,
y se incubaron a 95°C durante 5 minutos. Se realizé la electroforesis de las
muestras de interés en geles SDS-PAGE con un porcentaje de acrilamida del
10%. Los geles se transfirieron a membranas de PVDF iBlot2 Regular Transfer
Stacks (Thermo Fisher Scientific), mediante el sistema de trasferencia iBlot2 Dry

Blotting (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante.
= Western Blot de Samhd1l

Las membranas fueron bloqueadas para evitar uniones inespecificas durante 1
hora a temperatura ambiente (5% de leche desnatada en Tris buffer saline-
Tween (TBS-T) 0,1%). Después se incubaron con el anticuerpo primario anti-
Samhdl (Ratén, monoclonal) diluido a 1:500 (v/v) (Abcam, Cambridge) en
solucién bloqueante (TBS-T 0,1% y 5% de albamina sérica bovina, BSA) durante
una noche (O/N) a 4°C. Tras 3 lavados de 5 minutos con TBS-T 0,1%, las
membranas se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (dilucion
1:2000), conjugado a la enzima peroxidasa de rabano (HRP), en solucion
blogueante (TBS-T 0,1% y 5% leche) durante una hora a temperatura ambiente.
Por dltimo, se realizaron 3 lavados de 5 minutos con TBS-T 0,1%. Se utilizo
como control de carga la B-actina, que se determiné mediante el anticuerpo anti-
B-actina (Raton, monoclonal) diluido a 1:10000 (v/v) (Sigma Aldrich).

Para el revelado se utilizé el kit de revelado ECL (Amersham) con sustratos
quimioluminiscentes sobre la membrana y peliculas de detecciéon de

guimioluminiscencia (Fujifilm, Valhalla, New York). Las bandas se cuantificaron
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por densitometria con el software de analisis ImageJ (Fiji, National Institutes of
Health, Bethesda, MD).

Citometria de flujo
= Tincién de marcadores extracelulares

Los macrofagos se resuspendieron en PBS y se distribuyeron en placas de 96
pocillos con fondo en V (BD, Franklin Lakes, New Jersey) a razén de 1x10°
células/pocillo. Se centrifugaron a 3000rcf 3 minutos a 4°C. Cuando fue
necesario se utilizé una solucion para fijar las células (PBS con un 4% de
paraformaldehido) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugaron
a 3000rcf 3 minutos a 4°C. Para evitar las uniones no especificas de los
anticuerpos a los receptores FcyR, se incubaron los macréfagos durante 15
minutos a 4°C con anticuerpos anti-CD16/CD32 (Rata, monoclonal) (dilucién
1:50) (Tonbo Biosciences, San Diego, CA). Para la tincion de los diferentes
marcadores celulares, se afiadi® una mezcla de los anticuerpos
correspondientes durante 30 minutos a 4°C en la oscuridad. Los anticuerpos
conjugados con fluorocromos utilizados (Rata, monoclonal) se muestran en la

Tabla 4. Se utilizaron los controles de isotipo correspondientes.

Antigeno  Fluorocromo Dilucién Casa comercial
F4/80 APC 1:100 Biolegend (San Diego, CA)
CD11b PE 1:100 BD Pharmigen
Ly6C FITC 1:50 Biolegend

Tabla 4. Anticuerpos fluorescentes utilizados en el andlisis por citometria de flujo.
= Ciclo celular

Los macréfagos se lavaron con PBS y a continuacion se fijaron con etanol al
95% O/N a 4°C. Los macrofagos fueron tefiidos con el reactivo FxCycle
PI/RNase Staining Solution (Thermo Fisher Scientific) tal y como indica el
fabricante. El contenido en DNA de las células se analiz6 a través del marcaje

con yorudo de propidio (IP) mediante el canal FL3 del citémetro. Se analiz6 el
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ciclo celular (GO/G1, S y G2/M) mediante el software de analisis MultiCycle 4 AV

for Windows (Phoenix flow systems, San Diego, California).
= Analisis de las ROS

Para medir las ROS totales los macréfagos se incubaron con 50uM de 2'7'-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCF-DA) (Sigma Aldrich) en medio de
cultivo durante 20 minutos a 37°C en oscuridad. Se realizaron dos lavados con
PBS frio. Se recogieron las muestras en PBS con un 5% de FBS y se afiadio
DAPI. Mediante el canal FL1 del citbmetro se analizaron las ROS. En algunos
experimentos se utilizé 10mM N-acetil cisteina (NAC) (Sigma Aldrich) 20 minutos

antes de tratar las células.
= Estrategia general para el analisis de las muestras

Después de la tincion las muestras fueron analizadas en el citémetro de flujo
Gallios (Beckman Coulter, Brea, CA). Se seleccionoé la poblacion de macrofagos
segun la dispersion de la luz lateral (complejidad) (SS-Area (A)) y la frontal
(tamafio) (FS-A). A continuacién, se descartaron los agregados celulares
mediante los parametros FS-A y FS-Width (W). Cuando fue posible, se
seleccionaron las células vivas mediante la tincion con DAPI (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific) (Figura 24). Los datos obtenidos del citdmetro fueron
analizados con el software de analisis FlowJo version 7.6 (Ashland, Oregon).

SS-A /| FS-A FS-W / FS-A DAPI /| FS-A
& Células vivas
AT Y

Macréfagos
88,4% 3
Células individuales
90%

Seie ’. Z

Figura 24. Estrategia para el andlisis mediante citometria de flujo. El FS-A esta
representado en el eje X, mientras que el SS-A, el FS-W y el DAPI estan representados

eneleje.
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Proliferacion celular

El kit Cell Proliferation ELISA BrDU (Roche) se utiliz6 siguiendo las instrucciones
del fabricante. Los macréfagos fueron cultivados en placas de 96 pocillos a
razén de 25000 células/pocillo. Las células se incubaron a 37°C en una
atmosfera himeda con un 5%CO,. Se utilizd6 el espectrofotometro EIx800

(BioTek) con el software KC Junior (BioTek).

Microscopia de fluorescencia
= Histona y-H2AX

Los macréfagos fueron cultivados sobre lentes (12mm) en placas de 24 pocillos
(Falcon, Thermo Fisher Scientific) a razon de 500000 -células/pocillo. Se
cultivaron en medio sin factores de crecimiento. Tras 16-18 horas las células se
trataron con los estimulos indicados. Posteriormente se lavaron las células con
PBS y se incubaron en solucién fijadora (3,7% de formaldehido en PBS) durante
10 minutos a temperatura ambiente. Las células se lavaron y se incubaron en
tampon de permeabilizacion (0,2% Triton X-100 en PBS) durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Las muestras se incubaron en tampén bloqueante
(2%FBS y 1:250 anti-CD16/CD32 en PBS) a temperatura ambiente. Después de
20 minutos se incubaron con el anticuerpo primario anti-phospho-H2AX (Ratén,
monoclonal) (Millipore) dilucién 1:400 (v/v) en tampoén de anticuerpo (2%FBS,
0,25% Tween-20 y 1:250 anti-CD16/CD32 en PBS) O/N a 4°C. Se lavaron las
muestras con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-lgG-AF488
0 AF568 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) dilucion 1:500 (v/v) en tamp6n de
anticuerpo 45 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Las muestras se
lavaron con PBS vy se tifieron los nucleos con DAPI (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific) durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Las
muestras se lavaron con PBS y se realizo otro lavado con agua destilada. Para
el montaje de las muestras se utilizaron portaobjetos (StarFrost, Knittel,
Bielefeld, Alemania) y el medio de montaje Prolong Gold (Invitrogen, Thermo

Fisher Scientific) tal y como indica el fabricante.
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Las muestras se analizaron mediante el microscopio confocal SP2 (Leica,
Wetzlar) y el software de analisis Image J (Fiji, National Institutes of Health,
Bethesda, MD).

Modelo animal: EAE

Los experimentos se realizaron en el estabulario de la Universidad de Barcelona
de la Facultad de Biologia. El procedimiento de experimentacion animal EAE fue
aprobado por el Comité Etico de Experimentacion Animal (CEAA) de la

Generalitat de Catalunya, nUmero 9369 (Mansilla et al., 2015).
= Induccion de la EAE

Se utilizaron ratones hembras de 8-9 semanas. Los animales fueron
anestesiados con una solucion de Ketamina (42,5mg/kg) (Imalgene, Merial,
Lyon) y Xilacina (6,5mg/kg) (Rompun, Bayer, Leverkusen). Los ratones fueron
inmunizados con 100ug de la glucoproteina oligodendrocitica mielinica 40-55
(MOG40.55, YRSPFSRVVHLYRNGK) (cedido amablemente por el Dr. Gerardo
Acosta, Universitat de Barcelona, Espafia), emulsionado en adyuvante completo
de Freund (Sigma Aldrich) con 4mg/ml de Mycobacterium tuberculosis (cepa
H37RA, Difco, Detroit, MI), para generar la respuesta autoinmune contra la
lipoproteina neural. Para ello se realizaron 4 inyecciones subcutaneas en las
axilas y en las ingles (50ul/lugar). Ademas, se administr6 400ng de la toxina
Bortedella Pertussis (Sigma Aldrich) por la via intraperitoneal los dias 0 y 2 para

incrementar la permeabilidad de la barrera hematoencefalica.
= Monitorizacién de la EAE

El control y seguimiento de los animales se realizd desde el dia de la induccion
del modelo EAE hasta el momento del sacrificio de los animales. Se evalud el
peso del animal, las manifestaciones clinicas y los efectos adversos mediante un
sistema de puntuaciones. Se realiz6 en doble ciego por dos observadores

distintos.
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Score clinico

0, Asintomatico; 0'5, Paresia cola; 1, Pardlisis cola; 1'5, Paraparesia o debilidad
de las patas traseras; 2, Paraparesia severa; 2'5, Paraplejia o paralisis de las
extremidades posteriores; 3, Tetraparesia o debilidad de las patas delanteras; 4,
Tetraparesia severa; 5, Tetraplejia/moribundo; 6, Muerte por sacrificio o de

manera espontanea.
Score de efectos adversos

Automutilaciones o vocalizaciones extrafias (0: No, 3: Si), aspecto (0: Normal, 1:
Pelaje en mal estado, 2: Pelaje en mal estado y presencia de secreciones
oculares y nasales, 3: Postura anormal), conducta agresiva o comatoso (0: No,
3: Si) y peso del animal (0: Normal, 1: Pérdida inferior al 10%, 2: Pérdida entre
10 y 20%, 3: Pérdida de peso superior al 20%).

