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ssDNA DNA de cadena senzilla
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English summary

Aicardi-Goutieres Syndrome (AGS) is a rare encephalopathy which mimics a viral
intrauterine infection and is characterized by calcifications of the basal ganglia, cerebral atrophy
and IFN-a in the cerebrospinal fluid. AGS is a heterogenic disease associated with mutations in
the gene of the exonuclease TREX1, in any of the genes codifying for the ribonuclease H2, in the
phosphohydrolase SAMHD1, in the deaminase ADAR1 or in the cytoplasmic sensor MDAS. The
knowledge of these functions is basic for the comprehension of the beginning of the
pathogenesis of AGS. In this thesis we focused in the mechanism of Samhd1 transcription. We
have seen that Samhd1 is induced by pro-inflammatory stimuli but neither by anti-inflammatory
stimuli nor TNF-a, and that the induction of Samhd1 is through STAT1 pathway. We wanted to
know a bit more about Samhd1 induction so we focused on the study of its promoter. We did a
construct in a luciferase-reporter vector with 1500bp of Samhd1 promoter, and we saw that this
region of the promoter is enough to induce luciferase expression. From this construct, we did
new plasmids and when deleting an specific region, the luciferase expression was abolished,
indicating that in Samhdl promoter, 161bp are critical for Samhd1 induction. EMSA assays
showed that Samhd1 expression is repressed in basal conditions by an unknown protein, and
ChIP assays also showed that IRF1 is involved in Samhd1 induction by IFN-y. We hypothesized
that the regulation mechanism is depending in an STAT1-depending pathway, through IRF1, and
also in an STAT1-independing pathway, through an unknown mechanism up to date. We
checked with proteomics analysis the protein which might be involved in Samhd1 repression but
the results were not significant. We also constructed a conditional KO mouse for TREX1, and
now we are crossing it with different CRE-expressing strands. Homozygous KO expressing
CRE***? |itter, show a similar phenotype to TREX1 total KO. We are in the process to obtain
homozygous KO expressing CRE™*™, but due to problems with the penetrance of this CRE allele
we have some difficulties. All together, the results of this thesis will shed light in the inner

operation of AGS.
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Introduccio

Els macrofags

Els monocits sén cel-lules que es diferencien a partir del precursor anomenat
macrophage-DC precursor (MDP), principalment resident al moll de l'os. Inicialment, els
mondcits van ser dividits en funcié del marcador CCR2. El subgrup CCR2" mostrava una major
capacitat migratoria i d'infiltracié que el subgrup CCR2’, per aquest motiu es va considerar com
el monocit muri inflamatori (Palframan et al.,, 2001). Ly6C (Grl) és un altre marcador
d'inflamacié de monocits i actualment és acceptada la divisido dels subconjunts de monocits
murins com a Ly6C* (o Ly6C™") i Ly6C (o també anomenat Ly6C°"), en funcié dels nivells
d'expressio a la superficie cel-lular de Ly6C. Els marcadors de superficie i els receptors de
quimiocines a ratolins pel subgrup Ly6C"™" s6n CD11b*'CD115" i CCR2"&"CX,CR1™", mentre que
els marcadors de superficie i els receptors de quimiocines pels monocits Ly6C'°W son

CD11b*CD115" i CCR2“CX;CR1™". Les poblacions equivalents a humans sén CD14™8"CD16™ i
CcD14°*cD16* (Si et al., 2010) (Figura 1).

Els monocits Ly6C"e"

tenen una gran capacitat antimicrobiana degut a la seva potent
habilitat de fagocitar, de secretar especies reactives d'oxigen (Reactive Oxygen Species(ROS)), el
factor de necrosis tumoral (Tumor Necrosis Factor-o. (TNF-a)), oxid nitric (NO), interleucina-1B
(IL-1PB), i IL-10 en front a una infeccid bacteriana (Serbina et al., 2008). Com a resposta a Iligands
virals, aquestes cel-lules produeixen una gran quantitat d'interferéns de tipus | (IFN-a, —B i
d'altres) (Barbalat et al., 2009). Els monocits Ly6C" sén reclutats als teixits inflamats, els quals
expressen el lligand CCL2, mitjancant la interacci6 amb CCR2. La senyalitzacié CCR2-CCL2 als
monocits Ly6C*, provoca un canvi conformacional de la integrina VLA-1 (a4B1), el lligand del qual

és VCAM-1, portant a una gran afinitat d'interaccid i a la transmigracié dels monocits(Audoy-

Rémus et al., 2008).

low

En estat estacionari, els monocits Ly6™" es diferencien en monocits Ly6C*" a la
circulacid. Aquest subconjunt recorre el costat luminal de I'endoteli dels vasos sanguinis i
s'uneixen a l'endoteli vascular mitjancant el receptor de quimiocines CX;CR1, de manera

low

dependent a LAF-1/ICAM-1. Originalment es van considerar aquests monocits Ly6C°" com a

precursors immediats dels macrofags residents (Geissmann et al., 2003), mentre que les cél-lules
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Ly6C™" eren reclutades sota condicions d'inflamacié mitjancant la interaccié amb CCR2. Tot i

low

aixo, l'alternativa proposada és que les cel-lules Ly6C"" representen un punt final funcional

(Yona et al., 2013). Els mondcits Ly6C""tenen una vida mitja aproximada de 18 hores, mentre

low

que els monocits Ly6C"" tenen una vida mitja estimada de 5-7 dies (Tacke et al., 2006; Yona et

al., 2013).
Circulatory system Inflamed Tissues
MDP e Ly6Chigh Ly6Chieh Ly6Clow
y _—
Ly6Chieh

To lymph nodes

Ly6Cmiddle « Dendritic cells

Normal Tissues

Stem cell
Ly6clow Resident
Cj Macrophages
Self-
renewal
high

Figura 1: Desenvolupament i funcié dels subgrups de monocits a ratoli. Els monocits Ly6C =" al moll de
I'os son alliberats a la circulacié periférica. Aquests monocits responen als senyals inflamatoris i sén
reclutats a les lesions inflamatories. Es creu que la majoria dels monocits inflamatoris es diferencien en
macrofags. Alguns monocits Ly6Chigh entren als teixits (un procés que requereix CCR7 and CCR8) i romanen
indiferenciats, adquireixen antigen i migren al ganglis limfatics on es desenvoluparan en cél-lules
dendritiques. Una menor proporcié de monocits Ly6Chigh es diferencien en monocits Ly6C'°W, que
adoptaran la funcié de macrofags vasculars. Els macrofags tissulars es mantenen principalment per

autorenovacio.

low

Els monocits LyC"" secreten IL-10, una citocina antiinflamatoria, davant d'una infeccid

low

bacteriana. En una inflamacié vascular, els monocits Ly6C®" sdn reclutats al teixit i es diferencien
principalment en macrofags M2 o activats de manera alternativa, secretant citocines

antiinflamatories i d'aquesta manera contribuint a la reparacié tissular (Auffray et al., 2007).
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La CD62L (L-selectin),expressada pels monocits, és important per a la circulacio cap als

noduls limfatics a través de les vénules d'endoteli alt (HEV) (Palframan et al., 2001). Els receptors
de quimiocines CCR7 i CCR8 son responsables del trafic al nodul limfatic i son selectivament
expressats pels monocits amb fenotip CCR2'CCR7*CCR8*Ly6C™ ™ (Qu et al., 2004). Aquestes
cél-lules amb un fenotip intermedi, estan predisposades particularment cap a la migracié als
noduls limfatics de drenatge i cap a la diferenciacié en cél-lules dendritiques (DC). Després de la
migracid als teixits inflamats, els monocits CCR2" regulen positivament I'expressié de CD11C i de
molécules MHC de classe Il. Algunes de les cél-lules CD11C*"MHC-II" es diferencien en DC i poden

ser recuperades dels noduls limfatics de drenatge (Geissmann et al., 2003).

Els macrofags tissulars tenen diverses funcions en el manteniment de I'homeostasi del
teixit a través de I'eliminacio de les cel-lules senescents i la reparacié de teixits després de la
inflamacid. Es va considerar que provenien de macrofags circulants, pero s'ha vist que tenen una
autorenovacié in situ. Aquestes poblacions residents existeixen independentment de monaocits i
poden ser originats des de diferents linies embrionaries del sistema hematopoétic. Els monocits
d'origen fetal en alguns teixits d'un adult, impliquen I'autorenovacié de poblacions de macrofags
tissulars com ara macrofags cardiacs, cél-lules de la microglia al cervell, etc (Siewekeand Allen,
2013; Yona et al.,, 2013). Davant de determinades condicions genetiques o experimentals,
ratolins o humans monocitopénics al moll de I'os, no tenen deficiéncies en macrofags tissulars
(Bigley et al., 2011; Emile et al., 2000; Hambleton et al., 2011; Vinh et al., 2010). Aquesta
observacié indica que els macrofags tissulars sén capagos de reemplagar-se a si mateixos sense

necessitat d'un precursor provinent del moll de I'os.

Depenent de I'ambient on estiguin exposats els macrofags, aquests actuen de diferent
formes. Davant de factors de creixement, i depenent de les molécules d'adhesid presents, els
macrofags proliferen, mentre que en front d'estimuls proinflamatoris, citocines o elements
bacterians, la proliferacié esta bloquejada i els macrofags s'activen (Xaus et al., 1999, 2001a) i es
ddna una induccid de les seves activitats funcionals com la secrecid de citocines, produccié de
metabolits toxics, o fagocitosi (Plowden et al., 2004; Schroder et al., 2004). Si no hi ha estimul,
els macrofags moren per apoptosi, mantenint el balan¢ entre cél-lules efectores amb un flux
constant de sortida des del moll de I'os (Celada and Nathan, 1994; Xaus et al., 2001b). A més,
I'activacid alternativa dels macrofags mitjangant la IL-4, indueix una aturada de la proliferacid

(Arpa et al., 2009).
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Diferenciacié i proliferacié de macrofags

El moll de I'os és el lloc de generacié de totes les cel-lules circulants en els organismes
adults. El procés mitjangant el qual es formen les cél-lules s'anomena hematopoesi. Totes les
cél-lules sanguinies s'originen a partir d'una cel-lula mare hematopoética comuna que és capag
de diferenciar-se en diferents llinatges. Aquestes cél-lules hematopoétiques sén part del sistema

fagocitic mononuclear, regulada principalment per I'M-CSF (Valledor et al., 1998).

L'M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor o CSF1) és el principal regulador de la
proliferacid, la diferenciacié i la supervivéncia (Comalada et al., 2004) dels macrofags i dels seus
precursors i, mitjangant sinérgia amb altres citocines, pot ser capag d'intervenir en la proliferacié
d'altres progenitors hematopoetics més primerencs. Aquest factor de creixement és una
glicoproteina secretada, sintetitzada per una gran varietat de tipus cel-lulars incloent cél-lules
endotelials, fibroblats, cel-lules estromals de moll de I'os, osteoblasts, cellules epitelials
timiques, queratinocits, astrocits, condrocits, mioblasts, cel-lules mesotelials, cél-lules
mesangials, cel-lules de les glandules endometrials, i estroma trofoblast de la placenta decidual

(Fixe and Praloran, 1997; Hamilton, 1997).

L'M-CSF s'uneix al seu receptor especific (M-CSFR o CSF1R), només present a macrofags,
provocant aixi I'activacié de gens primerencs i tardans a través de diferents vies de senyalitzacid
per iniciar el cicle cel-lular (Barreda et al., 2004; Stanley et al., 1994). Una de les principals vies
activades després de la interaccié del receptor amb el lligand M-CSF, és la via d'activacié Raf-
MEK (MAPK/ERKkinase)-ERK1/2 (Extracellular signal Regulated Kinase 1/2), la fosforilacié de la
qual ha demostrat tenir un paper critic en la proliferacié dels macrofags (Valledor et al., 1999).
En funcié del temps de fosforilacid d'ERK, els macrofags entren en proliferacié o aturen la
fosforilacié i s'activen. Una activacio curta i primerenca d'ERK esta associada amb la proliferacid,
mentre que una fosforilacid6 més tardana i llarga indueix l'activaciéd proinflamatoria dels
macrofags (Valledor et al., 2000). De fet, la fosforilacié d'ERK depén de la fosfatasa MKP-1. En
funcié de quan s'indueix aquesta fosfatasa, en dependra la duracié de l'activacié d'ERK. La
incubacié dels macrofags amb LPS o IFN-y, aturen la proliferacié mitjangant el control de la
inducciéo d'MKP-1, el qual produeix llavors un allargament del temps de la fosforilacié d'ERK
(Valledor et al., 2008). Totes aquestes dades han sigut revisades recentment pel nostre grup

(Comalada et al., 2012) (Figura 2).
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Figura 2: La duracié de la fosforilaci6 d'ERK determina la proliferacié o l'activacié dels macrofags.
Després de la unié del lligand als receptors indicats, els dos estimuls per a la proliferacié (M-CSF) o per a
I'activacié (LPS) indueixen Raf-1, PKCe i I'activacié de JNK, aixi com també la fosforilacié de c-Jun. De la
durada de la fosforilacié d'ERK en depén que els macrofags proliferin (esquerra) o s'activin (dreta).
Finalment, la fosforilacié d'ERK depén de la induccié de MKP-1. (Comalada et al., 2012).

L'M-CSF és essencial en la regulacié de macrofags trofics durant el desenvolupament
(Pollard, 2009). El receptor M-CSFR és un dels primers marcadors expressats en aquestes
cel-lules, indicant aixi la importancia de I'M-CSF en la diferenciacié i en la propagacid dels
macrofags des d'estadis primerencs del desenvolupament (Ovchinnikov et al., 2008; Sasmono et
al.,, 2003). Una abséncia d'M-CSF resulta en un rang d'anormalitats del desenvolupament,
incloent defectes en I'esquelet, neurologics, en el creixement i la fertilitat (Dai et al., 2002;
Wiktor-Jedrzejczak et al., 1990; Yoshida et al., 1990), derivats principalment de la severa
deficiencia en macrofags tissulars. L'M-CSF no té funcions redundants en el desenvolupament, ja
que l'administraci6 de GM-CSF no és capac¢ de corregir els déficits en el creixement i en els
defectes esqueletics en els models murins deficients en M-CSF (Wiktor-Jedrzejczak et al., 1994).

Curiosament, en humans, I'M-CSF esta associat amb la polaritzacié dels macrofags cap a un
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fenotip antiinflamatori, mentre que el GM-CSF s'associa amb caracteristiques fenotipiques

proinflamatories (Fleetwood et al., 2007; Hamilton, 2008; Verreck et al., 2004).

Activacio dels macrofags

Els macrofags juguen una funcid clau en el sistema immunitari com a cél-lules efectores
reguladores. Aquestes cel-lules poden jugar papers centrals en la immunitat innata i adaptativa, i
actuar a partir de diferents mecanismes: a) directament, mitjancant la destruccié de bacteris,
parasits, virus i cel-lules tumorals; b) indirectament, com a reguladors d'altres ceél-lules gracies a
I'alliberacié de mediadors com ara IL-1B, TNF-q, IL-6, IL-10, factors de creixements, proteines del
complement, i mediadors de la inflamacid (leucotriens i prostaglandines); c) com a cél-lules
accessories, processant antigens i presentant-los als limfocits T, induint la seva activacio; i d)
mitjancant la reparacié de teixits danyats (cicatritzacid de ferides) i I'eliminacié de cossos

apoptotics i de restes cel-lulars (Mantovani et al., 2002; Xaus et al., 2001b).

El terme "activaciéd" dels macrofags va ser introduit inicialment per Mackaness a la
decada del 1960 en un context infecciés per tal de descriure l|'activitat bactericida dels
macrofags dependent d'antigen, perd no especificament augmentada, en front a una segona
exposicié al bacil Calmette-Guerin (BCG) i a la Listeria (Mackaness, 1962). L'augment de
I'activacio estava vinculada a una resposta Thl i a la produccié d'IFN-y a través de les cel-lules
immunitaries activades per antigen (Celada et al., 1984; Nathan et al., 1983; Pace et al., 1983).

Aquesta activitat proinflamatoria es diu activacid classica o M1.

L'activacid dels macrofags és un procés complex i altament regulat. Aquest procés
comporta diversos canvis morfologics, bioquimics i modificacions funcionals que porten a
I'increment de I'habilitat de les cel-lules en activitats complexes, com per exemple en la
presentacié d'antigens i en |'activitat bactericida. El principal activador endogen dels macrofags
és I'IFN-y. Altres molecules presents en microorganismes com el lipopolisacarid (LPS), un
component de la membrana externa dels bacteris Gram-negatius, també sén potents activadors.
A més, altres molecules com el GM-CSF, M-CSF, IL-1, IL-2 i IL-4, i TNF-a poden augmentar o
directament activar els macrofags (Adams and Hamilton, 1987; Celada and Nathan, 1994) (Figura

3 i Figura 4 M1).

D'altra banda, I'activacié antiinflamatoria dels macrofags anomenada alternativa,o M2,
és induida in vitro per citocines Th2 com la IL-4 i la IL-13, i tenen efectes oposats a l'activacio

classica (Martinez and Gordon, 2014). Aquest tipus d'activacié inhibeix I'activacid classica i
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indueix els seus efectes, els quals sén antiinflamatoris i de reparacié dels danys als teixits, i
poden exercir funcions immunoreguladores i actuar en el procés de cicatritzacié dels teixits

(Figura 3 i Figura 4 M2) (Laskin et al., 2011).

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

Host defense Anti-inflammatory
Wound repair

ROS, RNS, TNFa,
IL-1, IL-12, IL-23,
chemokines

IL-10, IL-4, IL-13,
TGFp, VEGF, EGF

Cytotoxicity Fibrosis
Tissue injury Cancer

Figura 3: Model d'activacio classica i alternativa de macrofags. En preséncia de diferents citocines, els
macrofags esdevenen en cél-lules activades M1 o M2, i actuen ja sigui en la defensa de I'hoste o en la
reparacié de teixits. La cronicitat de qualsevol dels dos tipus provoca diverses malalties. (Laskin et al.,
2011).

La poblacié M1 té activitat proinflamatoria i contribueix a la lesid tissular. L'activitat dels
macrofags M1 s'equilibra amb la poblaci6 M2 (antiinflamatoris), que estan implicats
principalment en la regulacié negativa de la inflamacié i en l'inici de la reparacié de danys
tissulars. Tot i aix0, cal dir que la classificacié dels macrofags en dos estats polaritzats (M1 i M2)
simplifica en excés les complexes activitats funcionals d'aquestes cel-lules (Mosserand Edwards,

2008).
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Els Interferons

Els interferons son citocines que juguen una funcid molt important en la resisténcia a
mamifers en front de patogens (Stark et al., 1998). Els interferons de tipus | sén una gran familia
de citocines estructuralment relacionades, les quals intervenen en la resposta primerenca innata
en front d'infeccions virals. Hi ha molts tipus d'IFN de tipus I, on tots tenen una considerable
homologia estructural i estan codificats per gens situats en un Unic cluster al cromosoma 9. En
humans, els IFN-I inclouen I'IFN-a (el qual a la vegada es pot dividir en 13 subtipus diferents),

IFN-B, IFN-g, IFN-k i IFN-w (Borden et al., 2007).

La familia d'IFN de tipus Ill consisteix en tres subtipus d'IFN-A, els quals estan coproduits
amb IFN-B i activen la mateixa via de senyalitzacié que els IFN-I. La diferéncia entre ambdds tipus
d'IFN és que els IFN-IIl han evolucionat cap a una estructura de receptor completament diferent

(Uzé and Monneron, 2007).

En contrast als tipus | i lll d'IFN, només hi ha un tipus d'IFN de tipus Il, I'lFN-y. Aquesta
molécula és la principal citocina endogena activadora de macrofags, i té funcions critiques en la
immunitat innata i adaptativa mediada per cel-lules, en front de microbis intracel-lulars. L'IFN-y
no té cap semblancga estructural amb els IFN-I, encara que també és important per a I'eliminacié
de la infeccid virica. L'IFN-y també té altres activitats funcionals incloent els efectes
antiproliferatius en un ampli rang de tipus cel-lulars (Valledor et al., 2008; Xaus et al., 1999)
(Figura 5). A més a més, I'IFN-y activa o inhibeix a macrofags més de 400 gens diferents (Borden

et al., 2007).

L'IFN-y és una proteina homodimérica produida per les cél-lules NK i les cél-lules T (CD4"
Th1 i CD8). Estudis posteriors van demostrar que les cél-lules B també secreten IFN-y (Carnaud
et al., 1999; Harris et al., 2000). Les cel-lules NK secreten IFN-y en resposta a lligands activadors a
la superficie de les cél-lules hoste infectades o estressades, o en resposta a la IL-12. L'IFN-y té
una funcié rellevant en I'eliminacié d'infeccions bacterianes intracel-lulars. Juntament amb el
ligand CD40, IFN-y millora la funcid microbicida dels macrofags mitjancant I'estimulacié de la
sintesi de ROS i d'NO. L'IFN-y fa aquests efectes principalment mitjancant la induccié de
I'activacid transcripcional dels gens que codifiquen pels enzims requerits. Aquesta citocina
també és una forta inductora de I'expressié del complex principal d'histocompatibilitat (MHC) de
classe | i ll, conduint aixi a 'activacié del sistema immunitari adaptatiu a través de la presentacio
d'antigens (Brucet et al., 2004; Cullell-Young et al., 2001). Finalment, I'IFN-y indueix I'expressid

d'IFN-I. L'efecte net d'aquestes activitats de I'lFN-y, és promoure reaccions inflamatories en els
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macrofags. No obstant aixo, I'expressié aberrant d'IFN-y s'associa amb un elevat nimero de

malalties autoinflamatories i autoimmunitaries (Borden et al., 2007; Meyer, 2009).

Type I: IFM-tes (13 types) Type li: [FN-y Type lli: IFN-As {3 types)
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Figura 5: Els tres tipus d'IFN amb els seus respectius receptors i les vies de senyalitzacié.Les vies de
senyalitzacio depenen de la fosforilacid i la dimeritzacié d'STAT. (Borden et al., 2007).

L'IFN-y és expressat en forma d'homodimer no covalent, el qual es compon per dues
cadenes polipeptidiques amb una massa molecular de 17KDa cadascuna. El dimer bioldgicament
actiu és format per dos monomers de forma antiparal-lela N-glicosilada i una massa molecular
de 50kDa. L'estructura antiparal-lela permet a I'IFN-y d'unir-se a dos receptors de manera
simultania. El receptor d'IFN-y es troba expressat a la superficie de tots els tipus de cél-lules
nucleades. Aquest receptor és un heterodimer complex format per dues subunitats: la cadena a
(IFNyR1) de 90kDa, i responsable de la unié amb el lligand; i la cadena y (IFNyR2), amb un pes
molecular d'aproximadament 65kDa i associat amb la maquinaria d'activacié de la senyalitzacié
cel-lular (Bach et al., 1997). Quan I'IFN-y s'uneix a la subunitat IFNyR1 del receptor, s'indueix
I'heterodimeritzacid de les subunitats IFNyR1 i IFNyR2, cosa que indueix a l'associacio de les
cinases Jak1 i Jak2 al receptor. En aquest complex, Jakl i Jak2 es transactiven I'una a l'altraiala
vegada fosforilen IFNyR1, cosa que forma un parell de llocs d'unié d'STAT1, anomenats SH2.
Després d'associar-se als llocs SH2, les dues molécules STAT1 queden molt proximes a les Jak
cinases associades al receptor, fent que les molécules d'STAT1 es fosforilin en la posicié tirosina
701. Aquestes molécules d'STAT1 fosforilades en la tirosina, es transloquen al nucli i actuen com
a factor de transcripcid. Les sequéencies d'unié d'STAT1 presents a determinats gens, s'han

anomenat caixes GAS (Gamma-Activated Site) i caixes ISRE (Interferon-Stimulated Response
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Element). Els gens amb sequiéncies GAS o ISRE sén coneguts com a gens estimulats per IFN (ISG,
de I'angles IFN-Stimulated Gens), i és necessaria la unié d'STAT1 per tal d'induir la seva expressié

(Kearney et al., 2013).

La majoria dels vertebrats també contenen un segon lloc de fosforilacié a I'extrem C-
terminal, de manera regulada per estimuls. En aquest cas, es tracta d'una serina continguda
dintre d'un motiu P(M)SP, el qual es troba no només a STAT1 sind també a STAT3, STAT4,
STAT5a i STATSb. La serina en posicid 708 (S708) d'STAT1, és fosforilada en resposta a IFN-I a
través de IKKe, una modificacid necessitada per ISGF3 per activar un grup de gens estimulats per
IFN (Tenoever et al., 2007). De manera similar, STAT1 requereix de la fosforilacié en S708 per tal
d'activar I'expressid del gen [fit2, activant la immunitat innata que restringeix la infeccié pel virus
WestNile (Perwitasari et al., 2011). Recentment, també s'ha vist que la fosforilacié S708 inhibeix
I'hnomodimeritzacié d'STAT1 pero no la formacié de ISGF3, regulant aixi de manera diferencial les
senyals dependent d'STAT1 en resposta a IFN-I i IFN-II (Ng et al., 2011). Per tant, mutacions en
aquesta posicid provoquen una alteracié de l'activitat del factor de transcripcid STATI,

independentment de la fosforilacié en tirosina (Decker and Kovarik, 2000).

Lipopolisacarid (LPS)

L'LPS, també conegut com a lipoglica o endotoxina, es troba a la membrana externa dels
bacteris Gram-negatius. Es compren de I'antigen O, un nucli d'oligosacarid i el lipid A. Mentre
que l'antigen O varia en funcié de I'espécie, el lipid A és una regid invariable i és I'Unic que és
detectat pel sistema immunitari, amb un efecte proinflamatori (Miller et al., 2005). L'LPS s'uneix
a una proteina present en el plasma anomenada proteina d'unié a LPS (LBP), i és llavors que
aquest complex s'uneix al receptor CD40 present a la superficie cel-lular de macrofags i de
cel-lules dendritiques. La part de I'LPS és llavors reconeguda pel receptor TLR4 (toll-like receptor
4). En macrofags, I'LPS indueix la sintesi de citocines com ara TNF-q, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
IFNa/B, TGF-B i altres metabolits com ROS i NO, a través de la induccid de NOS2 o iNOS
(inducible Nitric Oxide Synthase).

L'estructura del TLR4 es compon de repeticions extracel-lulars riques en leucina (LRRs)
en forma de ferradura. La part intracel-lular del TLR4 esta composta per dominis del receptor
toll/interleukine-1 (TIR). Quan I'LPS s'uneix al receptor, el TLR4 acobla dues vies diferents de
senyalitzacid, cadascuna de les quals utilitza un parell diferent d'adaptadors de proteines de la
familia TIR. En la via dependent de MyD88, es troben involucrades MyD88 i Mal/TIRAP en
I'activaciéd de NF-kB a través d'IRAK, TRAF-6 i TAKL. La segona via de senyalitzaciéo és MyD88
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independent pero TRIF dependent, on TRAM i TRIF porten a l'activacid de I'IRF-3 (Interferon
Response Factor-3) a través de TBK1 (Fitzgerald et al., 2003). IRF-1 és un factor de transcripcid
gue augmenta l'expressié d'IFN-I. Per tant, de la senyalitzacié a través de TLR4 també en pot
resultar I'expressio d'una amplia varietat de gens inflamatoris i antivirics (Abul K. Abbas et al.,

2007; Dauphinee and Karsan, 2005) (Figura 6).
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Figura 6: Estructura del receptor Toll-like receptor i les vies de senyalitzacié. El TLR4 és activat per LPS,
activant al seu torn les dues vies de senyalitzaci6 MyD88 dependent i MyD88 independent. La
senyalitzacio a través de la via dependent de MyD88 és responsable de I'activacié d'NF-kB de manera
primerenca i de I'activacié de MAPK (mitogen-activated protein kinase), les quals faciliten la induccié de
citocines proinflamatories. La senyalitzaciéd dependent de TRIF porta a I'activaciéd'IRF3, la qual culmina en
la induccié d'IFN-B i de gens induibles per IFN. Aquestes vies de senyalitzacié també porta a I'activacié de
manera secundaria d'NF-kB i de MAPK, la qual cosareforga la resposta de defensa. (Abul K. Abbas et al.,
2007).

Interleucina 4 (IL-4)

La IL-4 és una glicoproteina amb un pes molecular de 20kDa, i produida per limfocits
Th2, eosinofils, basofils i macrofags. Tant la IL-4 com la IL-13 sdn citocines Th2 que normalment
son sobreexpressades en desordres al-lérgics, tenen efectes profibrotics i remodeladors, i estan

implicades en diverses malalties que inclouen I'asma, la dermatitis atopica, I'esquistosomiasi i la
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colitis cronica (Fulkerson et al., 2006; Kaviratne et al., 2004; Wynn, 2008). La IL-4 indueix la fusid
dels macrofags i provoca el decreixement de la funcié de fagocitosi. També actua com a
molécula antiinflamatoria al bloquejar la sintesi d'lIL-1, TNF-a i IL-6, inhibint I'activacio classica i
promovent l'activacié alternativa dels macrofags cap a M2. Aquests sintetitzaran el receptor de
manosa (MRC1), IL-10 i TGF-B, resultant en una disminucié de la inflamacio patologica i activant

el procés de reparacioé de ferides i fibrosi.

