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RESUM

Les sindromes de deplecid i delecions multiples de I’ADN mitocondrial (ADNmt) (MDDS) sén
malalties caracteritzades pel manteniment incorrecte de I’ADNmt que resulta en alteracions
quantitatives (deplecié) i/o qualitatives (delecions mdltiples i mutacions puntuals) de
ADNmt. Aquestes sindromes sén malalties minoritaries amb presentacid clinica
heterogenia, que inclou quadres moderats en pacients adults o presentacions molt greus en

edats pediatriques.

Les MDDS estan causades per mutacions en gens nuclears que codifiquen proteines que
participen en el manteniment de ’ADNmt a través de diferents mecanismes: (I) a través de
la maquinaria de replicaci6 de IADNmt, (ll) a través del metabolisme dels
desoxiribonucleosids trifosfat (dNTPs), (lll) a través de la regulacié de la dinamica

mitocondrial o (1V) a través d’'un mecanisme desconegut.

Els desoxiribonucleosids (dNs) van ser proposats com a tractament per una de les formes de
MDDS, la miopatia per déficit de TK2 (enzim que participa en I'anabolisme dels dNTPs).
Aquesta aproximacio va mostrar eficacia en models murins de la malaltia, en una cohort de
pacients i, actualment, es troba en fase d’assaig clinic. Posteriorment, estudis in vitro han
mostrat que els dNs també estimulen la replicacié de ’ADNmt en cél-lules amb mutacions
en POLG (ADN polimerasa mitocondrial) i en MPV17 (que participa en el manteniment de
’ADNmt a través d’un mecanisme desconegut). Aquests resultats semblen indicar que el
mecanisme terapeutic dels dNs implica un increment en les quantitats de dNTPs que
estimula la replicacio de ’ADNmt. Per aquest motiu, els dNs es podrien estendre a MDDS no

causades per alteracions en el metabolisme de dNTPs.

Aquesta tesi consta de 3 blocs diferenciats. En el primer bloc s’ha avaluat I'eficacia dels dNs
per a algunes formes de MDDS in vitro i in vivo. Els estudis in vitro s’"han fet administrant dNs
a fibroblasts en cultiu de pacients amb mutacions en 10 gens associats a MDDS, la majoria
d’ells no relacionats amb el metabolisme de dNTPs. Els resultats han revelat que els dNs
estimulen la replicacié de ’ADNmt en gairebé tots els casos on hi ha deplecié de 'ADNmt in
vitro. Per tant, el seu Us es podria estendre a MDDS no relacionades amb el metabolisme de

dNTPs. Els estudis in vivo s’han fet administrant dNs a ratolins Dguok”, un altre gen associat



a MDDS que participa en el metabolisme de dNTPs. Aquests estudis han mostrat absencia
d’efecte terapéutic, potser degut a la baixa biodisponibilitat dels dNs purinics i/o manca de

la seva fosforilacio.

Donat que les alteracions en les concentracions de dNTPs causades pels dNs sén
potencialment genotoxiques, en el segon bloc de la tesi s’ha estudiat la seguretat génica del
tractament analitzant la integritat i fidelitat de copia de 'ADNmt (preséncia de delecions i
mutacions puntuals) mitjancant PCR llarga i seqlienciacié massiva. S’han analitzat mostres
d’ADN obtingudes en els experiments d’eficacia in vitro, teixits de ratolins Dguok”" i Tk27- on
s’havia testat I'eficacia in vivo i sang de pacients amb déficit de TK2 sotmesos al tractament
amb dNs durant mesos o anys. En aquest darrer cas, també s’ha analitzat la mutagenesi
utilitzant un panell de gens nuclears. Tots aquests estudis han mostrat absencia de

genotoxicitat del tractament.

Finalment, en el tercer bloc de la tesi, s’ha estudiat el rol del transportador equilibratiu de
nucleosids ENT1 sobre I'efecte terapéutic dels dNs en el context del déficit de TK2. Aquests
estudis, realitzats en ratolins Tk2”" i Ent1”", han revelat que ENT1 és un mediador necessari
per I'efecte terapéutic dels dNs en aquesta malaltia associat a I'entrada de dNs en el cervell
dels ratolins. Aquests resultats obren la porta a modular I'activitat del transportador per

millorar I'eficacia dels dNs.



RESUMEN

Los sindromes de deplecién y deleciones multiples del ADN mitocondrial (ADNmt) (MDDS)
son enfermedades caracterizadas por el mantenimiento incorrecto del ADNmt que resulta
en alteraciones cuantitativas (deplecidn) y/o cualitativas (deleciones mdltiples y mutaciones
puntuales) del ADNmt. Estos sindromes son enfermedades minoritarias con presentacion
clinica heterogénea, con cuadros moderados en pacientes adultos o presentaciones graves

en ninos.

Los MDDS estan causados por mutaciones en genes nucleares que codifican proteinas que
participan en el mantenimiento del ADNmt por diferentes mecanismos: (I) a través de la
maquinaria de replicacion del ADNmt, (Il) a través del metabolismo de los
desoxirribonucledsidos trifosfato (dNTPs), (lll) a través de la regulacion de la dinamica

mitocondrial o (1V) a través de un mecanismo desconocido.

Los desoxirribonucledsidos (dNs) se propusieron como tratamiento para un tipo de MDDS,
el déficit de TK2 (enzima que participa en el anabolismo de los dNTPs). Esta aproximacién
mostro eficacia en modelos murinos de la enfermedad, en una cohorte de pacientes y
actualmente se encuentra en fase de ensayo clinico. Posteriormente, estudios in vitro han
mostrado que los dNs también estimulan la replicacion del ADNmt en células con
mutaciones en POLG (ADN polimerasa mitocondrial) y en MPV17 (que participa en el
mantenimiento del ADNmt a través de un mecanismo desconocido). Estos resultados
parecen indicar que el mecanismo terapéutico de los dNs implica un incremento en las
cantidades de dNTPs que estimula la replicacion del ADNmt. Por este motivo, los dNs podrian

extenderse a otros MDDS no causados por alteraciones en el metabolismo de dNTPs.

Esta tesis consta de 3 bloques. En el primer bloque se ha evaluado la eficacia de los dNs para
algunos MDDS in vitro e in vivo. Los estudios in vitro se han realizado administrando dNs a
fibroblastos en cultivo de pacientes con mutaciones en 10 genes asociados a MDDS, la
mayoria de ellos, no relacionados con el metabolismo de dNTPs. Los resultados han revelado
que los dNs estimulan la replicacion del ADNmt en casi todos los casos donde existe
deplecidn in vitro. Por tanto, su uso podria extenderse a MDDS no relacionados con el

metabolismo de dNTPs. Los estudios in vivo se han realizado administrando dNs en ratones



Dguok”, otro gen asociado a MDDS que participa en el metabolismo de dNTPs. Estos
estudios han mostrado ausencia de efecto terapéutico, quizds debido a la baja

biodisponibilidad de los dNs purinicos y/o falta de su fosforilacion.

Dado que las alteraciones en las concentraciones de dNTPs causadas por los dNs son
potencialmente genotdxicas, en el segundo bloque de la tesis se ha estudiado la seguridad
génica del tratamiento analizando la integridad y fidelidad de copia del ADNmt (presencia
de deleciones y mutaciones puntuales) mediante PCR larga y secuenciacion masiva. Se han
analizado muestras de ADN obtenidas en los experimentos de eficacia in vitro, tejidos de
ratones Dguok” y Tk27- donde se habia testado la eficacia in vivo y sangre de pacientes con
déficit de TK2 tratados con dNs durante meses o afios. En este ultimo caso, también se ha
analizado la mutagénesis utilizando un panel de genes nucleares. Todos estos estudios han

mostrado ausencia de genotoxicidad del tratamiento.