= Medidas correctoras y criterio de punto final

Debido a la pérdida de movilidad de los ratones se utilizaron tetinas mas largas
en los biberones para facilitarles el acceso al agua. También se les facilitd
pienso en el suelo de la jaula. Cuando los ratones alcanzaron un score clinico de
3 se les administré6 1 ml/dia suero glucosado (10%) por la via subcutanea. Los
animales fueron sacrificados cuando el score clinico era igual o superior a 4, el
score de efectos adversos era superior a 8, el animal estaba comatoso o con

automutilaciones, o habia sufrido una pérdida de peso superior al 20%.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos se realizd el test no paramétrico
Wilcoxon o Mann-Whitney U cuando la n24 y la prueba T de Student cuando la
n=3. En las comparaciones de dos o mas variables, se utiliz6 el test ANOVA de
dos factores seguido del test de comparacion mdltiple de Bonferroni. En las
curvas de supervivencia se utilizé el test Mantel-Cox (log-rank) y el test Gehan-
Breslow-Wilcoxon. El tratamiento de los datos se realiz6 mediante el software de

andlisis estadistico GraphPad Prism 5 (GraphPad, San Diego, California).
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Samhd1 y RNasa H2 en los macrofagos

Los estimulos proinflamatorios en los macrofagos inducen a
Samhdl, mientras que la expresion del complejo RNasaH2 no se
modifica

Samhdl es la fosfohidrolasa encargada de regular negativamente la
concentracién de dNTPs intracelulares (Ji et al., 2014), mientras que el complejo
RNasa H2 es la mayor fuente de actividad RNasa H en los mamiferos (Cerritelli
and Crouch, 2009). Dada sus funciones, estas proteinas se expresan
ubicuamente, aunque en humanos SAMHD1 se expresa de manera distinta
entre los distintos tejidos y los tipos celulares (Schmidt et al., 2015). Con el fin de
estudiar la importancia de Samhdl y RNasa H2 en el sistema inmunitario, se
evaluo la expresion de ARN mensajero (ARNm) en distintos tejidos de ratén

mediante PCR en tiempo real.

La expresion de Samhdl se detecté en todos los tejidos analizados. No
obstante, se observé un aumento significativo de su expresion en tejidos con
gran infiltracién de células inmunitarias, como son el bazo y la cavidad peritoneal
(Figura 25).
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Figura 25. Distribucion tejido-especifica de Samhdl. Se obtuvo el ARNm en los
tejidos de ratdn indicados y se midid la expresion de Samhdl mediante PCR en tiempo
real. Los resultados muestran la media y la desviacion estandar de 3 experimentos

independientes.
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Respecto a la RNasa H2 se detectd la expresion de los tres genes de las
subunidades que componen el complejo Rnasah2a, Rnasah2b y Rnasah2c en
todos los tejidos estudiados. Ademas, se observaron niveles elevados de ARNm
en el bazo y en la cavidad peritoneal, como se observd en el analisis de la
expresion de Samhdl. Por ultimo, también se detectd un aumento significativo
en la expresion de las tres subunidades que forman el complejo RNasa H2 en el
timo (Figura 26).

En conjunto estos resultados indican que la mayor expresion de los genes
Samhdl, Rnasah2a, Rnasah2b y Rnasah2c se produce en lugares anatémicos
con alta actividad del sistema inmunitario, especificamente en los tejidos con
gran infiltracion de macroéfagos. Por lo que estas proteinas podrian tener un

papel importante en la biologia de estas células.

En primer lugar, intentamos determinar si la expresion de Samhdl, Rnasah?2a,
Rnasah2b y Rnasah2c podria estar relacionada con la actividad de los
macrofagos. Para ello estudiamos su expresiéon en estas células tratadas con
diferentes estimulos. A partir de la médula ésea de ratdn se obtuvieron
macrdéfagos in vitro tal y como se indica en el apartado “Materiales y métodos”.
Posteriormente, se incubaron estos macréfagos derivados de médula ésea con
concentraciones saturantes de estimulos proinflamatorios (IFN-y y LPS),
antiinflamatorios (IL-4) o proliferativos (M-CSF y GM-CSF). Tras los distintos
tratamientos se extrajo el ARN de los macréfagos, y mediante PCR en tiempo
real se determinaron los niveles de ARNm.
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Figura 26. Distribucion tejido-especifica de Rnasah2a, Rnasah2b y Rnasah2c . Se
obtuvo el ARNm en los tejidos de raton indicados y se midio la expresion de Rnasah?2a,
Rnasah2b y Rnasah2c mediante PCR en tiempo real. Los resultados muestran la media y
la desviacion estandar de 3 experimentos independientes.

En los macrofagos activados con estimulos proinflamatorios IFN-y o LPS, se
detectaron niveles elevados de ARNm de Samhdl1 con un maximo a las 6 horas
de incubacion. El tratamiento de los macréfagos con el estimulo antinflamatorio

IL-4 o con estimulos proliferativos M-CSF o GM-CSF no modifico la expresion de
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Samhdl (Figura 27A). Para comprobar que el aumento de ARNmM se
correlacionaba con la traduccién de la proteina Samhdl se realizé una
determinacion de ésta utilizando la técnica de Western blot. Para ello se
utilizaron macréfagos derivados de médula 0sea y se incubaron durante 24
horas con los estimulos sefialados anteriormente. Se obtuvieron muestras de
proteina y se realiz6 la técnica Western blot seguida de la deteccién de la
proteina Samhdl con anticuerpos especificos. En los macréfagos activados con
los estimulos proinflamatorios IFN-y y LPS se detecté un incremento en la
produccion de la proteina Samhd1, aunque era mucho mayor en los macréfagos
estimulados con IFN-y (Figura 27B). Por lo tanto, esta proteina podria ejercer

funciones criticas durante la respuesta inflamatoria de los macréfagos.
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Figura 27. Samhdl se induce en los macrofagos por estimulos proinflamatorios.

Los macrdfagos derivados de médula 6sea se cultivaron en presencia de los estimulos y
en los tiempos indicados. (A). Se obtuvo el ARNm y se midié la expresion mediante PCR
en tiempo real. Los resultados muestran la media y la desviaciéon estandar de 3
experimentos independientes. (B) Se obtuvo la proteina tras 24 horas de estimulo y se
analizaron los niveles mediante Western blot. Los resultados son representativos de 3

experimentos independientes.
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No existen mutaciones que impliquen la pérdida total de la actividad enzimatica
del complejo RNasa H2, debido a que su ausencia total es letal. Ademas, como
se mencioné anteriormente, su expresion es especifica en tejidos con gran
infiltracion de células inmunitarias (Figura 26). Se trataron los macréfagos con
los estimulos mencionados anteriormente y se determiné la expresion de las 3

subunidades que forman el complejo RNasa H2.

Los niveles de los genes Rnasah2a, Rnasah2b y Rnasah2c se mostraron
constantes en todas las condiciones estudiadas (Figura 28). Sin embargo, esto
no descarta que la actividad enzimatica del complejo RNasa H2 pudiera ser

critica en la biologia macrofago.

En resumen, estos datos sugieren que las actividades enzimaticas de la proteina
Samhdl y del complejo RNasa H2 podrian estar relacionadas en el
mantenimiento de la homeostasis del sistema inmunitario, donde el macréfago

juega un papel protagonista.
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Figura 28. El complejo RNasa H2 en los macré6fagos no se modifica mediante

activadores o factores de crecimiento. Los macréfagos derivados de médula 6sea se
cultivaron en presencia de los estimulos y en los tiempos indicados. Se obtuvo el ARNm y
se midid la expresion mediante PCR en tiempo real. Los resultados muestran la media y

la desviacion estandar de 3 experimentos independientes.

96



El rol de los macrofagos en el Sindrome de Aicardi-Goutieres

La ausencia de Samhdl o Rnasa h2c en ratones se asocia con una
sobreexpresion de los genes estimulados con interferon (ISGs)

Para estudiar el rol de la proteina Samhdl y del complejo RNasa H2 en los
macrofagos, se utilizaron los modelos en ratén para el AGS, Samhd1” y Rnasa
h2cReWREW "E| ratén Samhd1l” es un knock-out al que se le ha eliminado el
exén 2 del gen Samhdil, lo que implica la pérdida total de la proteina. Sin
embargo, dada la incompatibilidad con la vida del knock-out Rnasa h2c, se

utilizé el modelo de ratén knock-in Rnasa h2¢~**"/RW

gue mimetiza la mutacion
R69W en pacientes con AGS. Esta mutacion impide el correcto ensamblaje del
complejo RNasa H2, reduciendo su actividad catalitica hasta el 35%. La pérdida
total de la proteina Samhdl y la drastica disminucién de la actividad del
complejo RNasa H2 no afecta a la viabilidad de los ratones. Ademas, no
desarrollan espontaneamente ninguna enfermedad autoinmune, contrariamente
a lo que se ha visto en el modelo de raton de AGS Trex1” (Morita et al., 2004b;
Pereira-Lopes et al., 2013). En humanos se han definido distintos biomarcadores
moleculares para el diagndstico del AGS, como la presencia de niveles elevados
de IFN-a en el liquido cefalorraquideo. Sin embargo, en los dltimos afios, el
biomarcador mas claro y facil de detectar es la sobreexpresion de un amplio
repertorio de genes estimulados por IFN de tipo | (ISGs) en las células de la
sangre periférica (Rice et al., 2013b). Dada la ausencia aparente de la

R69W/R69W

enfermedad en los modelos de AGS Samhd1™ y Rnasa h2c se analizo

la expresion de ARNm de varios I1SGs.