Tant la IL-4 com la IL-13 indueixen I'expressié de marcadors d'activacio de fibroblasts (a-
SMA, fibronectina, CTGF) i, a fibroblasts humans i cél-lules estrellades, regulen |'expressié de
proteines de la matriu (col-lagen, MMP, periostina) (Aoudjehane et al., 2008; Liu et al., 2011,
Moriya et al., 2011; Postlethwaite et al., 1992). A més d'aquests efectes profibrotics, les dues
citocines també poden provocar la induccid dels fibroblasts per a la produccié de substancies
proinflamatories, incloent la eotaxina quimioatractant d'eosinofils (Hoeck and Woisetschlager,

2001a, 2001b).

La subunitat IL-4Ra del receptor de la IL-4, pot heterodimeritzar amb la subunitat
cadena-y (yC), formant el receptor de tipus | de la IL-4, mentre que la subunitat IL-13Ral no pot
formar aquest heterodimer (Kelly-Welch et al., 2003). Aquest receptor de tipus | és predominant
en cel-lules d'origen hematopoetic com ara limfocits i granulocits. La subunitat yC esta associada
amb Jak3, la qual s'activa amb la unié de la IL-4 al receptor (Figura 7). El receptor de tipus Il és
majoritariament expressat en cél-lules d'origen no hematopoetic, com cel-lules epitelials i
fibroblasts. Quan la IL-4 o la IL-13 s'uneixen al receptor, les dues subunitats del receptor
heterodimeritzen i incrementen l'activitat de Jak. La subunitat IL-13R1a activa Jak2 i/o Tyk2. La
subunitat IL-4Ra activa Jakl. Posteriorment, es déna la fosforilacié de molecules de senyalitzacié
com STAT3 o STATS6, aixi com també es produeix la fosforilacié del substrat receptor d'insulina
(IRS). Una vegada fosforilat, STAT6 dimeritza i es transloca al nucli per tal d'iniciar la transcripcié
dels seus gens diana com l'eotaxina-3 (Blanchard et al., 2007). De manera similar, STAT3

dimeritza després de la fosforilacid i es transloca al nucli per iniciar la transcripcio (Figura 7).

La IL-4 i la IL-13 comparteixen molts dels efectes biologics, probablement perque
ambdues citocines s'uneixen al receptor tipus Il de la IL-4, el qual es compon per les subunitats
IL-4Ra i la IL-13Ral (Jiang et al., 2000; Kelly-Welch et al., 2003; Kruse et al., 2002). Les cues
citoplasmatiques d'aquestes subunitats estan associades amb tirosina cinases de la familia Janus
(Jak 1-2 i Tyk2). Aixi doncs, la variabilitat en l'activacié de les subunitats del receptor és el que
pot donar les diferencies funcionals entre la IL-4 i la IL-13 (Fallon et al., 2000; Kruse et al., 2002;

McKenzie et al., 1998). Algunes cél-lules com els macrofags, poden expressar ambdds tipus de
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receptors (Junttila et al., 2008). La IL-13 també s'uneix amb una elevada afinitat a la subunitat IL-
13Ra2 (Lupardus et al., 2010), que es creu que funciona com a receptor de reclam (Chiaramonte

et al., 2003), encara que es tenen evidéncies del seu potencial senyalitzador en determinades
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Figura 7: Via de senyalitzacié de les interleucines 4 i 13. Quan els lligands s'uneixen als seus respectius
lligands es déna I'heterodimeritzacid, cosa que activa I'activitat de la Janus cinasa (JAK). Posteriorment, les
moleécules de senyalitzacié STAT6 i STAT3, i el receptor d'insulina IRS, son fosforilades i activades. L'IRS pot
iniciar altres vies de transcripcié com ara PI3K/Akt i Ras/MAPK, regulant la supervivéncia i la proliferacié.
La funcid de la subunitat IL-13Ra2 no és clara.

Les proteines IRS sén una familia de proteines citoplasmatiques les quals funcionen com
a intermediaries de la senyalitzacié quan els seus residus de tirosina soén fosforilats pels
receptors de superficie cel-lular activats. La via de senyalitzacié de I'IRS s'acobla a dues vies,
PI3K/Akt i Ras/MAPK (Figura 7). En general, la via PI3K/Akt regula el creixement cel-lular, la
supervivéncia i la sintesi de proteines, mentre que la via Ras/MAPKmedia la proliferacié i la
diferenciacid cel-lular (Wynes and Riches, 2003; Wynes et al., 2004). Al 2004, el nostre grup va

Wafl

demostrar que la induccié de p21 a través de la via PI3K/AKT és una resposta de
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supervivencia en macrofags. Els nostres resultats van demostrar que els factors de creixement
en els macrofags funcionen a partir de dues vies: una per a la proliferacié, mediada per ERK, i

Wafl

una segona per a la supervivéncia, la qual requereix les cinases PI3K/Akt i p21 (Comalada et

al., 2004).

El deficit d'IL-4 en models animals, no afecta al nombrede macrofags aixi com tampoc
afecta a la seva la maduracid, sind que només té una afectacid a la resposta immunitaria en
front de nematodes i algunes infeccions viriques (Van Dyken and Locksley, 2013; Martinez et al.,
2009). En humans, els polimorfismes del receptor de la IL-4 estan associats amb el

desenvolupament d'asma i atopia (Beghé et al., 2003; Ford et al., 2009).

Macrofags i inflamacio

La inflamacié és la resposta biologica dels teixits en front d'estimuls nocius de qualsevol
origen, incloent danys fisics, quimics o agents biologics com patogens, cel-lules danyades, etc. La
inflamacié és un intent de proteccidé de I'organisme per tal d'eliminar els estimuls nocius i tot
seguit iniciar el procés de cicatritzacié. Els simptomes cardinals de la inflamacié sén: calor,
envermelliment, tumor, dolor i perdua de funcid, els quals ja van ser descrits per Celsus fa més
de 2000 anys (Lawrence et al., 2002) (Figura 8). No obstant, molt poc se sap dels mecanismes
gue controlen la inflamacié. En els ultims anys, els estudis sobre inflamacié han arribat a un gran
moment. Durant la Ultima década, s'ha acceptat ampliament que la inflamacié és una forga
impulsora darrere de les malalties croniques que provoquen la mort a una gran part de la
poblacié: cancer, diabetis, obesitat, Alzheimer i aterosclerosi (Couzin-Frankel, 2010).
Recentment, la diabetis s'ha associat amb la inflamacid i diversos assajos clinics s'han dut a
terme utilitzant silicilats (Donath and Shoelson, 2011), cosa que indica el canvi de conceptes

sobre la inflamacio.

La inflamacié aguda és la resposta inicial del cos als estimuls nocius i s'aconsegueix
mitjangant l'augment a la circulacid de plasma i leucocits als teixits lesionats. Una cascada
d'esdeveniments moleculars es propaga i fa madurar la resposta inflamatoria, implicant el
sistema vascular local, el sistema immunitari i diverses cél-lules en el teixit lesionat. Si no
s'eliminen els agents que causen la inflamacié, llavors es déna una inflamacié prolongada o
inflamacié cronica. Aquesta inflamacid cronica condueix a un canvi progressiu en el tipus de
cél-lules presents al lloc de la inflamacid, i es caracteritza per la destruccio i la curacié el teixit
després del procés inflamatori. Una destruccié progressiva del teixit posaria en perill la

supervivencia de I'organisme.
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D'altra banda, la inflamacio esta associada a diverses situacions com ara la remodelacié
de teixits, que podrien tenir una participacié fisiologica (com per exemple remodelacio de la
placenta durant I'embaras o el desenvolupament dels canalicles de la mama), o en condicions
patologiques com el cancer. Com s'ha dit anteriorment, un gran nombre de malalties croniques
estan associades amb la inflamacié com I'esclerosi multiple, I'aterosclerosi, la malaltia de Crohn i
I'artritis reumatoide. Per aquesta rad, el procés inflamatori ha de ser estrictament regulat pel

cos.

La cinetica d'arribada de les cel-lules al focus inflamatori varia en funcié del tipus
cel-lular. Els neutrofils son les primeres cel-lules que arriben al lloc d'inflamacio, dins de les 24
hores segiients a l'inici de la inflamacié. Aquests elements del sistema immunitari son molt
potents i destrueixen la majoria dels agents infecciosos mitjancant la fagocitacié i la destruccid

dels patogens.

Figura 8: Els cinc signes cardinals de la inflamacié. Celsus ja va descriure els cinc simptomes de la
inflamacié fa més de 2.000 anys. Aquests signes sén: calor, vermellor, tumoracié, dolor i perdua de funcid.
(Lawrence et al., 2002).

Seguidament arriben els monocits inflamatoris entre les 24 i les 48 hores seglents, i
aquests es diferencien en macrofags (Van Furth et al.,, 1973). Inicialment, els macrofags
destrueixen els agents infecciosos restants i eliminen els cossos apoptotics. Aquesta fase pro-

inflamatoria, o M1, pot ser induida en cultiu in vitro de macrofags amb IFN-y i/o LPS, i s'associa
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amb una elevada activitat microbicida i amb la produccié de citocines proinflamatories. Després
d'aixo, els macrofags reparen la majoria del dany als teixits. Per tal de fer aquesta activitat
antiinflamatoria, els macrofags modifiquen el seu fenotip cap a una activacid alternativa o M2.
Aquesta activacio alternativa pot ser induida en cultiu in vitro mitjancant el cultiu dels macrofags
juntament amb IL-4 o IL-13 (Gordon and Taylor, 2005). No obstant, malgrat la classificacio dels
macrofags en M1 i M2, la extensa plasticitat d'aquestes cél-lules fa que sigui poc clar si el desti
dels macrofags esta marcat o és constantment mal-leable, i pot canviar de fenotip en funcié de

I'entorn al qual es troben exposats (Mosser and Edwards, 2008) (Figura 9).
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Figura 9: Heterogeneitat dels macrofags durant la inflamacié. En teixits inflamats, els monocits
inflamatoris mostren una elevada activitat microbicida i produeixen ROS (fase pro-inflamatoria). Després
d'aixo, els macrofags generen un fenotip que promou la reparacié dels teixits i suprimeix la inflamacié
(fase antiinflamatoria). (Gordon and Taylor, 2005).

A la inflamacié vascular, els monocits Ly6C™e"

es converteixen principalment en
macrofags inflamatoris M1, els quals es distingeixen per una secrecié de citocines pro-
inflamatories, TNF-a i IL-6, i contribueixen a la degradacié del teixit i a una activacio de cel-lules
T. Aquests macrofags classicament activats i hipersensibles, poden causar danys en els teixits.
D'altra banda, els macrofags M2 secreten citocines antiinflamatories i contribueixen a la
reparacid del teixit. Tot i aix0, l'activacid dels macrofags és, de fet, un procés dinamic: les

mateixes cél-lules poden prendre part inicialment en una fase proinflamatoria i més tard

participar en la resoluciéd de la inflamacié i en la cicatritzacio de ferides. No obstant aixo,
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I'activacid descontrolada de macrofags involucrats en la cicatritzacié de ferides poden ser
causants de I'exacerbacio de respostes citotoxiques i de respostes al-lergiques, aixi com també
poden contribuir a la progressid de la hiperplasia (Laskin, 2009; Mantovani et al., 2002; Martinez

and Gordon, 2014; Mosser and Edwards, 2008).

La sindrome d'Aicardi-Goutieres

La sindrome d'Aicardi-Goutieres (AGS) va ser inicialment descobert el 1984 per Jean
Aicardi i Francoise Goutieres (Aicardi and Goutieres, 1984). El primer pacient era un nen
portugues, el qual va ser erroniament diagnosticat inicialment com a una infeccid virica
composta per toxoplasmosi, rubeola, citomegalovirus i I'herpes simplex. No obstant aix0, cap
dels assajos serologics va donar cap pista d'una infeccié viral. Clinicament, el nen mostrava
espasticitat bilateral, distonia, espasmes oculars, microcefalia adquirida i progressiva, i un curs
rapid cap a un profund deteriorament i finalment, la mort. A més de les calcificacions dels
ganglis basals, un escaner de tomografia computada va mostrar una atrofia cerebral difusa i
progressiva, i hipodensitats a la substancia blanca. Més endavant es van trobar dos germans
amb un mateix diagnostic, que va donar la pista per poder proposar que es tractava d'un
trastorn genétic amb heréncia autosomica recessiva. Basats en casos previs relatats a la
literatura, Jean Aicardi i Francoise Goutiéres van trobar altres 9 casos amb els mateixos
simptomes (Figura 10). Posteriorment, es va detectar la preséncia d'alts nivells d'IFN-a al liquid

cefaloraquidi (LCR) de la majoria dels nens afectats per aquesta malaltia (Lebon et al., 1988).

o)

Figura 10: Tomografia computada del cervell de diferents individus. A les figures B i C es pot observar
una calcificacio als ganglis basals i una destruccié de la substancia blanca. A. Individu normal. B. Pacient
d'AGS. C. Infeccid congenita del VIH. D. Lupus eritematds sistemic. (Rigby et al., 2008).

La majoria dels nounats afectats per AGS no mostren signes o simptomes de la malaltia
en néixer. Encara que la combinacié de simptomes i indicis porten a una resposta del sistema

immunitari en front d'una infeccié congénita per la presencia de I'elevada concentracié d'IFN-a,
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no es troba cap infeccid als lactants. Per aix0, s'ha referit a I'AGS com a un imitador d'una
infeccid congénita. Durant el primer any de vida, la majoria dels individus amb AGS,
experimenten durant alguns mesos un episodi de disfuncié cerebral greu (encefalopatia). Durant
aquesta fase de la malaltia, els nadons afectats son molt irritables i no s'alimenten bé. Tot i
I'abséncia d'infeccié, poden desenvolupar febre (piréxies estérils) i poden patir convulsions.
Aquests nens no només deixen de desenvolupar noves habilitats, sind que també comencen a
perdre les habilitats que ja han adquirit (regressié del desenvolupament). El creixement del
cervell i del crani s'alenteix, del que resulta una mida de cap anormalment petita (microcefalia).
En aquesta fase de la malaltia es poden detectar al LCR leucocits i molecules associades amb la
inflamacidé. Aquestes troballes sén consistents amb la inflamacié i el dany tissular al sistema

nervids central (Chahwan and Chahwan, 2012; Fazzi et al., 2013).

El fet que aquesta malaltia tingui simptomes autoimmunes, i el fet que alguns pacients
amb I'AGS també es poden veure afectats pel lupus eritematds sistemic (SLE), porta a pensar
que hi ha una relacié entre I'AGS i I'SLE (De Laet et al., 2005; Rice et al., 2007a). Una alteracio de
I'nomeostasi de I'lFN-a és una caracteristica central dels trastorns autoimmunitaris. Com a I'SLE,
la pertorbacid del metabolisme de I'lFN-a és una caracteristica molt important en el fenotip de

I'AGS (Taula 1) (Rigby et al., 2008).

Congenital viral

AGS SLE infection
Origin Genetic {single gene) Multifactorial: complex genetic and Viral infection
environmental factors
Age at presentation From birth to approx. Generally late teens — 40 years of age At birth
12 months

Neurological features Basal ganglia calcification + - +
Destruction of white matter c + -
Microcephaly + - +

Immunological features Elevated levels of CSF IFN-x + + +
Hypergammaglobinemia + + +
Autoantibodies +/-5 + -

Systemic features Immunoglobulin deposits in skin® + =+ =5
Thrombocytopaenia + + +
Haemolytic anaemia +° + +
Hepatosplenomegaly + —- +
Fever + + +

Taula 1: Resum de les caracteristiques cliniques de I'AGS en comparacié a I'SLE i les infeccions
congenites virals. “Els auto-anticossos nuclears s'han reportat en alguns pacients amb AGS. ®Lesions
similars a penellons amb deposicié d'lgM. “En un petit nombre de pacients d'AGS també es pot trobar
esplenomegalia. (Rigby et al., 2008).

L'AGS és una malaltia genetica heterogénia associada amb mutacions al gen que codifica
per a l'exonucleasa TREX1 (Three Prime Repair Exonuclease 1, AGS1) (Crow et al., 2006a), a
qualsevol dels gens codificants per a les components de la RNASE H2 (Ribonuclease H2, RNASE

H2B, AGS2; RNASE H2C, AGS3; RNASE H2A, AGS4) (Crow et al., 2006b), a la fosfo-hidrolasa
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SAMHD1 (SAM and HD domain containing protein 1, AGS5) (Rice et al., 2009) o a la recentment
descoberta ADAR1 (Adenosine Deaminase Acting on RNA 1, AGS6) (Crow, 1993; Rice et al., 2012)
(Figura 11). Encara que més del 90% dels pacients tenen mutacions en algun d'aquests 6 gens, hi
ha pacients amb AGS als quals no se'ls hi ha trobat cap mutacié que pugui explicar el
desenvolupament de la malaltia. Per aquest motiu, se segueixen investigant possibles gens
associats amb I'AGS.

(AGS6) ADART

=7.4% (AGST) TREX1

(AGSS5) SAMHD1 = 21.8%

=125%

Figura 11: Incidéncia en pacients amb
AGS de mutacions en els diferents gens
associats a la malaltia. El gen que més
freqiientment es troba mutat entre els
(AGS2) RNASEH28 pacients amb AGS és el codificant per a la
=38.2% subunitat RNASE H2B. (Crow, 2014).

(AGS4) RNASEH2A
=6.2%

(AGS3) RNASEH2C
=13.9%

Aquests gens tenen en comu que tenen com a substrat diferents tipus d'acids nucleics.
Una mutacié en qualsevol d'aquests gens, provoca una acumulacié d'acids nucleics que
comporta una sobreexpressido d'IFN-a i conseqlientment, I'activacido del sistema immunitari
(Figura 12).

‘Anti-viral state’

Innate immunity proteins Adaptive immune response

e.g. elF2q, 2-5' OAS . ‘

Plasma membrane

Figura 12: Model de patogénesi de la malaltia d'AGS. Les mutacions que produeixen una disfuncio de les
proteines TREX1, RNASE H2, SAMDH1 o ADAR1, provoquen una acumulacié de diferents tipus d'acids
nucleics, els quals sdn reconeguts per sensors citoplasmatics encara desconeguts. Aquesta deteccio porta
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a la induccié d'IFN's de tipus | a través del factor de transcripcié IRF3 d'una manera TLR-independent.
(Adaptada de Crow and Rehwinkel, 2009).

Les funcions fisiologiques d'aquests enzims determinaran la naturalesa dels acids
nucleics que s'acumularan en cas d'una mutacié o una perdua d'activitat de les proteines i, per
tant, el coneixement d'aquestes funcions és fonamental per tal d'entendre la patogénesi de

I'AGS.

Recentment s'ha descobert que mutacions al sensor citoplasmatic de dsRNA Ifih1, o
també anomenat Mda5, estan associades amb I'AGS (Oda et al., 2014; Rice et al., 2014). Es van
estudiar pacients amb AGS, basats en criteris neuroradiologics i amb sobreexpressio d'IFN-a al
LCR i/o expressié a sang periférica de gens estimulats per IFN-a, i negatius per mutacions a
qualsevol dels gens TREX1, RNASEH2A, RNASEH2b, RNASEH2C, SAMHD1 o ADAR1. D'aquesta
manera es van trobar tres casos que portaven una Unica variacié de mutacio al gen de MDA5

(Oda et al., 2014; Rice et al., 2014).

TREX1

La proteina TREX1, també anomenada DNASEIIl, és I'exonucleasa més abundant en
cél-lules de mamifer. Actua en sentit 3'-5' (Lindahl et al., 1969) i no té ortolegs en eucariotes
inferiors, incloent el llevat. TREX1 té una elevada expressi6 a la cél-lula, tot i que la major part de
la seva activitat enzimatica es troba dins del nucli (Mazur and Perrino, 2001). Estudis in vitro van
mostrar que TREX1 degrada preferentment DNA de cadena senzilla (ssDNA), eliminant
nucleotids no coincidents a l'extrem 3' i, d'aquesta manera demostrant una funcié molt
important de TREX1 en I'edicié del DNA durant el procés de reparacié per escissié de bases, i
també durant la replicacié del DNA (Ho6ss et al., 1999). Tot i aix0, el ratoli knockout de TREX1
(TREX17) no exhibeix una major freqiiéncia de mutacions espontanies o una major
susceptibilitat a tumors, cosa que suggereix que in vivo pot tenir altres activitats funcionals
(Morita et al., 2004). D'altra banda, de la mateixa manera que en els pacients d'AGS, els ratolins
TREX1” presenten un fenotip inflamatori, perd al contrari que en els pacients d'AGS, els ratolins
mostren una cardiomiopatia inflamatoria i una afectacid neurologica (Morita et al.,, 2004,

Pereira-Lopes et al., 2013).

També s'ha proposat una altra funcié de TREX1 com a component del complex SET.
Aquest complex esta format per multiples proteines associades al reticle endoplasmatic. El

complex SET representa una via de mort cel-lular independent de caspases, el qual també conté
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I'endonucleasa NM23-H1 i la seva proteina inhibidora. Quan aquest complex s'activa per la
Granzima A o per un estrés oxidatiu, I'inhibidor SET és degradat i NM23-H1 es relocalitza al nucli
per iniciar la mort cel-lular, actuant conjuntament amb TREX1 per a la degradacié del DNA

genomic (Chowdhury et al., 2006).

Atés que TREX1 és una exonucleasa autobnoma no processiva, s'han proposat diverses
funcions biologiques per a aquest enzim, incloent la seva participacié en funcions de correccid
(proofreading). Una activitat similar s'ha observat per a la proteina relacionada TREX2. Aquesta
exonucleasa s'expressa ampliament a teixits de ratoli i linies cel-lulars humanes (Chen et al.,
2007), i interactua amb la DNA polimerasa 8, augmentant aixi la fidelitat de copia de la

polimerasa en condicions adverses (Shevelev et al., 2002).

També s'ha demostrat que TREX1 es transloca al nucli després d'un dany cel-lular, ja que
la colocalitzacié de la proteina amb BrdU al focus de replicacid suggereix un paper en la
reparacié del DNA durant la replicacié (Yang et al., 2007). Les cel-lules amb un déficit de TREX1
produeixen fragments de ssDNA de 60-65 parells de bases, els quals s'acumulen al reticle
endoplasmatic. Aixo fa pensar que TREX1 actua per prevenir la persisténcia de fragments ssDNA
generats a partir dels acids nucleics intermediaris de la replicacié (O'Driscoll, 2008). La pérdua de
TREX1 també s'associa amb una activacié cronica de la senyalitzacié de la progressio del cicle
cel-lular per ATM, i amb defectes en la progressié de G,/S de fibroblasts embrionaris de ratoli i

fibroblasts primaris humans amb mutacions a TREX1 (Yang et al., 2007).

Figura 13: Estructura de TREX1. A la dreta, es mostra I'homodimer de TREX1 (cada monomer en un
color diferent). A I'esquerra, es mostra el centre actiu de la proteina, amb els residus participants
en la unié amb el nucleotid (atoms grocs). També es mostren els dos ions de magnesi (MgA i
MgB) i les molécules d'aigua (esferes verdes i vermelles, respectivament). (Brucet et al., 2007).
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En el nostre grup, es va purificar i caracteritzar la proteina recombinant de TREX1 sola o

unida a DNA(Brucet et al.,, 2007) (Figura 13). L'estructura de TREX1 esta composta per tres
regions repetides riques en leucina, dues a l'extrem N-terminal i una al mig, elevadament
hidrofobic. La regié C-terminal forma una regié hélix transmembrana, i aquest domini és
d'elevada importancia per a la retencid de TREX1 al citoplasma. La perdua d'aquesta regid
transmembrana provoca una translocacié permanent al nucli (Brucet et al., 2007). A més, es va

demostrar que la unié al DNA no és aleatoria i que depén d'una seqliencia especifica.

El gen de TREX1 a humans es troba al cromosoma 3, mentre que a ratoli es troba al
cromosoma 9, perd en ambdds casos codifica a la cadena complementaria. El gen compren dos
exons, pero el primer no és codificant. El centre actiu de la regid catalitica de TREX1 esta
compost per quatre residus essencials: Asp18, Glu20, Asp130 i Asp200, els quals determinen els
motius Exo I, Il i lll, responsables de I'assemblatge dels dos ions de magnesi i I'oxigen dels fosfats
de la molécula dels nucleotids. Finalment, a la superficie de TREX1 hi ha una regid rica en
prolines amb un motiu conservat "PPPVPRPP", la qual pot interactuar amb altres factors. Com
gue aquest motiu no té aminoacids aromatics, pot interactuar amb dominis tipus SH3 o tipus
WW?2. Mitjangcant experiments de ressonancia magnética nuclear, es va demostrar que el domini
poliprolina de TREX1 interactua amb el domini WW2 del factor d'elongacié de la transcripcié

CA150 (Brucet et al., 2007) (Figural4).

EXO I EXO I EXO Il
(18,20) (130) (200)
|LRR1| P | LRR2| ( t ) DNAbinding dom? tun | LRR3|
1 92 210 280 314

Figura 14: Estructura secundaria predita per a TREX1. LRR, regio rica en leucines (leucine rich repeat); P,
regid rica en prolines; turn, bucle sense estructura secundaria determinada; EXO, motius exonucleasa
(Brucet et al., 2007).

TREX1 pertany a la familia DEDDh (també anomenada superfamilia DnaQ), la qual es
caracteritza per tenir quatre residus acids, tres aspartats (D) i un glutamat (E), distribuits en una
seqliencia dividida en tres fragments (Exo I, Exo Il i Exo Ill). Els residus que formen aquest motiu
DEDD contenen dos llocs d'unid per a dos ions divalents metal-lics, essencials per a la catalisi. En
el cas de TREX1, els dos ions necessaris sén dues molécules de magnesi, els quals li confereixen
I'activitat exonucleasa. Aquesta activitat exonucleasa de TREX1 és inhibida per liti i sodi, els quals
s'ha demostrat que tenen efectes inhibitoris en la hidrolisi d'unions fosfodiéster (Albert et al.,

2000; Patel et al., 2002). El liti i el sodi s'uneixen al lloc d'unié dels metalls catalitics, competint
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directament amb la unié dels ions de magnesi i afectant a la coordinacid, inhibint aixi I'activitat

exonucleasa (Brucet et al., 2008).

La majoria de les mutacions en recessivitat de TREX1 associades a I'AGS, es prediuen
com a al-lels nuls. No obstant aix0, seguint la identificacié de mutacions bial-leéliques a TREX1 en
pacients d'AGS, es van descriure mutacions en heterozigosi de TREX1en una malaltia anomenada
Familial Chilblain Lupus (FCL), una forma cutania de SLE (Lee-Kirsch et al., 2006, 2007; Rice et al.,
2007b). En casos rars, es dona una herencia dominant d'AGS (Rice et al., 2007b), associada amb
pacients amb un inici de microangiopatia cerebral-retinal associada amb el fenomen de Raynaud

amb leucodistrofia cerebral (RVCL) (Richards et al., 2007).

Les mutacions patogeniques al gen de TREX1, aixi com també la variabilitat fenotipica
dels malalts d'AGS, es pot explicar, almenys en part, pels residus implicats i la posicié de les

mutacions (Crow and Rehwinkel, 2009) (Figura 15).
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Figura 15: Representacié esquematica de les mutacions al gen de TREX1 amb les malalties associades a
cada mutacid. Mutacions: en negre, recessives d'AGS; en violeta, dominants d'AGS; en verd, FCL; en blau,
SLE; en vermell, RVCL. Exo1, 2 i 3 dominis; PIl, domini poliprolina Il; TM, domini transmembrana. (Crow
and Rehwinkel, 2009).

La regié C-terminal del gen codifica per al domini transmembrana de TREX1, responsable
de la immobilitzacié de la proteina al reticle endoplasmatic i, és en aquesta regidé on es troben
totes les mutacions associades a la malaltia RVCL i la majoria de les causants de Lupus. Per tant,
a les mutacions de TREX1 associades amb RVCL i Lupus, s'ha demostrat que la causa de la
malaltia és una mala localitzacié de TREX1, més que no pas una perdua d'activitat de la proteina.
D'altra banda, mutacions en heterozigosi a D18 i D200 impliquen residus catalitics clau que, in
vitro, s'ha demostrat que redueixen significativament I'activitat exonucleasa en front de ssDNA i
inhibeixen I'activitat de la proteina normal codificada per l'altre al-lel normal (Lehtinen et al.,,
2008). Cal fer l'incis de que alguns pacients d'AGS tenen mutacions al marc de lectura a I'extrem
C-terminal, amb una considerable superposici6 amb les mutacions de peéerdua de sentit

observades en pacients amb Lupus (Rice et al., 2007a). Aquestes observacions suggereixen que
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alguns pacients d'AGS i els seus pares heterozigots tenen una elevada probabilitat de

desenvolupar RVCL i SLE.

Al nostre laboratori, es va demostrar que Trex1 es troba regulat per IFN-y durant
I'activacio dels macrofags. L'IFN-y regula positivament I'expressié del gen a nivell transcripcional
a les poques hores d'activar les cél-lules, perd no afecta a la vida mitjana de I'mRNA, que es
manté en 70 minuts. L'IFN-y activa la via d'STAT1, el qual es va veure que s'uneix a dues
seqliencies d'activacio al promotor de Trex1, aixi com també s'hi uneix la proteina c-Jun a una
seqliencia adaptadora de complex proteic 1 (Serra et al., 2011). A més a més, Trex1 s'indueix per
LPS i en resposta a altres estimuls proinflamatoris, incloent els lligands de TLR7 i TLR9. En
absencia de TREX1, també es va veure que els macrofags mostren una resposta proinflamatoria
exacerbada. Aquestes cel-lules mostren un augment de la produccié d'IFN-a i TNF-a, elevats
nivells de CD86 i un augment de la presentacié d'antigens a cél-lules T CD4", aixi com també una
disminucié de la funcid d'eliminacié de cél-lules T. Aquests resultats evidencien que TREX1 és un
regulador negatiu de l'activacié inflamatoria dels macrofags. Aquestes modificacions als
macrofags poden explicar I'associacié amb malalties autoimmunitaries com el SLE i a més, és una
de les primeres evidéncies que associen la disfuncié dels macrofags amb I'autoimmunitat

(Pereira-Lopes et al., 2013).