En el tercer bloque de la tesis, se ha estudiado el rol del transportador equilibrativo de
nucledsidos ENT1 sobre el efecto terapéutico de los dNs en el contexto del déficit de TK2.
Estos estudios, realizados en ratones Tk27" y Ent1”, han revelado que ENT1 es necesario
para el efecto terapéutico de los dNs en esta enfermedad y que participa en la entrada de
dNs en el cerebro de los ratones. Estos resultados abren la puerta a modular su actividad

para mejorar la eficacia de los dNs.



ABSTRACT

Mitochondrial DNA (mtDNA) depletion and multiple deletions syndromes (MDDS) are
diseases characterized by incorrect maintenance of mtDNA resulting in quantitative
(depletion) and/or qualitative (multiple deletions and point mutations) alterations of
mtDNA. These syndromes are rare diseases with heterogeneous clinical presentations,

ranging from moderate symptoms in adult patients to severe manifestations in children.

MDDS are caused by mutations in nuclear genes that encode proteins that participate in the
maintenance of mtDNA through different mechanisms: (I) through the mtDNA replication
machinery, (I1) through deoxyribonucleoside triphosphate (dNTP) metabolism, (l11) through

regulation of mitochondrial dynamics or (IV) through an unknown mechanism.

Deoxyribonucleoside (dN) supplementation was proposed as a treatment for a type of
MDDS, the myopathy due to TK2 deficiency (an enzyme that participatesin dNTP anabolism).
This approach showed efficacy in murine models of the disease, in a cohort of patients, and
is currently under clinical trial. Subsequently, in vitro studies have shown that dNs also
stimulate mtDNA replication in cells with mutations in POLG (mitochondrial DNA
polymerase) and in MPV17 (which participates in mtDNA maintenance through an unknown
mechanism). These results seem to indicate that the therapeutic mechanism of dNs involves
a dNTP expansion that stimulate mtDNA replication. For this reason, dNs can be extended

to MDDS not caused by alterations in dNTP metabolism.

This thesis has 3 working blocks. In the first block, the efficacy of dNs for some MDDS has
been evaluated in vitro and in vivo. In vitro studies have been carried out by administering
dNs to patient-derived fibroblasts with mutations in 10 genes associated to MDDS, most of
them not involved in the metabolism of dNTPs. The results have revealed that dNs stimulate
mtDNA replication in almost all cases when there is in vitro mtDNA depletion. Therefore,
dNs could be extended to MDDS not related to dNTP metabolism. In vivo studies have been
carried out by administering dNs to mice lacking Dguok (Dguok?-), another gene associated
with MDDS that participates in the metabolism of dNTPs. These studies have shown absence
of therapeutic effect, probably due to the low bioavailability of purine dNs and/or lack of

their phosphorylation.



Given that alterations in dNTP concentrations caused by dNs are potentially genotoxic, in
the second block of the thesis the genetic safety of the treatment has been studied by
analysing the integrity and replication fidelity of the mtDNA (presence of deletions and point
mutations) using long PCR and next generation sequencing. The DNA samples used for these
analyses were obtained from different sources: (1) from the in vitro efficacy studies, (ll) from
tissues of Dguok”-and Tk27- mice tested for in vivo dN efficacy and (I1l) from blood of patients
with TK2 deficiency treated with dNs during months or years. Moreover, nuclear DNA was
studied in blood from TK2 deficient patients under treatment using a sequencing panel. All

these studies have shown absence of genotoxicity caused by dN treatment.

Finally, in the third block of the thesis, the role of the equilibrative nucleoside transporter
ENT1 in the therapeutic effect of dNs in the context of TK2 deficiency has been studied.
These studies, performed in Tk27- and Ent1” mice, have revealed that ENT1 is necessary for
the therapeutic effect of dNs in this disease and it has a role importing dNs into the mouse
brain. These results open the door to modulate the activity of this transporter to improve

dNs efficacy.
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Introduccio

2.1. El mitocondri

Els mitocondris sén organuls localitzats en el citosol de totes les cél-lules eucariotes (excepte
eritrocits) que es van originar per endosimbiosi entre una céllula eucariota i un a-
proteobacteri®. La principal funcié dels mitocondris és I'obtencié d’energia en forma d’ATP
gracies a la cadena de transport d’electrons (CTE) i la fosforilacié oxidativa (OXPHOS)?. A part
de I'obtencid de I'energia necessaria per al funcionament de la cél-lula, els mitocondris
també juguen un paper en altres processos com son la generacié i neutralitzacio d’especies
reactives de I'oxigen (ROS), I'apoptosi, el metabolisme del calci, la sintesi de vitamines, la

sintesi del grup hemo o de grups ferro-sofre i el metabolisme de lipids34>5,

Els mitocondris presenten una membrana externa, un espai intermembrana i membrana
interna que delimita la matriu mitocondrial. La membrana mitocondrial externa, formada
per fosfolipids, és permeable a ions i molécules petites no carregades a través de porines,
com és el voltage-dependent anion channel (VDAC). Moléecules més grans, com son les
proteines, travessen la membrana externa a través de transportadors especifics. Com que
aquesta membrana és més porosa, no hi ha diferencia de potencial entre el citoplasma i
I’espai intermembrana. La membrana mitocondrial interna, a part de tenir una composicié
lipidica i proteica diferent a la membrana externa, és molt impermeable i només la creuen
ions i molecules a través de transportadors especifics. Com a resultat, hi ha una diferencia
de potencial entre I'espai intermembrana i la matriu mitocondrial. Aquesta diferencia de
potencial és aprofitada pel complex V del sistema OXPHQOS, localitzat en la membrana
interna, per generar ATP (Seccid 2.1.1). Amb I'objectiu d’incrementar la seva superficie i
poder contenir més complexos de la CTE, la membrana mitocondrial interna crea
invaginacions anomenades crestes mitocondrials. La matriu mitocondrial conté I’ADN
mitocondrial (ADNmt) en multiples copies, a part de la maquinaria de replicacid i transcripcio
d’aquest, la maquinaria de traduccié i enzims anabolics i catabolics que participen en el cicle

de Krebs, la B-oxidacié d’acids grassos o el metabolisme de nucleotids, entre d’altres’.

Els mitocondris, en general, no es troben com a organuls aillats en el citoplasma, sind que es
troben formant xarxes dinamiques resultants de processos de fusio i fissid entre ells per

donar resposta a les demandes energétiques o a I'estat metabolic cel-lular®. La fusié
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mitocondrial permet I'intercanvi de material entre diferents mitocondris, ja sigui proteines,
metabolits com nucleotids o ADNmt i es creu que pot ser una resposta per a millorar la
supervivéncia de la cél-lula. La fissié mitocondrial s’ha associat a disfuncié mitocondrial,
encara que també és necessaria per a la distribucié dels mitocondris en la divisié cel-lular o

per al moviment dels mitocondris dins de la cél-lula en zones que els requereixin®1°,

El mitocondri conté unes 1.500 proteines diferents?, que ajuden a dur a terme totes les
funcions d’aquest organul, pero d’aquestes només 13 estan codificades per '’ ADNmt (menys
del 0,9% del total de proteines presents en el mitocondri). Aixo indica que el funcionament
del mitocondri esta regulat per dos genomes: 'ADN nuclear (ADNn), que té heréncia
materna i paterna i 'ADNmt que té heréncia exclusivament materna'?. ADNmt només
codifica els ARNr i els ARNt, necessaris per a la traduccié dels 13 ARNm que provenen de
I’ADNmt, mentre que la resta de factors de traduccid, aixi com tots els factors que intervenen
en la replicacid, reparacid i transcripcié de I’ADNmt i la resta de funcions mitocondrials estan

codificats en 'ADNn?2.