En los pacientes que sufren AGS se encuentra afectado sobretodo el cerebro y
el corazén, por lo cual para el estudio de los ISGs en nuestros modelos animales
se obtuvieron muestras de estos tejidos. Concretamente se analiz6 la expresién
de ARNm de los genes Ifitl, Ifi44, Ifit3, Cxcl10, Ccl5 y Oasl mediante PCR en
tiempo real. Se detecté un aumento de ARNm de los ISGs en el cerebro y en el
corazon de los ratones Samhd1™ y Rnasa h2cR**"/R*W (Figura 29 yFigura 30).
Por lo tanto, pese a las discrepancias patoldgicas entre ratones y humanos
respecto al AGS, estos modelos son una gran herramienta para el estudio de la
funcion de Samhdl y del complejo RNasa H2 en los macréfagos durante el

proceso inflamatorio.
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Figura 29. Sobreexpresion de 1SGs en el cerebro y el corazén de los ratones
Samhd1™. Se obtuvo el ARNm en los tejidos indicados de los ratones Samhd1™ y
mediante PCR en tiempo real se midi6 la expresion de los ISGs indicados. Los resultados
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Los resultados se muestran de manera individual (6 WT y 5 Rnasa h2c ), media 'y

desviacion estandar. *P<0.05 y **P<0.01.
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Una vez validados los modelos de ratén Samhdl”™ y Rnasa h2cReW/ReW,

quisimos determinar si la sobreexpresion de los ISGs también sucedia en los

macrofagos.

Para ello se obtuvieron macréfagos diferenciados a partir de la médula 6sea de
ratones WT, Samhdl” o Rnasa h2cF™"VR*W  Ademas, los cultivos fueron
activados con estimulos proinflamatorios (IFN-y o LPS) durante 24 horas. Se
analizé la expresion de ARNm de los genes ISGs descritos anteriormente
mediante PCR en tiempo real. En los macrofagos derivados de médula 6sea de

los ratones Samhdl” y Rnasa h2cReoWReMW

no se detectd la expresion
constitutiva de los ISGs. Sin embargo, en los macréfagos Samhd1™ activados se
observé un aumento de ARNm en algunos de los ISGs analizados, solamente
significativo en la expresion de Ifi44 y Oasl en las células activadas con LPS

REOWIRESW activados con estimulos

(Figura 31A). En los macréfagos Rnasa h2c
proinflamatorios también se observé un aumento de ARNm de los ISGs
estudiados (Figura 31B). No obstante, las diferencias no fueron significativas
probablemente debido a que estos macrofagos aln conservan parte de su

actividad ribonucleasa.

En definitiva, los datos mostrados hasta el momento sugieren que el macréfago
puede ser un participante clave en el desarrollo de las enfermedades asociadas

a mutaciones en Samhdl y Rnasah2c.
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Figura 31. Sobreexpresion de I1SGs en los macréfagos Samhd1 ™ y Rnasa
h2cREWREW | 55 macréfagos fueron activados con los estimulos indicados durante 24
horas. Se obtuvo el ARNm y mediante PCR en tiempo real se midi6 la expresion de los
ISGs indicados en los macrofagos de ratones Samhd1™ (A) y de ratones Rnasa
h2cReIWREW By | os resultados muestran la media y la desviacion estandar de 3

experimentos independientes. *P<0.05 y **P<0.01.
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Samhdl y RNasa H2 no afectan a la diferenciacion de los
macrofagos derivados de la médula 6sea

Para determinar el papel de Samhdl y del complejo RNasa H2 en los
macrofagos, primero quisimos evaluar el efecto de estas proteinas en la

diferenciacion de los macrofagos.

La generacion de estas células se realiz6 mediante el cultivo de la médula ésea
de ratones WT, Samhd1™ y Rnasa h2cReWREW e medio de cultivo con el factor
de diferenciacibn M-CSF tal y como se indica en el apartado “Materiales y
métodos”. Mediante este método de generacion de macrofagos in vitro se
obtiene una poblacion homogénea de macréfagos después de 7 dias en cultivo
(>98% CD11b). No obstante, en este ensayo se detuvo la diferenciacion a los 6
dias con la finalidad de detectar algun defecto en la diferenciacién de los
macréfagos. En primer lugar, se cuantific6 el niumero de los macréfagos
obtenidos a partir de los cultivos de la médula ésea. Después de 6 dias en
cultivo no se observaron diferencias con relacién a los controles en el numero de
R69W/R69W

macréfagos obtenidos in vitro en los cultivos WT, Samhd1” y Rnasa h2c
(Figura 32).

BMDM

0 T ~ T
WT Samhd1” Rnasa h2¢®®

Figura 32. El numero de macréfagos derivados de medula 6sea no esta afectado

por el déficit deSamhdl o RNasa H2. Los macréfagos fueron obtenidos de ratones WT,
Samhd1” o Rnasa h2c?®"R*W ge realizo el recuento de las células a los 6 dias de
diferenciacion en medio de cultivo con M-CSF. Los resultados muestran la media y la

desviacion estandar de 3 experimentos independientes.
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En segundo lugar, quisimos determinar si la ausencia de la proteina Samhdl o

del complejo RNasa H2 afectaba en la diferenciacién de los macrofagos.

La poblacion de macrofagos se caracteriza por la expresion de determinados
marcadores en su superficie celular. De hecho, gracias a la expresion
Unicamente de tres marcadores de superficie se puede identificar facilmente a la
poblacién de macréfagos: F4/80+, CD11b+ y Ly6C-. De esta forma, mediante
citometria de flujo se determiné la expresién de los marcadores mencionados en
los macréfagos derivados de ratones WT, Samhd1” y Rnasa h2cR69W/R69W.
Tras 6 dias en cultivo con medio rico en M-CSF se obtuvieron alrededor de un
98% de macrofagos diferenciados en todos los cultivos. Es decir, la poblacion de
macréfagos era positiva para los marcadores F4/80 y CD11b, mientras que no
expresaba en su superficie el marcador Ly6C (Figura 33A). Por otro lado,
tampoco se detectaron variaciones en la densidad de los marcadores de

superficie estudiados (Figura 33B).

En conjunto estos resultados indica que la deficiencia de Samhd1 o del complejo
RNasa H2 no tiene un efecto en el fenotipo de los macréfagos derivados de

médula 6sea.

103



Resultados

A WT Samhd1” Rnasa h2cReSWREswW
.08 : 4
10° Lo s S
<< | aom | 18 wporipd B §"’ _ or
0 1¥ ¥
3
w | F +

T T T T T T T T T T T T T T T T
0 100K 200K 300K 400K  SO0K 0 100K 200K 300K 400K  SO0K 0 100K 200K 300K 400K  S00K

FS-A

F4/80* CD11b"* Ly6C"

100+

60+

40-

% Celulas

20+

o

WT Samhd1’- Rnasa h2c**

80

60

404

204

F4/80-APC Ly6C-FITC
MFI x 103

F4/80 CD11b Ly6C

EEEEE WT 421 295 0,758

e Samhd1+ 30,4 241 0,869

[=——] Rnasa h2cReswresw 371 2713 0,920

Control 18 1,63 0,469
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n=3).
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Samhdl y RNasa H2 no afectan la proliferacion de los macréfagos

Durante la proliferacion celular se requiere la sintesis de ADN y ARN. Para
mantener la integridad del ADN, a lo largo del ciclo celular existen distintos
puntos de control que evitan la progresion del ciclo celular si el ADN esta
dafiado. Dada las funciones atribuidas a las nucleasas Samhdl y RNasa H2,
podriamos pensar que estas proteinas serian parte de los mecanismos de
reparacidn necesarios para el mantenimiento de la integridad gendmica.
Basandonos en esta hipotesis, quisimos estudiar el efecto de estas proteinas en
la proliferacién de los macro6fagos.

A partir de la médula 6sea de los ratones WT, Samhd1” y Rnasa h2c?®"/ReW g

obtuvieron macréfagos. Las células se cultivaron durante 18 horas en medio de
cultivo sin factores de crecimiento. De este modo, se logra la sincronizacion de
toda la poblacion en la fase GO/G1 del ciclo celular. Después los macréfagos
fueron estimulados con M-CSF y se analizé la proliferacion a las 24 horas.
Contrariamente a lo que se podia suponer inicialmente, no se hallaron cambios
significativos en la proliferacién de los macréfagos deficientes en Samhdl o
RNasa H2 (Figura 34).
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Figura 34. La proliferacién en los macréfagos no esta afectada por Samhdl o
RNasa H2. Los macrofagos fueron obtenidos a partir de médula 6sea de ratones WT,
Samhd1” o Rnasa h2cR®9"/REW

proliferacion de los macréfagos Rnasa h2c

. (A) Proliferacién de los macréfagos Samhd1™ y (B)
RESWIREW ') s resultados muestran la media y

la desviacion estandar de 3 experimentos independientes.
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También se analiz6 el ciclo celular a las 24 horas de los macréfagos estimulados
con M-CSF. Se fijaron las células y se tifieron con yoduro de propidio y mediante
citometria de flujo se analizé el contenido de ADN en los macréfagos de los
ratones WT, Samhd1” y Rnasa h2c™**""**" Tampoco se detectaron cambios

en la entrada del ciclo celular (Figura 35).