RNASE H2

Les Ribonucleases H (RNASEH) sdn enzims que eliminen RNA dels hibrids d'RNA/DNA
formats durant la replicacid i la reparacié. Hi ha dos tipus d'RNASE H en eucariotes: RNASE H1
(RNASE HI en procariotes), que ha adquirit un domini d'unié hibrid que confereix processivitat i
afinitat pel substrat; i la RNASE H2, la qual esta composta per tres subunitats diferents: RNASE
H2A, la subunitat catalitica i similar en funcié a la procariotica i monomeérica RNASEHII, i les
subunitats RNASE H2B i RNASE H2C, sense cap homoleg procariota (Shaban et al., 2010) (Figura
16).

Aquestes RNASEs comparteixen un motiu de plegament comu, I'anomenat RNASE H-
fold, i comparteixen el mecanisme catalitic basat en dos ions. El primer id és requerit per a
I'assistencia en la formacié del substrat amb nucleotid i per a I'alliberacié del producte, mentre
qgue el segon i6 és requerit per a la desestabilitzacié del complex enzim-substrat, d'aquesta
manera promouen la reaccié de transferencia del grup fosforil (Nowotny and Yang, 2006;

Nowotny et al., 2005; Yang et al., 2006).
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Els dos tipus d'RNASE H (H1 i H2) sén capacos de degradar els hibrid RNA:DNA de
manera endonucleolitica, pero amb diferents funcions enzimatiques i lloc d'activitat especifics
(Ohtani et al.,, 1999). Els enzims de tipus 2 tenen la capacitat distintiva de reconeixer
ribonucleotids Unics incrustats a cadenes duplex de DNA, mentre que els enzims de tipus 1
requereixen com a minim quatre ribonucleotids consecutius per tal de dur a terme la seva
activitat (Eder and Walder, 1991; Hogrefe et al., 1990). A eucariotes, la RNASE H2 és la principal
font cel-lular d'activitat ribonucleasa (Frank et al., 1998). A més, |'activitat RNASE H es troba a
retrovirus com a un component crucial de la transcriptasa inversa, la qual converteix el genoma

retroviric ssSRNA a dsDNA (Waohrl and Moelling, 1990).

RNase H2B J

,:f-‘
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Figura 16: Estructura del complex enzimatic de la RNASE H2 murina. El complex consisteix en les
subunitats RNASE H2A (verd), RNASE H2B (groc) i RNASE H2C (blau), on la subunitat catalitica esta situada
a la subunitat H2A. (Shaban et al., 2010).

La RNASE H2A té la capacitat de degradar per si mateix poli(rA)/poli(dT) d'una manera
processiva. Donades les diferéncies en processivitat entre la RNASEHII procariota i la RNASE H2
eucariota, I'habilitat de la RNASE H2 d'eliminar ribonucleotids de manera processiva s'ha
d'atribuir a la contribucié dels components H2B i H2C. Es va veure que la subunitat H2B
interactua amb I'antigen nuclear de proliferacié cel-lular (PCNA) en el seu extrem C-terminal
(Majka and Burgers, 2004). La PCNA és una proteina essencial per a replicacid i la reparacié del
DNA, ja que és responsable d'apropar a la forquilla de replicacié la polimerasa d'elongaci6 i

altres factors que intervenen en el processament dels fragments d'Okazaki.
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Una mutacié a la glicina 37 (G37S) al gen de la subunitat H2A, provoca la pérdua de la

major part de I'activitat RNASE H. Aquesta glicina és molt conservada i es troba molt propera al
centre catalitic, provocant una disminucio de I'activitat de la proteina quan aquesta posicid es
troba mutada (Crow et al., 2006b; Rohman et al., 2008). També s'han vist pacients d'AGS amb
mutacions a les subunitats H2B i H2C, on la mutacié A177T a la subunitat H2B és la més

observada entre els pacients (Crow et al., 2006b; Rice et al., 2007a).
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Figura 17: Representacié esquematica del gen de la Rnaseh2a, amb la posicié de les mutacions
identificades. Les zones ombrejades amb els numeros indiquen els exons. Els nUmeros entre parentesi
després de les mutacions representen el nombre d'al-lels mutats trobats en pacients d'AGS. (Rice et al.,
2007a).

A diferencia de Trex1, la gran majoria de les mutacions a qualsevol dels gens codificants
per a qualsevol de les subunitats de la RNASE H2 sén hipomorfiques, i cal fer un incis en qué no
s'han observat mai mutacions bial-leliques a qualsevol d'aquests gens (Rice et al., 2007a).
Aquesta observacid suggereix que aquests tipus de mutacié pot ser letal o pot donar lloc a
fenotips no reconeguts (Figures 17, 18 i 19). Estudis recents demostren que la majoria de les
mutacions al complex de la RNASE H2, no alteren I'activitat endonucleasa. El fet de no trobar
diferéncies en l'activitat in vitro, suggereix que els canvis en el muntatge, I'estabilitat o la
localitzacié del complex podrien ser importants en I'establiment del fenotip de la malaltia (Chon

et al., 2009; Perrino et al., 2009).

El ratoli knock-out de la RNASE H2 ha sigut dissenyat de dues maneres diferents, les
quals s'han dirigit a I'afectacio de les subunitats H2B o H2C del complex (Hiller et al., 2012; Reijns
et al., 2012). Els dos estudis van mostrar que la deficiencia en la RNASE H2 en mamifers no és
compatible amb la vida. Aquesta observacié també la vam confirmar al nostre laboratori quan
varem intentar construir un KO de la subunitat RNASE H2A sense éxit, ja que els animals es

morien abans del naixement. Aixo és consistent amb el fet que totes les mutacions patogéniques
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conegudes de la RNASE H2 sdn hipomorfiques, cosa que també suggereix que individus amb cap

tipus d'activitat RNASE H2 no sén viables (Crow et al., 2006b; Reijns et al., 2012).
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Figura 18: Representacid esquematica del gen de la Rnaseh2b, amb la posicid6 de les mutacions
identificades. Les zones ombrejades amb els nimeros indiquen els exons. Les variants d'splicing i les
mutacions que provoquen un stop, sempre sdén a mutacions sense sentit. (Rice et al., 2007a).
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Figura 19: Representacié esquematica del gen de la Rnaseh2c, amb la posici6 de les mutacions
identificades. Les arees ombrejades amb nimeros indiquen els exons. (Rice et al., 2007a).

SAMHD1

Al 2009, es van identificar mutacions al gen de SAMHD1 com a una altra proteina
associada a I'AGS (Rice et al., 2009). Fins a dia d'avui, s'han reportat 7 mutacions que provoquen
un truncament i 15 mutacions de canvi de sentit al gen de SAMHD1 huma (Figura 20). SAMHD1
evita probablement I'estimulacié del sistema immunitari mitjancant la hidrolisi del reservori de
dNTPs. Les mutacions trobades en pacients d'AGS al gen de SAMHDI1, es troben en el domini

enzimatic responsable d'aquesta funcio, recolzant aixi aquesta idea.

SAMHD1 va ser identificat inicialment com a la proteina ortdloga humana de la MG11 a
ratoli, qué és induida pel tractament d'IFN-y a macrofags i a cel-lules dendritiques (Li et al.,,
2000). L'expressio de SAMHD1 també és induida a macrofags humans amb el tractament

d'interferd i de TNF-a de manera dependent d'IRF-1 (Liao et al., 2008; Rice et al., 2009). Donat
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gue SAMHD1 és una proteina moduladora implicada en la inflamacié i en la produccié d'IFN-I,

aix0 suggereix un paper de SAMHD1 en les respostes immunitaries.

SAMHD1 és la Unica proteina humana identificada que consisteix en un domini SAM
esteril (sterile alpha motif) i un domini HD (histidina i acid aspartic) situats en tandem (Figura
20C). El domini SAM és un motiu conservat en els organismes des dels llevats fins als humans.
Aquest domini conté 626 aminoacids i té una funcié important en la interaccio amb altres
dominis SAM, amb proteines sense dominis SAM, i en la unié amb RNA (Aviv et al., 2003; Kim
and Bowie, 2003; Qiao and Bowie, 2005). El domini HD es caracteritza per un doblet de residus
d'histidina (H) i acid aspartic (D). Aquest domini es troba present a una superfamilia de fosfo-
hidrolases depenent de metall les quals estan implicades en el metabolisme d'acids nucleics i en
la transduccié de senyals (Aravind and Koonin, 1998). Tant el domini SAM com I'HD sén dos
dominis conservats evolutivament que juguen funcions molt importants en el metabolisme

d'acids nucleics i en la senyalitzacid cel-lular.
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Figura 20: Representacido esquematica del gen de SAMHD1 huma, amb la posicié de les mutacions
identificades. A. Mapa genétic del cromosoma 20q, on es troba situat el gen de SAMHD1 en humans. B. El
gen de SAMHD1 huma compren 59532pb, en una seqliéncia de 16 exons i codificant per 626 aminoacids
que donaran una proteina d'un pes molecular de 72KDa. C. Representacidé esquematica de la proteina
SAMHD1 indicant els dominis conservats i les substitucions identificades (Rice et al., 2009).

L'analisi basada en estructures i en assajos d'unié d'acids nucleics, mostren que SAMHD1
és incapag d'unir-se a diferents acids nucleics com ara ssRNA, stem-loop d'RNA, ssDNA o dsRNA
(Rice et al., 2009). D'altra banda, les activitats fosfohidrolasa i fosfodiesterasa del domini HD

exerceixen funcions crucials en el metabolisme de nucledtids i en la senyalitzacié. Com a
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conseqtiencia, mitjancant I'Us de la proteina recombinant in vitro, s'ha demostrat que posseeix
funcid intrinseca trifosfat deoxinucleosid trifosfohidrolasa, regulada per GTP (Goldstone et al.,

2011; Powell et al., 2011) (Figura 21).

Aixi doncs, SAMHD1 esta directament implicat en la regulacié del reservori intracel-lular
de dNTPs a través de la seva funcié hidrolasa activada per GTP. Per aquest motiu, SAMHD1 és
capag de restringir a macrofags la replicacié del virus del VIH, mitjangant la reduccid a un nivell
tan baix de dNTPs que no permet la sintesi del DNA viric per la transcriptasa reversa del virus.
Tot i aix0, la proteina VPX del virus impedeix I'acci6 de SAMHD1 induint de la seva degradacio

(Lahouassa et al., 2012).
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Figura 21: Representacio de l'estructura tridimensional del dimer de SAMHD1. Es mostren el |0bul
principal (blau), el Iobul menor (gris) i el domini C-terminal (vermell). El centre actiu de SAMHD1 es troba a
la interseccié entre les hélix a4, a5, a7 i all, a la cavitat de la cara del mondomer. Els residus de
coordinacio entre el lloc actiu del zinc i el fosfat es mostren en forma d'atom. A la figura expandida es veu
el lloc al-losteric a la interficie del dimer. (Goldstone et al., 2011).

SAMHD1 existeix principalment com a dimer (Goldstone et al., 2011), pero no és clar que
es requereixi la formacié d'oligomers per a la seva correcta activitat (Figura 22). En alguns
estudis s'ha demostrat que cal una tetrameritzacié de la proteina per al seu normal
funcionament (Yan et al., 2013), mentre que en d'altres no es requereix la oligomeritzacio per a

la seva activitat (Brandariz-Nufiez et al., 2012; White et al., 2013a).
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SAMHD1 és predominantment una proteina nuclear dotada d'una senyal de localitzacié
nuclear situada a la seva seqliencia N-terminal MKRPR™. Tot i aixd, una fraccié de SAMHD1
també es troba present al citoplasma (Baldauf et al., 2012). La breu seqiiéncia ubicada a I'extrem
C-terminal, és responsable del reclutament de la proteina SAMHD1 humana per Vpx cap a la

DCAF1

ubiquitin ligasa E3 CRL4 i la seva posterior degradacié (Ahn et al., 2012). Se sap que Vpx
altera la funcié de SAMHD1 a cél-lules en un estat no proliferatiu i promou la seva degradacié

proteasomal (Figura 22D) (Hrecka et al., 2011; Laguette et al., 2011).

a Myeloid cells

o dGTP dNTP
Endogenous RT
~ l [dNTP] inhibited
dN + PPP

b Aicardi-Goutiéres syndrome

o dGTP dNTP Abberent DNA products
u T [dNTP] from endoi;enous RT
dN + PPP Interferon stimulation
¢ HIV-1 restriction in myeloid cells
Q dGTP dNTP RT incomplete
U AT) L[dNTP] l
dN + PPP Infection blocked
d HIV-1 + Vpx
A Vpx dNTP RT completed
U I SR % $[dNTP] l
) dN + PPP Infection

Degraded via
proteasome

Figura 22: Model de funcionament de SAMHD1. SAMHD1 actua de forma dimerica (blau). Amb la unié de
dGTP es torna una proteina activa (vermell), catalitzant |'escissi6 de dNTPs en deoxinucleosids i un
trifosfat inorganic. Quan el reservori de deoxinucleotid decreix, o bé lI'activitat endogena de la
transcriptasa reversa (RT) és inhibida (A) o la infeccié per VIH bloquejada (C). Les mutacions al lloc d'unio
al-lostéric de SAMHD1 eviten la unié de dGTP, fent que la proteina es torni inactiva i augmentin els acids
nucleics acumulats a la cél-lula, produint aixi una activacid del sistema immunitari i l'activacié de
I'expressié d'IFN-a observats en I'AGS (B). En presencia de VPX, SAMHD1 és reclutat i degradat pel
proteasoma, permetent que el VIH completi el seu cicle. (D). (Goldstone et al., 2011).

L'activitat de SAMHD1 pot ser regulada per una série de factors, incloent la fosforilacié i
la preséncia d'IFN-I. L'expressid de la proteina no sembla estar induida per IFN-a o IFN-y en
cel-lules dendritiques humanes, macrofags o cél-lules T, encara que es va observar un augment
transitori en els nivells d'RNA missatger (mRNA) (Dragin et al., 2013; St Gelais et al., 2012). No se

sap perque en alguns determinats tipus cel-lulars s'augmenta l'expressié de SAMHD1 quan
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aquestes estan exposades a certes combinacions de citocines, tot i que s'ha vist que poden estar

involucrats canvis en I'estat de metilacié del promotor (Silva et al., 2013).

L'expressiéo de SAMHD1 esta influenciada per |'estat del cicle cel-lular. Els nivells més alts
d'expressid es troben durant l'estat de quiescéncia, mentre que l'expressid és tot just
perceptible en cel-lules en cicle. SAMHD1 és essencial per la prevencié de I'acumulacié de
cél-lules en G; i la detencié del cicle cel-lular, indicant la importancia de la proteina al cicle
cel-lular (Franzolin et al., 2013). SAMHD1 es troba, in vivo, fosforilada a la treonina 592 (T592)
per mitja de la cinasa dependent de ciclina 1 (CDK1) i la ciclina A2 (Cribier et al., 2013), o in vitro
per la ciclina B (White et al., 2013b). Tot i que s'han trobat altres llocs de fosforilacio a la
proteina, no s'ha vist una associacié amb el cicle cel-lular o amb una restriccio retrovirica (Cribier
et al.,, 2013; Welbourn et al., 2013; White et al.,, 2013b). SAMHD1 exerceix la seva funcié
antivirica només en cel-lules diferenciades o cél-lules no proliferants, com ara les cel-lules
dendritiques i els macrofags, pero no en cél-lules no diferenciades o en divisié. Aixo es deu en
part a causa de l'alta taxa de produccié/absorcido de dNTPs, suficient per complementar els
dNTPs esgotats per SAMHD1 o perqueé el procés d'hidrolisi activa per part de SAMHD1 ha estat

regulada en aquestes cél-lules.

La inactivacié de SAMHD1 per la ciclina A2 ocorre probablement durant la fase S del cicle
cel-lular, moment en el qual la ciclina A2 és altament expressada i hi ha un requeriment de
dNTPs per a la replicacié cromosomica. A cel-lules tractades amb IFN-a, hi ha un decreixement
de la fosforilacid a T592, indicant aixi una relacid entre la senyalitzacié d'IFN de tipus | i

Waf/Cipl

I'activacio de SAMHD1 que pot involucrar a p21 , un inhibidor del VIH regulat pel cicle

cel-lular, i a CDK1, una cinasa de replicacio induida per IFN-a (Cribier et al., 2013).

Independentment de I'estat de fosforilacid, SAMHD1 és capa¢ d'hidrolitzar dNTPs in
vitro, aixi com tampoc té efecte sobre I'oligomeritzacid, la degradacié intervinguda per Vpx, la
unié a RNA o la localitzacié nuclear (Welbourn et al., 2013; White et al., 2013b). Es probable que

altres factors o mecanismes addicionals contribueixin a la modulacié de I'activitat de SAMHD1.

S'han trobat evidéncies de que un desequilibri a la concentracié de dNTPs cel-lulars, esta
associat amb 'estrés en la replicacié del DNA i amb una alteracié de la velocitat del complex de
replicacié. Pertorbacions a la maquinaria de replicacié s'ha demostrat que condueixen a un
augment de la mutageénesi, la inestabilitat genomica i el desenvolupament de cancer (Bester et
al., 2011; Chabosseau et al., 2011). Recentment s'ha descobert que mutacions homozigotiques

de SAMHDI1 a la linia germinal sén causants de leucémia limfocitica cronica (CLL) en un pacient ja
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afectat d'AGS. En el mateix estudi es va demostrar que SAMHD1 pot participar interaccionar
especificament amb dany al DNA i aixi regular la supervivencia cel-lular en resposta a agents
inductors del dany al DNA. SAMHD1 també s'ha trobat colocalitzat amb 53BP en el focus de
reparacid del DNA, demostrant aixi una altra funcié de SAMHD1 en resposta al dany del DNA

(Clifford et al., 2014).

ADARI1

Les proteines ADAR son RNA adenosina deaminases que catalitzen la desaminacid
hidrolitica a C6 de I'adenosina (A) per tal de produir inosina (1) en substrats d'RNA que contenen
regions de doble cadena (Figura 23). S'han descrit quatre proteines ADAR en mamifers: ADAR1,
ADAR2, ADAR3 i TENR, tot i que només ADAR1 i ADAR2 se saben amb activitat catalitica (Jin et
al., 2009; Pfaller et al., 2011).

N 6

" _apan_ </ © N Figura 23: El substrat d'ADAR1 és dsRNA. ADAR1 p150 i
)ce'deam'"a"” o ﬁ/2 p110 catalitzen la desaminacié a la posicié C6 A-to-l en
o dsRNA. (Pfaller et al., 2011).

0. Inosine (1)

El gen d'Adarl a ratoli es troba codificat al cromosoma 3 banda F2 i consisteix en 15
exons. Les homologies entre les espécies humana i murina que es dedueixen de les
sequenciacions del cDNA, sén extenses: hi ha una identitat de més del 85% a nivell nucleotidic.
L'expressid genica d'Adarl muri és impulsat per dos promotors alternatius. El primer promotor
és induible per IFN-y (P,A), no conté seqlieéncia TATA i conté una seqiéncia ISRE (IFN-stimulated
response element) consensus de 12pb caracteristic de gens regulats per IFN-y. El segon promotor
comporta I'expressio constitutiva d'Adar1, contenint els exons 1B i 1C pero sense la regid ISRE i,
per tant, no induible per IFN-y (George and Samuel, 1999a; George et al., 2008; Kawakubo and
Samuel, 2000).
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Figura 24: Organitzacié dels dominis de la proteina ADAR1 humana. Promotors alternatius donen
com a resultat dues formes proteiques diferents, una forma induible per IFN, p150, i una forma
expressada constitutivament, p110. (Pfaller et al., 2011).

La proteina ADAR1 induible (p150) és tracta d'una forma més extensa a partir de la regio
N-terminal de la forma p110, la proteina constitutiva, i inclou dins la regié terminal dues copies
d'una regid d'unié Z-DNA (Za i ZB). Les dues versions, p150 i p110, sén deaminases actives i les
dues contenen el domini catalitic a la regidé C-terminal i tres copies del motiu d'unié a RNA de
cadena doble (dsRNA) (dsRBDR,, R, i Ry) a la regidé central de la proteina. Estudis bioquimics i
mutacionals han establert la importancia funcional de cadascun d'aquests dominis, aixi com
també les seqiiencies importants per a la sumoilacid, la localitzacié nuclear i I'exportacidé nuclear

d'ADAR1 (Figura 24) (Toth et al., 2006).

La regié C-terminal d'ADAR1 conté el domini catalitic. His910 i Glu912 sén aminoacids
essencials de motiu CHAE al centre catalitic, caracteristic d'enzims deaminases. La substitucio de
la histidina 910 per una glutamina, i l'acid glutamic 912 per una alanina, suprimeix
completament I'activitat d'edicié A-to-l (Lai et al.,, 1995; Liu and Samuel, 1996). La forma
cataliticament activa d'ADAR1 és un dimer (Cho et al., 2003; Gallo et al., 2003; Valente and
Nishikura, 2007), pero ADAR1 pot formar heterodimers conjuntament amb ADAR?2 i realitzar la

seva funcié de manera independent d'RNA (Cenci et al., 2008; Chilibeck et al., 2006).

Les tres copies de dsRBD, designades com a R, R, i Ry, es troben presents a les dues
versions d'ADAR1, p150 i p110, i s6n homologues a les repeticions dsRBD descobertes a la
proteina cinasa dependent d'RNA, PKR (Kim et al., 1994; McCormack et al., 1992; O'Connell et
al., 1995; Patterson and Samuel, 1995). Una mutacié a una lisina conservada de la seqléncia
central de cadascun dels dominis dsRBD (Lys554, Lys665 i Lys777), va demostrar la seva
importancia relativa tant per a la unié d'RNA com per a I'activitat enzimatica (Fierro-Monti and

Mathews, 2000; McCormack et al., 1994). El domini R,, és el més important de la regié dsRBD
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per a l'activitat A-to-l, més o menys relacionat amb la seva importancia en la unié de dsRNA

(George and Samuel, 1999b; Liu and Samuel, 1996).

Les diferencies en la seqliencia N-terminal addicional present a la proteina induible p150
pero absent a p110, sén originades a causa de |'estructura alternativa de I'exd 1 i dels diferents
llocs d'iniciacié de la traduccié. La regié N-terminal de la forma p150 d'ADAR1, inclou dues
copies d'un domini d'unié a Z-DNA (Herbert et al., 1997). La funcié fisiologica d'aquests dominis
no s'ha definit clarament, perdo mutacions en aquest domini fan disminuir I'eficiencia d'ADAR1

per a l'edicié de sequiencies curtes (15pb) del seu substrat, dsRNA (Herbert and Rich, 2001).

L'activitat d'edicid A-to-l es produeix amb mRNAs cel-lulars i també virals. L'activitat
modificadora d'ADAR1 es troba implicada en dos processos. En el primer procés, la desaminacié
pot ser selectiva i es produeix en un o pocs llocs. En el segon procés, I'edicié pot océrrer en
diverses posicions quan el substrat d'RNA té un caracter de doble cadena. En alguns casos la
funcié d'ADAR1 pot implicar interaccions amb altres proteines o ser independent d'RNA, a més
de la seva activitat catalitica RNA deaminasa (Gommans and Maas, 2008; Wang and Samuel,
2009). En els limfocits infectats pel VIH, ADAR1 interactua amb PKR i fa augmentar la replicacié

viral sense el requeriment de l'activitat d'edicié (Clerzius et al., 2009; Doria et al., 2009).

S'ha descrit un ratoli knockout per ADAR1 (Wang et al., 2000, 2004). Les mutacions
nul-les d'Adar1 en homozigosi provoquen la destruccio del fetge, defectes en hematopoesi i la
mort embrionaria (Hartner et al., 2004, 2009). No se sap qué provoca l'increment de I'apoptosi i
la letalitat embrionaria, si I'abséncia de p110, de p150, o de les dues isoformes, ja que els

trastorns al gen d'Adar1 descrits fins al moment eliminen ambdues isoformes.

Entre els pacients d'AGS s'han identificat vuit substitucions d'aminoacids (Figura 25)
(Rice et al., 2012). Set d'aquestes vuit mutacions impliquen residus situats en el domini catalitic
d'ADAR1 i, d'aquestes, cinc es troben al llarg de la superficie de la proteina que interactua amb
I'RNA de doble cadena. Les altres dues mutacions restants es troben internament al domini de
I'estructura i sén predites com a desestabilitzadores de la proteina. La ultima mutacié, Pro193,
es troba al domini d'unié Z-DNA, el qual fa contacte directe amb I'acid nucleic. La mutacié
d'aquest residu elimina importants interaccions atomiques entre la proteina i I'acid nucleic. Al
voltant de 130 mutacions diferents d'ADAR1 s'han relacionat amb una malaltia anomenada
discromatosi simeétrica hereditaria (DSH), un trastorn autosomic dominant caracteritzat per
I'apariciéd a la infancia de macules hipo- i hiperpigmentades a la cara i als dorsals de les

extremitats (Li et al., 2010; Miyamura et al., 2003). Excepte una, totes les mutacions detectades
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al gen d'ADAR1 en pacients d'AGS son variants de perdua de sentit. En aquests pacients es troba
sovint el fenotip de la DSH, pero tenen una expressié normal de les dues formes d'ADAR1, tant la

constitutiva com la induible per IFN-y.
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Figura 25: Representacio esquematica del gen d'ADAR1 huma.Posicié de les mutacions identificades dins
de la proteina p150 d'ADAR1 causants d'AGS. Els niUmeros per sobre de la seqiiencia son el recompte
d'aminoacids en els limits entre exons. (Rice et al., 2012).

IFIH1 0o MDA5

MDAS i RIG-I sén dos receptors essencials de la immunitat innata, situats al citosol
cel-lular (Kato et al., 2006), amb funcions complementaries de reconeixement d'RNA viric.
Mentre que RIG-I reconeix Iligads curts d'RNA (<300pb) amb extrems roms fosforilats a 5'. MDA5
s'uneix preferencialment a cadenes llargues d'RNA (>1000pb) i a intermediaris de la replicacié
sense especificitat d'extrem (Figura 26) (Reikine et al., 2014). Ambdues proteines pertanyen a la
familia de reconeixement de receptors de patrons moleculars associats a patogens (PAMPs),
anomenada RIG-I-like (RLRs). Aquests sensors consisteixen en dominis en tandem a I'extrem N-
terminal de reclutament de caspases (CARDs), amb plecs de domini mort, una seqiiéncia helicasa
DExD/H (consistent en dos dominis helicasa RecA-like, Hell i Hel2, i un domini insertat, Hel2i), i

un domini C-terminal (CTD) (Figura 28C).

La senyalitzacié a través de RLR, és regulada per nombrosos factors virics i del propi
hoste a través de diversos mecanismes, entre ells la degradacid proteolitica depenent
d'ubiqguitina i I'escissio de MAVS per proteases codificades per virus (Arimoto et al., 2007; Li et
al., 2005). Una tercera proteina pertanyent a la familia RLR, LGP2, no conté el domini CARDs i té
funcions de co-estimulacid i funcions inhibidores sobre MDAS5 i RIG-I, respectivament (Childs et

al., 2013; Rothenfusser et al., 2005; Yoneyama et al., 2005).
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Figura 26: La via de senyalitzacié RLR. RIG-1 i MDAS reconeixen lligands dsRNA virics al citoplasma. La seva
activacio es troba altament regulada per fosforilacio, ubiquitinitzacié i proteines com LGP2. RIG-I i MDA5S
activen MAVS, la qual inicia la senyalitzacié de la produccid d'IFN-I. (Reikine et al., 2014).

Els dominis helicasa de MDA5 envolten el dsRNA, i el domini CTD també entra en
contacte amb el domini Hell, cosa que fa que MDAS5 formi un anell tancat al voltant del dsRNA
(Figura 27). Aquesta orientacié del domini CTD promou la formacié cooperativa de filaments a
través del dsRNA. S'ha vist que la unié d'ATP i la hidrolisi estan implicats en la formacié dels
filaments, ja que la unié de I'ATP reforga la interaccié entre MDAS i I'RNA de cadena doble
(Berke and Modis, 2012). En canvi, la hidrolisi de I'ATP causa la dissociacié de MDAS5 de I'RNA
(Peisley et al., 2012). Als extrems dels filaments de MDA5-RNA, la hidrolisi d'ATP provoca la
despolimeritzacid, proporcionant un mecanisme per a la desactivacié de la via de senyalitzacio i
per al reciclatge de MDAGS. La dinamica del muntatge i desmuntatge de filaments proporcionen

I'especificitat de MDAGS per a dsRNA llargs (Peisley et al., 2012).
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Figura 27: Uni6 de MDAS5 a I'RNA. Dues visions
ortogonals de la proteina MDA5 unida al seu lligand,
dsRNA. El domini CTD rota 20° respecte a Hel2,
permetent que MDAS polimeritzi al llarg de I'RNA.
Vermell, domini Hell; taronja, domini Hel2i; verd, domini
Hel2; blau, domini pinga; violeta, domini CTD. (Adaptada
de Reikine et al., 2014).