2.1.1. CTE i sistema OXPHOS

La CTE esta formada per 4 complexos, el citocrom c i la ubiquinona o coenzim Q. La CTE
conjuntament amb el complex V o ATP sintetasa constitueixen el sistema OXPHOS localitzat
a la membrana mitocondrial interna. Aquest sistema, mitjancant fosforilacié oxidativa,
genera energia en forma d’ATP, que representa el 90% de I'ATP cel-lular, esdevenint la

principal font d’energia®s.

El sistema OXPHOS esta constituit per 92 proteines diferents, de les quals 79 sén codificades
per 'ADNn, mentre que només 13 son codificades per 'ADNmt: el complex | (NADH
deshidrogenasa) el formen 44 subunitats diferents (una d’elles per duplicat, de manera que
el nombre total de subunitats és de 45), de les quals 7 sén codificades per I’ADNmt. El
complex Il esta format per 4 subunitats totes elles de codificacié nuclear, el complex Il
(citocrom b) conté 11 subunitats de les quals 1 és codificada per ’ADNmt, el complex IV
(citocrom ¢ oxidasa) conté 14 subunitats de les quals 3 sén codificades per I’ADNmt i el
complex V (ATP sintetasa) conté 19 subunitats de les quals 2 sén codificades per

I’ADNmt*214,
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En la CTE el NADH i FADH2 generats en el cicle de Krebs a patir de la glucolisi o la B-oxidacié
dels acids grassos son oxidats pel complex | (en el cas del NADH) i Il (en el cas del FADH>),
obtenint d’aquesta manera electrons que passen al coenzim Q, després al complex Il i
d’aquest al citocrom c i complex IV on sdén transferits a I'oxigen, que actua com a acceptor
final d’electrons i es redueix a aigua. El transport d’electrons a través dels complexos I, lll i
IV és acoblat al transport de protons de la matriu mitocondrial cap a I’espai intermembrana.
Com que la membrana mitocondrial interna és impermeable als protons, aix0 genera un
gradient electroquimic utilitzat pel complex V per sintetitzar ATP a partir d’ADP i fosfat
inorganic (Pi) acoblat al transport dels protons de I'espai intermembrana cap a la matriu

mitocondrial a favor de gradient (Figura 2.1)*°.

T o
f

+ oo L2 lMS
H* v L

T @y i
Yy

Succinate Fumarate

NADH  NAD?

Figura 2.1. Representacio del sistema OXPHOS. El sistema OXPHOS esta localitzat a la membrana
mitocondrial interna i conté la CTE (els quatre complexos (Cl — CIV), el coenzim Q i el citocrom c) i ’'ATP
sintetasa (CV). Abreviacions: OMM: outer mitochondrial membrane (membrana mitocondrial externa),
IMS: intermembrane space (espai intermembrana), IMM: inner mitochondrial membrane (membrana
mitocondrial interna). Imatge obtinguda de 1.

2.1.2. ADNmt

Degut al seu origen endosimbiotic, el mitocondri encara conserva ADN, que és conegut com
a ADNmt. L'ADNmt és una molecula d’ADN circular de doble cadena amb una longitud de
16.569 parells de bases (pb) en humans i 16.299 pb en ratolins amb una densitat

d’informacio genetica molt alta, ja que codifica 37 gens en total, tots ells molt contigus i
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sense introns, que es transcriuen de forma policistronica®!” i que en alguns casos es solapen

parcialment, com és el cas del gen MT-ATP8 i MT-ATP6 i de MT-ND4 i MT-ND4L (Figura 2.2).

Les dues cadenes d’ADN que formen I’ADNmt es diferencien en base al seu contingut de
nucleotids: es distingeixen una cadena pesant (H-strand) amb alt contingut en guaninesiuna
cadena lleugera (L-strand) amb baix contingut en guanines. La cadena lleugera és la
seqliencia codificant per a la majoria de gens mitocondrials. Aixo vol dir que la cadena
lleugera conté la seqiiencia d’ADN que és idéntica a ’ARNm (amb la substitucié dels uracils
per les timines) en la majoria de gens. Aixi doncs, la majoria de gens mitocondrials (28 gens)
es transcriuen a partir de la cadena pesant i tenen com a seqiencia codificant la cadena
lleugera i 9 gens es transcriuen a partir de la cadena lleugera i tenen com a seqiiéncia

codificant la cadena pesant®®°,

Dels 37 gens inclosos a 'ADNmt 2 codifiquen ’ARNr (12S i 16S), 13 codifiquen subunitats
dels complexos I, Ill, IV i V del sistema OXPHOS i 22 codifiquen ARNt (un ARNt per cada un
dels 20 aminoacids excepte I’ARNt de la serina i leucina, que en tenen dos de diferents). A
part de la seqliéncia codificant, que compren la majoria de la seqiiencia de ’ADNmt, hi ha
molt poques regions no codificants que actuen com a reguladores sobre '’ADNmt. Una
d’aquestes seqliéncies reguladores és el displacement loop (D-loop) que conté els promotors
per a la transcripcio de la cadena pesant (HSP) i lleugera (LSP) de ’ADNmt. El D-loop, com
gue és una seqliencia reguladora, és més susceptible de patir mutacions que una regid
codificant i presenta una alta variabilitat en la seva seqliéncia en les zones conegudes com a
regions hipervariables?°, que determinen els haplogrups?'. ’ADNmt presenta dues regions
reguladores més que corresponen als origens de replicacido de la cadena pesant (Orin)

localitzada en el D loop i lleugera (OriL) localitzada fora del D loop (Figura 2.2).
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ADNmt d'humans

16.569 bp

Figura 2.2. Genoma mitocondrial en humans. En blau estan marcats els 2 gens que codifiquen els
ARNr, en negre estan marcats els 13 gens que codifiquen subunitats dels complexos OXPHOS i en gris
estan marcats els 22 gens que codifiquen els ARNt. La direccid de la fletxa indica si el gen esta codificat
en la cadena pesant o lleugera: si la fletxa va en direccid de les agulles del rellotge el gen esta codificat
en la cadena pesant i si la fletxa va en direccio contraria a les agulles del rellotge el gen esta codificat
en la cadena lleugera. En blanc s’indiquen els origens de replicacié de la cadena pesant (Oriy) i de la
cadena lleugera (Oriy). En groc s’indica el promotor de transcripcio de la cadena pesant (HSP) o de la
cadena lleugera (LSP). Abreviacions: TRNF: ARNt fenilalanina, RNR1: ARNr 125, TRNV: ARNt valina,
RNR2: ARNr 16S, TRNL1: ARNt leucina 1, ND1: NADH deshidrogenasa 1, TRNI: ARNt isoleucina, TRNQ:
ARNt glutamina, TRNM: ARNt metionina, ND2: NADH deshidrogenasa 2, TRNW: ARNt triptofan, TRNA:
ARNt alanina, TRNN: ARNt asparagina, TRNC: ARNt cisteina, TRNY: ARNt tirosina, COX1: citocrom c
oxidasa I, TRNS1: ARNt serina 1, TRND: ARNt acid aspartic, COX2: citocrom c oxidasa I, TRNK: ARNt
lisina, ATP8: ATP sintetasa 8, ATP6: ATP sintetasa 6, COX3: citocrom C oxidasa Ill, TRNG: ARNt glicina,
ND3: NADH deshidrogenasa 3, TRNR: ARNt arginina, ND4L: NADH deshidrogenasa 4L, ND4: NADH
deshidrogenasa 4, TRNH: ARNt histidina, TRNS2: ARNt serina 2, TRNL2: ARNt leucina 2, ND5: NADH
deshidrogenasa 5, ND6: NADH deshidrogenasa 6, TRNE: ARNt acid glutamic, CYTB: citocrom b, TRNT:
ARNt treonina, TRNP: ARNt prolina. Imatge generada amb SnapGene® software (from Dotmatics;
available at snapgene.com).
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L’ADNmt es localitza en la matriu mitocondrial i, a diferéncia de I’ADNn, no es troba associat
a histones, sind que forma part de nucleoides??. Els nucleoides sén estructures ancorades a
la membrana interna del mitocondri formades per ADNmt i proteines que participen tant en
la transcripcid com en la replicacié i reparacié d’aquest. El nombre de copies d’ADNmt que
hi ha en els nucleoides no esta clar i depén del tipus cel-lular i/o la técnica utilitzada per a la
seva quantificacié?®?*. Algunes de les proteines presents en els nucleoides sén TFAM, que és
la proteina majoritaria d’aquestes estructures?>?%, Twinkle, POLG, POLG2 o mtSSB?’, totes
elles intervenen en la replicacid (Seccio 2.1.2.2). Aixi doncs, els nucleoides es consideren