En resumen, no hemos encontrado que las nucleasas Samhdl y RNasa H2

tengan un efecto en la proliferacién dependiente de M-CSF en los macréfagos.
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Figura 35. La progresion en el ciclo celular dependiente de M-CSF en los

macréfagos no esta afectada por Samhdl o RNasa H2. Los macrofagos fueron
obtenidos a partir de médula 6sea de ratones WT, Samhd1” o Rnasa h2cReoWReW ()
Ciclo celular en los macréfagos Samhd1™ y (B) ciclo celular en los macréfagos Rnasa

h2cReWREW | s resultados muestran la media y la desviacion estandar de 3

experimentos independientes.
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Samhdl y RNasa H2 no afectan la activacion de los macréfagos

Durante la inflamacién los macréfagos generan un ambiente altamente oxidativo
capaz de dafiar el ADN de las células. Este dafio en el ADN induce la activacién
de p53, que causa la parada en el ciclo celular para facilitar la reparacién del
ADN, o induce la apoptosis celular cuando el dafio es irreparable. Sin embargo,
los macrofagos son células muy resistentes que poseen una serie de
mecanismos, los cuales lo protegen de las roturas del ADN (Pereira-Lopes et al.,
2015a). Las citocinas proinflamatorias que inducen la expresion de la proteina
Samhdl en los macréfagos también inhiben la proliferacién de los macrofagos
en la interfase G1/S del ciclo celular (Seiler et al., 2007; Xaus et al., 1999a). Por
estas razones, quisimos analizar la capacidad de volver a entrar en ciclo celular
de los macréfagos deficientes en Samhdl y del complejo RNasa H2 tras la
activacién inducida por los estimulos proinflamatorios.

A partir de la médula 6sea de ratones WT, Samhd1” y Rnasa h2c?®"/ReW se

obtuvieron macréfagos. Las células se cultivaron durante 18 horas en medio de
cultivo sin factores de crecimiento para la sincronizacion de toda la poblacién en
la fase GO/G1 del ciclo celular. Después los macréfagos fueron tratados con
estimulos proinflamatorios (IFN-y y LPS), antiinflamatorios (IL-4) o proliferativos
(M-CSF). Después de 24 horas se eliminaron los estimulos y se afiadieron a los
cultivos medio nuevo con M-CSF. Con el fin de valorar la capacidad de entrar en
el ciclo celular se analizé la proliferacion en presencia de M-CSF tras 24, 48y 72
horas Figura 36A). Los macréfagos procedentes de los animales controles
tratados con estimulos proinflamatorios (IFN-y y LPS), tuvieron una mayor
dificultad para entrar de nuevo en el ciclo, que los tratados con estimulos
antiinflamatorios (IL-4) o proliferativos (M-CSF). Este dato sugiere que la
activacién proinflamatoria ocasiona un dafio en los macréfagos. En relacién con
los controles, no se detectd una disminucion en la capacidad proliferativa de los

macréfagos Samhd1” (Figura 36B) o Rnasa h2cReoV/ReW

(Figura 36C) activados
previamente con estimulos pro o antiinflamatorios. Por lo tanto, Samhdl y
RNasa H2 no afectan la capacidad de recuperacion de los macréfagos de entrar
en el ciclo celular, tras el bloqueo en la fase G1/S mediado por estimulos

proinflamatorios.

107



Resultados

A Lavarlas células Analisis de la proliferacion celular

t / / /

18h 24h 24h 48h 72h
Starved M-CSF, Afadir M-CSF
GF IFN-y+LPS o IL-4
B M-CSF LPS + IFN-y IL-4
0.6
o —_
=]
S 0.4
%
E 0.2
°
a
o0 24 24 48 72 2% 48 72
+MCSF +M-CSF +M-CSF
Owr  Samhd1™”
c M-CSF LPS +IFN-y IL-4
0.8
o -
8 s
S
3 04
]
"—E 02
* : [
24 48 72 24 48 72
+M-CSF +M-CSF +M-CSF

[0 WT B Rnasa h2¢R0IWR6W

Figura 36. La proliferacion en los macréfagos activados con estimulos

proinflamatorios no esta afectada por Samhdl o RNasa H2 . Los macréfagos fueron

RE9W/REOW
.S

obtenidos a partir de médula ésea de ratones WT, Samhd1™ o Rnasa h2c e

analizé la capacidad de entrar en ciclo celular mediante un ensayo de proliferacién (A).

R69W/R69W

Macrofagos Samhd1™ (B) o Rnasa h2c (C). Los resultados muestran la media y

la desviacion estandar de 3 experimentos independientes.

Por otro lado, quisimos evaluar la induccion de muerte celular en los macréfagos
deficientes en Samhdl o RNasa H2 producida por estimulos proinflamatorios. La
viabilidad se valor6 mediante el recuento de células vivas, excluyendo las que
estaban tefiidas con DAPI (Figura 37A). En tan solo un dia los estimulos
proinflamatorios indujeron una fuerte disminucion en la viabilidad de los
macréfagos. Ademas, continudé disminuyendo a lo largo del tiempo, pero a un

ritmo mas lento. Tras la caida inicial, los macréfagos tratados con los estimulos
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proinflamatorios se mantienen, mientras que el M-CSF permite su proliferacion
sin aparente mortalidad tal y como habiamos descrito anteriormente (Comalada
et al.). En comparacién con los controles, no se detecté una disminucién en la
viabilidad de los macréfagos Samhdl™ (Figura 37B) o Rnasa h2cReoWReMW

(Figura 37C).

En resumen, Samhdl y RNasa H2 tampoco intervienen en los posibles dafios

inducidos por estimulos proinflamatorios en los macroéfagos.

A Cuantificacion de las células
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Figura 37. La carencia de Samhdl o RNasa H2 no afecta la viabilidad de los

Los macrofagos fueron
R69W/R69W S

macréfagos activados con estimulos proinflamatorios
obtenidos a partir de médula ésea de ratones WT, Samhd1™ o Rnasa h2c e
cuantifico el nimero de células en los dias indicados con un Cell Counter (A). Macréfagos
Samhd1” (B) y Rnasa h2c?®*"/R*" (C). Los resultados muestran la media y la desviacion

estandar de 3 experimentos independientes.
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Samhdl y RNasa H2 no afectan la activacion proinflamatoria de los

macrofagos

Una activacion proinflamatoria excesiva por parte de los macrofagos puede
ocasionar dafio en los tejidos e incluso enfermedades de caracter crénico
(Laskin et al., 2011; Pereira-Lopes et al., 2013). Por ello quisimos examinar el
efecto de la ausencia de Samhdl o del complejo RNasa H2 en la activacién

proinflamatoria de los macré6fagos.

Se estudio la respuesta de los macrofagos deficientes en Samhdl o el complejo
RNasa H2 mediante la estimulacién del receptor TLR4 y del IFNGR. Se
obtuvieron macréfagos de los ratones WT, Samhdl” y Rnasa h2cRe"W/ReMW,
Posteriormente, se incubaron los macrofagos con el estimulo proinflamatorios
(LPS o IFN-Y). Se extrajo el ARN, y mediante PCR en tiempo real se
determinaron los niveles de ARNm de varios genes proinflamatorios, como son
Nos2, Tnf-a, II-6 e 1I-13. No obstante, no detectamos diferencias significativas en
relacion con los controles en la expresién de los genes estudiados en los
macrofagos Samhd1” (Figura 38A y C) o Rnasa h2cReIW/REIW (Figura 38B y D).
Ademas, tampoco detectamos diferencias en la expresion de los genes
antiinflamatorios Argl y Fizz1l en macréfagos Samhd1™ (Figura 39A) o Rnasa

h2cReWRW (Figura 39B) activados con IL-4, en relacién con los controles.

Con estos resultados pudimos concluir que Samhd1 y RNasa H2 no afectan en
la activacion proinflamatoria de los macréfagos mediante los estimulos LPS e
IFN-y.
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Figura 38. Samhdl y RNasa H2 no afectan la activacién proinflamatoria de los
macréfagos. Expresion relativa de ARNm de los genes indicados en los macréfagos de

REWRSIW (B y D). Los macréfagos fueron

los ratones Samhd1” (A'y C) y Rnasa h2c
activados con IFN-y o LPS durante 6 horas. Los resultados muestran la media y la

desviacion estandar de 3 experimentos independientes.
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Figura 39. Samhdl y RNasa H2 no afectan la activacion antiinflamatoria de los
macrofagos. Expresion relativa de ARNm de los genes indicados en los macréfagos de

R69W/R69W

los ratones Samhd1” (A) y Rnasa h2c (B). Los macrdéfagos fueron activados con

IL-4 durante 6 horas. Los resultados muestran la media y la desviacién estandar de 3

experimentos independientes.

Samhdl y RNasa H2 protegen del dafio en el DNA causado por las
especies reactivas de oxigeno (ROS) en los macréfagos

Los macrofagos activados con estimulos proinflamatorios producen grandes
cantidades de ROS generando un ambiente oxidativo capaz de dafar el ADN
(Colonna, 2015). La ausencia de las actividades enzimaticas de Samhdl y
RNasa H2 podria propiciar la acumulacion de dafio en el ADN. Los macréfagos
son las células que mas ROS producen, y por lo tanto las mas expuestas a los
efectos dafiinos de las ROS. Por ello, quisimos estudiar el efecto en el dafio en
el ADN de las nucleasas Samhdl y RNasa H2 en los macréfagos
proinflamatorios. El dafio en el ADN induce las vias de sefializacibn mediadas
por ATM/CHK2 o ATR/CHK1 dependiendo del tipo de dafio. No obstante, ambas
vias culminan en la activacion de p53. Cuando se produce dafio en el ADN el

waf-1

inhibidor de las ciclinas cdk p21™, diana de p53, es el encargado de detener el

"L indica el

ciclo celular. De esta forma, el aumento en la expresién del gen p21
blogueo en el avance del ciclo celular en la interfase G1/S y la regulacion
negativa del proceso de apoptosis (Karimian et al., 2016a; Xaus et al., 2001).