MDAS side

S'hipotetitza que el tandem CARD, interactuen un amb altre i activen MAVS, el qual es
troba a la membrana externa mitocondrial. La oligomeritzacié de MAVS indueix l'activacié de
TBK1, la fosforilacié d'IRF3 i la induccié de la transcripcié d'IFN-I, resultant en I'activacié d'un

elevat nimero de gens estimulats per IFN-I (Oda et al., 2014) (Figura 26).

Les troballes neurologiques en individus amb mutacions en aquest gen, sén tipiques de
pacients d'AGS on, a més, s'hi va trobar una elevada produccié d'IFN-I i una elevada expressio de
gens estimulats per interferd de tipus I. Les substitucions d'aminoacids trobades als individus
afectats amb AGS, es troben als dominis helicasa (Figura 28). Aquestes mutacions augmenten la
funcié d'activacié intrinseca de MDAS, ja que estarien afectant probablement a I'afinitat d'unid
amb I'RNA i a la seva activitat d'hidrolisi d'ATP. Estudis recents de seqlienciacié massiva han
mostrat 'associacié de mutacions a MDA5 amb diverses malalties autoimmunitaries, entre les
quals es troben el SLE, Diabetis de tipus |, psoriasis i vitiligo (Gateva et al., 2009; Jin et al., 2012;
Smyth et al., 2006).

A diferéncia de les mutacions en TREX1, qualsevol de les subunitats de la RNASEHZ2,
SAMHD1 o a ADAR1, on les mutacions provoquen una pérdua de funcié de la proteina que porta

a l'acumulacié de diferents espécies d'acids nucleics i la conseqilient activacid del sistema
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immunitari, mutacions a MDA5 provoquen un guany de funcidé que provoca una activacié
constant de MDAS, provocant una sintesi d'IFN-I i finalment portant a una activacio del sistema

immunitari (Oda et al., 2014; Rice et al., 2014).

Centromere 4 2q24.2 » Telomere
a 16260  162.80  163.00 163.20 16340  163.60
A
> GCG
stcaato  L2EPATDL ) KCNH7
—— IFIHT *
-
b 2,807 2,454 1,641
3,078 2,898 2616 2,304 2,044 1,765 1,524 1,306 1,095 874 769622 453 1
[] 16 |15 14 | 13 |12 11 10 9|8| 7 | 6| 5 |4 |83]2 1 ]
¢ ::g;;gg;i \m;jzon\ GYTAIQ 73\!9./%;33?6);
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1,014 900 838 698 549 525 306 211 110 97 7
899 837 697

Figura 28: Representacié esquematica del gen IFIH1 huma. A. Situacié del gen al cromosoma 2g24.2, on
abasta 51624pb. També s'hi troben representants els gens colindants. B. Posicié de les variants
identificades dins la seqiiencia genomica d'IFIH1. Els exons es troben numerats dins de les caixes. Els
numeros per sobre indiquen les posicions de les fronteres entre exons. C. Esquema de les posicions dels
dominis proteics dins de la proteina de 1025 residus de IFIH1. CARD, domini de reclutament de caspases;
Hel, dominis helicasa, on Hell i Hel2 sén dos centres catalitics amb funcid helicasa conservats i Hel2i és un
domini inserit que esta conservat a la familia helicasaRIG-I-like; P, domini de pinga o de pont que connecta
els dominis Hel2 i el domini C-terminal (CTD), i el qual es troba involucrat a la unié amb dsRNA. Entre Bi C
es mostren les mutacions associades a I'AGS. (Rice et al., 2014).
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Objectius

Aqguesta tesi té els seglients objectius:

- Analisi de I'expressié de Samhd1 i caracteritzacié del seu promotor
- Construccié d'un ratoli knockout condicional de TREX1

- Caracteritzacio de la descendéencia dels descendents del ratoli condicional de TREX1

amb ratolins que expressen CRE sota regulacié de diferents promotors
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Materials i metodes

Ratolins

Es van utilitzar ratolins Balb/C i C57BI/6j de la casa comercial Charles River Laboratories
(Wilmington, MA). Els animals de laboratori van ser mantinguts i manipulats a l'estabulari del
Parc Cientific de Barcelona, que té la qualificaci6 deSpecificPathogenFree (SPF), i els
procediments experimentals es van realitzar de conformitat amb el protocol animal aprovat de
la IACUC (Comite éetic d'experimentacié animal de la Generalitat de Catalunya, nimero 2523). La
construccié del vector portador del gen Trex1 flanquejat per les regions de recombinacié LoxP,
aixi com també la injeccid de les cel-lules a blastocists i la implantacié d'aquests a mares de
lloguer, va ser realitzat per la Mouse Mutant CoreFacility de I'Institut de Recerca Biomédica (IRB,

Barcelona).

Cultius cel-lulars

Els macrofags derivats de medul-la 0ssia de ratoli (BMDM) es van extraure de mascles
Balb/C de 8 setmanes d'edat com ja s'ha descrit (Celada et al., 1984). Els macrofags sén derivats
a partir del moll de I'os del femur, tibia i humer del ratoli.S'obtenen els ossos mencionats i,
després d'eliminar les epifisis es perfundeix la medul-la amb medi DMEM (Lonza; Verviers,
Bélgica) injectat mitjangant una agulla. Una vegada obtinguda la medul-la de I'animal, la
suspensio cel-lular resultant es distribueix en plaques de cultiu de plastic de 150mm de diametre
(4 plaques per animal), en un 50% de medi DMEM suplementat amb un 20% v/v de sérum bovi
fetal (FBS) inactivat per calor (56°C durant 30 minuts) (Gibco, NY) i un 30% v/v del medi
condicionat L-Cell, com a font de M-CSF, 100U/ml de penicil-lina i 100ug/ml d'estreptomicina
(Sigma-Aldrich). Les plaques van ser incubades a 37°C en una atmosfera humida amb un 5% de
CO,.Després de 7 dies de cultiu, es va obtenir una poblacié homogénia de macrofags adherents

(99% de puresa). En promig, als 7 dies s'obtenen 14-12x10” milions de macrofags per animal.

Per obtenir macrofags quiescents i sincronitzats abans dels estimuls, se'ls priva del medi
condicionat L-cell durant 16-18 hores i s'incuben amb medi Starved. Aquest medi esta compost

per un 90% v/v de DMEM, un 10% v/v de FBS i no conté antibiotics.
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La linia cel-lular de macrofags RAW 264.7 (American TissueTypeCollection) va ser
mantinguda amb medi DMEM amb un 10% v/v de FCS inactivat, i suplementat amb 100U/ml de

penicil-lina i 100pg/ml d'estreptomicina.

Reactius

Les citocinesmurines utilitzades han estat d'origenrecombinanti sén:IFN-y, IFN-a, TNF-q,
IL-4, IL-6 i IL-10; van ser adquirides a R&D Systems (Minneapolis, MN).L'LPS i la Cicloheximida
(CHX) de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), i la Tricostatina A (TSA) de TocrisBioscience (UK). La resta
de reactius quimics,de la maxima puresa, es van comprara Sigma-Aldrich. L'aigua destil-lada es
va tractar i purificar mitjangant el sistema Milli-Q de la casa comercial Millipore (Bedford, MA).
Per a estudis d'estimulacio, es van utilitzar concentracions saturants de les citocines indicades
(10ng/ml). Els anticossos especifics que s'han utilitzat es troben indicats a la Taula 2. Tots els
enzims de restriccié utilitzats sén de Takara (Otsu, Shiga, Japd). L'actinomicina D (ActD) i el DRB

(5,6-Dichlorobenzimidazole Riboside) sén ambdds de Sigma-Aldrich.

Nom Referéncia Dilucié de Treball Casa comercial

TREX1 (propi) 1:1.000 Vivotecnia

IRF-1 sc-640 1:500 Santa Cruz Biotechnology
C/EBPB sc-150 1:500 Santa Cruz Biotechnology
SAMHD1 ab119751 1:500 Abcam

RPA32/2 sc-25376 1:100 Santa Cruz Biotechnology
B-actina A-5441 1:2.000 Sigma-Aldrich
IgG-HRP-antimouse A9044 1:5.000 Sigma
1gG-HRP-antirabbit 18-8816-31 1:5.000 eBioscience

CD16/CD32 553142 1:20 BD Pharmingen
AlexaFluor® 568 A-11011 1:100 Invitrogen

F4/80 17-4801 1:100 eBioscience

CD11b 25-0112 1:1.000 eBioscience

CD11c 557401 1:50 BD

Ly6C 553104 1:50 BD

1gG-isotip FITC 553929 1:50 BD

IgG-isotip PE ICO06P 1:50 RD Systems

IgG-isotip APC 17-4321 1:100 eBioscience

Taula 2: Anticossos utilitzats en les diferents tecniques.
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Extractes Proteics

= Extractes proteics totals

Elsextractes proteics totalses van realitzar com s'ha descrit préviament (Xaus et al.,
1999). Per fer aquest assaig es replaquejen entre 2x10° i 5x10° macrofags en 3ml de medi
Starved en plaques de 60mm de diametre i es deixen durant 16-18 hores a l'incubador. Després
dels estimuls pertinents, es realitza un rentat amb PBS i es lisen amb 150l de tamp6 de lisi (1%
v/v Trité X-100, 10% v/v glicerol, 50mM Hepes pH7.5, 250mMNaCl, i els inhibidors 1mM
d'ortovanadat de sodi, 1ImM PMSF, 1mM iodoacetamida, 1ImM DTT, 10ug/ml aprotinina i
1 g/ml leupeptina). Després de 30 minuts de rotacid a 4°C, els extractes cel-lulars totals van ser
centrifugats a 12.000g i es van analitzar les concentracions dels sobrenedantsmitjancant el
sistema Bradford (BioRadLaboratoriesGmbH; Munic, Alemanya). En aquest assaig, es mesura la
qguantitat de proteina per absorbancia a 595nm de la barreja del reactiu Bradford amb 1pl de
lisat proteic. S'obté una recta patré amb quantitats conegudes d'albumina bovina d'una solucid
inicial d'Img/ml en aigua destil-lada (Sigma),i a partir d'ella s'infereixen les concentracions dels
lisats. Les mostres es guarden en eppendorfs a -80°C fins a la seva utilitzacid. En el moment de la
seva utilitzacio, les mostres es mantenen en tot moment a 4°C per evitar la degradacié de les
proteines aixi com també per evitar la perdua d'altres modificacions com per exemple

fosforilacions.
= Extractes nuclears

L'obtencié dels extractes nuclears es va realitzar tal i com ja s'ha descrit (Casals-Casas et
al., 2009), a partir de20x10° BMDM cultivats en plagues de 150mm en medi Starved, utilitzant
dues plaques per punt. Després dels estimuls pertinents, els cultius confluents de macrofags es
van raspar suaument i centrifugats a 400g, durant 5 minuts a 4°C. El sediment amb les cél-lules
es renta amb 1ml de PBSfred dues vegades mitjangant un pipeteig suau i centrifugacions de
400g de 5 minuts a 4°C. Posteriorment els sediments sén resuspesosamb un pipeteig suau en
cinc volums de tampé hipotonic (10mM HEPES pH 7,9, 1.5mM MgCl,, 10mM KCI, 0,2mM PMSF,
0,5mM DTT, pH 7,4) i centrifugats a 400g durant 5 minuts a 4°C. El sediment obtingut és
resuspes de nou en tres volums (respecte al sediment) de tampd hipotonic i es deixa en gel
durant 10 minuts. Les cel-lules son lisades per homogeneitzacié amb un pottergruixut (Tight)
(DounceTissueGrinder, Wheaton, USA), fins a la obtencié dels nuclis, durantaproximadament
dos minuts. La obtencié de nuclis es comprova per tinciéo amb TripanBlue al microscopi optic. Els

nuclis sén centrifugats en eppendorfsa 2.500g durant 20 minuts a 4°C, quedant recollits al
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sediment, mentre que els extractes citosolics remanen al sobrenedant. El sediment de nuclis és
resuspes en mig volum de tampéd low-salt(20mM HEPES pH 7,9, 1,5mM MgCl,, 25% v/v glicerol,
20mM KCI, 0,2mM EDTA, 0,2mM PMSF, 0,5mM DTT, pH 7) i seguidament es lisa per addiccié de
mig volum de tampd high-salt (20mM HEPES pH 7,9, 1,5mM MgCl,, 25% v/v glicerol, 1,2M KCl,
0,2mM EDTA, 0,2mM PMSF, 0,5mM DTT, pH 7). El lisat es completa a 4°C durant 30 minuts amb
agitacié orbital continua. Els lisats sén centrifugats a 16.000g durant 30 minuts a 4°C i es
descarten els sediments. Els final del sobrenedant (aproximadament 200ul sén llavors dialitzats
en front de 100ml de tampéd de dialisi (20mM HEPES pH 7,9, 20% v/v glicerol, 100mM KCl,
0,2mM EDTA, 0,2mM PMSF, 0,5mM DTT, pH 7) a 4°C durant tota la nit, amb el kit de dialisi Mini
Dyalisis (AmershamBioscience, San Francisco, USA). Després de la dialisi, els extractes sén
centrifugats a 16.000g durant 20 minuts a 4°C i es recuperen els extractes finals del
sobrenedant. La concentracid proteica de les mostres es mesura mitjancant el meétode de
Bradford com s'ha explicat préviament. Les mostres sén dividides en aliquotes de 10ug i
conservades a -80°C per tal que totes les mostres mantinguin les mateixes propietats que des

del comengament.

Western blot

Quantitats iguals del lisat total de cada estimul (80 g a la majoria de casos) van ser
separades per electroforesi en gel de poliacrilamida amb SDS (SDS-PAGE), i posteriorment
transferides a una membrana de PVDF (HybondTM—P, AmershamBioscience; Bucking-hamshire,
UK) per transferéncia en sec utilitzant el sistema Scie-Plas (Scie-Plas, UK), durant una hora i amb
un amperatge de 75mA per membrana. Posteriorment es bloquegen les membranes per
incubacié amb una solucid de llet en pols desnatada (Central Lechera Asturiana) al 5% v/v en
TBS-T (0,15M NaCl, 0,05% Tween™ 20, 0,05M tampé Tris-HC| pH 7,6) i després de tres rentats
amb tampd TBS-T, s'incuben les membranes durant tota la nit en un falcé de 50ml i en agitacié a
4°C, amb les dilucions dels corresponents anticossos primaris (especificacions a la Taula 2) en
5ml de tampd TBS-T. Es realitza llavors una incubacié amb |'anticds secundari corresponent
conjugat a peroxidasa en 10ml de tampd TBS-T (especificacions a la Taula 2) i es realitzen tres
rentats amb TBS-T per tal d'eliminar I'excés d'anticossos. Finalment, les membranes es revelen
amb el kit de detecci6 ECL (ECL Western BlotDetectionReagents, Amersham) seguint les
indicacions del kit, utilitzantpel-licules de rajos X SuperRX (FujiFilm, Disseldorf, Alemanya).Els
temps d'exposicid varien en funcio de la intensitat de la senyal i poden anar dels segons fins el 2-

5 minuts. Finalment la pellicula es processa al revelador automatic Hyperprocessor
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(AmershamPharmaciaBiotech). Després d'aquest assaig, es realitza un rentat de la membrana de
30 minuts amb TBS-T i es realitza el mateix procés amb |'anticos per a la deteccié de la -actina,

la qual s'utilitzara com a control de carrega.

Southern blot

=  Obtencio de les sondes

Les sondes per al Southern Blot es van obtenir a partir d'un vector BAC (Annex 1) amb la
insercié del gen de Trex1 (cedit per la Mouse Mutant CoreFacility). Es va amplificar la regid
mitjancant PCR (Taula 3) i el fragment de DNA resultant va ser clonat dins del vector linearitzat

pCR2.1 amb el TA Cloning Kit (Annex 1) (Invitrogen; Carlsbad, CA).

Nom Encebador directe (Fwd) Encebador revers (Rev)

Sonda A (extrem 5') 5'ATGTCATTGGCCCAACCAT 3' 5'TGCCTCAAAAGGCAAAATAAA 3'
Sonda B (extrem 5') 5'CATCTTCGGGGTTGTTTTGT 3' 5'TGCACACACACACACACACA 3'
Sonda C (extrem 3') 5'TATGGGACCCCCTTTTCATT 3' 5'GCCCAAGTCACAGCATTCTT 3'
Sonda D (extrem 3') 5'ATCGGGGTGAGTATGGTGTG 3' 5'TGGTACATACCTACATGCTCACG 3'

Taula 3: Encebadors utilitzats per a I'amplificacié per PCR de les sondes pel Southern Blot.

Es va marcar 1ug de la sonda amb 50uCi [0-*’P]-dCTP(3000Ci/mmol 10mCi/ml)
dePerkinElmer (Waltham, Massachusetts) mitjancant el kit de marcatge Megaprime DNA
Labeling System (GE Healthcare; Buckinghamshire, UK) seguint el protocol especificat per la casa
comercial. Després del marcatge, la sonda es va purificar amb les columnes IllustraMicroSpin G-
25, de GE Healthcare seguint el protocol de la casa comercial.Per valorar I'eficacia del marcatge,
es va barreja 1l de la solucié d'oligonucleotids marcats amb 2ml de liquid de centelleig Ecolite
(MPBiomedicals LLC, CA, USA) i es comptabilitza durant un minut en un comptador de centelleig

Packard TRI-CARB 2900 (Packard), seguint el protocol de valoracié de **P.
= Obtencié del DNA genomic

Es recullen les cel-lules d'una placa mitjanade cultiu confluent de cel-lules mare
embrionaries (entre 5 i 20x10° cél-lules per placa) en un tub falcé de 15ml i es realitza una
centrifugacié de 400g durant 5 minuts a 4°C. Es realitzen dos rentats amb PBS fred a 4°C,

realitzant a cada pas una centrifugacié de 5 minuts a 4°C. Tot seguit s'afegeix 1ml de tampé de
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digestié per cada 10° cél-lules (100mM NaCl, 10mM Tris-HCl pH 8, 25mM EDTA, 0,5% SDS, 50l
Proteinasa K 10mg/ml, 5ul RNasa A1 1mg/ml) i es deixen incubar les cél-lules durant 18 hores
(una nit) a 50°C amb agitacio suau. Passat el temps, s'afegeix un volum (de tampd de digestid) de
cloropan (fenoll/cloroform/alcohol isoamil en proporcié 25:24:1) i es centrifuga durant 10
minuts a 1700g a 4°C. Es recull la fase superior aquosa a un tub eppendorf net i es repeteix el
procés. Un cop repetit, es posa la fase aquosa a un eppendorf nou i s'afegeix mig volum del
volum de la fase aquosa d'acetat d'amoni (NH;Ac pH 7,5) i dos volums de la fase aquosa d'etanol
100%. Es barreja lentament fins que apareix un precipitat blanc. S'arrossega el precipitat amb
una punta de pipeta fins a un eppendorf nou i aquest es centrifuga durant 5 minuts a 10.000g a
4°C. S'extrau el sobrenedant i s'afegeix 1ml d'etanol al 70% al pellet. Es barreja suament i es
centrifuga durant 5 minuts a 10.000g a 4°C. Després d'eliminar el sobrenedant, es deixa assecar
el pellet durant aproximadament dues hores. Passat aquest temps, el pellet es resuspéen en
400pl de tampd TE 1x (10mM Tris-HCI pH 7,5, 1ImM EDTA) i s'afegeix 1ul de Ribonucleasa A

(referencia R4642, Sigma).

Després de quantificar el DNA genomic, es van digerir 20ug mitjancant I'enzim de
restriccid EcoRI, en una barreja que conté a més del DNA, 5ul de I'enzim, 10ul del buffer
corresponent indicat per la casa comercial i aigua fins a un volum final de 50ul. Del producte, es
va fer una electroforesi en gel d'agarosa a I'1% en tampd TAE 1x (40mM Tris, 20mM Acetat i
1mM EDTA, pH 7,6) d'una mida de 132x148mm, amb un voltatge de 20V durant tota una nit.
Posteriorment es va sotmetre el gel a una desnaturalitzacid (tampd de desnaturalitzacié: 0,5M
NaOH, 1,5M NaCl) i neutralitzacié (tampd de neutralitzacié: 0,9M NaCl, 0,5M Tris-HCl pH 7,5) per
tal de facilitar la transferéncia. La transferéncia es va fer per capil-laritat a una membrana de nilé
(Amersham) en preséncia del tampd 10xSSC (NaCl 1,5M, Citrat de Sodi 0,15M pH7), a
temperatura ambient durant una nit. La membrana es va exposar immediatament després a
radiacid ultravioleta (150mJ, durant 10 segons) en un Stratalinker de BioRad, per tal de fixar el
DNA a la membrana. Les membranes es van posar en un tub roller d'hibridacié (ThermoHybaid) i
van ser prehibridades durant 30 minuts amb 10ml de la solucié ExpressHyb (Clontech;
MountainView, CA) a 60°C. En aquesta mateixa solucié es va afegir el volum total aconseguit de
la sonda marcada amb **P (independentment de les cpm) i, es van deixar hibridant durant la nit
a 60°C en un forn d'hibridacié (Shake-N-Stack, Hybaid). Després de la hibridacid, es van fer els
seglients rentats: 40 minuts a temperatura ambient amb la solucié | (2x SSX, 0,05% SDS),
canviant la solucid als 20 minuts per evitar soroll de fons; 40 minuts a 50°C amb la solucid Il (0,1x

SSC, 0,2% SDS). Les membranes es van deixar exposant a un cassette amb una pantalla
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Phosphoimager Molecular Dinamics (Amersham) i es van llegir els resultats amb un aparell

Typhoon 8600 (Amersham).

Extraccio d'RNA i PCR a temps real (qPCR)

Es va extraure I'RNA de 5x10° macrofags mitjancant el kit PureLink™ RNA Mini Kit
d'Ambion (LifeTechnologies) segons el protocol especificat pel fabricant, préviament
replaquejats en plaques de 12 pous (un pou per punt de I'experiment) i sincronitzats en el cicle
cel-lular (incubacié durant 18 hores en medi Starved). L'RNA va ser quantificat i valorat
mitjancant un espectofotometreNanodrop (ThermoScientific). Per a la sintesi del cDNA, es va
transcriure I'RNA mitjangant una retrotranscripcio, per a la qual es va utilitzar 1ug de I'RNA total
extret, la transcriptasa reversa M-MLV sense RNASA H (Promega), encebadors oligo(dT),s i una
barreja de nucleotids per a PCR (tots els components de Promega Corporation; Madison, WI). La
barreja de I'RNA amb els oligo (dT) es deixa durant 5 minuts a 65°C perque hibridin i
immediatament després es posa en gel durant 2 minuts. S'afegeix llavors la barreja que conté el
tampd comercial de la reaccio, els dNTPs i la MLV, i es deixa durant 50 minuts a 40°C, amb un
ultim pas de 15 minuts a 70°C per a la inactivacié de I'enzim. La PCR a temps real es va realitzar
mitjancant Power SYBR Green Master Mix (AppliedBiosystems, Foster City, CA), amb un volum
final d'11,5ul. La reaccié de PCR té un primer pas de 95°C durant 10 minuts, seguit per 35 cicles
de 30 segons a 95°C, 30 segons a 60°C i 30 segons a 72°C, seguits d'un pas final de dissociacié
(per tal de comprovar l'especificitat dels primers). La PCR va ser realitzada per triplicats i
detectada mitjancant un aparell ABI Prism 7900 SequenceDetection System
(AppliedBiosystems). A la mateixa PCR, s'inclou una recta patré per tal de calcular la quantitat de
cDNA detectat. Aquesta recta patrd es realitza mitjangant una dilucié seriada d'una de les
mostres, diluint 1/2 cada cop. A més, a la mateixa PCR s'analitza de cadascuna de les mostres
I'expressid d'un gen invariable en la seva expressid encara que les cél-lules hagin estat exposades
a estimuls. En aquest cas, el nostre gen invariable, o housekeeping, és L14. Un cop obtinguda la
guantitat de cada gen a cadascuna de les mostres, aquesta quantitat és referida a la quantitat de
L14 detectada a la mateixa mostra. Els resultats sén expressats com a nivell d'mRNA en relacié
amb I'expressio del gen L14 a cada mostra i seguint les MIQE guidelines (Bustin et al., 2009). Els
oligonucleotids utilitzats es troben anotats a la Taula 4. Aquests oligonucleotids es dissenyen
mitjancant la utilitzacié de I'eina on-line Primer-Blast (NCBI) per a cadascun dels gens, escollint
com a opcid valida aquells encebadors que es troben separats per un intré o més de distancia a

la seqgliencia genomica (aquest ultim pas no seria necessari ja que durant I'extracciéo de I'RNA
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s'afegeix un pas de tractament amb DNAsa, cosa que evita que hi hagi una amplificacié

inespecifica de DNA genomic.

Gen Encebador directe (Fwd) Encebador revers (Rev)

Trex1 5'ACTATTGGCAACGAGCGGTTC 3! 5'AAGGAAGGCTGGAAAAGAGC 3!
Samhd1 5'CAGCTCATTCGGGTGTACTGT 3' 5'GTGGCTTGGTGAAGTCCCT 3!
Oas1 5' GGGCCTCTAAAGGGGTCAAG 3' 5' TCAAACTTCACTCCACAACGTC 3'
1I-16 5' TGGGCCTCAAAGGAAAGAAT 3' 5' CAGGCTTGTGCTCTGCTTGT 3'
Tnf-a 5' CCAGACCCTCACACTCAGATC 3' 5' CACTTGGTGGTTTGCTACGAC 3'
Irf-1 5' GAGATGTTAGCCCGGACACTTT 3"  5' CCATATCCAAGTCCTGACCCA 3'
Irf-3 5' GAGAGCCGAACGAGGTTCAG 3' 5' CTTCCAGGTTGACACGTCCG 3!
L14 5'TCCCAGGCTGTTAACGCGGT 3! 5'GCGCTGGCTGAATGCTCTG 3'

Taula 4: Encebadors utilitzats a la PCR quantitativa o gPCR. Aquests oligonucleodtids es dissenyen
mitjancant la utilitzacié de I'eina on-line Primer-Blast (NCBI) per a cadascun dels gens.

Transfeccio d'RNA d'interferéncia (siRNA)

Per a aquest assaig, es va utilitzar un oligonucleotid especific de SAMHD1
GAUAUACUCUGUGUUCAGA(dTAT). Es van utilitzar també dos oligonucleotids control, dirigits
contra dues seqléncies no presents als macrofags, com sén la luciferasa, GL3
AACUUACGCUGAGUACUUCGA(dTAT), i la proteina verda fluorescent,
GFPGGCUACGUCCAGGAGCGCACC(dTT). Aquests oligonucleotids es dissenyen mitjancant la
utilitzacié de I'eina on-line MWG Eurofins (Ebersberg, Germany) per a cadascun dels gens. La
transfeccid del siRNA es va fer mitjangant electroporacié amb el sistema Neon Transfection
System (Life Technologies), seguint el protocol de la casa comercial. Per cada punt s'utilitzen
10°BMDM, les quals sén resuspeses en 100pl de Buffer R (subministrat amb el kit) i amb 0,2puM
del corresponent siRNA, i aquestes sén sotmeses a l'electroporacié amb I'aparell subministrat
per la casa comercial (Life Technologies) amb 1400V, 20ms i dos pulsos. Després de
I'electroporacio, les cél-lules (10°) van ser incubades durant 24 hores en plaques de 6 pous amb

3ml de medi Complet (veure apartat de cultius cel-lulars), i després d'aguest temps es va

procedir a fer els estimuls de manera normal.



Lorena Valverde Estrella
TREX1 and SAMHD1, and Aicardi-Goutiéres Syndrome

Assaig de proliferacio

Es van cultivar 10°> macrofags en plaques de 24 pous, amb medi Starved (veure apartat
de cultius cel-lulars). Després de 16-18 hores, es van afegir els estimuls pertinents durant 24
hores (per triplicat). Passat aquest temps, es va afegir medi Complet (veure apartat de cultius
cel-lulars) suplementat amb timidina tritiada [*H], i es van obtenir mostres al mateix moment
d'afegir la timidina, i a les 3, 6 i 9 hores. Les mostres esfixenamb 500ul de metanol fred al 70%
minim 30 minuts a 4°C (es pot deixar fins a tota una nit) i seguidament es fan tres rentats de 5
minuts amb 500ul de TCA al 10%. S'afegeix500ul per pou de solucié de solubilitzacié (0,3M
NaOH, 1% SDS) i després de 30 minuts en agitacio suau (a temperatura ambient) es recullenles
mostres, cadascuna en tub que conté 2ml de liquid de centelleig Ecolite (MPBiomedicals LLC). Els
tubs es valoren durant tres minuts en un comptador de centelleig Packard TRI-CARB 2900

(Packard) amb el programa de *H.