estructures dinamiques que controlen la transcripcid, replicacid i transmissié de 'ADNmt?,

2.1.2.1. Heteroplasmia i homoplasmia

L’ADNmt es troba en multiples copies dins del mateix mitocondri?* i el seu nombre de copies
és diferent segons el tipus cel-lular i segons les condicions fisioldgiques?®, podent haver des
d’unes 5 copies per cél-lula en I'espermatozoide3’fins a 500.000 en I’dvul®!. L’estat poliploide
de 'ADNmt fa que la poblacié d’aquest en el mitocondri no sigui totalment homogeénia i hi
hagin subpoblacions d’ADNmt amb mutacions en diferents posicions de la moléecula d’ADN
coexistint. Aix0 introdueix el concepte d’heteroplasmia, que indica la proporcido de
molecules d’ADNmt que tenen una mutacié en una posicio determinada respecte al total de
molécules d’ADNmt (ja sigui del mitocondri, de la cél-lula o d’un teixit determinat). Per
exemple, si una mutacié sobre I’ADNmt té un grau d’heteroplasmia del 10% vol dir que el
10% del total de molecules d’ADNmt d’aquell mitocondri, cél-lula o teixit tenen aquella
mutacidé en concret. Per contra, poden haver posicions altament conservades que no estan
mutades en tota la poblacié d’ADNmt respecte a la seqliéncia de referéncia, o que totes les
molécules d’ADNmt tenen aquella variant (el 100%) respecte la seqiiéncia de referencia. En
ambdds casos la variant esta present en totes les molecules d’ADNmt i, per tant, totes les
molecules d’ADNmt sén iguals per aquelles posicions. En aquests casos es parla d’una variant

homoplasmica.

El grau d’heteroplasmia de les variant sobre I’ADNmt no és constant al llarg de la vida dels
individus ni entre els diferents mitocondris, cél-lules o organs. Els processos que poden
provocar canvis en |'heteroplasmia poden ser biaixos en la biogénesi o biaixos en la

degradacié d’una molecula d’ADNmt portadora d’una variant respecte a altres molecules

32



Introduccio

d’ADNmt32, L'efecte coll d’ampolla que es dona en el desenvolupament de cél-lules
somatiques i durant la transmissié de 'ADNmt en la linia germinal materna3, on unes
poques molécules d’ADNmt es transmeten a les cel-lules filles, també pot crear una
transmissid esbiaixada de molécules d’ADNmt a les cel-lules descendents induint canvis en
I’'heteroplasmia de les variants sobre 'ADNmt. Aquest ultim efecte també pot causar

variacions en I’heteroplasmia entre germans i teixits del mateix individu3.

2.1.2.2. Replicacié de 'ADNmt

La replicacié de TADNmt es dona de forma independent al cicle cel-lular i, per tant, de forma
independent a la replicacié de I’ADNn i a la divisid cel-lular®. A més, el procés de replicacié
de ’ADNmt esta controlat en la seva totalitat per factors codificats en '’ADNn2. El model
més acceptat de replicacié de ’ADNmt és el model de replicacié asincronica o asimétrica3®%7,
Aquest model deu el seu nom a que les dues cadenes d’ADNmt no es repliquen alhora, sin6
que primer s’inicia la polimeritzacié de la cadena pesant utilitzant la cadena lleugera com a
motlle i quan aquesta esta completada en un 70% aproximadament, s’inicia la sintesi de la
cadena lleugera utilitzant la cadena pesant com a motlle. La cadena pesant, com que es
sintetitza en primer lloc, també se I'anomena cadena lider (leading strand), mentre que a la

cadena lleugera, com inicia la seva sintesi més tard que la cadena pesant també se

I’'anomena cadena retardada (lagging strand).

El procés de replicacié comenca quan I’ARN polimerasa mitocondrial (POLRMT), juntament
amb TFAM transcriuen a partir del promotor de la cadena lleugera (LSP) cap a ARN. Aquest
transcrit d’ARN és processat per I’enzim RNASAH1 per a que tingui un extrem 3’ lliure que
serveix com a encebador de la polimerasa gamma (POLG)®. La POLG, gracies a I'accié de
I'helicasa Twinkle que desenrotlla les dues cadenes d’ADN, sintetitza ADN de la cadena
pesant utilitzant ’ADN de la cadena lleugera com a motlle a partir de I'origen de replicacié
de la cadena pesant (Oriu) situat immediatament downstream del LSP. La cadena pesant
parental, que durant l'elongaci6 de la cadena pesant naixent queda en forma
monocatenaria, es recobreix de mitochondrial Single-Stranded DNA-Binding Protein (mtSSB)
per protegir la cadena simple d’ADN de la degradacioé® i per evitar que la POLRMT faci
transcrits aleatoris a partir d’aquesta. Quan s’ha polimeritzat aproximadament un 70% de la

cadena pesant naixent la forquilla de replicacié arriba a I'origen de replicacié de la cadena
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lleugera (Ori.) i es crea un bucle en la cadena pesant parental que impedeix la unié de mtSSB.
D’aquesta manera, aquesta regio d’ADN queda exposada, permetent que la POLRMT s’uneixi
a ella i crei un encebador nou d’ARN de 25 nucleotids que és utilitzat per la POLG per a la
sintesi de la cadena lleugera, que s’inicia en sentit contrari a partir de I’O utilitzant la cadena
pesant com a motlle. A més, la POLG va retirant la mtSSB present en la cadena pesant
parental a mesura que avanca la forquilla de replicacié de la cadena naixent lleugera per tal
de fer accessible ’ADN motlle per a la replicacid. A partir d’aquest punt les dues cadenes son
sintetitzades en sentit contrari fins a completar-se de forma asincronica, ja que la cadena
pesant s’acaba de sintetitzar abans que la cadena lleugera. Quan la POLG completa la sintesi
de les dues cadenes d’ADNmt es desplaga I’encebador d’ARN i aquest és eliminat per DNA2,
RNASAH1° i MGME1%. Finalment, la DNA lligasa Il lliga els extrems de les dues cadenes
noves per a circularitzar-les*? i com que en aquest procés de replicacié les cadenes d’ADNmt
gueden entrecreuades, la topoisomerasa TOP3a allibera el superenrotllament i permet la

separacio de les molécules d’ADNmt**#4 (Figura 2.3).