Se obtuvieron macréfagos a partir médula 6sea de ratones WT, Samhdl” y

R69W/R69W

Rnasa h2c . Los macrofagos fueron tratados con estimulos proliferativos
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(M-CSF) y proinflamatorios (IFN-y o LPS). Finalmente se determinaron los

waf-1

niveles de ARNm del gen p21 mediante PCR en tiempo real. Se observo un

waf-1

incremento en la expresién del gen p21 en los macréfagos Samhd1”

tratados con estimulos proliferativos o proinflamatorios. No obstante, este
aumento solo se mostro significativo en los macrofagos activados con el
estimulo proinflamatorio IFN-y (Figura 40A). También se observé un ligero

incremento en los niveles de ARNm del gen p21*#™

R69W/R69W
h2c

en los macréfagos Rnasa

en respuesta al dafio en el ADN (Figura 40B).

Por lo tanto, las nucleasas Samhdl y RNasa H2 podrian formar parte de los

mecanismos de proteccién de los macréfagos durante la inflamacién.

>
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Figura 40. Incremento de la expresion de p21

R69W/R69W

Rnasa h2c . Expresion relativa de ARNm del gen p21

R69W/R69W

en los macrofagos de
los ratones Samhd1” (A) y de los ratones Rnasa h2c (B). Los macrofagos fueron
tratados con los estimulos y durante los tiempos indicados. Los resultados se muestran

como media y desviacion estandar de 3 experimentos independientes. P<0.05.
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Las roturas en el ADN son reconocidas por proteinas que median la respuesta al
dafio en el ADN. Una de estas proteinas es la histona y-H2AX que detecta sobre
todo las roturas en el ADN, de doble cadena ( DSBs), y se fosforila rapidamente
en la Ser 139 para mediar la respuesta por las vias dependientes de las
qguinasas ATM y ATR. Es decir, que la fosforilacién de y-H2AX es un marcador
de dafio en el ADN rapido y que se correlaciona con las roturas del ADN. La
deteccion de y-H2AX es un método muy sensible que se utiliza para examinar el
dafio en el ADN y su sucesiva reparacion. La fosforilacion de y-H2AX también se
puede producir durante la replicacion del ADN, como consecuencia de la
apoptosis o del dafio en ADN basal, y no solo en las roturas DBSs. Por lo tanto,
durante el analisis de los focis de y-H2AX es importante determinar la cinética, el
ndmero, el tamafio y la morfologia de los focis (Georgoulis et al., 2017; Sharma
etal., 2012)

En los macréfagos la expresion de Samhdl se induce mediante estimulos
proinflamatorios, obteniéndose altos niveles de proteina después de 24 horas.
Esto sugiere que Samhdl podria tener un papel importante en el dafio en el
ADN causado por los estimulos proinflamatorios. A partir médula 6sea de los
ratones WT y Samhd1™ se obtuvieron macrofagos Las células fueron tratadas
con estimulos proinflamatorios (IFN-y o LPS) durante 24 horas. A continuacion,
se analiz6 el dafio en el ADN a través de la fosforilacién de y-H2AX mediante el
uso de anticuerpos conjugados con fluorocromos. Se tomaron fotografias
mediante un microscopio confocal, y se realizaron secciones Opticas de 0,5
micras para la determinacién de los focis nucleares de y-H2AX. Con el fin de
obtener la distribucién de los focis en los distintos tratamientos, se cuantificaron
de manera automatizada en cada célula. En los resultados se observa un
incremento focis nucleares de y-H2AX, sugiriendo la produccion el dafio en el
ADN en los macrofagos Samhd1” activados con los estimulos proinflamatorios
IFN-y y LPS (Figura 41).
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Figura 41. Samhdl protege a los macrofagos del dafio en el ADN causado por
estimulo proinflamatorios.  Los macréfagos fueron obtenidos a partir de la médula 6sea
de ratones WT vy Samhd1l™. Las células fueron activadas con los estimulos
proinflamatorios IFN-y y LPS durante 24 horas. Se analizé el dafio en el ADN a través de
la fosforilacion de y-H2AX mediante microscopia confocal. Para cada condicién se
hicieron 4 fotografias aleatorias (+/- 40 células). Los resultados se muestran como
numero de focis por ndcleo en las células contadas (%). Los resultados muestran la
media y la desviacién estandar de 2 experimentos independientes.

Por otro lado, también se analiz6 el dafio en el ADN causado por estimulos
proinflamatorios en los macréfagos derivados de médula ésea de ratones Rnasa
h2cReIWREW E| complejo RNasa H2 se expresa en tejidos con alta infiltracion de
macréfagos, y su expresion es constitutiva. De hecho, la pérdida total de su
actividad enzimatica es incompatible con la vida. Por estas razones, en esta
ocasion los macréfagos fueron tratados con estimulos proliferativos (M-CSF) y
proinflamatorios (IFN-y o LPS) durante 6 horas. En los resultados se observa un
incremento significativo en el dafio en el ADN en los macrofagos Rnasa
h2cReIWREW activados con los estimulos proinflamatorios IFN-y o LPS (Figura

42).
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Figura 42. RNasa H2 protege a los macréfagos del dafio en el ADN causado por
estimulos proinflamatorios.  Los macréfagos fueron obtenidos a partir de médula ésea

de ratones WT y Rnasa h2cReW/ReMW

. Los macrofagos fueron activados con estimulos
proliferativos (M-CSF) o proinflamatorios (IFN-y o LPS) durante 6 horas. Se analiz6 el
dafio en el ADN a través de la fosforilacion de y-H2AX mediante microscopia confocal.
Para cada condicion se hicieron 4 fotografias aleatorias (+/- 40 células). Se muestra el
numero de focis por ndcleo en las células contadas (%). Los resultados muestran la
media y la desviacion estandar de 2 experimentos independientes. *P<0.05, **P<0.01 y

*»**P<0.001.
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Los estimulos proinflamatorios, como son el IFN-y y el LPS, inducen la
generacion de las ROS en los macrofagos (Covarrubias et al., 2013; Tan et al.,

2016). Por consiguiente, quisimos determinar si el dafio en el ADN observado en

R69W/R69W

los macréfagos Rnasa h2c era debido a las ROS. Para ello, se utilizé un

guelante de las ROS, el N-acetil-L-cisteina (NAC). En los macréfagos activados

RG9W/R69W

con agentes proinflamatorios WT y Rnasa h2c , tratados previamente

con NAC, se observé una disminucion en el dafio en el ADN (Figura 43).
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Figura 43. El dafio en el ADN en los macréfagos activados por agente
proinflamatorios se debe a la produccion de las ROS. Los macréfagos fueron

obtenidos a partir de médula 6sea de ratones WT y Rnasa h2cR®W/ReMW

. Los macréfagos
fueron tratados previamente con NAC (10mM) y activados con los estimulos
proinflamatorios indicados durante 6 horas. Se analiz6 el dafio en el ADN a través de la
fosforilacion de y-H2AX mediante microscopia confocal. Para cada condicién se hicieron
4 fotografias aleatorias (+/- 40 células). Se muestra el nimero de focis por nuicleo en las
células contadas (%). Los resultados son representativos de 2 experimentos

independientes.
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En resumen, estos resultados sefialan a las ROS como la causa del dafio en el
ADN en los macréfagos proinflamatorios. Ademas, una deficiencia en Samhdl o
en el complejo RNasa H2 induce la acumulacion de dafio en el ADN de los
macréfagos. Por lo tanto, estas proteinas confieren proteccién a los macréfagos

proinflamatorios frente al dafio en el ADN inducido por la presencia de las ROS.

Samhdl y RNasa H2 no afectan en el metabolismo de las ROS

Una alteracion en el mecanismo que controla la produccion o la eliminacion de
las ROS, puede incrementar los niveles de las ROS, generar estrés oxidativo en
las células y consecuentemente provocar dafios en el ADN (Mittal et al., 2013;
Ponath and Kaina, 2017b). Anteriormente se ha mostrado que en los
macréfagos deficientes en Samhdl y RNasa H2 activados con estimulos
proinflamatorios, se induce la acumulaciéon de roturas en el ADN debido al
incremento de las ROS. De hecho, el aumento en la produccién de las ROS por
parte de los propios macrofagos podria ser la causa del dafio en su ADN. Por lo
atnto, quisimos determinar el efecto de Samhdl y RNasa H2 en la produccion de
las ROS.

Se obtuvieron macréfagos como hemos descrito y fueron tratados con estimulos
proinflamatorios (IFN-y o LPS) durante 6 horas. Posteriormente, para determinar
la produccién de las ROS mediante citometria de flujo, se tifieron las células con
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCF-DA) (Eruslanov and Kusmartsev,
2010). No detectamos ningn aumento en la produccién de las ROS por parte de

los macréfagos carentes de Samhdl o RNasa H2 (Figura 44).
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Figura 44. Samhdl y RNasa H2 no afectan en la produccién de las ROS en los

macréfagos. Los macréfagos de los ratones WT, Samhd1l” y RNasa h2cReWREMW y

fueron activados con los estimulos indicados durante 6 horas. Se analiz6 la produccion de
las ROS mediante el uso de DCF-DA y citometria de flujo. Los resultados muestran la

media y la desviacién estandar de 3 experimentos independientes.