Preparacionsd'immunocitoquimica (I1CQ)

Es van cultivar 10° cél-lules en medi complet, en plaques de 24 pous amb un vidre
cubreobjectesroddal fons. Després del tractament desitjat, les cél-lules esrenten un cop amb
200ul de PBSi es fixen amb paraformaldehid al 4% en PBS durant 10 minuts. Després d'un altre
rentat amb PBS, les cel-lules es permeabilitzen durant 5 minuts a temperatura ambient amb
150ul de Tritd al 0,5% en PBS. Immediatament després,s'incuben les cel-lules amb tampd de
bloqueig (TBS 1x, BSA 3%, CD16/32 1:3000; 100ul/pou) durant 30 minuts a 4°C, el qual conté
I'anticos anti CD16/CD32 (BD Pharmingen; San Diego, CA), un bloquejador dels receptors Fc dels
macrofags (Receptor Fcglll/ll).A la mostra s'afegeix directament |'anticos primari desitjat (Taula
2) per assolir la concentracié adequada. Posteriorment es fa un rentat de 5 minuts amb PBS fred
i tot seguit s'afegeixl'anticos secundari fluorescent corresponent en 100ul de tampd de bloqueig.
A partir d'aqui les plaques es tracten en tot moment en la foscor i a 4°C. Finalment, les cel-lules
es renten tres cops amb500pl de PBS fred i s'incuben amb DAPI 0,1ug/ml,i tot seguit es realitza

el muntatge utilitzant Mowiol (Calbiochem; Darmstadt, Alemania).
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Analisi de focis nuclears mitjangcant microscopia electronica

A partir de les mostres preparades (apartat d’ICQ), s'obtenen les imatges amb un
microscopi de fluorescencia ScanR (Olympus; Japd). De cada mostra s'agafa una regié d'on es
prenen 250 imatges (50x50), i de cadascuna es fan 50 imatges en I'eix Z. Es va crear llavors un
programa en Fiji per tal de quantificar els focis dintre del nucli. El programa es basa en apilar les
imatges en Z de cadascuna de les imatges i fer una mitjana de la intensitat a cada nucli,
descartant totes aquelles cél-lules que no es trobin completament dintre de la imatge. Es
compten llavors el nimero de focis a cada nucli cel-lular segons els pixels (els focis més petits de
9 pixels sén detectats com a negatius) i altres parametres d’intensitat, i les cél-lules sén llavors

classificades en funcié del numero de focis que contenen (d’u a 5 focis, o >5 focis).

Plasmidis

La regié promotora de Samhd1 va ser clonada a partir del DNA genomic muri extret de
10’macrofags BMDM (veure apartat del Southern Blot, extracci® de DNA genomic). Aquesta
regio (-1400+95) va ser amplificada per PCR (Taula 5) i clonada dins d'un plasmidi pCR2.1 del kit
TA Cloning (Invitrogen) seguint les especificacions de la casa comercial (Annex 1). Donat que per
les conformacions naturals de plegament que pot fer el vector pGL3-BASIC, no va ser possible la
digestio amb I'enzim de restriccid EcoRI (Takara),es van dissenyar encebadors de manera que
generin una diana de restriccid per poder incloure la seqliéncia del promotor al vector pGL3-
BASIC (Taula 5). Després de I'electroforesi (en gel d'agarosa a 1'1% en tampdé TBE 1x) i la
purificacié de la banda amb el kit PCR (GenAllBiotechnology, Korea), es va digerir 1ug de la
mostraamb SacliBglll (Takara) durant una hora a 37°C. Es realitza una altra electroforesi i es
purificala banda, d'una mida de 1500pb corresponent al promotor de Samhd1 i, després de la
quantificacio6 amb un espectofotometreNanodrop (ThermoScientific), es fauna lligacié a 14°C
durant tota la nit amb la lligasa T4 DNA Ligase(Roche), amb 50ng de lligand i 50ng de vector
digerit. Després de la lligacié es fa una transformacié utilitzant 1ul de la lligacié amb 100ul de
cél-lules E. coli competents (soca BL21) seguint el protocol seglient: es deixa la barreja de
cél-lules amb el vectordurant 30 minuts en gel, barrejant als 15 minuts, després d'aquest temps
es posa a un bloc preescalfat a 42°C durant 1 minut i 30 segons, i immediatament després es
deixa reposar en gel durant 2 minuts. S'afegeix 1ml del medi 2xYT (1,6% Triptona, 1% extracte de
llevat, 0,5% NaCl, pH 7) i es deixa incubar a 37°C durant una hora amb agitacié suau. Finalment,

es fa una centrifugacié a velocitat maxima durant 10 segons per recuperar les cél-lules i es
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plaguegen en plaques de cultiu bacteria en medi LB(10gr/L Triptona, 5gr/L extracte de llevat,
10gr/L NaCl, 20gr/L agar, pH 7) suplementat amb ampicil-lina (100pg/ml), a 37°C durant una
nit.De les colonies crescudes en placa se'n fa un cultiu bacteria liquid en 3ml de medi 2xYT
suplementat amb ampicil-lina 1:100 i se'n fa una miniprep mitjancant el kit QlAprep Spin
Miniprep Kit (Qiagen) segons el protocol de la casa comercial. Tots els plasmidis van ser
finalment seqlienciats mitjancant el kit BigDye 3.1 (PerkinElmer; Wellesley, MA) per comprovar

que el fragment estava ben inserit i la seqiiéncia era la correcta.

Transfeccio per expressio transitoria i assajos
marcadorsduals de luciferasa-renilla

Per a la transfeccid dels plasmidis, es cultiven10’ cél-lules RAW264.7 en 1ml de DMEM
amb un 10% v/v de FCS en plaques de 12 pous. Es fala transfeccié amb 1pg del plasmidi per pou,
cotransfectant amb un ratio 100:1 del vector pRL-TK-Renilla (Annex 1), utilitzant Superfect
(Qiagen) seguint les indicacions de la casa comercial, i per triplicat per cada punt. 24 hores
després, les cel-lules sén estimulades amb les citocines i alstemps desitjats. L'obtencid del
extractes per valorar I'activitat luciferasa i renilla es fa utilitzant el kit Dual Luciferase Reporter
Assay (Promega), seguint les instruccions de la casa comercial, amb una lectura a un

lumindmetre TD20/20 (Turner Designs; Sunnyvale, CA).

Nom Seqiiéncia

p1498 (Fwd) 5'GATAGGTACCGAGCTCTTACGGTCCTTGACACAACAC 3'
p1373 (Fwd) 5'GATAGGTACCGAGCTCTTACGCTCTCCAGCCCTCTCT 3!

p1205 (Fwd) 5'GATAGGTACCGAGCTCTTACGGGGTAATGAACATCGG 3'
p547 (Fwd) 5'GATAGGTACCGAGCTCTTACGAAAGGCGTGCGCCACC 3'
p272 (Fwd) 5'GATAGGTACCGAGCTCTTACGGCTCTGGGATAGGAGT 3'

p97 (Fwd) 5'GATAGGTACCGAGCTCTTACGGGCGATCGCGTAGGCA 3'
Reverse (Rev) 5'CCAAGCTTACTTAGATCGCAGATCTCGAGATTAGCTGTTG 3'
CEBPmut.site (Fwd) 5'GGCCCCGCCCCCCCGAGACAGGGATTCACTGTGTAGCCCTG 3'
CEBPmut.site (Rev) 5'GGGGGGCGGGGCCAAAAACAAAACAAGCTCGAGGCCCGATG 3!
CEBPdel.site (Fwd) 5'CATCGGGCCTCGAGCCGAGACAGGGATTCACTGTGTAGCCC 3'
CEBPdel.site (Rev) 5'GTGAATCCCTGTCTCGGCTCGAGGCCCGATGTTCATTACCC 3'
F3-F4 Del (Fwd) 5'CTGTGTAGCCCTGGGGCTAGCCTCAAACTCAGAAATCAGC 3'
F3-F4 Del (Rev) 5'GAGTTTGAGGCTAGCCCCAGGGCTACACAGTGAATCCCTG 3'
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Taula 5: Encebadors utilitzats per al clonatge.Els encebadors van ser dissenyats manualment i demanats
mitjancant I'eina on-line de Sigma. Els encebadors p1498, p1373, p1205, p547, p272 i p97, es van utilitzar
amb I'encebador comu "Reverse (Rev)".

Assaig en Gel de Retard (EMSA)

= Marcatge de les sondes

Els assajos de retard en gel (EMSA; Electrophoretic Mobility Shift Assay) s'han realitzat
com s'ha descrit anteriorment(Casals-Casas et al., 2009). Els oligonucleotids utilitzats (Taula 6)
son marcats radioactivamentamb ATP [v—32P] (3.000Ci/mmol, 10mCi/ml; PerkinElmer) al seu
extrem 5' terminal utilitzant la T4 PolinucleotideKinase (PNK; New EnglandBiolabs, NEB; USA).
Les parelles d'oligonucleotids complementaris (Taula 6), sén barrejats (0,83ul de cadascun a
100uM, en un volum final de 20ul d'aigua destil-lada) i escalfades a 95°C, durant 5 minuts.
Posteriorment es deixen 30 minuts a temperatura ambientrefredantper aconseguir la seva
hibridacid. La barreja de reaccié per al marcatge conté 1ul d'oligonucleotid de doble cadena (del
preparat de 20ul), 1ul de la T4, 2,5ul de BSA (1mg/ml), 5ul del tampd T4 PNK (NEB) i 5ul d'ATP
[y->*P], en un volum final de 50pl. S'incuba la barreja durant una hora a 37°C i s'atura la reaccié
mitjancant I'escalfament de la barreja durant 10 minuts a 65°C. Després d'aquest temps es deixa
reposar durant 10 minuts a temperatura ambient i els oligonucleotids son purificats mitjangant
columnes IllustraMicroSpin G-25 (GE Healthcare) seguint el protocol de la casa comercial. El
marcatge radioactiu dels oligonucleotids es comprova mitjancant centelleig. Per fer-ho, es
barreja 1ul de la solucié d'oligonucleotids purificats amb 2ml de liquid de centelleig Ecolite
(MPBiomedicals LLC, CA, USA) i es comptabilitza durant un minut en un comptador de centelleig

Packard TRI-CARB 2900 (Packard) amb el protocol per a *?P.

Nom Seqiiéncia

F1 (Fwd) 5'GGGTAATGAACATCGGGCCTCGAGCTTGTTTTGTTTTTGGTTTTGTTTTTTCG 3'

F1 (Rev) 5' CGAAAAAACAAAACCAAAAACAAAACAAGCTCGAGGCCCGATGTTCATTACCCS!
F2 (Fwd) S'TGTTTTGTTTTTGGTTTTGTTTTTTCGAGACAGGGATTCACTGTGTAGCCCTGG 3!
F2 (Rev) 5' CCAGGGCTACACAGTGAATCCCTGTCTCGAAAAAACAAAACCAAAAACAAAACAS!
F3 (Fwd) 5'AGACAGGGATTCACTGTGTAGCCCTGGCTGTCCTGGAACTCACTTTGTAGACCA 3'
F3 (Rev) 5' TGGTCTACAAAGTGAGTTCCAGGACAGCCAGGGCTACACAGTGAATCCCTGTCT3'
F4 (Fwd) 5'CTGTCCTGGAACTCACTTTGTAGACCAGGCTAGCCTCAAACTCAGAAATCAGCC 3'
F4 (Rev) 5' GGCTGATTTCTGAGTTTGAGGCTAGCCTGGTCTACAAAGTGAGTTCCAGGACAG3'

F5 (Fwd) 5'GGCTAGCCTCAAACTCAGAAATCAGCCTGCCTCTGCCTCCCAAATGCTGGGATT 3!
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F5 (Rev) 5' AATCCCAGCATTTGGGAGGCAGAGGCAGGCTGATTTCTGAGTTTGAGGCTAGCC3'
IRF-1 (Fwd) S'TTTTTGGTTTTGTTTTTTCGAGA 3'

IRF-1 (Rev) 5' TCTCGAAAAAACAAAACCAAAAAS'

C/EBP (Fwd) STTGTTTTGTTTTTGGTTTTGTTTTTT 3'

C/EBP (Rev) 5' AAAAAACAAAACCAAAAACAAAACAAS!
F1-F2 (Fwd) S'TGTTTTGTTTTTGGTTTTGTTTTTTCGAGA 3'
F1-F2 (Rev) 5' TCTCGAAAAAACAAAACCAAAAACAAAACAS!
F2-F3 (Fwd) 5'CAGGGATTCACTGTGTAGCCCTGG 3'

F2-F3 (Rev) 5' CCAGGGCTACACAGTGAATCCCTG3'

F3-F4 (Fwd) 5'CTGTCCTGGAACTCACTTTGTAGACCA 3'
F3-F4 (Rev) 5' TGGTCTACAAAGTGAGTTCCAGGACAG3!
F5-last (Fwd) 5'TGCCTCTGCCTCCCAAATGCTGGGATT 3'
F5-last (Rev) 5' AATCCCAGCATTTGGGAGCAGAGGCA3'

Taula 6: Oligonucleotids utilitzats en I'assaig de retard (EMSA). Les seqliéncies van ser dissenyades
manualment i demanades a partir de I'eina on-line de Sigma.

= Barreja d'incubacié

Per fer els gels d'EMSA, s'incuben10ug d'extractes nuclears amb el tampé d'unié (12mM
HEPES pH 7,9, 60mM KCl, 5mM MgCl,, 12% v/v glicerol, 0,12mM EDTA, 0,3mM DTT, 0,3mM
PMSF) i 1,5ug de poly(dI-dC) (AmershamBioscience), portats fins a un volum final de 15ul amb
tampd de dialisi (20mM HEPES pH 7,9, 20% v/v glicerol, 100mM KCl, 0,2mM EDTA, 0,2mM PMSF,
0,5mM DTT, pH 7). La barreja és incubada a temperatura ambient durant 8 minuts i tot seguit
s'afegeixen 20.000cpm de I'oligonucleotid marcat (els oligonucleotids marcats es dilueixen amb
aigua destil-lada de manera que hi hagi 20.000cpm/ul, aixi doncs, s'afegeix 1ul per reaccid). La

barreja resultant s'incuba durant 15 minuts a temperatura ambient i les mostres es carreguen al

gel.

= Gel EMSA

Per a la separacio de les mostres es realitza un gel de poliacrilamida no desnaturalitzant
de 16x18x0,15cm al 5% (5% acrilamida:bisacrilamida 29:1, amb un 5% de glicerol i 0.25% de
tampd TBE 1x (0,22M Tris, 180mM Borat, 5mM EDTA, pH 8,3), 260l d'APS 10% i 25ul TEMED).
Una vegada polimeritzat (15 minuts de temps de polimeritzacié aproximat), el gel es col-loca a la

cubeta d'electroforesi i s'afegeixen els tampons: TBE 0,5x al catode i TBE 0,25x a I'anode, i es
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realitza un rentat dels pous pipetejant el mateix tampd per eliminar I'acrilamida i altres
substancies que puguin haver quedat als pous. Se li realitza una electroforesi previa al gel,sense
mostres,durant unes dues hores a 4°C i 300V, fins que I'amperatge ha disminuit a la meitat de
I'inicial. Després d'aquesta electroforesi prévia, es canvien els tampons de la cubeta (TBE 0,5x al
catode i TBE 0,25x a I'anode) i es tornen a fer rentats dels pous mitjancant pipeteig. Es llavors
guan es carreguen les mostres (Barreja d'incubacié: extractes nucleics i oligonucledtids marcats)
i es prosegueix amb l|'electroforesi a 4°C i 300V durant tres hores més. Al gel també s'afegeix un
carril que Unicament conté els oligonucleotids marcats i se li afegeixen 2ul de tampd de carrega
(30% v/v glicerol, 0,25% w/v blau de bromofenol, 0,25% xilé cianol). Una vegada finalitzat la
electroforesi (quan la banda de xilé cianol arriba a 3/4 parts del recorregut) , el gel resultant és
assecat en paper Whatmann 3M dins d'un dessecador BioRad 583 (BioRad) al buit durant una
hora. El paper s'exposa a una pantalla Phosphoimager (Molecular Dynamics) durant tota una nit
dins d'un cassette. La pantalla s'escaneja a un aparell d'escaner Typhoon Scan 8600 (Amersham),
on es visualitzen les bandes amb la generacid d'un fitxer d'imatge del format tiff. Pels assajos de
competicid amb oligonucleotids no marcats radioactivament, aquests s'afegeixen a la barreja
inicial amb una concentracié de fins a 100 vegades superior respecte a |'oligonucleotid marcat.
Pels assajos de competicid amb els anticossos (Supershift), s'afegeix 1ug d'anticos a la barreja
inicial, abans d'afegir els oligonucleodtids marcats. En ambdds casos, el temps d'incubacid

s'amplia fins als 30 minuts.

Assaig d'Immunoprecipitacio de cromatina (ChIP)

En aquest assaig, després dels estimuls pertinents, 20x10° BMDM a una placa de 150mm
de diametre sdn fixats directament mitjancant I'addicié de formaldehid a una concentracio final
del 2% v/v sobre el medi de cultiu (calen dues plaques per punt de condicid experimental). La
reaccié de fixacides realitza a temperatura ambient durant 20 minuts amb una lleugera agitacid.
Seguidament es realitzen dos rentats sequiencials dela placa amb 10ml de PBSa 4°C i finalment,
els macrofags sén recollits en un tub amb un raspat suau amb 3ml per placa de Tris-HCI 0.1M pH
9,4 amb DTT 10mM. Les cel-lules sén incubades durant 15 minuts a 30°C i recollides per
centrifugacid (800g, 4°C, 5 minuts). El sediment resultant és resuspes i centrifugat (800g, 4°C, 5
minuts) seqliencialment amb 1ml de PBS, 1ml de tampé | (10mM HEPES pH 6.5, 0.25% Triton-
X100, 10mM EDTA, 0.5mM EGTA i els inhibidors de proteases: 1mM PMSF, 1mM iodacetamida,
1mM ortovanadat, 10ug/ml aprotinina i 1ug/ml leupeptina) i 1mlde tampd Il (10mM HEPES pH
6,5, 20mM NaCl, 1ImM EDTA, 0,5mM EGTA i els inhibidors de proteases). Finalment, les cel-lules
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son resuspeses en 300l de tampd de lisi a temperatura ambient (1% SDS, 10mM EDTA, 0,5mM
Tris-HCI pH 8,1 i els inhibidors de proteases) i sonicades en el sonicador Bioruptor (Diagenode;
Lieja, Belgica). Les condicions de sonicacié del lisat son de 10 minuts de sonicacié en el mode
High, amb lapses de 0,5/0,5 minuts de sonicacié/descans, repetit tres vegades (30 minuts totals
de sonicacid). La mida dels fragments de DNA obtinguts es confirma mitjancant una electroforesi
en gel d'agarosa, sent la mida optima entre 200 i 1200 parells de bases. La cromatina soluble
obtinguda és centrifugada durant 10 minuts a 16.000g i el sobrenedant és diluit amb el tampéd
de dilucié (1% Triton X-100, 2mM EDTA, 150mM NaCl, 20mM Tris-HCI pH 8,1, i inhibidors de
proteases) fins a un volum final de 1,1ml. D'aquesta suspensid, se'n guarden 100ul a 4°C, els
quals serviran per a un control o Input. La resta se sotmet a una preincubacié en preséncia de
2ug de Sonicated Salmon Sperm DNA (Amersham), 2,6ug de IgG inespecifiques i 20pug de Magna
ChlIP Protein A Magnetic Beads (Millipore). Aquesta preincubacié es realitza durant tota una nit a

4°C, i amb agitacié suau, amb la finalitat de reduir les unions inespecifiques.

Després de centrifugar (16.000g durant 10 segons) les mostres per eliminar les particules
de la preincubacid, les mostres sén diluides novament amb tampd de dilucié i separades en
volums identics (1ml) per a les immunoprecipitacions que segueixen, per a l'anticos especific i
per al control amb anticossos inespecifics. Cada immunoprecipitacid s'incuba amb quantitats
iguals (2ug) d'anticos especific o d'lgGs, segons correspongui, durant 6 hores a 4°C.
Seguidament, s'addiciona a cada punt 20ul de les Magnetic Beads i es deixa en agitacié suau
durant tota una nit a 4°C. Les particules sén seqiencialment rentades durant 10 minuts a 4°C
amb una lleugera agitacio, centrifugades (10 segons, 16.000g) i disposades a la gradeta
magnetica facilitada per la casa comercial (Millipore) amb 1ml de TSE | (150mM NaCl, 0,1% SDS,
1% Triton X-100, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCI pH 8,1), 1ml de TSE Il (500mM NacCl, 0,1% SDS, 1%
Triton X-100, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCI pH 8,1) i 1ml de tampd IIl (0,25M LiCl, 1% NP-40, 1%
w/v deoxicolat, ImM EDTA, 10mM Tris-HCl pH8,1). Finalment, es renten les particules amb 1ml
de PBS a 4°Ci s'elueixen els immunoprecipitats amb 300ul de solucié d'elucié (0,1M NaHCOs, 1%
SDS), en tres rentats seqliencials de 100ul de 20 minuts cadascun. Entre rentats es realitzen
centrifugacions (10 segons, 16.000g), es disposen les mostres a la gradeta magnética, i es
recupera el sobrenedant, el qual es reserva en un nou eppendorf. Una vegada obtingut I'eluit, es
realitza la reversié de l'entrecreuament dels 300ul d'immunoprecipitats aixi també com dels
Inputs que han estat reservats a 4°C, mitjancant la incubacié de les mostres a 65°C durant tota
una nit. EI DNA, alliberat després de la reversi6 de les mostres dels Inputs i de les
immunoprecipitacions especifiques i inespecifiques, és purificat amb el kit Qiaquick PCR

purification (Qiagen; Hilden, Alemanya) segons les especificacions del fabricant i eluits en un
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volum final de 60ul. Les mostres resultants s'analitzen per qPCR (veure apartat de PCR
guantitativa) utilitzant els encebadors de les zones promotores indicades a la Taula 7. Els calculs
inclouen una normalitzacié dels immunoprecipitats amb els seus Inputs corresponents i una
posterior normalitzacié amb els resultats de I'analisi d'una regié no promotora per a les unions

inespecifiques (36B4, corresponent a |'expressio d'una proteina ribosomal).

Nom Encebador directe (Fwd) Encebador revers (Rev)
Samhd1 5'GGGTAATGAACATCGGGCCTCG 3' 5'GAGAGCCGGGTGTGGTGGCGC 3'
36B4 5'AGATGCAGCAGATCCGCAT 3' 5'GTTCTTGCCCATCAGCACC 3'

Taula 7: Encebadors utilitzats en I'assaig d'immunoprecipitacié de cromatina (ChIP). Aquests
oligonucleotids es dissenyen mitjangant la utilitzacié de |'eina on-line Primer-Blast (NCBI) per a cadascun
dels gens i demanades a partir de I'eina on-line de Sigma.

Citometria de flux (FACS)

Al dia 7, els macrofags BMDM es recullen mitjangant un raspat suau del cultiu cel-lular
adherit a la superficie de la placa i s'utilitzen10°cél-lulesper pou i per condicid, en plaques de 96
pous. Es fa una centrifugacié de la placa durant tres minuts a 4°C i 500g, i un cop eliminat el
sobrenedant, es resuspenen les cel-lules en 100ul de PBS FACS (PBS 1x, 10% FCS, 4mM EDTA).
S'afegeix llavors 2ul per pou de I'anticos anti CD16/CD32 (Taula 2) i es deixa incubar durant 15
minuts a 4°C. Es centrifuga la placa de nou durant tres minuts a 500g a 4°C, i es resuspenen les
cél-lules en PBS FACS fred. Es fa una barreja amb els anticossos desitjats (o els isotips si és el cas)
(Taula 2), s'afegeixen als pous corresponents i es deixen incubar durant 30 minuts a 4°C, i en
foscor. S'afegeixen 100ul de PBS FACS fred per pou per aturar la reaccié i la placa es centrifuga a
500g durant tres minuts i a 4°C. Es resuspenen les cél-lules de nou en 200l de PBS FACS fred i
s'afegeix 1ul per mostra d'una solucid inicial de DAPI 10mg/ml (Sigma). Les mostres

s'adquireixen en un citometre Gallios™ Flow Cytometer (Beckman Coulter).

Analisi proteomic

= Digestid proteica

Es realitza un gel d’acrilamida no desnaturalitzant i es fa un assaig en gel de retard amb
la sonda marcada radioactivament (control) i en paral-lel al mateix gel, el mateix assaig amb

sonda no marcada. Se segueix el mateix procés de 'EMSA radioactiu (veure I'apartat “Assaig en
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gel de retard (EMSA)”) fins al moment d’assecar el gel. En aquest cas, se situa el gel sota una
campana d’extraccié de gasos per a la proteccié de la mostra, i es talla el gel separant la part
radioactiva de la no radioactiva. La part radioactiva es deixa assecar durant una hora a
I'assecador de gels i passat aquest temps es deixa exposar durant dues hores a la pantalla
phosphoimager; mentrestant, la part no radioactiva es conserva durant el temps que dura
I'assecat i I'exposicio, a 4°C dins d’una cambra humida. Passat el temps corresponent, es revela
el gel radioactiu i es calcula la posicié de les bandes al gel no radioactiu. El gel és manualment
tallat sota la campana d’extraccié i amb les mesures de seguretat pertinents per evitar la

contaminacio de les mostres, i portat pel seu analisi al servei de Proteomica de I'ldibell.

La digestio del gel va ser realitzada seguint el protocol descrit per Shevchenko et al. amb
modificacions menors. Les bandes sdn rentades breument amb aigua, bicarbonat d'amoni
(50mM) i acetonitril al 50%. A continuacio, les mostres es redueixen mitjangant la incubacié amb
ditiotreitol (10mM) a 60°C durant 45 minuts i alquilades amb iodacetamida (50mM) durant 30
minuts en foscor. Finalment, es digereixen les proteines amb tripsina (13ng/ul) durant tres hores
a 37°C (Trypsin Gold, Promega). La digestié s'atura mitjangant I'addicié d'acid formic al 5% i els
péptids s'extrauen dues vegades amb acetonitril 70% i acid formic 5% (sonicacié de 10 minuts).
Els extractes peptidics es deixen evaporant fins que s'han assecat i seguidament es resuspenen

amb acetonitril al 2% i acid formic al 0,1%, i s'analitzen mitjancant nano-HPLC-MSMS.
=  Analisi de I'LC-MSMS i recerca de seqiiéncies de proteines a la base de dades

Els péptids sén analitzats utilitzant un Easy-nanolLCll (Proxeon, Dinamarca) acoblat a un
segrestador d'ions Amazon ETD (Bruker Daltonics). Els péptids sén primerament atrapats a una
Easycolumn™ €18 (2cm, 5pum, 100um ID; Thermo Scientific), i posteriorment separats utilitzant
una columna analitica nanocapil-lar C18 (75uM ID, 15cm, Acclaim® PepMap 100; Thermo
Scientific). El gradient del cromatograf s'aconsegueix mitjancant I'augment del percentatge del
tampo B de 0 a 35% a una velocitat de flux de 300NI/minut durant 30 minuts (tampd A: acid
formic al 0,1%; tampd B: acid formic al 0,1% i acetonitril al 100%). Els péptids eluits sén llavors
introduits a un segrestador d'ions Amazon ETD per ionitzacié en electro spray mitjangant
Captive-Spray ion Source (Bruker Daltonics), amb un voltatge aplicat de 1450V i N, com a gas
assecant. Les masses de péptids (400-1400m/z) sén analitzades en un analisi complet amb una
gran resolucid. Els 10 péptids més intensos son seleccionats i fragmentats en un segrestador
d'ions de tres dimensions utilitzant tant la fragmentacié induida per col:lisié de dissociacié com
la transferéncia de dissociacid, utilitzant com a gasos de col:lisié heli i meta, respectivament. Les

dades sén generades amb el software Data Analyst 4.1 (Bruker Daltonics).

87



88

Les dades MS i MS/MS, son analitzades amb el software Protein Scape 3.1.2 (Bruker
Daltonics) utilitzant Mascot 2.4.0 (Matrix Science) com a motor de cerca i la base de dades
SwissProt (2013-10, 541.561 seqliencies; 192.480.382 residus). Els parametres especifics per a la
recerca a la base de dades per a la seqliéncia de les proteines, inclouen la taxonomia de Mus
musculus, I'oxidacié de metionina i modificacions variables i la carbamilacié de cisteines com a
modificacié fixa. Altres parametres de cerca van ser: digestié de tripsina amb dues divisions
perdudes, estats de carrega +1, +2 i +3 per a I'i6 precursor, error de massa de 50ppm d'ié
precursor i 0,5Da per a ions fragmentats. Per a la identificacié d'un llindar de significancia dels
péptids (Mascot) s'utilitza un p<0,05, i només es consideren els peptids amb un valor Mascot
minim de 25 i proteines amb un Mascot minim de 35. Els espectres de péeptids acetilats també

sén examinats manualment.
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Caracteritzacié de I’expressié de Samhd1: els macrofags expressen Samhd1

Degut a la importancia de SAMHD1 com a protector front al dany al DNA en els
macrofags, varem caracteritzar el seu perfil d’expressié en diferents teixits, tipus cel-lulars i en
front d’estimuls tant pro- com antiiflamatoris. Inicialment, a partir de la obtencié d’'mRNA de
diversos teixits de ratoli i per gPCR,hem vist que Samhdl es troba expressat de forma molt
intensa a teixits, com a l'intesti prim i al pancrees, i també es troba expressat perdo en menor
guantitat als pulmons i al timus (Figura 29A). En aquesta figura hem afegit I'expressié en BMDM
per mostrar que segurament la forta expressio en aquests teixits pugui ser deguda a la presencia

del macrofags dins dels mateixos.

La sindrome d’Aicardi-Goutieres té una especial afectacié al cervell (Aicardi, 2002), per
aquest motiu també es va analitzar I'expressid de Samhdl a neurones i microglia. Esta prou
demostrat que les cél-lules de la microglia provenen d’un origen comu amb els macrofags i que
s’originen durant I'etapa fetal. Per tant, podem parlar de macrofags residents al sistema nervids
central (Corraliza, 2014). En un nivell basal, les neurones tenen una expressié de Samhd1 de fins
a 9 cops més elevada que I'expressid a microglia (Figura 29B). Tot i aix0, I'expressid en aquest
tipus de cél-lules pot ser induida en presencia d’IFN-y, provocant un augment de I'expressié de

fins a 15 vegades (Figura 29C).