Key:
—— Parental L-strand — Parental H-strand

—— Nascent L-strand —=— Nascent H-strand — RNA
@roLy ﬁTWINKLE @ POLRMT @ miSSB

Figura 2.3. Model asincronic de replicacio de TADNmt. Aquest és el model de replicacio més acceptat,
on s’inicia la replicacié de ’ADN a partir d’encebadors contra el promotor de la cadena lleugera i avanga
a partir de l'origen de replicacid de la cadena pesant (Oy) fins a sintetitzar el 70% de la cadena pesant
i arribar a I'origen de replicacio de la cadena lleugera (O,) que inicia la replicacid de la cadena lleugera
en sentit contrari. Imatge obtinguda de *4.

Addicionalment, com s’han trobat hibrids d’ADN i ARN en intermediaris de la replicacié de
I’ADNmt s’ha proposat un model que estableix que ’ADN monocatenari de la cadena pesant
parental no s’uneix a mtSSB, sind que ho fa a transcrits d’ARN. Aquest duplex ADN — ARN
protegeix ’ADN monocatenari de la degradacid, donant lloc aixi a una cadena retardada

provisional formada per fragments discontinus d’ARN que exerceixen d’encebadors al llarg
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de la cadena pesada i que posteriorment sén reemplacgats per ADN per formar la cadena
lleugera. Aquest model es diu RITOLS (Ribonucleotide Incorporation ThroughOut the Lagging
Strand) o bootlace*>*® i no entra en conflicte amb el model anterior, ja que s’ha vist que
depenent del tipus i estat cel-lular es detecta més o menys aquest tipus de replicacié amb
hibrids d’ADN — ARN?’. Finalment, s’ha descrit un tercer model de replicacié de 'ADNmt on
aquest es replica de forma sincronica en dos direccions a partir de diferents origens de
replicacié**® i on no hi ha hibrids d’ADN — ARN, tot i que el mecanisme exacte de replicacié

es desconeix®.

2.1.2.3. Reparacié de 'ADNmt

Les mutacions sobre I’ADNmt es poden deure a exposicié a agents mutageénics ambientals,
a errors de ’ADN polimerasa durant la replicacié de I’ADNmt, errors en la maquinaria de
reparacié de I’ADNmt, per defectes en la maquinaria de degradacié de ’ADNmt danyat o per
I'alta taxa de replicacidé de 'ADNmt>°. Tot i aixi, la causa més comu de dany en 'ADNmt és la
preseéncia d’espeécies reactives de I'oxigen (ROS) que es generen en la CTE, ja que ’ADNmt
es troba espacialment a prop de la zona on es generen ROS. De fet, ’ADNmt presenta una

ratio de mutacions 10 vegades superior que ’ADNn>?,

La reparacié de ’ADNmt, d’igual manera que la replicacié, depén completament de factors
codificats en I’ADNN. El principal mecanisme de reparacié de ’ADNmt és el Base Excission
Repair (BER), ja que aquest permet reparar bases oxidades, que és la principal causa de dany
sobre ’ADNmt>2, E| BER és iniciat per part d’ADN glicosilases que reconeixen danys sobre
I’ADN i eliminen la base nitrogenada de I'esquelet de desoxiribosa. Les glicosilases poden ser
mono o bifuncionals depenent de si manquen o tenen activitat endonucleasa. Les
glicosilases monofuncionals solen eliminar danys per desaminacid o bases alquilades,
mentre que les glicosilases bifuncionals eliminen danys per oxidacié de I’ADN. Durant el
procés de reparacié de 'ADNmt intervenen, entre altres proteines, les endonucleases DNA2
i MGME1, que s’encarreguen d’eliminar els fragments d’ADN monocatenari generats en el
BER53>4, |a polimerasa POLG, que introdueix el nucledtid complementari i la lligasa LIG3, que

crea I'enllag fosfodiéster entre el nou nucleodtid inserit i ’ADN>®,
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2.2. Metabolisme de dNTPs

L’ADNmt s’ha de replicar i reparar per respondre a diferents situacions com soén la divisid
mitocondrial o cel-lular o quan es produeixen danys sobre ’ADNmt. Aquests dos processos
requereixen la preséncia de desoxiribonucleosids trifosfat (ANTPs), que sén utilitzats per a
la sintesi de I’ADN. Per aquest motiu, tant en el citosol com en el mitocondri tenen lloc
reaccions anaboliques, que s’encarreguen de sintetitzar dNTPs, i reaccions cataboliques, que
s’encarreguen de degradar dNTPs, per mantenir una correcta homeostasi d’aquests en els

dos compartiments cel-lulars.

2.2.1. Anabolisme dels dNTPs

En la cel-lula existeixen dues formes anaboliques d’obtenir dNTPs: la ruta de novo i la ruta
de salvament. La ruta de novo obté nucleotids a partir de molecules més petites com
aminoacids o CO: i opera en el citosol, principalment durant la fase de replicacio (fase S) del
cicle cel-lular. La ruta de salvament és una ruta de reciclatge que obté nucleotids a partir de
nucleosids, desoxiribonucleosids i nucleobases que provenen de la dieta o del metabolisme
dels acids nucleics, opera tant en el citosol com en el mitocondri i esta activa en fases de

proliferacid i en fases de quiescéncia®®.

2.2.1.1. Anabolisme de dNTPs per la via de novo

Aquesta via és exclusivament citosolica®” i és diferent per a la sintesi de purines i pirimidines.
La sintesi de purines comenca a partir del fosforibosil pirofosfat (PRPP) obtingut en la via de
les pentoses fosfat i mitjangant diverses reaccions on intervenen tres aminoacids (glutamina,
glicina i acid aspartic), folat i CO2 dona lloc a AMP i GMP, que poden ser fosforilats cap a ADP
i GDP. La sintesi de pirimidines comenca a partir de la glutamina i mitjangant diverses
reaccions on intervé el CO, I'acid aspartic i la PRPP s’obté UMP i CMP®8. Aixi doncs, els
productes finals de la via de novo sén ribonucleotids, Utils per a la sintesi de ’ARN i altres

funcions metaboliques.

Els ribonucleosids difosfat de CDP, ADP, GDP i UDP obtinguts per aquesta via sén reduits cap
desoxiribonucleosids difosfat (ANDPs) gracies a I’accié de la ribonucleotid reductasa (RNR)

obtenint dCDP, dADP, dGDP i dUDP, respectivament (Figura 2.4). La RNR és un enzim
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heterotetrameric format per un homodimer de la subunitat catalitica gran (R1, codificat per
RRM1) i un homodimer de la subunitat petita. L'homodimer de la subunitat petita pot estar
format per dues proteines diferents: R2, que és codificat per RRM2 o p53R2, que és codificat
per RRM2B>%0, |’associacid de la subunitat gran amb una o altra subunitat petita esta
regulada pel cicle cel-lular. Durant la fase S del cicle cel-lular dues subunitats grans R1
s’associen amb dues subunitats petites R2, mentre que fora d’aquesta fase la transcripcié de
la subunitat R2 és inhibida, la proteina R2 és degradada i les dues subunitats grans R1
s’associen amb dues subunitats petites de p53R2, que s’expressa durant tot el cicle
cel-lular®®. A més, I'activitat de la RNR formada per R1/R2 és més alta que la que esta
formada per R1/p53R2, ja que durant la divisio cel-lular calen quantitats més altes de dNTPs

per a la replicacié de ’ADN®Z,

La sintesi de dTTP en la via de novo va per una via addicional a la RNR, on intervé la timidilat
sintetasa (TS) que, utilitzant metilé tetrahidrofolat (MTHF) com a donant del grup metil,
metila la desoxiuridina monofosfat (dUMP) per obtenir timidina monofosfat (dTMP) (Figura
2.4). La dTMP és fosforilada per la timidina monofosfat kinasa (TMPK) per obtenir timidina
difosfat (dTDP). Tant I'expressié de la TS com la de TMPK és regulada pel cicle cel-lular i

s’expressen en la fase $523,

Els productes de la RNR (dCDP, dADP, dGDP) i de la TMPK (dTDP) que sén els dNDP, sén
addicionalment fosforilats per les kinases de nucleosid difosfat (NDPKs) fins a obtenir-se els
desoxiribonucleodsids trifosfat o dNTPs utilitzats per a la sintesi de 'ADN>®. Aquests
compostos, juntament amb els desoxiribonucleosids monofosfat (INMPs) i dNDPs, encara
gue son sintetitzats en el citoplasma, poden ser importats al mitocondri (Seccié 2.2.3) (Figura