Por otro lado, las células para evitar los dafios producidos por las ROS tienen
varios mecanismos de eliminaciéon y transformacién de éstas, como son las
enzimas Superéxido dismutasa (SOD) y la Catalasa (CAT). Quisimos estudiar si
Samhdl o RNasa H2 podrian tener un efecto en los mecanismos de eliminacion
de las ROS, propiciando un ambiente oxidativo capaz de dafiar el ADN de los
macréfagos. Se determinaron los niveles de ARNm de los genes Catalasa, Sod1
(citoplasma) y Sod2 (mitocondria) en los macréfagos procedentes de los
animales WT, Samhdl” y Rnasa h2cReIWREW  tratados con  estimulos
proinflamatorios (IFN-y o LPS) durante 6 horas. No obstante, no se detectaron
diferencias en la expresidon de estos genes por lo que los mecanismos de
eliminacién de las ROS no estan afectados por la ausencia de Samhdl o RNasa

H2 (Figura 45).

En conjunto estos resultados indican que Samhdl y RNasa H2 no afectan en los
mecanismos asociados a la produccion o eliminacion de las ROS por parte de
los macrofagos. Por lo cual, estas proteinas podrian intervenir en otros

procesos, como son los mecanismos de reparacion del ADN.
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Figura 45. Samhdl y RNasa H2 no afectan en la eliminacion de las ROS en los

macrofagos proinflamatorios.  Expresion relativa de ARNm de los genes indicados en

R69W/R69W

los macréfagos de ratones Samhd1™ (A) y Rnasa h2c (B). Los macréfagos

fueron tratados con los estimulos indicados durante 6 horas. Los resultados se muestran

como media y desviacion estandar de 3 experimentos independientes.

Samhd1 y RNasa H2 en enfermedades autoinmunes y
en inflamacion

La ausencia de Samhdl aumenta la severidad del modelo EAE

En el sindrome de Aicardi-Goutierés se han descrito mutaciones que implican la
pérdida total de las funciones de Samhdl, o parcial en el caso del complejo
RNasa H2. En la mayoria de los casos los sintomas del AGS suelen aparecer
durante el primer afio de vida. No obstante, alin no se conocen los detonantes
gue provocan la aparicién de la enfermedad ya que algunos sujetos que tienen

las mutaciones no experimentan ninguna patologia (Crow et al., 2015). Este
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podria deberse a un factor exégeno y/o al propio background genético del
individuo.

Los ratones Samhdl” y Rnasa h2cRe?WReMW

pese a tener sobreexpresados
distintos ISGs en cerebro y corazén, no presentan el fenotipo del AGS que se
observa en humanos. Esto podria deberse a una cuestion de tiempo, y si los
ratones tuvieran dos afios o0 estuvieran expuestos a agresiones externas que no
hay en estabularios libres de gérmenes, podria desarrollarse la enfermedad. De
hecho, la ausencia de la enfermedad podria deberse a la falta de un detonante
exogeno. Asi pues, en nuestro grupo decidimos utilizar el modelo de encefalitis

autoinmune experimental (EAE) en ratones Samhd1” y Rnasa h2cRe"/ReW

,taly
como se indica en el apartado “Materiales y métodos”. En este modelo se
producen lesiones que también encontramos en los pacientes con AGS, como
son la autoinmunidad y la inflamacion cerebral. Durante el desarrollo del modelo
de EAE los ratones se valoraron diariamente en doble ciego a través de un score
clinico, un score de efectos secundarios y el peso. A los 22 dias de la induccién

del modelo los ratones fueron sacrificados.

En los ratones Samhdl” se observa una progresién mas rapida del modelo de
EAE que en los ratones WT, tal y como se muestra en el score clinico, la pérdida
de peso y la supervivencia (Figura 46). Por lo tanto, la ausencia de Samhdl
agrava la respuesta autoinmune y la inflamacién cerebral en ratones con EAE.

Sin embargo, no observamos este patron en los ratones Rnasa h2cReIW/REIW

(Figura 47). Parece ser que la disminucion en la funcién del complejo RNasa H2
gue padecen estos ratones no es suficiente para ver aumentada la severidad del

modelo.
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Figura 46. La ausencia de Samhdl aumenta la severidad del modelo EAE. Analisis

del score clinico (A), porcentaje del peso inicial (B) y supervivencia (C) tras la induccion
del modelo EAE en ratones WT (n=11) y Samhd1” (n=7). Los resultados son

representativos de 2 experimentos independientes. *P<0.05.
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Figura 47. La deficiencia parcial de RNasa H2 no influye en la severidad del modelo
EAE. Analisis del score clinico (A), porcentaje del peso inicial (B) y supervivencia (C) tras
la induccion del modelo EAE en ratones WT (n=7) y Rnasa h2cR®WReW n=7). Los

resultados son representativos de 2 experimentos independientes.
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El rol de los macrofagos en el Sindrome de Aicardi-Goutieres

Los macrofagos participan activamente durante la respuesta inflamatoria. En
primer lugar, intervienen los macrofagos activados por la via clasica (M1) con
actividad proinflamatoria, y en segundo lugar los macroéfagos activados por la via
alternativa (M2) con actividad antiinflamatoria. Los macréfagos con actividad
proinflamatoria son los encargados de fagocitar el material ajeno, los restos
celulares y los cuerpos apoptdticos. Ademas, producen mediadores
proinflamatorios, como son las citocinas, necesarios durante el desarrollo de la
respuesta inflamatoria. Tras la fagocitosis de los patdgenos, los restos celulares
y los cuerpos apoptoéticos, esta respuesta tan destructiva deja de ser necesaria.
En este momento los macréfagos adquieren actividades antiinflamatorias y se
induce la resolucion mediante la liberacion de mediadores antiinflamatorios,
dando inicio a los procesos de reparacién y cicatrizacion del tejido dafiado
(Mantovani et al., 2002; Valledor et al., 1998). Por lo tanto, los macréfagos son
capaces de modular la respuesta inflamatoria. Por ello sus actividades pro y
antiinflamatoria deben estar finamente reguladas. De hecho, la actividad
excesiva por parte de los macrofagos proinflamatorios o antiinflamatorios puede
provocar dafio en los tejidos y la aparicion de enfermedades crénicas (Laskin et
al., 2011; Valledor et al., 2010).

En el foco inflamatorio se genera un microambiente téxico con el objetivo de
eliminar a los agentes infecciosos. Es ldgico pensar que los macréfagos que
llegan al foco inflamatorio donde ejercen sus actividades proinflamatorias y mas
adelante antiinflamatorias, dispongan de mecanismos que les permitan
sobrevivir. Nuestro grupo demostro que la activacion de los macréfagos con LPS
puede inducir su propia apoptosis (Xaus et al., 2000). Sin embargo la activacion
de estas células con IFN-y inhibe la apoptosis a través de la expresion de del
gen p21waf'1, un inhibidor de CDK (Xaus et al., 1999a). También se demostré que
el IFN-y induce la expresién del receptor de adenosina A2B como mecanismo de
desactivacion de los macréfagos (Xaus et al., 1999b). Asi pues, existen distintos
mecanismos que controlan el exceso de activacion de estas células e inducen su

desactivacion (Valledor et al., 2010).

Durante la inflamacion se producen grandes cantidades de especies reactivas

de oxigeno (ROS), que no solo actilian como mediadores proinflamatorios, sino
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gue ademas son un arma muy poderosa a la hora de eliminar a los agentes
infecciosos. Ademas, pueden causar efectos colaterales sobre las células. De
hecho, la alteracion en el metabolismo de las ROS puede causar dafio en los
componentes celulares. Por ejemplo, en la inflamacién crénica la produccion de
las ROS no cesa generando un ambiente altamente oxidativo capaz de oxidar
proteinas, constituyentes celulares lipidicos y dafar el ADN (Nathan and
Cunningham-Bussel, 2013). Los neutréfilos participan en la produccion de las
ROS durante la respuesta inflamatoria. No obstante, al tener una vida media
muy corta solamente intervienen en una etapa muy temprana de la respuesta
inflamatoria. Sin embargo, los macréfagos permanecen durante toda la
respuesta produciendo grandes cantidades de ROS a través de la NADH
oxidasa y de la cadena de transporte de electrones en las mitocondrias. Por lo
tanto, las ROS producidas por los macrofagos durante la inflamacion son las
responsables de causar el dafio en los componentes celulares (Ponath and
Kaina, 2017a). No obstante, pese a estar directamente expuestos a los efectos
dafiinos de las ROS los macréfagos son células muy resistentes. Esto es debido
a que cuando los macréfagos son activados con estimulos proinflamatorios,
también se inducen una serie de mecanismos de reparacién para protegerse de
las roturas del ADN causadas por las ROS (Colonna, 2015; Pereira-Lopes et al.,
2015a).

En nuestro grupo se han estudiado distintas proteinas cuyas actividades
intervienen en el metabolismo de los &cidos nucleicos, como son la ADN
Polimerasa-u, Nbs1 y Trex1. La ADN Polimerasa-| participa en los mecanismos
de reparacion del ADN (Gozalbo-Lopez et al., 2009), la proteina Nbsl forma
parte del complejo MRE11-RAD50-NBS1 (MRE) que reconoce las roturas de
doble cadena (DSBs) (Paull and Gellert, 1998) y la exonucleasa Trex1 previene
el dafio en el ADN (Yang et al.,, 2007). En nuestro grupo se detecté un
incremento en el dafio el ADN en los macréfagos activados con estimulos
proinflamatorios deficientes en la ADN Polimerasa-u (datos no publicados), tal y
como se ha visto en otros tipos celulares (Baleriola et al., 2016). También se
demostré que el déficit de NBS1 en los macréfagos causa la acumulaciéon de

roturas en su ADN. Ademas, los macréfagos presentaron una disminucion en la
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proliferacion, y un aumento en la senescencia y en la secrecion de citocinas
proinflamatorias (Pereira-Lopes et al., 2015a). Por otro lado, los macréfagos
deficientes en Trexl presentaron una disminucién en la capacidad de fagocitar
cuerpos apoptéticos, y un aumento en la produccion de citocinas
proinflamatorias, los niveles de CD68 y la presentacion antigénica (Pereira-
Lopes et al., 2013). Estos datos sugieren que las alteraciones producidas en el
macrofago, pueden ser la base de la autoinmunidad en el AGS. En resumen,
nuestro grupo ha demostrado que el déficit en los mecanismos de reparacion del
ADN en los macréfagos puede alterar sus funciones y consecuentemente los

procesos donde éstos intervienen (Figura 48).