Per tal de saber si I'expressido de Samhd1 a macrofags és només constitutiva o pot ser
modulada, es van cultivar aquestes cél-lules en preséncia de citocines i factors de creixement.
Per a I'obtencié de macrofags, es va cultivar durant 7 dies el moll de I'os de ratolins mascles
Balb/c en preséncia d’M-CSF. Després d’aquest temps, les cél-lules van ser replaquejades i es van
deixar durant 18 hores sense el factor de creixement. Aquest pas provoca l'aturada de la
diferenciacio i de la proliferacio dels macrofags, que queden estacionats a la fase G,/S del cicle
cel-lular. Aquestes cel-lules van ser exposades a citocines pro i antiinflamatories, i es va analitzar
I'expressié de Samhd1 mitjancant PCR quantitativa. Es pot observar que Samhd1 és induit en
preséncia d’IFN-y, aixi com també d’LPS, pero no es troba induit quan les cél-lules sén exposades

a citocines antiinflamatories (IL-4, -6 i -10) ni tampoc en front de TNF-a (Figura 30A).
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Figura 29: Expressio tissular de Samhd1 en ratolins. A. Expressié de Samhd1 a diferents teixits murins. B.
Expressido de Samhdlen cultius primaris de microglia i neurones. C. Expressiéo de Samhdlen microglia, en
condicions basals i després de 5 hores en presencia d’IFN-y. En tots els casos es va extraure I'RNA dels
diferents teixits indicats, o cultius cel-lulars, i es va fer una retrotranscripcié amb 1ug d’aquest RNA.
L’expressio de I'RNA es va analitzar mitjangant PCR quantitativa (qPCR) utilitzant els encebadors especifics
de Samhd1 i els resultats es mostren en relacié a la quantitat d’L14 detectada per qPCR a les mateixes
mostres. A la figura es mostren les mitjanes i la desviacié estandard de tres experiments independents.

Es va analitzar llavors I'expressido de Samhd1 en funcié del temps amb cadascun dels
estimuls proinflamatoris (Figura 30B). S’observa que I'expressié de Samhd1 en preséncia d’LPS té
el punt maxim d’expressio després de 6 hores d’induccid. No obstant aix0, cada citocina provoca
una cinéetica diferent de la induccié. L'IFN-y provoca un augment d’expressio a les tres hores i
després s’estabilitzaria. La presencia en macrofags d’IFN-y i LPS de manera conjunta, no
produeix una sinergia ja que I'expressié de Samhd1 es troba dintre dels mateixos nivells que

cada citocina per separat (Figura 30B).
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Figura 30: L'expressié de Samhd1 als macrofags s’indueix per citocines proinflamatories. A. Expressio de
Samhdl en BMDM després de 24 hores en preséncia d’estimuls proinflamatoris (vermell) i
antiinflamatoris (blau). El resultat en "Fold induction" s’indica respecte al valor control. B. Cinética de
I'expressid de Samhd1 en presencia de diferents citocines proinflamatories. En ambdds casos es va
extraure RNA de cultius de macrofags en presencia de diferents citocines i es va utilitzar 1ug d'aquest
mMRNA per a la retrotranscripcié i obtencié delcDNA. Les mostres van ser analitzades mitjangant gPCR amb
encebadors especifics de Samhd1 i els resultats es mostren com a quantitat relativa respecte al gen L14.
Les figures mostren els resultats promig i la desviacié estandard de tres resultats independents.

Caracteritzacid de I’expressio de la proteina de SAMHD1

Es va realitzar llavors una extraccioé proteica total de macrofags i es va realitzar un analisi
per Western Blot de la quantitat de proteina de SAMHD1 cel-lular. En presencia dels diferents
estimuls proinflamatoris, es veu un augment de l|'expressi6 de SAMHD1 en fer I'analisi
mitjancant la técnica del Western Blot. Es veu un augment de la quantitat de proteina de
SAMHD1 a les 24 hores en preséncia d’'IFN-y, mentre que el pic en presencia d’LPS i d’IFN-y i LPS
a la vegada seria a les tres hores (Figura 31). Aquest retard en relacié de I'RNA amb la proteina

és normal ja que, una vegada sintetitzat I'RNA, es necessita el reclutament de tota la maquinaria
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per a la traduccio, el que comporta que hi hagi una diferencia d’unes quantes hores entre el pic
maxim d’expressié de I'RNA i el pic maxim de proteina.La diferéncia pot ser de minuts, hores o,
fins i tot, dies, ja que la traduccid i la transcripcid es donen de manera separada tant en temps

com en l'espai. En aquest cas, la diferencia estaria entre 3i 9 hores.
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Figura 31: Els activadors proinflamatoris indueixen I'expressié proteica de SAMHD1. L'expressidé de
SAMHD1 s’ha mesurat en macrofags incubats en preséncia dels agents indicats i durant el temps indicat.
La determinacidé de la quantitat de proteina es va realitzar mitjangant Western Blot utilitzant I'anticos
contra la proteina murina de SAMHD1 (72KDa). Cada membrana també s’utilitza per al corresponent
control de carrega, mitjangant la utilitzacié de I'anticos contra la B-Actina (B-ACTIN). En aquesta figura es
mostra un resultat representatiu de tres experiments realitzats de manera independent.

Funcié de SAMHD1: proteccio front del dany al DNA

S’ha descrit que les mutacions en homozigosi de Samhd1 poden provocar leuceémia
limfatica cronica (CLL) en pacients amb AGS, suggerint una possible funcié de SAMHD1 en la
regulacié i la proliferacio cel-lular, aixi com també en resposta a agents inductors de dany al DNA
(Clifford et al., 2014). Se sap que l'activacié proinflamatoria indueix trencaments de DNA als
macrofags degut a la gran produccié d’NO, ROS i altres(Dauphinee and Karsan, 2005; Schroder et
al., 2004). Per tal de contrarestar els efectes nocius d’aquestes productes oxidants, els
macrofags desenvolupen una série de mecanismes de proteccid per a la reparacié de les lesions
induides al DNA. Creiem que SAMHD1 pot ser un element clau dins d’aquests mecanismes i,
donada la importancia de SAMHD1 a la patogenia de I’AGS, hem volgut caracteritzar el seu

funcionament aixi com també el seu perfil d’expressio.
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Figura 32: Control del silenciament de SAMHD1.Es va extraure I'RNA de 5x10° cél-lules electroporades
per comprovar mitjancant qPCR I'expressid de Samhd1 després del silenciament. Mock: cél-lules sotmeses
a electroporacioé sense siRNA; siGFP: cél-lules electroporades amb siRNA d’un gen que no existeix a ratoli,
en aquest cas de la proteina verda fluorescent (GFP); siSAMHD1: cel-lules electroporades amb I’siRNA de
SAMHDL1. A la figura es mostra un experiment representatiu de tres experiments independents. Les barres
d’error corresponen a la desviacié estandard entre els triplicats d’una mostra a la mateixa qPCR.

Per tal de comprovar si SAMHD1 té una funcié en resposta al dany del DNA, es va
realitzar un assaig de silenciament en macrofags. Les cél-lules (BMDM) van ser electroporades
amb I'RNA de silenciament per a GFP (control) o per a SAMHD1 (siSAMHD1), o simplement
sotmeses a electroporacié sense siRNA(Mock). A la Figura 32 es pot apreciar la capacitat de

silenciament dels oligossiSAMHD1 escollits.

Per comprovar que aquests efectes sén provocats directament pel deficit de SAMHD1 i
no per possibles efectes indirectes sobre altres gens, es va analitzar I'expressié de gens
importants en el desenvolupament de la resposta immunitaria innata com sén les proteines
OAS-1 (2’-5’-oligoadenylate synthetase 1, detector de dsRNA al citosol), les citocines IL-1p i TNF-
a i els factors de transcripcid IRF1 i IRF-3. Com a control de la induccié d’aquest gens, es va
utilitzar una mostra d’RNA total de BMDM tractats amb IFN-y durant 6 hores (Figura 33). En tots
els experiments on es va fer servir el siSAMHD1 es va fer el control corresponent per comprovar

el correcte silenciament del gen.

95



96

Resultats

[any
N
J

Oas-1

Relative quantity
[e)]

04 —Eam _ mam WA

6hIFN-y  Mock SIGFP  siSAMHD1

3- 1-18 3 - nf-a

> >

= =

€ €

© 21 © 2 1

S S

T T

o o

2 14 21 4

o o

[ [

(3 [
0- T - T _ T -_'I 0 - T T L'___‘

6h IFN-y Mock SiGFP  siSAMHD1 6h IFN-y Mock siGFP  siSAMHD1

37 Irf-1 2,5 Irf-3

SiGFP  siSAMHD1 6hIFN-y  Mock SiGFP  siSAMHD1

Relative quantity
o - N
Relative quantity
8 - ":\ N

6hIFN-y  Mock

Figura 33: Especificitat de la inhibici6 de Samhd1l per siRNA. Es va extraure I'RNA de cel-lules
electroporades amb el corresponent siRNA i es va analitzar I'expressié mitjancat qPCR de gens essencials
per a la resposta immunitaria innata indicats. Com a control de la induccié d’aquests gens, es va utilitzar
una mostra de BMDM estimulats durant 6 hores amb IFN-y. Experiment representatiu de tres experiments
independents. Les barres d’error corresponen a la desviacié estandard entre els triplicats d’'una mostra a
la mateixa qPCR.

Després del temps de recuperacié (24 hores), els macrofags van ser sotmesos a estimuls
proinflamatoris com I'lFN-y i a peroxid d’hidrogen (H,0,), el qual se sap que crea trencaments al
DNA deixant cadenes de ssDNA. Els macrofags es van replaquejar en plaques de 24 pous
(500.000 ceél-lules per pou) i es va procedir a fer una immunocitoquimica (ICQ) utilitzant un
anticos contra la proteina A de replicacié (subunitat RPA32/2). Els macrofags van ser analitzats
per immunocitoquimica. D’aquesta forma es vavolerdetectar la formacié de ssDNA i focis
nuclears deguts a 'accié del estimuls utilitzats, en cél-lules normals (siGFP) o cel-lules deficients
en SAMHD1 (siSAMHD1). RPA és un component del complex de replicacié alternatiu A (aRPA), el
qual fa d’intermediari en interaccions entre la unié de ssDNA i proteines. Aquest complex s’uneix
i estabilitza intermediaris de ssDNA formats durant la replicacié del DNA o en front d’estres al

DNA (Ben-Yehoyada et al., 2007). En la resposta cel-lular en front a un dany al DNA, el complex
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RPA controla la reparacié de DNA i I'activacio del punt de control de dany al DNA mitjancant la
unié a ssDNA i recluta la cinasa ATR i la proteina associada que interacciona amb ATR (ATRIP)

(Namiki and Zou, 2006; Zou and Elledge, 2003).
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Figura 34: Les cel-lules deficients en SAMHD1 tenen un augment de dany al DNA. A. BMDM van ser
sotmesos a electroporaciéo amb siRNA per GFP (control) o per SAMHD1. Després del temps de recuperacio,
els macrofags van ser exposats a agents inductors de dany de DNA (IFN-y or H,0,). 24 hores més tard, es
va realitzar una ICQ utilitzant I'anticos anti RPA32/2 i DAPI com a control. Les imatges es van prendre amb
un microscopi ScanR. A la part superior de cada imatge es mostra el tractament al qual les cél-lules van ser
exposades. Es mostra una imatge representativa de cadascun dels tractaments al qual van ser sotmeses
les cel-lules. L'experiment es va realitzar per triplicat. B. A partir de les imatges del microscopi, es van
comptar i classificar les cél-lules en funcié del numero de focis nuclears trobats mitjangant el programa Fiji
(Veure apartat "Analisi de focis nuclears mitjangant microscopia electronica" a Materials i Méetodes). Aixi
doncs, les cel-lules es van classificar en dos grups segons si tenen d’u a 5 focis, o cel-lules amb més de 5
focis. Aquest experiment és un resultat representatiu de tres experiments independents.

Els resultats mostren que les cél-lules deficients en SAMHD1 tenen un major nombre de
focis nuclears ja que la deteccié al canal vermell (corresponent a I'anticos anti-RPA) és més
elevat en comparacié amb els controls, Mock i siGFP (Figura 34A). Donat que totes les cél-lules

tenen presencia en el nucli de DNA de cadena senzilla (ssDNA), ja sigui per replicacid o per
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trencaments al DNA esporadics, les cel-lules van ser classificades en funcié del nimero de focis:
d’u a 5, ssDNA format de manera natural; o més de 5 focis, causat per agents inductors de dany
al DNA. En les cel-lules on hem silenciat SAMHD1, més del 60% presenten més de 5 focisdavant
dels estimuls proinflamatoris respecte a les condicions control, que contenen menys del 20% de
cél-lules amb més de 5 focis, confirmant que SAMHD1 protegeix en front d’un dany al DNA

(Figura 34B).

Seguidament es va voler comprovar si aquest dany al DNA en abséencia de SAMHD1
afecta a la proliferacié dels macrofags. Per a aix0, es van electroporar macrofags amb RNA de
silenciament de SAMHD1 (siSAMHD1) o el corresponent control (siGL3), i després del temps de
recuperacio (24 hores) els vam exposar a agents que provoquen dany al DNA, com els estimuls
proinflamatoris IFN-y i LPS, durant 24 hores. Després d’aquest temps vam quantificar la
proliferacié cel-lular mitjancant un assaig d’incorporacié de timidina tritiada (*H) en les cél-lules
normals i en les cél-lules deficients en SAMHD1 (Figura 35). En I'experiment control (Figura 35,
M-CSF), on les cel-lules no han estat exposades a cap estimul proinflamatori i en tot moment han
estat en presencia d’M-CSF, no es veuen diferencies en la proliferacié entre les cel-lules control i
les deficients en SAMHD1. En comparacié amb la condicié control, les cel-lules deficients en
SAMHD1 van mostrar una disminucid de fins al 50% de la capacitat proliferativa quan es van
veure exposades als agents proinflamatoris, ja sigui IFN-y o LPS, en comparacié amb les céel-lules
electroporades amb un siRNA innocu (siGL3) utilitzades com a control (Figura 35). Inicialment no
es veuen diferencies entre cel-lules normals i cel-lules deficients en SAMHD1 en cap dels casos.
Aix0 és degut a que fins al moment d’afegir I’'M-CSF juntament amb la timidina, les cél-lules han
estat aturades en el cicle cel-lular i sdn necessaries unes hores fins que tornen a entrar en el
cicle. Encara que els estimuls proinflamatoris siguin activadors i, per tant, provoquin I'aturada de
la proliferacié cel-lular, les cel-lules sén capaces de respondre a I'estimul d’M-CSF i proliferar,

sempre en menor quantitat que les cél-lules que no han estat activades.
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Figura 35: Els macrofags deficients en SAMHD1 tenen una disminucié de la capacitat proliferativa.
BMDM van ser electroporats amb siRNA de GL3 o SAMHD1. Després del temps de recuperacio, es va
canviar el medi per un sense factors de creixement (M-CSF) i es van deixar incubant durant 16-18 hores

per tal de sincronitza

r totes les cél-lules a I'estadi G,/S del cicle cel-lular (esquema superior). Després

d’aquest temps, els macrofags van ser exposats aagentsproinflamatoris (que indueixendany al DNA (IFN-y
or LPS)), mentre altres cél-lules eren mantingudes en preséncia d’M-CSF de forma permanent. 24 hores

després, el medi va se

r canviat de nou per un de normal (que conté M-CSF) suplementat amb ’H, i es van
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prendre mostres als temps indicats. Sobre de cada grafic s’indica I'agent al qual han estat exposades les
cél-lules. Experiment representatiu de tres experiments independents.

Mecanismes d’expressié de Samhd1

Per comprovar si aquest augment de Samhd1 és degut a un augment de la transcripcié o
a que I'RNA es torna més estable, es va analitzar la vida mitjana de 'RNA de Samhd1. Es van
replaquejar macrofags i es van deixar durant 16-18 hores en medi sense factor de creixement
per a la sincronitzacié de les cél-lules al mateix punt del cicle cel-lular. Passat aquest temps, les
cel-lules van ser exposades als estimuls desitjats durant 6 hores i en aquest moment es va afegir
Actinomicina D (ActD) i DRB (5,6-Dichloro-1-B-D-ribofuranosylbenzimidazole), els quals
inhibeixen I'elongacié de la transcripcié. Es van agafar mostres a les 0; 0,5; 1; 1,5; 2 i 3 hores
després d’afegir els inhibidors i se’'n va fer I'extracci6 de I'RNA. Després de fer la
retrotranscripcié d’1ug d’RNA, es va analitzar I'expressié de Samhd1 per gPCR. A la Taula 8, es
mostra la vida mitjana de Samhd1. Com es pot veure, la vida mitjana de 'RNA de Samhd1 en
preséncia d’'IFN-y es manté similar a la vida mitjana sense presencia d’estimul (Taula 8, Control).
Aixi doncs, podem dir que la induccié de Samhd1 és degut a un augment de la produccidé o

transcripcid i no pas per una estabilitzacié i durada en el temps de I’'mRNA.

Stimuli Time (h)
Control 16,34
IFN-y 17,36

Taula 8: La vida mitjana de 'RNA de Samhd1 no es troba afectada en preséncia d’IFN-y. A la taula es
mostra (en hores) la vida mitjana de Samhdl en preséncia d’IFN-y o sense cap estimul (Control).
L’experiment es va realitzar tres vegades i es mostra un experiment representatiu.

Per tal d’esbrinar la via de transduccié de la senyald’activacié per a I'expressido de
Samhd1 i tenint en compte els estimuls activadors, es va decidir d’explorar la via d’STAT1
utilitzant ratolins KO per a aquest factor. Es van extraure macrofags provinents de ratolins
knockout d’STAT1 i els corresponents controls. STAT1 és la proteina implicada a la via de la
transduccié de la senyal d’activacié perlFN-y. Comparant I'expressié de Samhd1 en macrofags
deficients d’STAT1 (STAT1”) amb macrofags normals (STAT1"*), es pot veure que la induccié a
les 6horeses troba completament reprimida en macrofags STAT1”,, indicant que I'expressié de

Samhd1 en front a I'estimul d’IFN-y és a través i dependent d’STAT1 (Figura 36).
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Figura 36: L'expressio de Samhd1 en ratolins KO d’STAT1 es troba reprimida. Expressié de Samhd1 a
BMDM derivats de ratolins normals (STAT1+/+) o deficients (STATl'/') en STAT1, en presencia d’IFN-y i en
funcié del temps. Es va extraure RNA de cultius de macrofags en presencia de diferents citocines i es va
utilitzar 1ug d’aquest mRNA per a la retrotranscripcié i obtencié delcDNA. Les mostres van ser analitzades
mitjancant qPCR amb encebadors especifics de Samhd1 i els resultats es mostren com a quantitat relativa
respecte al gen L14. Experiment representatiu de tres experiments independents, on les barres d’error
corresponen a la desviacié estandard entre els triplicats d’una mostra a la mateixa gPCR.

Caracteritzacié del promotor de Samhd1

Per tal d’estudiar amb més detall el mecanisme d’induccié de Samhd1, es van clonar
aproximadament 1500 parells de bases (-1400+98) corresponents al promotor de Samhd1.
Aguesta seqliéncia es va clonar dins d’un vector pGL3-Basic, davant del gen de la luciferasa que
conté el mateix plasmidi.Aquesta construccid va ser transfectada a una linia cel-lular de
macrofags, RAW 264.7, ja que fins ara ningl no ha aconseguit transfectar macrofags primaris
amb exit. Com a control, es va realitzar I'analisi de I'expressié de Samhd1 en cél-lules RAW
(Figura 37). Aquesta linia cel-lular mostra una expressid de Samhd1 similar als macrofags
primaris en preséncia d’IFN-y. Es va realitzar llavors la transfeccié als macrofags de la linia RAW i
es van exposar aquestes cél-lules ja transfectades a estimuls proinflamatoris. Els resultats
mostren un increment de I'expressié de luciferasa en alguns casos de fins a 60 vegades més
respecte del control (Figura 38). Aixo ens indica que aquesta regio és suficient per a la induccio
de I'expressio de Samhd1 per IFN-y. No obstant aix0, en presencia d’LPS no hi ha expressid de
luciferasa, cosa que podria estar explicada per la no estimulacié de Samhd1 a la linia cel-lular

RAW, com ja s’ha vist a la Figura 37.
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Figura 37: L’expressié Samhd1 ala linia cel-lular RAW264.7 és augmentada en preséncia d’estimuls
proinflamatoris. Cinética de I'expressié de Samhd1 en presencia de diferents citocines proinflamatories
(IFN-y, LPS 0 ambdds a la vegada) a la linia cel-lular RAW264.7. Es va extraure RNA de cultius de macrofags
leucemics murins (RAW 264.7) en presencia de les diferents citocines i es va utilitzar 1ug d’aquest mRNA
per a la retrotranscripcid i obtencidé del cDNA. Les mostres van ser analitzades mitjangant qPCR amb
encebadors especifics de Samhd1 i els resultats es mostren com a quantitat relativa respecte al gen L14.
Les figures mostren els resultats promig i la desviacié estandard de tres resultats independents.
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Figura 38: 1500pb son suficients per induir una expressio per IFN-y. Es va clonar el promotor de Samhd1
(1498pb, figura superior) dins d’un vector pGL3-Basic, el qual conté el gen que codifica per a la luciferasa, i
aquesta construccio es va transfectar a una linia cel-lular de macrofags leucémics murins (RAW 264.7). 24
hores després, les ceél-lules van ser exposades a estimuls proinflamatoris i es van prendre mostres als
temps indicats. A la figura es mostra la mitjana i la desviacié estandard de tres experiments realitzats de
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manera independent. L'expressid de luciferasa és normalitzada amb I'expressio de la renilla, la qual és
expressada pel plasmidi pRL-TK, co-transfectat amb cadascunadeles construccions en pGL3-Basic.

En un primer estudi del promotor de Samhdl mitjancant un analisi bioinformatic (TF
Search), es va veure una seqiéncia ISRE a la regié proximal del promotor, i també una seqliéncia
d’unié de p65, una subunitat d’NF-kB. Donat que I'expressido de Samhd1 és depenent d’STATI,
aquesta seqliéncia ISRE podria estar implicada en la unié d’STAT1 i la conseqiient activacid de
I’'expressié deSamhd1. Per aquest motiu, es va fer el disseny i la construccié de nous plasmidis
als quals se’ls hi ha eliminat regions consecutives del promotor, delecionant cada cop una
sequencia d’'unié de les proteines mencionades que podrien estar implicades en la induccié
(Figura 39). De manera contraria al que s’esperava, la seqliencia d’unié ISRE no és fonamentalen
la induccié de Samhd1, ja que la delecié d’una regid prévia del promotor ja esta provocant la

pérdua total de la induccid del gen de Samhd1 (Figura 39).

(-547) (-272) (-97) BASIC
NF-kB ISRE GC CAAT

-946 p1044
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Figura 39: La regido entre -1400 i-946pb és essencial per a la induccié per IFN-y.Construccions del
promotor de Samhd1 dins del vector pGL3-Basic. El promotor s’inclou just davant del gen de la luciferasa
que conté el vector, de manera que si hi ha una regulacié del promotor de Samhd1, aquesta es veura
reflectida en I'expressid de luciferasa.Transfeccio a la linia cel-lular RAW 264.7 dels vectors que expressen
luciferasa sota la regulacié dels diferents constructes del promotor de Samhd1. "p1498" és el constructe
amb el promotor inicial sencer, de 1498pb, utilitzat també a la Figura 38. Després de la transfeccid, les
cél-lules es van deixar en periode de recuperacié durant 24 hores i, després d’aquest temps, van ser
exposades durant 24 hores a IFN-y, si desitjat. "BASIC" correspon a la transfeccio a la linia cel-lular amb el
vector pGL3-Basic buit, i "UT" sén cél-lules a les quals no se’ls hi ha transfectat cap vector; tots dos son
utilitzats com a controls negatius. L’expressio de luciferasa és normalitzada amb I'expressioé de la renilla, la
qual és expressada pel plasmidi pRL-TK, co-transfectat amb cadascun dels plasmidis pGL3-Basic.
Experiment representatiu de tres experiments independents, on les barres d’error corresponen a la
desviaci6 estandard entre els triplicats d’una mateixa mostra on s’hi llegeix luciferasa i renilla per separat.

Per determinar de manera més detalladala regié implicada en la induccié de Samhd1, es

van fer nous constructes a partir del promotor clonat inicialment, delecionant cada cop una zona
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d’una mida aproximada de 160pb (Figura 40). En una d’aquestes regions es va identificar, de nou
mitjangant eines bioinformatiques (TF Search), una seqiiéncia d’unié de la proteina IRF1, la qual
també pot estar implicada en la via d’activacié d’STAT1. Es va fer llavors la transfeccid a cel-lules
RAW d’aquests nous constructes i es va fer la lectura de I'expressié de la luciferasa. Els resultats
van mostrar que la regid critica per a la induccié de Samhd1 es troba situada entre les posicions -
1205 i -1044, ja que en delecionar aquesta regid, I'expressié induida per IFN-y (sol o en
combinacid) de luciferasa es troba completament abolida (Figura 40). Es clar doncs que aquesta
regié de 161pb és important, coincidint amb la regié on s’havia fet previsié de seqiiéncia d’'unid
d’IRF1, confirmant un possible rol d’IRF1 a la via que porta a la induccié de Samhd1. L’eliminacié
de regions anteriors del promotor no afecten al nivell d’expressié de la luciferasa, cosa que

indica que no hi ha cap seqiiéncia implicada en la induccié del gen de Samhd]1.

Control
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Figura 40: La regio entre -1107 i -946pb és essencial per a la inducci6 de Samhd1l per IFN-y.
Construccions amb el promotor de Samhd1 dins del vector pGL3-Basic. Les linies negres intermitents
indiquen el lloc de tall del promotor a cadascun dels constructes. A sobre del primer constructe, s’indica la
posicié (entre paréntesi) i el nom de la seqiiencia d’unié dels factors de transcripcié trobada. A I'esquerra,
al costat de cada linia vermella, s’indica la posicié del nucleotid de tall. A la dreta, expressio de luciferasa
després de 24 hores en presencia dels estimuls indicats. “Control” és el vector buit, utilitzat com a control
negatiu. L'expressio de luciferasa és normalitzada amb I'expressio de la renilla, la qual és expressada pel
plasmidi pRL-TK, co-transfectat amb cadascuna de les construccions realitzades en pGL3-Basic. Experiment
representatiu de tres experiments independents, on les barres d’error corresponen a la desviacid
estandard entre els triplicats d’una mateixa mostra on s’hi llegeix luciferasa i renilla per separat.
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Analisi del fragment de 165 pb

Per acabar de determinar la regid critica en el promotor de Samhd1, es van dissenyar 5
sondes de 50pb de la regié de 161pb, solapant-se entre si en 25pb (Figura 41A). Aquestes sondes
van ser marcades amb **P i analitzades mitjangant un assaig de retard (EMSA) utilitzant extractes
nuclears de macrofags en condicions basals o tractats amb IFN-y durant 6h. Els resultats
mostrenquequan s’utilitzenles sondesF1 i F2 apareix una banda de retard en condicions basals

que desapareix en presencia d’IFN-y (Figura 41B).
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Figura 41: A la regio F1 s’observa una banda en condicions basals que es perd en preséncia d’IFN-y a les
6 hores. A. En vermell es mostra la regid de 161pb criticaper a la induccié de Samhd1. Les linies amb el
nomd’F1 a F5, corresponen a les sondes dissenyades, les quals se solapen entre si en 25pb i, per tant, tota
la seqliencia de 161pb sera analitzada en busca d’unions. B. Experiment EMSA utilitzant les sondes de la
F1 a la F5 marcades amb *°P, utilitzant extractes nucleics de macrofags sense tractar i de macrofags
tractatsambIFN-y durant 6 hores. Els carrils"-"sén els controls negatius, on s’ha carregat la sonda
respectiva marcada pero sense extractes proteics. Experiment representatiu de tres experiments realitzats
de manera independent.

105



106

Resultats

En aquesta regid, justament en el lloc on les sondes F1 i F2 se superposen, és on
préviament s’havia detectat la seqiiéncia d’unié d’IRF1. En aquest tram de 25pb també s’hi troba
una seqiéncia d’'unié de C/EBPB, superposada amb la seqiéncia d’IRF1 en 8pb a lI'extrem
5’d’aquesta (Figura 42A). Vam dissenyar noves sondes centrades en aquestes seqliencies i es va
realitzar de nou un assaig EMSA (F1-F2 i C/EBP, Figura 42A). Amb les sondes F1-F2 i C/EBP es va
veure en ambdds casos el mateix resultat: una banda d’unié en condicions basals que desapareix
en utilitzar extractes de cel-lules tractades durant 6 hores amb IFN-y (Figura 42B). En canvi,
utilitzant la sonda IRF1, la qual acaba just a I'extrem de la seqtiéncia d’unié de C/EBPB, es pot
veure que hi ha una unié pero no es veuen diferéncies entre els extractes controls i els que han
estat exposats a IFN-y (Figura 42B). A més a més, es va dissenyar una sonda centrada a la regié
adjacent F2-F3 (Figura 42A). Es pot descartar una unié proteica en aquesta regio, ja que al
realitzar I'EMSA utilitzant aquesta sonda, no es veu cap retard en el gel, ni en mostres controls
aixi com tampoc en mostres tractades amb IFN-y (Figura 42B). Aquest resultat també confirma
doncs que la unid proteica és especifica a la regid de solapament de 25pb d’entre la sonda Flila

F2.