2.4).

2.2.1.2. Anabolisme de dNTPs per la via de salvament

Com que la ruta de salvament es dona tant en citosol com en mitocondri hi ha enzims
paral-lels en els dos compartiments que duen a terme funcions similars. En aquesta ruta es
parteix de desoxiribonucleosids (dNs) que provenen de la dieta o del metabolisme cel-lulari
que son fosforilats per una desoxiribonucleosid kinasa cap a dNMPs. Aquest pas és el pas

limitant de la via i esta catalitzat per 4 enzims equivalents entre citosol i mitocondri que

37



Introduccio

presenten diferéncies en la selectivitat de substrats: timidina kinasa 1 (TK1), timidina kinasa
2 (TK2), desoxicitidina kinasa (dCK) i desoxiguanosina kinasa (dGK). La TK1 esta localitzada
en el citosol i catalitza la fosforilacié de timidina (dThd) i desoxiuridina (dUrd)%, mentre que
la TK2 és mitocondrial i catalitza la fosforilacié de dThd, desoxicitidina (dCtd) i dUrd®®. La dCK
és citosolica i catalitza la fosforilacié de dCtd, desoxiadenosina (dAdo) i desoxiguanosina
(dGuo)®, mentre que la dGK esta localitzada en el mitocondri i fosforila la dAdo i dGuo®’. El
producte final d’aquests 4 enzims, els dNMPs, sén fosforilats addicionalment per kinases de
nucleosid monofosfat (NMPKs) per obtenir dNDP i aquests son finalment fosforilats per les
NDPKs obtenint-se aixi els desoxiribonucleosids trifosfat o dNTPs que sén necessaris per a la

sintesi de ’ADN>® (Figura 2.4).

Mitjangant experiments d’immunoprecipitacié s’han trobat les NDPKs mitocondrials
associades a les subunitats alpha (codificada per SUCLG1) i beta (codificada per SUCLA2) de
la succinil CoA sintetasa® i a la gamma aminobutirat transaminasa (ABAT)®°. Aquesta
interaccié molecular ha fet que alguns autors hagin interpretat les mutacions en SUCLAZ2,
SUCLG1 i ABAT com un defecte en el metabolisme dels dNTPs’%7%, perd aquests dos enzims
no intervenen directament en el metabolisme de nucleotids, sind que el primer intervé en
el cicle de Krebs®, mentre que el segon intervé en la degradacié del neurotransmissor GABA

a nivell mitocondrial®®.

2.2.2. Catabolisme dels dNTPs

El catabolisme de dNTPs contribueix a mantenir ’homeostasi d’aquests a través de la seva
degradacid. Els dNTPs poden ser desfosforilats successivament obtenint-se d’aquesta forma
dNDPs i dNMPs’2. Els dNMPs poden perdre el grup fosfat i convertir-se en dNs gracies a
I'accié de fosfohidrolases de nucledsid monofosfat o també anomenades 5’ nucleotidases”.
En humans s’han descrit 7 formes diferents amb expressié ubiqua en els diferents organs.
De les 7 formes diferents 5 es localitzen en el citosol (cN-IA, cN-IB, cN-Il, cN-lll, cdN), una en

la superficie externa de la membrana plasmatica (eN) i una (mdN) en el mitocondri’>74,

Complementariament, I'enzim SAMHD1 actua com a desoxiribonucleotid trifosfohidrolasa
catalitzant la hidrolisi del trifosfat del dNTP, obtenint-se aixi directament dNs a partir de

dNTPs”>. Aquest enzim és especialment actiu fora de la fase S, mentre que en la fase de
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replicacié és proteolitzat’®. Addicionalment, I'enzim dCTP pirofosfatasa 1 (DCTPP1),
localitzat en citosol i mitocondri, hidrolitza directament dCTP, dTTP i dUTP cap a dNMPs7”/78

(Figura 2.4).

Un cop obtinguts els dNs gracies als enzims catabolics esmentats anteriorment, aquests
poden continuar la seva degradacid. La degradacié dels dNs es duta a terme en primer lloc
per dues desaminases: la citidina desaminasa (CDA) i I'adenosina desaminasa (ADA). La CDA
converteix la dCtd en dUrd i I’ADA converteix la dAdo en desoxiinosina (dIno). En segon lloc,
mitjancant reaccions de fosforolisi (reaccions de trencament d’una molecula gracies a
I’addicié d’un fosfat) portades a terme per la timidina fosforilasa (TP) i la purina nucleosid
fosforilasa (PNP), es separa la base nitrogenada de la desoxiribosa. La TP catalitza la
fosforolisi de la dUrd (obtinguda en la reaccid catalitzada per la CDA) i la fosforolisi de la
dThd, obtenint-se uracil i timina, respectivament. La PNP catalitza la fosforolisi de la dino
(obtinguda gracies a I’ADA) i la fosforolisi de la dGuo, obtenint-se hipoxantina i guanina,
respectivament’®, Tant la hipoxantina com la guanina poden passar a xantina gracies a I'accié

de la xantina deshidrogenasa (XDH) i de la guanina desaminasa (GDA) (Figura 2.4).

2.2.3. Transport de dNTPs

Donat que les demandes de dNTPs son diferents en el citosol i en el mitocondri les
concentracions d’aquests compostos son diferents en els dos compartiments. En condicions
de quiescéncia les concentracions de dNTPs cel-lulars sén baixes i el mitocondri té una alta
dependeéncia de la seva ruta de salvament. En condicions de replicacid, per contra, la via de
novo esta activa i les concentracions de dNTPs cel-lulars s6n molt més altes, cosa que fa que
el mitocondri no sigui tan depenent de la seva via de salvament per a la biosintesi de dNTPs®,
De fet, s’ha descrit que els dNMPs, els dNDPs i els dNTPs obtinguts per la via de novo en el
citosol poden ser importats al mitocondri®-®? g través dels transportadors PNC1 (codificat

pel gen SLC25A33) i PNC2 (codificat pel gen SLC25A36)33:24,

L'intercanvi observat entre citosol i mitocondri mitjancant transportadors especifics de
molecules amb carrega, com sén els dNMPs, dNDPs i dNTPs, no s’ha observat en la
membrana plasmatica®®5, perd si que s’han descrit transportadors de nucledsids i

nucleobases tant en la membrana cel-lular com en el mitocondri®’.
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Figura 2.4. Esquema de les vies principals del metabolisme dels desoxiribonucleotids. La ruta de
salvament té lloc en el citoplasma i en el mitocondri i la ruta de novo té lloc tnicament en el citoplasma
i esta marcada en gris. Les fletxes seguides en la via de novo indiquen una série de reaccions
intermedies no indicades en I'esquema fins a obtenir el substrat de la RNR (UDP, ADP i GDP). Els enzims
predominantment anabolics estan marcats en blau i els enzims predominantment catabolics, en roig.
Els productes finals de les vies, els dNTPs, estan marcats amb un quadre verd i tots ells poden ser
importats al mitocondri. Els dNMPs i dNDPs, que també poden ser importats al mitocondri, estan
marcats amb un quadre lila. Els dNs, que poden ser importats al mitocondri a través d’ENT1, estan
marcats amb un quadre gris.
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2.2.4. Transport de dNs