MECANISMOS

ESTRES OXIDATIVO DE PROTECCION

INFLAMACION

Daiio en el ADN Reparacion del ADN

Figura 48. Balance de la activacién proinflamatoria en los macréfagos. Los
macréfagos son los mayores productores de las ROS durante la fase proinflamatoria.
Estan directamente expuestos a las roturas del ADN causadas por éstas. No obstante,
mediante la induccién de mecanismos para reparar el ADN dafiado, son capaces de
sobrevivir y llevar a cabo los procesos de reparacion y cicatrizacion tisular.

Se han descrito mutaciones en los genes Trexl, Samhdl y RNasa H2

(Subunidades A, B y C) que causan el AGS. Estas mutaciones resultan en el
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déficit funcional de Trex1l, Samhdl y del complejo RNasa H2, proteinas que
tienen en comin su participacion en el procesamiento de los acidos nucleicos.
Por lo tanto, la ausencia de sus actividades enzimaticas resulta en la
acumulacion de éstos en el citosol induciendo una respuesta antivirica anti-ADN
caracterizada por la produccién de IFN de tipo | (Coffin et al., 2011; Crow et al.,
20064, 2015; Jackson and Bartek, 2009; Rice et al., 2009; Rigby et al., 2008). En
nuestro grupo se identific6 a Trex1 como un regulador negativo de la actividad
proinflamatoria en los macrofagos (Pereira-Lopes et al., 2013). Ademas, también
se observo la colocalizacion de Trex1l y Samhdl en los macrofagos activados
con estimulos proinflamatorios (datos no publicados). Asi pues, Samhdl1 también
podria estar implicada en los mecanismos de reparacién del ADN y ejercer un

papel similar al de Trex1 en los macréfagos.

Los macrofagos con actividad proinflamatoria producen grandes cantidades de
ROS que pueden dafar su ADN. En este estudio hemos visto que Samhdl y el
complejo RNasa H2 forman parte de los mecanismos de reparacion del ADN

gue aseguran la supervivencia de los macréfagos durante la inflamacion.

Dada sus funciones, Samhdl y el complejo RNasa H2 se expresan
ubicuamente, aunque en el caso de Samhdl se han observado diferencias entre
tejidos y tipos celulares (Schmidt et al., 2015). En este estudio se detecto la
expresion de los genes Samhdl, Rnasah2a, Rnasah2b, y Rnasah2c en distintos
tejidos murinos. En especial en aquellos con gran infiltracion de células
inmunitarias, como son el bazo y la cavidad peritoneal. Ademas, también se
detecté un aumento en la expresion de los genes que codifican para el complejo
RNasa H2 en el timo. Asi pues, Samhdl y el complejo RNasa H2 tienen un
papel importante en el sistema inmunitario. Ademas, el aumento en la expresion
de los genes que codifican para estas proteinas se detectd especificamente en
aquellos tejidos donde hay una mayor infiltracion de macréfagos. Esta fue la
primera evidencia que relacion6 a estas proteinas dentro de la biologia del

macréfago.

Durante todo el proyecto se utilizaron como modelo celular los macréfagos

derivados de médula 6sea (BMDM). Estos conforman una poblacion homogénea
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gue permite el estudio de las funciones de los macrofagos facilmente in vitro
(Celada et al., 1984; Weischenfeldt and Porse, 2008). Los macrofagos son
células capaces de realizar un elevado namero de funciones como por ejemplo
la fagocitosis, la presentacion de antigeno o la produccién de mediadores
durante la inflamacién (Epelman et al., 2014). Son células con una gran
plasticidad fenotipica capaces de generar una respuesta adecuada en funcion
del microambiente en el que se encuentre. Especialmente en relacién con las
citocinas y los factores de crecimiento (Akagawa, 2002b; Akagawa et al., 2006b;
Comalada et al.; Shapouri-Moghaddam et al., 2018b).

En este trabajo se activaron los macrofagos mediante el uso de los estimulos
proinflamatorios IFN-y o LPS, y del estimulo antiinflamatorio IL-4. Se determiné
que la expresion de Samhdl y la produccion de la proteina se inducian en los
macréfagos activados con los estimulos proinflamatorios IFN-y y LPS. Por lo
tanto, las funciones de Samhdl son requeridas en los macréfagos
proinflamatorios. Sin embargo, no se detecté un incremento en la expresion de
Samhdl en los macroéfagos activados con el estimulo antinflamatorio IL-4. Desde
los trabajos de Modolell Munder se ha establecido que las citocinas IL-4 y IFN-y
tienen efectos antagonistas en la polarizacién de los macrofagos, la cual esta
mediada por STAT6 y STATL1 respectivamente (Munder et al., 1998). Hoy en dia
sabemos que otras citocinas también pueden mediar la polaridad de los
macréfagos y que no existen Unicamente dos poblaciones. Asi pues, no
podemos descartar totalmente la implicacibn de Samhdl en su activacion
antiinflamatoria, ya que la activacion de los macréfagos es mucho mas compleja
(Murray et al., 2014; Shapouri-Moghaddam et al., 2018a; Sica and Mantovani,
2012). Asimismo, tampoco se detecté la expresion de Samhdl en los
macrofagos tratados con los estimulos proliferativos M-CSF o GM-CSF como
era de esperar, ya que Samhdl no se expresa en células ciclicas (Ji et al.,
2014). Estos hallazgos confirmaron que Samhdl tiene un papel durante la

respuesta inflamatoria en los macréfagos.

Respecto al complejo RNasa H2, no se detectaron diferencias en la expresion

de los genes Rnasah2a, Rnasah2b, y Rnasah2c en ninguno de los casos. No
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obstante, dada su funcién este complejo es indispensable para la vida, por lo

gue no se debe descartar su implicacion en las funciones de los macréfagos.

Para estudiar méas en detalle el efecto de Samhd1 en los macrofagos se utilizo el
modelo de raton para el estudio del AGS knock-out Samhdl (Samhdl'/')
(Rehwinkel et al., 2013). Los ratones Samhd1” eran viables y no desarrollaban
ninguna patologia, pese a que tenian incrementados los niveles de dNTPs
intracelulares. Sin embargo, en el bazo y en los macr6fagos mostraron un
incremento en la expresion ISGs de manera espontanea, aunque no detectaron
IFN-I en suero (Rehwinkel et al., 2013). Los ratones knock-in Rnasa h2c con la
mutacion R69W (Rnasa h2cR*"/R*Wy (Datos no publicados) que mimetizan la
alteracién del aminoacido R69W (cambio de C a T) descrita en AGS (Crow et al.,
2006b) se utilizaron para determinar la funcién del complejo RNasa H2 en los
macréfagos. Estos ratones eran viables pese a que tenian la actividad
enzimética del complejo reducida al 35% (Chon et al., 2009). De hecho, la
abolicién total de su actividad es letal (Hiller et al., 2012; Mackenzie et al., 2016;
Pokatayev et al., 2016).

Los sintomas del AGS suelen aparecer durante el primer afio de vida, por lo que
se estan investigando diferentes biomarcadores que permitan detectar
faciimente la predisposicion del individuo a padecer esta enfermedad.
Actualmente el biomarcador mas homogéneo y sensible es el estudio de la
expresidon de distintos genes estimulados por interferon (ISGs) (Rice et al.,
2013b). En este estudio detectamos la sobreexpresién de una serie de ISGs en

el cerebro y en el corazon de los ratones Samhd1l” y Rnasa h2c®®VReW g

n
ratones con el gen Rnasah2b alterado también se detecté este mismo patron
(Mackenzie et al., 2016). Por lo tanto, las actividades funcionales de estas
proteinas podrian tener un efecto en la homeostasis del sistema inmunitario
donde el macrofago tiene un papel clave en la regulacion de la respuesta
inflamatoria. En los macréfagos deficientes en Samhd1 no conseguimos detectar
la sobreexpresion espontanea de ISGs como se habia visto en estudios
anteriores (Rehwinkel et al., 2013), ni tampoco en los macréfagos senescentes
(Datos no mostrados). No obstante, en los macréfagos activados con estimulos

proinflamatorios pudimos detectar un aumento en la expresiéon de varios ISGs
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debido a la ausencia de Samhdl y el déficit del complejo RNasa H2. Estas
observaciones sugirieron que en las enfermedades asociadas a mutaciones en
los genes Samhdl y Rnasah2c el macrofago puede tener un papel clave en su
patogenia. Pese a que los modelos Samhd1™ y Rnasa h2cReIWREW g
mimetizan completamente el fenotipo caracteristico de los pacientes con AGS,
fueron una herramienta Gtil para estudiar el efecto de las alteraciones genéticas
en Samhdl y Rnasah2c en las funciones de los macréfagos y en las

enfermedades autoinmunes.