F1-F2 F2-F3 |
IRF1
i C/EBP
B
‘ IRF1 F1-F2 F2-F3 C/EBP
A N\
’ ’ (96606(\{(%

Figura 42: Regio ampliada del promotor de Samhd1 amb la posicio de les seqiiéncies d’unié i sondes al
detall, i EMSA d’algunes de les sondes. A. Regié ampliada del promotor de Samhd1 amb la seqiiéncia de
la regid, i la posicio de les sequéncies d’unié de C/EBPB i d’IRF1 (en rectangles sobre la linia vermella) i les
sondes utilitzades (rectangles sota la linia vermella, en diferents colors i amb el nom de la sonda
corresponent en cada cas). Les linies puntejades indiquen el comengament i el final de les sondes de
C/EBP i IRF1, en alguns casos corresponents a d’altres sondes. B. Experiment de retard en gel utilitzant
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diferent sondes mencionades a la Figura 42A (a sobre, en requadres) utilitzant extractes nucleics de
macrofags no tractats o tractats amb IFN-y durant 6 hores. El carril "-" correspon al control negatiu, el qual
conté la sonda respectiva marcada amb 32P pero sense extractes proteics. Experiment representatiu de
tres experiments realitzats de manera independent.

Per comprovar si la proteina que es troba unida a les sondes més grans F1 i F2 és la
mateixa en ambdods casos, aixi com també si és la mateixa que s’uneix a la sonda IRF1 i C/EBP, es
van realitzarEMSAs de competicié. En aquest cas, es va utilitzar la sonda IRF1 marcada amb *°P i
es van utilitzar les sondes F1, F2 i la mateixa IRF1 com a sonda freda (no radioactives) a diferents
concentracions. Com estava previst, a l'utilitzar la sonda no radioactiva cent vegades més
concentrada que la mateixa marcada, desapareix completament el retard. També desapareix
quan la sonda freda es troba 50 vegades més concentrada, cosa que també era d’esperar perqué
al ser la mateixa seqliéncia, aquesta sonda freda és extremadament competitiva. En el cas de les
sondes F1i F2, també es veu la desaparicié del retard, cosa que demostra que el que s’esta unint
a la regid és el mateix en tots els casos (Figura 43). En el cas de les sondes F1 i F2, es veu que
quan esta 50 cops concentrada encara queda una banda d’unid. Aixo és degut a que les sondes
son més grans i tenen regions no comunes entre elles. De la mateixa manera, també es van
realitzar assajos de competicido amb les sondes C/EBP (Figura 44A) i F1-F2 (Figura 44B). En tots
els casos es veu una desaparicio de la banda, el que indica que en tots els casos la proteina que

s’esta unint a la regid és la mateixa.
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Figura 43: La proteina que a les sondes més grans és la mateixa que la que s’uneix a la sonda IRF1.Es van
utilitzar 10ug d’extractes nucleics i es van sotmetre a la sonda marcada radioactivament (IRF1). Per fer la
competicié, es van utilitzar les sondes fredes mencionades (F1, F2 i IRF1, requadrades en vermell)a
diferents concentracions: 50 vegades més concentrat (50x) o cent vegades més concentrat (100x). El carril
"-" és el control negatiu, el qual conté la sonda marcada amb *?p sense extractes nuclears. El rectangle a la
dreta correspon a la mateixaregio de la imatge amb una major exposicid. Experiment representatiu de tres
experiments realitzats de manera independent.
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Figura 44: La proteina que s’uneix utilitzant les diferents sondes és la mateixa en tots els casos. Es van
utilitzar 10ug d’extractes nucleics i es van sotmetre a la sonda marcada radioactivament: C/EBP en A i F1-
F2 en B. Per fer la competicio, es van utilitzar les sondes fredes mencionades (requadrades en vermell) a
diferents concentracions ja sigui 50 vegades més concentrat (50x) o cent vegades més concentrat (100x).
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. . . . 32
El carri és el control negatiu, el qual conté la corresponent sonda marcada amb ““P sense extractes
nuclears. Experiment representatiu de tres experiments realitzats de manera independent.

Possibles proteines que interaccionen a la caixa C/EBPBdel promotor de Samhd1

El segilient pas a la caracteritzacié del promotor és veure si realment aquests dos factors
de transcripcio, C/EBPB i IRF1, s'uneixen a les respectives seqiiéncies trobades al promotor.
Primerament, es va realitzar un assaig de retard amb la utilitzacié d’anticossos (Super-shift) per a
les proteines desitjades. Els resultats mostrenque la banda es redueixo desapareix a les mostres
no tractades i tractades amb IFN-y a les tres i a les 6 hores en preséncia d’anticossos, indicant

aixi que les mencionades proteines s’estan unint en aquesta regié del promotor (Figura 45).

F1-F2

- | Control | 3h IFN-y | 6h IFN-y
| - + <€IRF1

N

Figura 45: IRF1 s’uneix a les tres i a les 6 hores en preséncia d’'IFN-y. A la taula sobre del gel
s’especifiquen les condicions utilitzades a cada carril, i els noms sobre la taula corresponen a la mostra
d’extractes nucleics utilitzats (Control, 3h IFN-y, 6h IFN-y). El carril sense cap mostra ni anticos correspon
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al control negatiu, el qual conté la sonda marcada (en aquest cas F1-F2) amb 2p perd sense extractes
nucleics. Sota del gel s’ensenya la quantificacié de 'EMSA, cada columna relativa a la banda que li queda
directament sobre. Experiment representatiu de tres experiments realitzats de manera independent.

Per confirmar el resultat obtingut per super-shift, es van utilitzar els mateixos anticossos
per a la realitzacié d’un assaig d’'immunoprecipitacié de cromatina (ChlP), i uns encebadors que
amplifiquen de manera especifica i acotada la regié préviament determinada. Els resultats del
ChIP confirmen que IRF1 i C/EBPB s’uneixen en aquesta regi6 precisa del promotor de Samhd1

(Figura 46).
Samhd1 promoter
W Cc/EBPB
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Figura 46: ChIP del promotor de Samhd1. BMDM van ser tractats amb IFN-y durant tres o 6 hores. Una
vegada obtinguda la cromatina, aquesta va ser dividida i posada en preséncia dels anticossos mencionats
(IRF1 i C/EBPB) o IgG inespecifiques. El DNA obtingut va ser mesurat per PCR quantitativa amb encebadors
especifics acotats a la seqiiencia (-1204 a -1015) del promotor de Samhd1, i els resultats es mostren com a
guantitat relativa respecte al gen 36B4. Experiment representatiu de tres experiments independents, on
les barres d’error corresponen a la desviacid estandard entre els triplicats d’'una mostra a la mateixa qPCR.

Una proteina no caracteritzada s’uneix al promotor de Samhd1 i en reprimeix I’expressio

Fins ara hem vist que una o potser més proteines s’estarien unint al promotor de
Samhd1 i inhibeixen la seva expressid. Per poder esbrinar més sobre aquest procés, vam exposar
els macrofags a cicloheximida (CHX) i als diferents estimuls proinflamatoris que ja hem vist que
provoquen la sobreexpressié de Samhd1, i es va fer una extraccié d’'RNA. La cicloheximida és un

inhibidor efectiu de la biosintesi de proteines, el qual exerceix el seu efecte interferint en el pas
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de translocacié (moviment de dues molécules de tRNA i mRNA en relacié al ribosoma) i, per

tant, bloqueja I'elongacié de la translacio.

F1-F2
CHX+ CHX+ CHX+
Control 3h IFN-y 6h IFN-y Antibodies
-(- + -|- 4+ -|- 4+ - <«€C/EBPB

- +|- - 4+ <IRFA1

- - - + -
Q..."‘ - .'.!".Q

WML N

Figura 47: Analisi de mostres pretractades amb o sense cicloheximida.A.BMDM van ser exposats a un
preestimul de CHX (10ug/ml) durant mitja hora i, just després, van ser exposats a IFN-y. En el cas de les
mostres mencionades com a "CHX", es va fer el preestimul amb cicloheximida pero les cél-lules no van ser
exposades a cap estimul inflamatori. Les mostres van ser obtingudes en els temps indicats.En ambdds
casos es va extraure RNA de cultius de macrofags en presencia d’IFN-y i es va utilitzar 1ug d’aquest mRNA
per a la retrotranscripcié i obtencié del cDNA. Les mostres van ser analitzades mitjangant gPCR amb
encebadors especifics de Samhd1 i els resultats es van analitzar com a quantitat relativa respecte al gen
L14. La figura mostra la quantitat relativa al control (Foldinduction), i es mostren els resultats promig i la
desviacio estandard de tres resultats independents.B.Previ a I'estimul amb IFN-y, els macrofags van ser
pretractats amb CHX durant 30 minuts. El carril "-" correspon al control negatiu, al qual s’hi ha posat la
sonda corresponent marcada amb *p i sense extractes nucleics. Experiment representatiu de tres
experiments realitzats de manera independent.

Es va fer llavors un nou experiment de retard amb mostres tractades amb cicloheximida
(Figura 47). Els resultats mostren que en presencia de cicloheximida, C/EBPB i IRF1 estan units al
promotor en condicions basals i en presencia d’IFN-y després de tres i 6 hores. Aix0 indicaria que
hi hauria una altra proteina implicada en la regulacié de Samhd1. A més a més, també es va fer
un ChIP amb els anticossos anti- C/EBPB i IRF1 amb mostres tractades amb CHX. La unié de
C/EBPB al promotor de Samhdl no es veu afectada, mentre que la unié d’IRF1 es troba

completament inhibida (Figura 48).
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Figura 48: La unio d’IRF1 al promotor de Samhd1 s’inhibeix en preséncia de CHX. BMDM van ser tractats
amb IFN-y durant tres o 6 hores i amb un preestimul de cicloheximida (CHX, 10ug/ml). Una vegada
obtinguda la cromatina, aquesta va ser dividida i posada en presencia dels anticossos mencionats (IRF1 i
C/EBPB) o IgG inespecifiques. EI DNA obtingut va ser mesurat per PCR quantitativa amb encebadors
especifics acotats a la seqiiéncia del promotor de Samhdli, i els resultats es mostren com a quantitat
relativa respecte al gen 36B4. Experiment representatiu de tres experiments independents, on les barres
d’error corresponen a la desviacié estandard entre els triplicats d’una mostra a la mateixa gPCR.

La regi6 d’unié de C/EBPP al promotor de Samhd1 no és critica per a I’expressioé

Fins ara hem vist que C/EBPB podria tenir un paper important en la inhibicié de
I'expressié de Samhd1 en condicions basals. Per comprovar si C/EBPB s’esta unint a la regid
detectada al promotor de Samhdl, es van dissenyar noves sondes per provar-les en un
experiment de retard en gel (Figura 49A). Aquesta seqliencia del promotor és forga
caracteristica: inclou una regio repetida la qual conté dos grups de quatre i cinc timines (T)
separades per una guanina (G). Pel disseny de les sondes per a 'lEMSA, es va mutar cada cop un
d’aquests grups de T pel corresponent nimero de citosines (C). La mutacio del primer grup de T
per C, provoca una disminucié de la banda de retard, pero tot i aixi encara es pot veure que hi ha
una unié en condicions basals que es perd en preséncia d’IFN-y (Figura 49B, C/EBP Mutl). En
mutar els dos primers grups de T, la unié al promotor es perd completament, indicant la
importancia d’aquesta segona regié de timines per a la unié proteica al promotor (Figura 498,
C/EBP Mut2). La mutacio de tres regions o de tots quatre grups de timines provoca noves unions
al promotor, pero que es consideren inespecifiques donat que en cap cas s’ha vist una mutacié
natural que provoqui aquesta sequéncia (Figura 49B, C/EBP Mut i C/EBP Mut4). Per confirmar la
desaparicié de la banda, es va fer una quantificacié de la mateixa mitjangant ImageQuant i el

resultat es mostra a la Figura 49C. Com es pot veure, la quantificacié de I'experiment demostra
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la perdua de banda i, per tant, la perdua d’unié entre la regié del DNA i la proteina que s’hi

uneix.

Per finalitzar, es va estudiar I'efecte de I'IFN-y sobre Irfl1. Es va extraure RNA de BMDM
en presencia o no d’'IFN-y i es va quantificar la seva expressié mitjancant qPCR. Els resultats
mostren que Irfl es troba induit en preséncia d’'IFN-y d’una manera significativa ja a les tres
hores, i encara de manera més significativa a les 6 hores (Figura 50A). Donat que Irf1 té una vida
mitjana curta, podria ser que I'efecte que estem veient és degut a una estabilitzacié de I’'RNA.
Per descartar aquesta hipotesi, al mateix experiment es van incloure dos punts per quantificar
I'expressié d’'Irfl amb CHX i amb CHX conjuntament amb IFN-y. Els resultats mostren que la
quantitat d’Irf1 no varia en presencia de CHX, el que ens indica que aquest augment d’/rf1I amb
un estimul d’'IFN-y és degut a un augment de la sintesi i no pas a una estabilitzacié de I'RNA

(Figura 50A, dreta).

Per confirmar I'efecte de la cicloheximida sobre la sintesi de la proteina d’IRF1, es van
cultivar macrofags primaris amb d’IFN-y i en presencia o no de cicloheximida. Es pot veure com
hi ha una induccié de la traduccié d’IRF1 a les tres i a les 6 hores en preséncia d’IFN-y, pero
aquesta sintesi es veu completament reprimida quan les cel-lules han sigut pretractades amb

cicloheximida (Figura 50B).
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Figura 49: El segon grup de timidines és essencial per a la unié d’una proteina en condicions basals. A. La
regié que conté la seqiiéncia d’unio de C/EBPB, esta composta per quatre grups de T. Les sondes de C/EBP
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Mutl a 4, mostren en cada cas les mutacions realitzades. A cada sonda, un grup de T es va substituir pel
corresponent nimero de C (en vermell). B. EMSA amb les sondes mutades. Els carrils indicats amb "-",
corresponen als controls negatius, els quals contenen la respectiva sonda marcada amb 2p pero sense
extractes nucleics. Experiment representatiu de tres experiments realitzats de manera independent.C.
Quantificacié de les bandes de retard de I'EMSA.
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Figura 50: IRF1 és induit per IFN-y i no se sintetitza en preséncia de CHX. A. BMDM van ser exposats a
IFN-y i les mostres van ser recollides als temps indicats. Les mostres amb CHX van ser pretractades amb el
mencionat inhibidor durant 30 minuts i passat aquest temps es va afegir IFN-y durant 6 hores. Es va
extraure I'RNA i es va utilitzar 1pug d’aquest mRNA per a la retrotranscripcid i obtencié del cDNA. Les
mostres van ser analitzades mitjangcant qPCR amb encebadors especifics d’Irfl i els resultats es van
analitzar com a quantitat relativa respecte al gen L14. La figura mostra la quantitat relativa, i es mostren
els resultats promig i la desviacié estandard de tres resultats independents. B. L'expressié d’IRF1 s’ha
mesurat en macrofags incubats en preséncia dels agents indicats i durant el temps indicat. La
determinacié de la quantitat de proteina es va realitzar mitjangant Western Blot utilitzant I'anticos contra
la proteina murina de SAMHD1 (72KDa). Cada membrana també s’utilitza per al corresponent control de
carrega, mitjangant la utilitzacié de I'anticos contra la B-Actina (B-ACTIN). En aquesta figura es mostra un
resultat representatiu de tres experiments realitzats de manera independent. Western blot per a la
deteccid de la proteina d’IRF1. IRF1 té un pes molecular de 37KDa.
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Construccié d'un ratoli knockout condicional de TREX1

La comprensio de la funcié de cada proteina és basica pel coneixement de la patogénesi
del sindrome d'Aicardi-Goutiéres. L'estudi de models murins, més simplificats pel que fa al
context genetic, facilita aquesta feina. En estudis anteriors, es va dissenyar un ratoli knockout
(KO) total per a TREX1 (Morita et al., 2004). No obstant aix0, les grans diferéncies entre el
fenotip dels ratolins i la malaltia en humans, van fer encara més dificil els intents d'investigar
I'AGS a través del model muri. Per aquesta rad, hem volgut construir un ratoli KO condicional i
estudiar més a fons la implicacié de TREX1 a cada tipus cel-lular i la participacié d'aquests tipus

cel-lulars a la patogenia de la malaltia.

Preparacié del vector

El primer pas per a I'obtencié del KO condicional és la modificacié genetica de la regid a
estudiar. Per aquest motiu, el primer que es va fer va ser I'extraccié del DNA gendmic de céel-lules
mares embrionaries. Varem fer doncs una PCR per a |'amplificacié de la regié d'interes, en
aquest cas la que conté el gen de Trex1. Un cop obtingut i purificat el DNA, es va modificar la
seqliéncia genetica per a la inclusid de les seqliéncies dels llocs de recombinacié flanquejants
(LoxP i FRT), cassettes de seleccid positius i negatius (Neomicina i DTA respectivament, d'un
plasmidi PGK), i algunes dianes per a enzims de restriccié (Figura 51A). Aquesta seqiieéncia també
conté una regié de DNA corresponent als gens situats a 5' i a 3' de Trex1 per tal de permetre la
recombinacié homologa (Figura 52A). Tota la seqiiencia es va incloure dins d'un vector BAC
(Bacterial Artificial Chromosome, un plasmidi d'alta capacitat), formant el vector diana del gen
(Figura 51A i 52B, Gene-targeting vector).Per comprovar que el vector estigués ben construit,
primerament es va fer un primer analisimitjancant una digestié amb diferents enzims de

restriccio (Figura 51B).

Es fa un primer control de les sondes del Southern Blot utilitzant 20ug de DNA genomic
de BMDM de ratolins Balb/c (per tant, WT) i només 1pg del vector BAC. Del vector es necessita
molta menys quantitat de DNA perqué a cada copia es troba un cop la seqiéncia desitjada,
mentre que en els 20ug del DNA genomic hi ha menys copies, i amb menys quantitat de DNA
seria dificil veure-hi senyal. Les sondes i la tecnica del Southern Blot permeten veure les

diferéncies entre les sequiencies WT i les modificades geneticament (Figura 54A i54B).
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Figura 51: Construccié del vector Gene-targeting. A. Es va inserir a un vector BAC (pPL451) la regid
genomica corresponent a TrexI modificada. El resultat és el vector gene-targeting, el qual conté diferents
dianes de restriccid (fletxes) aixi com també el gen de Trex1 flanquejat per les dianes de recombinacio
LoxP i FRT, i el gen de seleccié positiva de Neomicina (quadrat en verd). Les el-lipses en vermell indiquen
les posicions de les sondes per al Southern Blot. B. Comprovacio per digestio amb enzims de restriccio i

electroforesi en gel d'agarosa del vector. A la dreta s'indiquen les bandes esperades a cada cas.
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Figura 52: Resum del procés de la recombinaci6 homologa.A. El gen de TrexI compren dos exons, on
només el segon conté una ORF, i esta codificat a la cadena reversa. Els rectangles en blau amb els
numeros a sobre, especifiquen la longitud de la seqiieéncia que s'ha agafat de les regions confrontants per
tal de permetre la recombinacié homologa. B. Les creus entre la regié genomica (Genomic region) i el
vector del gen diana (Gene-targeting vector), mostren els possibles llocs de recombinacié homologa.
També es mostra la posicié dels primers utilitzats per a I'analisi dels clons mitjangant PCR.

Els clons positius van ser injectats a blastocists.

El vector es va electroporar en cél-lules mare i aquestes es van deixar créixer en plaques
de 96 pous, en una dilucid al imit de manera que cada clon creixi a cada pou per separat. Un cop
crescudes les cél-lules, es va fer un primer cribratge mitjancant PCR (Figura 52B i 53). Es van
analitzar prop de 400 clons, d'on en van sortir 8 clons positius. La recombinacié homologa es
deixa totalment a l'atzar i en mans de la maquinaria cel-lular, per aquest motiu és important
comprovar si la incorporacié de la modificacid ha sigut en la posicié correcta, aixi com també si
se n'ha afegit una o més copies. En cas que la incorporacié de la modificacié no hagi sigut
correcta, les cel-lules moriran perqué tindran I'expressio del gen de seleccié negativa inclos al

gene-targeting vector. De la mateixa manera, les cel-lules que no tinguin la incorporacié de la
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sequencia modificada, moriran perque no seran capaces de sobreviure en un medi de cultiu

suplementat amb neomicina.
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Figura 53: Analisi per PCR dels clons crescuts préviament sotmesos a electroporacid, i determinacio de la
recombinacié homologa. Analisi per PCR de les cél-lules crescudes en un medi selectiu el qual conté
neomicina. Les cel-lules que no han fet una correcta recombinacié homologa moren per inclusio del gen
de seleccid negativa (PGK-DTA, figura 52B) o perqué no poden créixer en el medi selectiu amb neomicina.

Es deixen créixer els clons positius durant tres setmanes fins que arriben a una
confluencia suficient per extraure una bona quantitat de DNA genomic. Per comprovar si la
insercié es trobava en la posicié correcta del genoma, aixi com també per saber si s'havia inserit
més d'una copia, es va realitzar un assaig de Southern Blot amb el DNA genomic relatiu a cada
clon que s'havia detectat positiu inicialment per PCR. Aquest DNA va ser sotmes a una digestio
amb enzims de restriccid i es va realitzar una transferéncia a membrana de nilé (Southern Blot).
Quatre dels clons van donar positiu per Southern mitjangant la deteccié amb una sonda a
I'extrem 3'(Figura 54A) i seguidament, el resultat va ser confirmat mitjancant la utilitzacié d'una
altra sonda basada en la regié del gen inserit de resisténcia a neomicina (Figura 54B). Dos
d'aquests clons positius van ser injectats a blastocists, en |'etapa de desenvolupament de 16

cel-lules.

Els blastocists codifiquen al seu genoma per a un pelatge blanc mentre que les cel-lules
gue contenen el genoma modificat, tenen la informacid genetica per a un pelatge negre. Abans
d'injectar les cél-lules mare, aquestes van ser exposades a la recombinasa FLP per tal d'eliminar
el gen de seleccié positiva de neomicina del genoma. Es van injectar doncs les cél-lules positives
per a la modificacié genetica a un blastocist i, seguidament, els blastocists van ser implantats a
mares de lloguer. Aquesta mare de lloguer donara vida a cries quimeriques: animals els quals

tenen un pelatge bicolor, blanc i negre. Com més percentatge de pelatge negre continguin, més
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divisions han aconseguit les cél-lules modificades dins del blastocist i, per tant, més altes son les
probabilitats de tenir cél-lules germinals amb el genoma modificat, cosa que déna més

probabilitats de transmetre la modificacié a la descendéncia (Figura 55).
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Figura 54: Disseny de les sondes per a l'assaig de Southern Blot. A. Les lletres A, B, C i D dins dels
rectangles indiquen la posicié de les sondes pel Southern Blot. Les sondes A i B es troben a I'extrem 5',
mentre que les sondes Ci D sén a I'extrem 3'. Els valors 12Kb i 8,1Kb indiquen la mida de la regid després
d'haver estat sotmés el genoma a digestié mitjancant I'enzim de restricci6 EcoRl, i on les sondes
hibridaran. B. Southern Blot d'un control negatiu (DNA genomic) i d'un control positiu (BAC amb la
inserciod). C. Cinc dels clons positius seleccionats per PCR van ser també analitzats per Southern Blot, en
aquest cas utilitzant la sonda D. Quatre d'ells van resultar positius, confirmat mitjangant la realitzaci6 d'un
altre Southern utilitzat la sonda centrada en el cassette de neomicina. (Neo Probe). A I'experiment es van
incloure dos controls negatius, "WT" i "W4". 1G6, 1H10, 2D3, 2E2 i 2F10, corresponen a la nomenclatura
dels diferents clons analitzats.
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Els animals quimeérics es van creuar amb ratolins comercials amb fons genetic pur
C57BL/6J(WT). D'entre els descendents, es van seleccionar els animals amb pelatge negre i es va
realitzar una PCR de genotipacié per tal de comprovar si tenien la modificacié del genoma. Els
animals positius per a la modificacié van ser llavors creuats fins a 10 vegades amb ratolins
comercials amb fons geneétic pur C57BL/6J, fins aconseguir animals amb fons genétic C57BL/6J.
Cada descendéncia va ser genotipada mitjangant PCR i de cada naixement es van seleccionar els

animals positius per a la modificacioé (Figura 55 i 56).
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Figura 55: Injeccio de les cél-lules embrionaries modificades (ES) i seleccié dels animals positius. Les
cél-lules modificades van ser injectades a un blastocist en etapa de 16 cél-lules i aquest va ser injectat a
mares de lloguer codificants per a un color de pelatge diferent. La primera descendéncia quimerica es va
creuar amb animals comercials de fenotip pur C57BL/6J. De cada descendéncia es van seleccionant cada
cop els animals positius fins a la obtencié d'animals de fenotip pur C57BL/6J i que contenen la modificacié
al seu genoma.

En aquest punt, s'ha aconseguit el ratoli KO condicional per a TREX1 i esta llest per al
creuament del mateix amb soques de ratolins que expressin la recombinasa CRE. Cal mencionar
que el ratoli KO condicional no presenta cap tipus d'afectacio fenotipica, es reprodueix sense

problemes i té un creixement normal, perfectament similar als ratolins WT comercials.

121



122

Resultats

463bp- === — RS
365hp- e e— e e e ] whusis
WT WT
HT HT

Figura 56: Genotipat dels cinc primers animals de la colonia condicional de TREX1. Dels 5 animals
analitzats, dos d’ells van sortir heterozigots per a la modificacié genica.

El creuament del ratoli KO condicional de TREX1 amb una soca de ratolins que expressen CRE

SocsZ)'

sota el promotor de Socs2 (CRE mostrael mateixfenotip que el KO total de TREX1.

En un primer experiment, es van creuarelsratolins KO condicionalsamb una soca de
ratolins que expressen la proteina CRE sota regulacié del promotor Socs2 (CRE***?) (Figura 57). El
promotor Socs2 es trobaexpressat en un estadiprimerenc del desenvolupament, el que significa
que tots els tipus cel-lulars estaran afectats per una pérdua de TREX1 (Croker et al., 2008; Starr
et al., 1997). Un primer genotipat dels animals va permetre seleccionar els animals heterozigots i

positius per a Cre i es van encreuar entre si (Figura 58A).

Després del naixement es van seleccionar els animals positius per genotipacio per a Cre
com a KO, i els germans no codificants per Cre com a WT (Figura 58B). Ambdds tipus van ser
analitzats. El primer que es va analitzar va ser la mida delsanimals. Els KO sén més petits i amb
un pes menor, i moren a les poques setmanes en comparacio als WT (Figura 59A i 59B). Aquest
fenotipés el mateix que havia observat Morita et al. (2004) en el ratoli KO total de TREX1, aixi

com també ho hem observat en el nostre laboratori(Pereira-Lopes et al., 2013) (Figura 60).
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Figura 57: Representacio del creuament entre el KO condicional i la soca que expressa CRE sota el
promotor de Socs2. La descendéncia d'aquest creuament tindra una delecié de TREX1 a tots els tipus
cel-lulars, ja que a l'expressar-se la recombinasa des d'un estadi primerenc del desenvolupament, les
cél-lules es dividiran sense TREX1 i donaran lloc a animals sense TREX1.
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Figura 58: Genotipacions de la descendéncia entre els ratolins knockout condicional de TREX1 i CREV™M,

A i B. Es va realitzar una PCR amb els encebadors especifics per a la deteccié de la modificacié a la
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sequléncia de Trex1 i una altra amb els encebadors especifics de Cre, i es va fer una electroforesi en gel
d'agarosa del producte de la PCR.

Tot i aixo, alguns animals nascuts a la mateixa ventrada positius per a Cre i, com a
conseqiiencia, deficients en I'expressid de TREX1, tenen el mateix pes i viuen més temps, de
manera similar als WT (Figura 61A i 61B). Aquesta Ultima observacid, que alguns ratolins TREX1”"
tenen una major supervivéncia, té correspondencia amb les observacions que s'han vist en
experiments previs fets en altres grups amb els ratolins knockout totals de TREX1 (Morita et al.,
2004; Stetson et al., 2008) (Figura 62). Aquests resultats indiquen que poden haver-hi implicats
en aquest animals dos possibles mecanismes, ja que la corba de supervivencia seguiria dues

tendéncies.

Weight (gr)
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. T e , . e . . Socs2
Figura 59: Analisi d'una progénie de I'encreuament del ratoli KO condicional i un ratoli CRE’°®", Corba de
creixement (A) i corba de supervivencia (B) dels animals KO en comparacié amb els WT. Per a cada
experiment es van mesurar els pesos i es va mirar la supervivencia de 10 animals de cada grup.
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En aquests animals, similars als WT, també es van analitzar diferents organs els quals

poden estar afectats a I'AGS. No es van veure diferéncies en morfologia ni en el pes dels
diferents organs, el que indica que aquests animals no tenen un procés inflamatori tot i la
deficiencia en TREX1 com s'ha vist als animals KO de TREX1 que moren a una edat prematura

(Figura 63A i 63B).

WT

Figura 60: Imatge d’un ratoli WT i un KO per TREX1. A la imatge es veuen dos animals de la mateixa
colonia i de la mateixa edat (8setmanes) pero normal o deficient en TREX1, respectivament. Imatge cedida
per Pereira et al.