Tot i que els dNs sén neutres en els rangs de pH fisiologics, sdn molecules hidrofiliques que
requereixen |'accio de transportadors que permetin el seu pas a través de les membranes
lipidiques cap a l'interior de la cel-lula i entre els diferents compartiments cel-lulars separats
per membranes com son els mitocondris o lisosomes®. Els transport de nucledsids esta
mediat per dues families de transportadors: SLC28 i SLC29. Els transportadors de la familia
SLC28 sén transportadors concentratius que mouen nucleosids a través de les membranes
en contra de gradient de concentracié acoblant aquest al transport de ions de sodi (i protons
per a un membre d’aquesta familia, el CNT3)%°. Aquests transportadors tenen alta afinitat
per0 baixa selectivitat. Els transportadors de la familia SLC29 sén transportadors
equilibratius que mouen nucleosids i nucleobases a favor de gradient de concentracié i que

tenen menor afinitat que els de la familia SLC28 perd més selectivitat®.

La familia de transportadors concentratius SLC28 inclou 3 transportadors: CNT1 (codificat
per SLC28A1), CNT2 (codificat per SLC28A2) i CNT3 (codificat per SLC28A3). Aquests 3
transportadors presenten diferencies en la seva especificitat de substrat: el CNT1 regula el
transport de nucleodsids de pirimidina®?, el CNT2 regula el transport de nucledsids de purina

i uridina®? i el CNT3 regula el transport de nucledsids de purina i pirimidina®.

La familia de transportadors equilibratius SLC29 inclou 4 transportadors: ENT1 (codificat per
SLC29A1), ENT2 (codificat per SLC29A2), ENT3 (codificat per SLC29A3) i ENT4 (codificat per
SLC29A4). Aquests transportadors, com els CNT, es diferencien en la seva especificitat de
substrat: ENT1 i ENT2 tenen un paper important en el transport de dNs i poden transportar
tots els nucledsids i nucleobases, encara que amb diferent Km®*, mentre que ENT3 i ENT4
tenen un paper menys important en el metabolisme de dNs®®, ja que ENT3 transporta uridina
i adenosina de forma depenent al pH (amb un pic d’activitat a pH 5,5)°*°¢ i ENT4 només
adenosina, a part de monoamines®’®8. A més, la localitzacid intracel-lular d’aquests 4
transportadors és diferent. ENT1 esta localitzat en la membrana plasmatica®® i en el
mitocondri®’, ENT2 en la membrana plasmatica® i en la membrana nuclear®®, ENT3 en el
mitocondri®® i lisosomes (fet que explica el seu pic d’activitat a pH acid)® i ENT4 en la

membrana plasmatica®’.
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L’expressio i localitzacio tissular dels transportadors de dNs és molt diferent entre els 3
membres de la familia de CNT i els 4 membres de la familia ENT, a part d’entre les dues
families CNT i ENT®%19%202 |’ARNm d’ENT1, ENT2 i ENT3 es considera ubicu, mentre que la
proteina ENT2 no ho és tant en comparacié amb ENT1 i ENT3. Els CNTs mostren una
distribucio tissular més restrictiva que els ENT i, com aquests primers transportadors juguen
un paper important en I'absorcié dels dNs aportats per la dieta i en la seva reabsorcio a nivell
renal, es troben localitzats en epiteli, en nefrones i tracte gastrointestinal. En aquests teixits
I’expressio de CNT i ENT esta polaritzada: a la part apical hi ha més CNT i en la part basal, en

contacte amb la circulacié sanguinia, hi ha més ENT#820,101,103

De tots els transportadors de nucleosids (tant de la familia SLC28 i SLC29) només s’han

descrit mutacions patogéniques en 3 d’ells: ENT1104, ENT3105106 j CNT1%07,

2.2.4.1. ENT1

Els transportadors ENT han estat ampliament estudiats, ja que juguen un paper en el
transport i I'efecte terapéutic dels analegs de nucleosids utilitzats per al tractament de
cancer, infeccions viriques com VIH, hepatitis B i C o herpesvirus o malalties inflamatories
com Crohn'%1% Com que aquesta tesi es centra en I'estudi dels dNs com a tractament de
les sindromes de deplecio i delecions multiples de 'ADNmt (MDDS) (Secci6 2.4.6.1), vam
decidir incloure-hi I'estudi d’un d’aquests transportadors, ENT1, ja que es troba present en
les membranes plasmatica i mitocondrial i podria tenir un paper en I'entrada dels dNs

administrats.

ENT1 es troba altament expressat en la membrana plasmatica dels eritrocits?'® i té un rol

11112 3 més de jugar

important en I'entrada de dNs i dels seus analegs en aquestes cél-lules
un paper en |'eritropoesi''?. De fet, s’ha identificat ENT1 com a un antigen sanguini present
en els eritrocits i dues mutacions diferents presents en homozigosi (p.Glu391Lys i
c.5891+1G>C) causen abséncia del transportador i determinen un grup sanguini poc
freqlient anomenat Augustine negatiu (At®))114, La primera mutacié esmentada no afecta la
capacitat de transport d’ENT1%5, mentre que la segona mutacioé causa una abséncia total de
proteina i s’ha associat a atacs de pseudogota i presencia de calcificacions en les

articulacions en 3 pacients diferents'%.
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L’any 2004 es va generar un ratoli knock-out (KO) per Slc29a1 (el gen que codifica ENT1)6,
Aquest ratoli s’ha utilitzat en la part experimental d’aquesta tesi i d’ara en endavant es
referira a aquest com a ratoli KO per Ent1 o ratoli Ent1”-. Aquest model muri, que manca
aquest transportador important en el transport d’adenosina, ha permeés estudiar molts dels
processos regulats per aquest nucleosid, com sén processos de neurotransmissié en el

118 ;

cervell*¥, produccié i reabsorcié dssia''® i la resposta a I'infart de miocardi®.

En un primer moment, es va utilitzar aquest model muri per estudiar el paper de I'adenosina
en el consum d’etanol, ja que s’havia descrit que I'exposicid cronica a etanol causa una
disminucié de I'expressié d’ENT1%20. Aquest treball va revelar que els ratolins que manquen
ENT1 tenen menys ataxia i menys efectes hipnotics associats al consum d’etanol, aixi com
més preferencia per al consum d’aquest producte. Es creu que tots aquests efectes son
deguts a un descens de I'adenosina extracel-lular en el nucli estriat causat per la manca
d’ENT1, cosa que fa que I'adenosina no pugui fer la seva funcio sobre els seus receptors en
les neurones!!®, Per altra banda, es sap que I'activacié dels receptors d’adenosina en el
cervell disminueix els comportaments associats a ansietat i també s’ha utilitzat aquest model
per veure que els ratolins que manquen ENT1 reprodueixen aquest fenotip. En aquest cas, a
diferencia del que s’havia observat en I'estudi del rol d’ENT1 per al consum d’etanol, es creu
que el comportament dels ratolins KO es deu a un increment de I'adenosina extracel-lular
en l'amigdala’?, tot i que en cap dels dos estudis s’ha pogut mesurar I'adenosina

extracel-lular per limitacions técniques i per la seva baixa concentracio.