En nuestro grupo se ha observado que el déficit funcional de las proteinas que
participan de algin modo en el metabolismo de los acidos nucleicos provocan
alteraciones en las funciones de los macréfagos (Pereira-Lopes et al., 2013,
2015b). El factor M-CSF es indispensable en la diferenciacion y en las funciones
de la mayoria de las células mononucleares fagociticas, incluyendo los
macréfagos (Hamilton, 1997). En estas células obtenidas a partir de la médula

REIWREW o se encontraron

6sea de los ratones Samhdl” y Rnasa h2c
diferencias en la diferenciacion y en la proliferacion dependiente del factor M-
CSF. Por lo cual, la carencia de estas nucleasas no tiene un efecto en la
respuesta de los macréfagos al M-CSF, factor indispensable en la proliferacion y
en el reclutamiento de los macréfagos al foco de la inflamacién (Chitu and

Stanley, 2006).

Durante la respuesta inflamatoria los macréfagos generan un ambiente
altamente oxidativo que puede afectar a la supervivencia de las células (Arango
Duque and Descoteaux, 2014; Mittal et al., 2013; Nakad and Schumacher, 2016;
Palmai-Pallag and Bachrati, 2014), y del propio macréfago si no dispone de los
mecanismos de proteccion adecuados (Pereira-Lopes et al., 2015b). En
presencia de estimulos proinflamatorios los macrofagos no proliferan al inducirse
la parada en el ciclo celular en el interfase G1/S (Seiler et al., 2007; Xaus et al.,
1999a). El punto de control G1/S evita que la célula con dafio en su ADN pueda
entrar en la fase S (Barnum and O’Connell, 2014). En presencia del factor
proliferativo M-CSF, tras el bloqueo inducido por estimulos proinflamatorios, las
proteinas Samhdl y RNasa H2 no intervienen en la progresion en el ciclo celular

de los macrofagos. Ademas, tampoco afectan a la viabilidad de estas células.
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Por lo cual la capacidad de recuperacion y la resistencia de los macréfagos
frente a estimulos proinflamatorios no esta regulada por Samhdl o el complejo
RNasa H2.

Los macrdfagos son células que intervienen activamente en el desarrollo y en la
resolucién de la respuesta inflamatoria, por lo que su actividad esta
estrictamente regulada a nivel transcripcional (Valledor et al., 2010). En nuestro
grupo se identific6 a Trexl como un regulador negativo de la actividad
proinflamatoria de los macréfagos (Pereira-Lopes et al., 2013). Igualmente, el
déficit de Samhdl o RNasa H2 podria exacerbar la actividad proinflamatoria de
los macréfagos. Sin embargo, Samhdl y RNasa H2 no influyeron en la

activacién de los macréfagos hacia un perfil pro o antiinflamatorio.

En la respuesta inflamatoria los macréfagos producen grandes cantidades de
ROS capaces de dafar distintos componentes celulares, como por ejemplo el
ADN (Nathan and Cunningham-Bussel, 2013). Los monocitos, progenitores de
los macrofagos, son muy sensibles a las ROS debido a la falta de mecanismos
de reparacion de las roturas del ADN (Ponath and Kaina, 2017b). En cambio los
macrofagos son células muy resistentes ya que disponen de los mecanismos
necesarios para la reparacion del ADN dafiado (Mittal et al., 2013). No obstante,
existen alteraciones genéticas que pueden afectar a estos mecanismos y
exponerlos a las ROS que éstos producen (Pereira-Lopes et al., 2015b). El
déficit de Samhdl y RNasa H2 en los macro6fagos resulté en el aumento de la

expresion del gen p21**

, indicando el bloqueo en el avance el ciclo celular en
la interfase G1/S y protegiendo de la apoptosis (Karimian et al., 2016b; Xaus et
al., 2001). El inhibidor de CDK p21‘”af'1 es diana de p53, proteina efectora en las
vias de sefializacion que reconocen el dafio en el ADN (Blackford and Jackson,
2017). Este fue el primer indicio que nos permitid situar a Samhdl y al complejo
RNasa H2 en los mecanismos de reparacién del ADN en los macréfagos. Se
observd que los macréfagos deficientes en Samhdl o RNasa H2 activados con
estimulos proinflamatorios acumulaban mas roturas en su ADN. Ademas, se
sefiald6 a las especies reactivas de oxigeno (ROS) como la causa de estas
roturas. La alteracion en el metabolismo de las ROS por parte de los macréfagos

también podria causar dafio en el ADN de los macréfagos. Sin embargo, no se

134



El rol de los macrofagos en el Sindrome de Aicardi-Goutieres

detectaron cambios ni en la produccién de las ROS ni en los mecanismos de
defensa contra éstas. Por lo tanto, Samhdl y RNasa H2 no participan en el
metabolismo de los ROS, pero podrian intervenir de alguna manera en los

mecanismos de reparacion del ADN.

El balance entre el dafio en el ADN inducido por las ROS y los mecanismos de
reparacion del ADN determina la presencia o la ausencia de lesiones en las
células y en los tejidos (Palmai-Pallag and Bachrati, 2014). Por lo tanto, las
alteraciones en los genes Samhdl y RNasa h2c inclinan la balanza a favor del
dafio en el ADN. De hecho, SAMHD1 promueve la recombinacion homéloga en
las roturas causadas por agentes que provocan roturas de doble cadena (DSBs)
(Cabello-Lobato et al., 2017; Daddacha et al., 2017). También se ha visto que el
complejo RNasa H2 previene el dafio en el ADN a través de la eliminacion de los
ribonucleosidos monofosfato (rNMPs) que se acumulan en el ADN (Pizzi et al.,
2015). En resumen, estas proteinas podrian formar parte de los mecanismos de
reparacion del ADN dafiado en los macrofagos, debido al incremento en las

ROS durante la respuesta inflamatoria.

Existen distintas mutaciones en los genes Samhd1 y RNasa H2 que dan origen
al AGS (Crow et al., 2015). Este afecta severamente al cerebro, causando
espasticidad, distonia, convulsiones, ceguera, microcefalea y retraso (Crow et
al.,, 2015). No obstante, los sintomas suelen aparecer durante el primer afio de
vida, lo cual sugiere la existencia de un detonante exdgeno que induzca la
enfermedad. La microglia constituye el 5-10% de las células totales en el
cerebro y conforma la Unica poblacion de macrofagos en el parénquima del
sistema nervioso central (SNC). A lo largo del SNC podemos encontrar otras
poblaciones de macréfagos situadas de manera estratégica, mientras que en la
red vascular residen las células mieloides circulantes (Ginhoux et al., 2013).
Ademas, en el transcurso de las enfermedades donde se rompe la barrera
hematoencefalica (BHE) los monocitos proinflamatorios pueden migrar al
parénquima cerebral y diferenciarse a macréfagos para acrecentar o aliviar la
progresion de la enfermedad (Amici et al.,, 2017; Li and Barres, 2017). En
nuestro grupo utilizamos el modelo de EAE para el estudio de Samhdl y del

complejo RNasa H2 en las enfermedades autoinmunes que afectan al SNC.
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Este modelo nos permiti6 mimetizar parcialmente el fenotipo encontrado en
pacientes con AGS. Los ratones Samhd1™ presentaron una progresion mas
rapida y severa de la enfermedad. Sin embargo, en los ratones Rnasa
h2cReWREIW o déficit en la actividad RNasa H2 no fue suficiente para aumentar
la severidad en la progresion de la EAE, tal y como se ha visto en el knock-out

condicional Rnasa h2b en astrocitos y neuronas (Bartsch et al., 2018).

En definitiva, estas observaciones sugieren que tanto Samhdl como el complejo
RNasa H2, junto a otras proteinas como son la exonucleasa Trex1 o la ADN
Polimerasa-y, conforman los mecanismos de proteccion de los macréfagos
durante la respuesta inflamatoria. Estos previenen el dafio en el ADN causado
por las grandes cantidades de ROS que estas células producen. Por lo tanto, en
el AGS estas proteinas podrian participar en la eliminacion de los fragmentos de
ADN que inducen la respuesta mediada por IFN de tipo I, y que son la base para

la induccién de la autoinmunidad (Figura 49).
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Figura 49. Mecanismo de supervivencia de los macréfagos en el foco inflamatorio.

Durante la fase proinflamatoria (destructiva) se producen grandes cantidades de ROS,
utiles en la destruccion de los agentes infecciosos. Estas ROS también pueden dafiar el
ADN de los macréfagos. Para protegerse se inducen una serie de proteinas que
participan en la reparacion del ADN, como son Samhdl y el complejo RNasa H2. En su
ausencia, los macréfagos no podrian sobrevivir y participar en la resoluciéon de la

inflamacién, induciendo la inflamacion crénica y la autoinmunidad.
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Los experimentos realizados demuestran que Samhdl y el complejo RNasa H2
son sistemas de proteccion de los macrofagos, cuando se activan de forma
proinflamatoria y se producen grandes cantidades de ROS que dafian el ADN.
Ademas, en los experimentos in vivo de induccién de la EAE hemos visto que la

carencia de Samhd1l agrava la enfermedad.

1. Los estimulos proinflamatorios en los macréfagos inducen la expresién de
Samhd1l mientras que el complejo RNasa H2 es constitutivo.

2. La ausencia de Samhdl y el déficit funcional de RNasa H2 inducen la
expresion de ISGs en el corazén y en el cerebro, asi como en los

macrdéfagos activados con estimulos proinflamatorios.

3. Las actividades enzimaticas de Samhdl y RNasa H2 no afectan en la

diferenciacion, proliferacion y la activacién de los macréfagos.

4. Samhdl y RNasa H2 protegen al macréfago del dafio en el ADN causado

por las ROS que éstos producen.

5. La falta de Samhdl aumenta la severidad de la respuesta autoinmunitaria en

el modelo in vivo EAE.
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