Es va extraure llavors medul-la 0ssia dels animals WT i KO, i es va fer un cultiu amb M-
CSF per a la obtencié6 de macrofags (BMDM). En primer lloc, es va analitzar I'expressié de
marcadors de superficie de les cél-lules provinents de ratolins WT i KO. Una vegada
seleccionades les cél-lules vives (Figura 64, grafic superior esquerre) i seleccionades les cel-lules
no adherides unes amb altres (Figura 64, grafic superior dret), es va veure que l'expressié de
marcadors tipics de macrofags, com sén el F4/80 i la integrina alfa M (CD11b), és igual
independentment de la procedeéncia, ja sigui WT o KO (Figura 64, grafics inferiors; es mostren

dos resultats independents).
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Figura 61: Analisi d'una progénie de I'encreuament del ratoli KO condicional i un ratoli CRE™" . Dintre de
la mateixa ventrada, hi ha animals KO que son similars en mida (A) i pes (B) que els WT. Aquests animals
tenen aproximadament 6 mesos d'edat. Analisi del pes de dos animals a cada grup.
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Figura 62: Corbes de supervivéncia de ratolins TREX1. Adaptades de Morita et al. (2004) (esquerra) i
Stetson et al. (2008) (dreta).

Es va analitzar també I'expressié d'altres molécules com Ly6C, marcador tipic de
monocits, i CD11c, marcador tipic de cél-lules dendritiques, i aquests es van confrontar amb els

marcadors F4/80 i CD11b. Els BMDM de ratolins KO no tenen problemes de diferenciacid, ja que
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en cap cas no expressen el marcador Ly6C, ni tampoc marcadors d'altres tipus cel-lulars com el

CD11c (Figura 65).

Es va analitzar I'expressio basal de Trex1 a diferents teixits, i es va trobar que I'expressié
és reduida en el cas dels ratolins KO en comparacié amb els WT (Figura 66A).També es va
analitzar I'expressié a macrofags derivats de moll d'os. Els macrofags diferenciats obtinguts es
van exposar durant 24 hores a un estimul d'IFN-y, ja que s'ha vist que Trex1 és induit per aquesta
citocina en macrofags murins (Serra et al., 2011), i seguidament es va fer I'extraccié de I'RNA
missatger total. Després de la transformacid a cDNA, es va analitzar I'expressido de Trexl
mitjangant PCR a temps real o quantitativa (qQPCR). En el cas dels macrofags obtinguts a partir del
moll de l'os dels ratolins KO, es veu una menor expressié de TrexI en comparacié amb els
macrofags de ratolins WT, perotot i aixi, els KO tenen un minim d'expressio de Trex1 i és induible

(Figura 66B).

Per tal de confirmar els resultats mostrats per la gPCR, es van fer extractes proteics
totals de macrofags després de 7 dies de cultiu, i els sobrants es van replaquejar en abséencia del
factor de creixement M-CSF durant 18 hores a temperatura i concentracié de CO, normals.
Mitjancant aquest medi condicionant s'aconsegueix que les cél-lules quedin sincronitzades en
I'etapa S del cicle cel-lular. Després de les 18 hores, es procedeix a I'estimulacié (si pertoca) de
les cel-lules amb IFN-y per comprovar si hi ha una induccié de la traduccié de TREX1. Desprésdels
7 dies de cultiu no es troba expressié de TREX1 en qualsevol dels casos, ni en els KO ni en els WT.
Aquesta troballa té sentit ja que I'expressio de TREX1 és toxica i esta molt regulada en
condicions basals, amb una vida mitja molt curta (Serra et al., 2011). Després de 24 hores en
preséncia d'IFN-y, es veu un augment de TREX1 en els animals WT pero no pas en els animals KO
(Figura 67A). Aquest resultat va ser confirmat per una densitometria a partir del Western Blot
(Figura 67B). En condicions control també es veu un augment de I'expressié de TREX1 (Figura
67A i 67B). Cal pensar que aquestescel-lules han estatdurant 18 hores en condicions sense factor
de creixement, el que pot haver causat un estrés cel-lular que estaria induint I'expressio del gen

sense necessitat d'estar exposat a citocines proinflamatories.
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Figura 63: Morfologia i pes d'organs de ratolins WT i KO. A. Es van extraure organs de ratolins WT i KO de
TREX1 provinents del creuament amb CRE***. Es mostra una imatge representativa de duplicats d'animals
que van ser analitzats. Posteriorment, es va fer un analisi dels pesos dels respectius organs i es va fer la
mitjana i la desviacio estandard dels mateixos. El resultat es mostra a la figura B.
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seleccionats els macrofags per mida, es va fer un primer analisi dels marcadors de superficie especifics de
macrofags. Es va fer el marcatge d'un milié de cel-lules. Els dos grafics inferiors sén duplicats de
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Figura 65: Analisi per FACS dels BMDM de ratolins negatius i positius per a CRE™ . Una vegada
seleccionats els macrofags per mida, es va fer I'analisi de marcadors de superficie especifics d'altres linies
de cel-lules mieloides. Es va fer el marcatge d'un milié de cel-lules. Els grafics a la part inferior sén
duplicats d'una altra parella d'animals. En blau els ratolins negatius per a CRE**> (WT) i en vermell els
ratolins positius per a CRE*** (KO).
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Figura 66: Analisi d'una progénie de I'encreuament del ratoli KO condicional i un ratoli CRE®*%, A.
Expressid basal deTrex1 en diferents organs. B. Expressio de Trex1a BMDM en condicions basals (Control) i
després de 24 hores en presencia d'IFN-y (24h IFN-y). En tots els casos es va extraure I'RNA dels diferents
teixits indicats, o cultius cel-lulars, i es va fer una retrotranscripcié amb 1pg d'aquest RNA. L'expressio de
I'RNA es va analitzar mitjangant PCR quantitativa (qPCR) utilitzant els encebadors especifics de Trex1 i els
resultats es mostren en relacid a la quantitat d'L14 detectada per qPCR a les mateixes mostres. A la figura
es mostren les mitjanes i la desviacié estandard de dos experiments independents.
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Figura 67: Analisi d'una progénie de I'encreuament del ratoli KO condicional i un ratoli CRE®**%, A.
Expressio proteica de TREX1 a BMDM després de 24 hores en preséncia d'IFN-y analitzada per Western
Blot, i la densitometria corresponent (B).La determinacid de la quantitat de proteina es va realitzar
mitjancant Western Blot utilitzant I'anticos contra la proteina murina de TREX1. Cada membrana també
s'utilitza per al corresponent control de carrega, mitjangant la utilitzacié de I'anticos contra la B-Actina (B-
ACTIN). El Western mostra I'analisi per duplicat de ratolins WT i KO.
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Creuament del ratoli KO condicional de TREX1 amb una soca de ratolins que expressen CRE

sota el promotor de la Lisozima M (CRE"*")

Es va fer llavors un creuament del ratoli KO condicional de TREX1 amb un ratoli que
expressa la recombinasa CRE sota el promotor de la Lisozima M (CRE™*). El promotor de la
lisozima M s'expressa a la linia cel-lular mieloide: macrofags, cel-lules dentritiques, neutrofils i
monocits (Clausen et al., 1999). A la descendencia provinent de I'encreuament entre el KO

M aquestes cel-lules no expressaran doncs TREX1 (Figura 68). Després

condicional i la soca CRE
del naixement, es van genotipar els animals mitjancant PCR. D'aquesta descendéncia es van
seleccionar els animals positius per CRE com a KO, i els germans que no expressaven CRE com a

WT. WT i KO van ser analitzats.

LysM

Myeloid cell line Other cell types

Figura 68: Representacié del creuament entre el KO condicional i la soca que expressa CRE de manera
regulada pel promotor de la Lisozima M (CRE™").A la descendéncia d'aquest creuament, CRE és
expressat a les cel-lules de la linia mieloide. Aquestes cel-lules doncs no tindran expressié de TREX1. A
qualsevol altre organ del ratoli, I'expressié de TREX1 és completament normal.

La penetrancia de I'al-lel el qual conté Cre és molt baixa.Al primer creuament, es van
obtenir animals heterozigots per a la modificacié (animals WT i a l'altre al-lel expressen LoxP)
dels quals uns pocs només expressaven CRE. Aquests animals que expressen CRE, van ser

creuats entre si a fi d'obtenir animals homozigots per a la modificacid (Trex1 flanquejat per LoxP)
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i que expressin CRE. Aquest segon creuament va donar problemes. Es van obtenir animals

positius per a CRE o animals homozigots, perd en cap cas no es van obtenir els animals desitjats

(Figura 69).
490 491 492 493 494
. - ” n - - :\I;\(/)T Trex1
e @
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Figura 69: Exemple de genotipat dels primers animals heterozigots per a la modificaciéo de Trex1 i que
LysM . . .r . s . .

expressen CRE""". Els animals heterozigots per a la modificacié de Trex1 i positius per a Cre es van creuar

entre si per a la obtencié de ratolins homozigots per a la modificacié i que expressin Cre.
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Figura 70: Exemple de genotipat de les primeres descendéncies entre el ratoli conticional de TREX1 i el
ratoli CRE™". Dels animals heterozigots per a la modificacié de TrexI, només els animals homozigots
negatius per a la modificacid expressen CRE, mentre que els animals homozigots positius no expressen
CRE.

Pensem que el problema pot estar en el fet que en el model muri que vaig fer servir de
recombinasa CRE, aquesta es troba fusionada al gen YFP (Yellow Fluorescent Protein) i aixo
podria estar interferint en la tranferéncia del gen a la descendéncia quan s'esta transferint
conjuntament amb la modificacié per a Trex1. Es va obtar llavors per un canvi de progenitors
que expressesin CRE, sense que aquesta estigui fusionat a res. Aquest cop s'ha obtingut una
primera descendencia amb un 100% d'animals heterozigots per a Trex1 flanquejat per LoxP i dels
quals un 80% expressen CRE (Figura 71). Aquests animals van ser creuats entre si i, a dia d'avui,
estem a l'espera de la segiient generacid per al seu genotipament. En cas que siguin els animals

desitjats geneticament, es procedira al seu analisi.
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Figura 71: Genotipacié d'una ventrada obtinguda del creuament entre el KO condicional i la soca que
expressa CRE regulada pel promotor de la Lisozima M (CRELVSM). Els 8 animals nascuts d'un creuament

entre un mascle donant de CRE i una femella KO condicional de Trex1, sén tots heterozigots per a la

modificacidé de la regié de Trex1, la qual conté el gen flanquejat per dues dianes de recombinacio LoxP

D'aquests, 5 animals ddonen positiu per a I'expressio de CRE.
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Discussio

L'enteniment de la funcié en concret de cada proteina, és basic per a la comprensié de la
patogénesi inicial de la sindrome d'Aicardi-Goutieres. El déficit per mutacié de qualsevol de les
proteines TREX1, RNASE H2 (H2A, H2B o H2C), SAMHD1 o ADAR1, provoca una acumulacio a la
cél-lula d'algun tipus d'acid nucleic o nucleotids. Aquesta acumulacié és detectada com a
patogénica per receptors interns de la cél-lula, activant el sistema immune cap un estat anti-
viric. Els detectors del DNA acumulat al citosol sdn encara desconeguts, pero STING (Stimulator
of interferon genes) és el primer modulador de senyals reconegut en el cas d'una acumulacié
d'acids nucleics per una falta de TREX1. Aquest és requerit per a la via que porta a l'activacié de
TBK1 i seguidament IRF3 i IRF7, els quals porten a la induccié de gens estimulats per IFN (ISG).
Quan la malaltia AGS es ddna per una mutacié al gen Trex1, s'ha vist que és necessaria una
activacid intrinseca cel-lular per a la propagacié de la malaltia (Stetson et al., 2008). Recentment
s'han trobat mutacions a la proteina MDAS, encarregada de la deteccié d'RNA viric al citoplasma.
A diferéncia de les mutacions en les altres proteines, les quals provoquen una péerdua de funcid,
les mutacions a MDAS provoquen un guany de funcid, provocant una activacié continua de la via
MAVS i conduint aixi a una activacié cronica del sistema immunitari innat que acabara donant
lloc a diferents malalties autoimmunitaries. El que és clar en qualsevol dels casos és que cap de
les proteines associades a I'AGS, no tenen funcions redundants, ja que el funcionament deficient
d'una de les mencionades proteines és suficient i necessari per al desenvolupament de la

malaltia.

Es troben moltes similituds entre TREX1 i SAMHD1: en estructura i funcid, les dues tenen
una estructura terciaria similar, amb la unié d'ions al centre actiu per al correcte funcionament
de les proteines (magnesi a TREX1 i zinc en el cas de SAMHD1); ambdues proteines necessiten
dimeritzar per al correcte funcionament; i les dues s'han vist relacionades amb el virus del SIDA,
encara que de manera antagonica (Chahwan and Chahwan, 2012; Hasan and Yan, 2014; Luban,
2012; Xu et al, 2014). Donat que ambdues estan implicades en la mateixa malaltia
autoimmunitaria, es va voler aprofundir en la regulacié dels mencionats gens i esbrinar si estan
relacionats. Al nostre grup es va caracteritzar el promotor de Trex1. Es va veure que l'expressié
de I'mRNA de Trexl esta induida en preséncia d'IFN-y aixi com també es troba induida
I'expressio de la proteina (Serra et al., 2011). En aquesta tesi s'ha demostrat que Samhd1 també
esta induit per estimuls proinflamatoris i que, a l'igual que Trex1, és depenent de la via d'STAT1

per a la seva induccié. Macrofags primaris provinents de ratolins deficients en STAT1 i exposats a
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IFN-y tenen l'expressié de Samhd1 completament inhibida. El fet que Samhd1 estigui induit en
preséncia d'estimuls proinflamatoris perdo no front estimuls antiinflamatoris, suggereix que
SAMHD1 és important en el sistema immunitari innat. En suport a aquesta hipotesi, se sap que
SAMHD1 es troba actiu a cél-lules diferenciades i estacionades al cicle cel-lular, com cel-lules
dendritiques i macrofags, els quals tenen baixes concentracions intracel-lulars de dNTPs en
comparacié amb cél-lules proliferatives, on SAMHD1 és ineficient (Hrecka et al., 2011; Laguette

et al., 2011).

Una possible infeccié en nens portadors de mutacions en algun dels gens AGS,
provocaria l'activacié del sistema immunitari. Segons s'han vist en els resultats d'aquesta tesi, els
nens no estarien protegits front del dany al DNA, cosa que provocaria I'acumulacié d'espécies
d'acids nucleics i la conseqlent activacié de I'expressido d'IFN-I i aix0 duria a l'activacio del
sistema immunitari. El deficit de SAMHD1 provocat pel seu silenciament no provoca una
induccid en cap dels gens analitzats, el que demostra que el SAMHD1 no té un efecte directe
sobre la sindrome d'Aicardi-Goutiéres, sind que l'acumulacié de diferents especies d'acids

nucleics seria el que estaria activant el sistema immunitari.

S'ha vist que TREX1 té una funcié important en el funcionament dels punts de control del
cicle cel-lular (Yang et al., 2007). En resposta al tractament amb agents genotoxics, TREX1 es
mobilitza des del reticle endoplasmatic cap al nucli cel-lular. Concretament, TREX1 forma focis
nuclears en resposta als tractaments amb estimuls proinflamatoris. De la mateixa manera, hem
demostrat que el déficit a la cél-lula de SAMHD1 provoca un augment del nimero de cadenes de
DNA de cadena senzilla, detectats mitjancant la deteccié per immunocitoquimica de la proteina
RPA i la quantificacid dels focis nuclears amb un complex programa dissenyat especificament per
a aquest motiu. També hem vist que SAMHD1 és necessari per a I'evolucid cel-lular dins del cicle
cel-lular. Al nostre laboratori hem vist que les cel-lules deficients en SAMHD1 no proliferen
correctament, confirmant que SAMHD1 estaria implicat en la proteccié del DNA en front de

danys al DNA provocats per estimuls proinflamatoris.

També hem demostrat que I'augment de SAMHD1 a nivell d'mRNA és degut a un
augment de la produccié d'RNA, és a dir, I'augment de I'mRNA de Samhd1 estaria degut a un
augment de la transcripcid i no pas degut a una estabilitzacié de I'RNA, ja que la vida mitjana de
Samhdl no varia en preséncia d'IFN-y. A més a més, podem concloure que la induccié de
Samhd1 a través dels estimuls mencionats no és només a nivell de I'RNA, ja que hem vist que
I'augment de I'RNA no és degut a un increment de I'estabilitat de I'RNA, siné que també hi ha un

augment de la traduccio.
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A les cel-lules es troben diferents mecanismes de regulacié de I'expressio genica: a nivell

del DNA o la cromatina, regulacid transcripcional, modificacions posttranscripcionals, regulacié
de la traduccié, modificacions posttraduccionals i, finalment, degradacié proteica (Figura 1). En
el cas de Samhd1, estariem parlant de regulacié a nivell de la transcripcid, ja que hem vist que hi
ha la unié d'una o més proteines que estarien bloquejant la seva sintesi. La regulacié de la
transcripcié es pot donar mitjancant factors especifics, unié de repressors, unié de factors de
transcripcid, i unié d'activadors, de potenciadors (o enhancers), o de silenciadors. Segons els
resultats obtinguts, estariem parlant d'una regulacié de la transcripcid mitjancant repressors o
també de silenciadors, ja que hem vist que hi ha una unid proteica a una regié concreta del

promotor de Samhd1, la qual desapareix en presencia d'IFN-y.

Modification of DNA
Transcriptional
Posttranscriptional
Translational

Posttranslational
Replication

v Transcription Translation
DNA » mRNA =3 Protein

Figura 72: Mecanismes de regulacié de I'expressié génica a eucariotes. El diagrama mostra cinc tipus de
mecanismes generals que poden ser presents.

El clonatge del promotor de Samhdl a un vector reporter per a la luciferasa va
demostrar que 1500pb sdn suficients per a la induccié de Samhd1. La delecié de regions del
promotor per I'extrem 5', van demostrar que 161 parells de bases sén critiques per a I'expressid
de Samhd1 en preséncia d'IFN-y. De manera més acurada, es va veure mitjancant experiments
de retard en gel, que en una regid especifica hi ha la unié d'una proteina en condicions basals,
unié que desapareix després de 6 hores en presencia d' IFN-y. En aquest cas, estariem parlant de
gue en condicions basals hi ha una repressié de I'expressido de Samhd1. Els resultats obtinguts
indiqguen que en condicions basals hi ha una proteina que s'uneix al promotor de Samhd1 i,
davant d'un estimul d'IFN-y, aquesta es desuneix del promotor i entraria a unir-se una altra
proteina a una distancia aproximada de 70 parells de bases, i d'aquesta manera s'activaria la
transcripcié del gen. La nostra teoria és que en condicions basals existeix un complex repressor

ja unit a la regié concretada en aquesta tesi del promotor de Samhd1. En presencia d'IFN-y,
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s'activarien dues vies de transduccié de senyals: una via independent d'STAT1, la qual estaria
fent que el complex repressor salti del promotor de Samhd1; i una via depenent d'STAT1, a
partir de la qual se sintetitza IRF1 que s'uneix al promotor de Samhd1 i n'activa I'expressid
(Figura 2). El fet que amb el tractament amb cicloheximida hi hagi una major expressié de
Samhd1 ja a les tres hores, ens indica que el repressor que s'estaria unint a la regié del promotor
té una vida mitja molt curta i necessita ser sintetitzat de novo. Els primers resultats indicaven
que C/EBPB podria ser la proteina implicada en aquesta repressio, pero els resultats de ChIP en
preséncia de CHX demostren que no hi ha cap canvi en la unié de C/EBPB a la regié promotora
de Samhd1, el que estaria dient que una tercera estaria involucrada en el procés d'activacié de la
transcripcié de Samhd1. Aixi és com es va arribar a veure que IRF1 és la proteina implicada en el

procés d'activacid de la transcripcid.

Tot i que els resultats d'aquesta tesi indiquen que IRF1 és la proteina implicada en la
induccid de la transcripcid de Samhdl, s'hauria d'acabar de determinar qué s'esta unint al
promotor en condicions basals. Per a tal efecte, es van extraure i purificar les bandes de retard
obtingudes als assajos EMSA (veure apartat de Materials i Métodes) i se'n van caracteritzar el
seu contingut. Es van analitzar els péptids en condicions basals aixi com també en preséncia de 6
hores amb IFN-y. Es va fer un primer cribratge seleccionant proteines que estiguessin en
condicions basals perd que no estiguessin quan hi ha un estimul amb IFN-y. Tot i que algunes de
les proteines obtingudes semblaven interessants donades les seves funcions bioldgiques, cap no
ha donat resultats significatius, ja que no s'ha trobat cap proteina que estigui més abundant en
condicions basals, donat que és quan pensem que hi ha el complex repressor unit al promotor

de Samhd1.

El coneixement del promotor podra ajudar a fer una sobreexpressio de la proteina i, per
tant, podria ajudar a regular la quantitat de dNTPs de les cel-lules hoste. Donada la implicacié de
SAMHD1 com a un factor essencial en la inhibicid del cicle biologic del virus del VIH (Laguette et
al.,, 2011), la sobreexpressi6 de SAMHD1 es podria utilitzar, per exemple, com a mesura

terapeutica per a la prevencio en front a una infeccid virica.



Lorena Valverde Estrella
TREX1 and SAMHD1, and Aicardi-Goutiéres Syndrome

STAT1
IFN'V dependent
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independent
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Figura 73: Hipotesi de la induccié de Samhd1. L'IFN-y interactua amb el seu receptor provocant I'activacio i
la translocacié d'STAT1 al nucli, activant gens estimulats per interferd (Interferon Stimulated Gens; ISG) entre
els quals es troba IRF1, pero a la vegada també estaria induint altres vies independents d'STAT1. La via
independent d'STAT1 provocaria un primer efecte al promotor de Samhdl, fent que salti un complex
repressor ja unit al promotor. L'IRF1 llavors aniria a unir-se al promotor de Samhd1 i n'activaria la seva
transcripcié.

En estudis previs, es va realitzar la construccié d'un ratoli knock-out total per a TREX1
(Morita et al., 2004). A diferencia del que era d’esperar en un ratoli deficient en un enzim de
reparacid, el KO de TREX1 no presenta una major incidéncia de mutacions espontanies aixi com
tampoc de cancer. Els ratolins TREX1” sén viables perd tenen una esperanca de vida molt
reduida, ja que desenvolupen una miocarditis d’origen inflamatori que culmina en una
cardiopatia i un xoc circulatori. A la miocarditis que desenvolupen els ratolins TREX1”, no s’hi
troba cap infeccid virica. Aixd es podria esperar ja que els ratolins nascuts per derivacio
d’embrions de mares criades en condicions lliures de patogens desenvolupen la mateixa
anomalia. En canvi, el fenotip d’aquesta patologia si que és compatible amb un origen
autoimmunitari. Degut en gran part a les diferencies de fenotip entre ratolins i humans, aquests
estudis amb el model muri no van ser del tot funcionals. Mitjancant la construccié del knock-out
condicional, es podra investigar de manera més precisa la contribucié de TREX1 a cada tipus
cel-lular de manera particular. Sera interessant investigar particularment la contribucié de la
proteina als macrofags, ja que creiem que aquest tipus cel-lular té una elevada importancia a la
patogenesi inicial de la malaltia. Donada la limitacié biologica de que no hi ha cap promotor Unic

per a macrofags, I'aproximacié més precisa que es podra fer és mitjangant el creuament dels KO
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condicionals amb animals que expressen la recombinasa CRE sota la regulacié del promotor de la
Lysozima M (LysM). El promotor de la lisozima M s'expressa a la linia cel-lular mieloide:
macrofags, cel-lules dendritiques, neutrofils i monocits (Clausen et al., 1999). A la descendéncia

provinent de I'encreuament entre el KO condicional i la soca CRE"*"

, aquestes cel-lules no
expressaran doncs TREX1. Degut a problemes amb la penetrabilitat d'aquest gen a la
descendéncia, no ha sigut possible I'obtencié a temps d'animals pel seu estudi. A més a més,
hem trobat que I'expressié de CRE juntament amb la YFP complica encara més la transmissié de
la primera, donant com a resultat una impossible transmissié conjunta de CRE i de la modificacid
de la regid genica de Trex1 on s'hi ha incorporat les dues dianes LoxP. En aquest moment, ja

s'han obtingut els primers animals heterozigots i positius per a I'al-lel de CREY*M

, I estem a
I'espera de cries. Tenim esperanga en aquest creuament perque aquesta soca de CRE s'ha

utilitzat préviament al nostre laboratori amb resultats satisfactoris.

Amb estudis posteriors dels descendents del creuament del knock-out condicional amb

ratolins CRE“*M

, es podra concretar la funcié de TREX1 al sistema immunitari, més
especificament a la linia mieloide. Quan estigui concretada la funcidé dels macrofags en un estadi
basal, es podra estudiar més especificament la funcié d'aquestes cél-lules al sindrome d'Aicardi-

Goutieres.

També sera interessant de creuar el ratoli KO condicional de TREX1 amb ratolins que
expressen la recombinasa CRE al cervell, de manera que neurones, astrocits o microglia no
expressin TREX1. Per exemple, seria interessant el creuament amb ratolins que expressin CRE
sota regulacié del promotor CAMKII (Calcium/Calmodulin-dependent protein kinase Il) (Mayford
et al., 1997). Aquesta proteina és una cinasa serina/treonina que es troba expressada de manera
abundant a neurones, i té una funcié clau en la diferenciacié de les dendrites neuronals
(Hudmon and Schulman, 2002). Donada I'afectacid del cervell en I'AGS, seria d'important ajuda
el coneixer els mecanismes pels quals s'inicien els processos de microcefalia i poder aixi doncs
establir una possible terapia dirigida a un unic tipus cel-lular sense necessitat de patir efectes

secundaris indesitjats.

Mitjancant aquest model, un altre possible estudi amb aquests seria la infeccid per virus
al cervell i mirar marcadors d'inflamacié. En estudis recents s'ha vist que receptors del fetge X
(LXR) tenen efectes globals en l'activacié de macrofags com a resposta a IFN-y (Pascual-Garcia et
al., 2013). Els receptors LXR tenen funcions clau en la homeostasi de lipids aixi com també en el
control de la inflamacié. Un pretractament amb agonistes d'aquests receptors, provoca una

inhibicié de la sintesi de citocines proinflamatories tot i la preséncia d'IFN-y. Aixi doncs, el
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tractament de ratolins deficitaris de TREX1 amb agonistes de receptors LXR, podria donar més

informacio sobre la funcié d'aquesta proteina al model cel-lular escollit.
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Conclusions

Les conclusions que es deriven d'aquesta tesi son:

- Samhdl té una funcid important en la proteccio del DNA front estimuls
proinflamatoris.

- Samhd1 és induit per estimuls proinflamatoris.

- L'Expressid de Samhd1 és depenent de la via d'STAT1

- L'expressio de Samhd1 es troba regulada negativament en condicions basals per la
unié d'una proteina a una regié distant del promotor.

- 161 parells de bases soén critics per a la induccié de Samhd1

- IRF1 és la proteina encarregada de la induccioé de la transcripcié de Samhd1.

- Hem construit el ratoli knockout condicional de TREX1.

- El fenotip del ratoli knockout condicional és completament normal

- Els animals provinents del creuament entre un ratoli knockout condicional i un
ratoli que expressa CRE sota el promotor Socs2 donen una ventrada de ratolins

fenotipicament similars als animals KO totals de TREX1.
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Annex

Vector BAC (Bacterial Artificial Chromosome)

i sy
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Hpal
Mo I
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HindIII
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Vector pRL-TK

2223 BamHl
SV40 late '
poly(A) RL-TK
' ector Bglll 1
1971 Xbal
a (4045bp)

HSV TK
Promoter

Vector pCR2.1




lacZo. ATG
M13 Reverse Primer I
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Hind Il Sac | BamH|

Kpn | Spe |

CAG GAA ACA CGCT ATG AC

| | | |
CATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA

GTC CTT TGT CGA TAC TG

GTAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

Bst | Ec?R |

EcoR |

|
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC TT PCR Product JA GCC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG AL TT CGG CTT AAG ACG

Ava |
PaeR7 |

EcoRV BstX | N?t | Xho |

| | | |
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA T

Nsi | Xba |

Apla |
CT AGA GGG CCC AAT TCG|CCC TAT

TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

4

AGT GAG TCG TAT TAICAAT TCA |CTG GCC GTC GTT TTA Ci

AA CGT CGT GAC TGG GAA AAC

TT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

\ TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT G

Comments for pCR®2.1
3929 nucleotides

LacZo gene: bases 1-545

M13 Reverse priming site: bases 205-221

T7 promoter: bases 362-381

M13 (-20) Forward priming site: bases 389-404
f1 origin: bases 546-983

Kanamycin resistance ORF: bases 1317-2111
Ampicillin resistance ORF: bases 2129-2989
pUC origin: bases 3134-3807
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Vector pGL3-Basic

Synthetic poly(A)
signal / transcriptional
P pause site
(for background
Amp' reduction)
Kpnl B
1 ori Sacl 11
Miul 15
Nhel |21
Smal |28
ori pGL3-Basic Xhol |32
Vector Bolll 136
(4818bp) Hindlll |53
2010|Sall ool 86
a
2004 [BamHi luc+ Narl 121

SV40 late

poly(A) signal

(for luc+ reporter)
Hpal 1902 Xbal 1742

pGL3-Basic Vector Sequence Reference Points:

Promoter (none)
Enhancer (none)
Multiple cloning region 1-58
Luciferase gene (luc+) 88-1740
GLprimer2 binding site 89-111
SV40 late poly(A) signal 1772-1993
RVprimer4 binding site 2080-2061
ColE1-derived plasmid replication origin 2318
f-lactamase gene (Amp®) 3080-3940
f1 origin 4072-4527
upstream poly(A) signal 4658-4811
RVprimer3 binding site 4760-4779
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