Posteriorment, donat que I'adenosina regula |'osteogénesi, es va utilitzar aquest mateix
model muri per estudiar aquests processos i es va veure que els ratolins KO per Entl
presentaven calcificacions sense inflamacié en articulacions que progressaven amb I'edat
(tal com s’ha observat en els pocs pacients amb mutacions en SLC29A11%%), perd no en vasos

124 que causa mobilitat reduida i paralisis

sanguinis’?2123 3 més d’una pérdua de massa 0Ossia
en ratolins KO envellits'?>'?4, Donat que els patrons de calcificacions en aquest ratoli sén
similars als observats en humans durant I'envelliment en una patologia anomenada
hiperostosi esquelética difusa idiopatica, s’ha proposat I'is d’aquest ratoli com a model
preclinic d’aquesta patologia, encara que en humans no s’ha associat la falta d’ENT1 a

aquesta condicié!?2,
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Addicionalment, s’ha utilitzat aquest model de ratoli KO per Entl per estudiar el paper
d’ENT1 en la resposta a infart de miocardi. Aquest estudi va mostrar que els ratolins que
mancaven ENT1 tenien una mida de zona infartada inferior que els animals que expressaven
ENT1, tot indicant que la falta d’aquest transportador incrementa la quantitat extracel-lular
d’adenosina i aquests incrementen la supervivencia de les cel-lules infartades a través d’un

mecanisme desconegut!?.

Finalment, com que ENT1 juga un paper en el transport d’analegs de nucleosids, s’ha utilitzat
el model de ratoli KO per Entl per demostrar que el transport de ribavirina (analeg de

nucledsid utilitzat com a antiviric) en eritrocits és altament depenent d’ENT11%2,

2.2.5. Manteniment dels pools de dNTPs

Com s’ha indicat anteriorment, la quantitat cel-lular dels dNTPs esta altament regulada, tant
a nivell anabolic com catabolic i aquesta regulacié es fa tant nivell al-lostéric com genétic. De
fet, en condicions de replicacid, on calen quantitats altes de dNTPs per sintetitzar ADNn, el
contingut de dNTPs es troba en un rang de 10 — 100 pmols/milié de cél-lules, amb una
contribucié mitocondrial del 10%. En condicions de quiescencia, on no calen tants dNTPs
perque no hi ha replicacié de I’ADNn (només de '’ADNmt, que és molt més petit), les
concentracions de dNTPs son unes 10 vegades inferiors, tant en el citosol com en el
mitocondri®. Tot i haver una alta regulacié de la quantitat de dNTPs i en la simetria entre els
4 dNTPs (la concentracié dels 4 dNTPs no és equimolar) s’ha descrit que increments o
descensos de les seves quantitats o canvis en I'estequiometria dels 4 dNTPs pot causar
inestabilitat gendmica, que es manifesta en forma de mutacions puntuals, recombinacié o

anormalitats cromosdmiques (reordenaments, trencament o pérdua cromosdmica)?61%7,

En una revisid dels anys 90'%° ja es van descriure més de 200 treballs portats a terme en
diferents organismes in vivo i in vitro (incloent el bacteriofag T4 i diferents espécies de
procariotes i eucariotes com llevat, plantes, cel-lules de ratolins i cél-lules humanes) on es va
veure que una reduccié del dTTP, del dCTP, del dGTP, de la combinacié de dATP i dGTP i de
la combinacié de dATP i dTTP portaven a inestabilitat genomica. El mateix passava quan hi
havia una elevacié de dTTP, de dCTP, de dATP, de dGTP o d’una combinaci6 de dATP i dGTP.

Les alteracions de les quantitats dels dNTPs en la llarga llista d’estudis anteriorment
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esmentats es van dur a terme mitjangant organismes mutants de gens associats al
metabolisme de dNTPs, mitjancant I'administracié de dNs o precursors de dNTPs o
mitjangant I'administracié de drogues que tenen com a diana algun enzim implicat en el

metabolisme de dNTPs?’.

En humans, l'associacié entre les alteracions de les concentracions dels dNTPs i la
mutagenicitat sobre I’ADN ha estat descrit in vitro'?. L’Unic cas de pacients on mutacions en
un gen relacionat amb el metabolisme dels dNTPs s’ha associat a mutacions sobre I’ADNmt
és el cas de mutacions en el gen TYMP, que codifica la TP (Seccid 2.2.2) i que causen una
malaltia anomenada MNGIE (les sigles en anglés d’encefalomiopatia neurogastrointestinal
mitocondrial)?®12°, En aquest cas, la deficiéncia de 'activitat TP porta a un increment dels
substrats d’aquest enzim, la dThd i la dUrd, que no es poden degradar cap a timina (Thy) i
uracil, respectivament (Figura 2.4). L'increment de dThd inhibeix competitivament la
fosforilacio de dCtd per part de la TK2, donant lloc a dues conseqliéncies: I'augment de dTTP
en el compartiment citosolic i mitocondrial®” (que al seu torn inhibeix la TK2) i la deplecié
secundaria de dCTP mitocondrial deguda a I'inhibicié de TK2'30. Aquestes alteracions sobre
les quantitats dels dNTPs porten a deplecié de ’ADNmt (causada per la deplecié de dCTP)*%,
preséncia de delecions multiples!3!32 | preséncia de mutacions puntuals sobre
I’ADNmt!33134 Aquests observacions s’han confirmat en un model muri de la malaltia*3*. Cal
puntualitzar que no s’ha observat induccié de mutacions sobre I'"ADNn estudiant les
seqiiéncies tipicament afectades en MNGIE (AAAT)'3, tot i que si que s’ha observat una

incidéncia de tumors en el 3% dels pacients3,

Els mecanismes pels quals les alteracions de les quantitats de dNTPs causen mutacions sobre
I’ADN s’expliquen per dos motius, ambdds dependents de la concentracié de dNTPs. El
primer és per competicid entre el ANTP complementari o correcte i els dNTPs incorrectes o
no complementaris que poden estar en excés durant la replicacié de I’ADN, afavorint aixi la
seva incorporacié de forma erronia. El segon mecanisme és I’'anomenat “efecte de nucleotid

’

segiient” que implica competicié entre I'activitat ADN exonucleasa 3’ — 5’ correctora i
I’activitat ADN polimerasa de I'enzim. En el cas concret dels pacients amb MNGIE, I'efecte
de nucleotid seglent té lloc per I'acceleracié de I'activitat ADN polimerasa en contextos de

dues, tres o més bases “A” seguides en el motlle que és deguda a la gran disponibilitat de
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substrat dTTP complementari. L’acceleracié de I'activitat polimerasa fa que I'activitat
correctora de I’ADN polimerasa mitocondrial (POLG) pugui fallar en la correccié d’'una base
eventualment erronia en la part 5" immediatament anterior a la cua poli-T introduida. Aixo
fixa les mutacions somatiques que s’observen en diferents graus d’heteroplasmia en els

teixits dels pacients de MNGIE®3,

2.3. Malalties mitocondrials

Encara que el mitocondri intervé en molts processos cel-lulars, quan es parla de malalties
mitocondrials es consideren exclusivament malalties causades per afectacions del sistema
OXPHOS®’. Com que I'activitat OXPHOS esta controlada per dos genomes (’ADNn i 'ADNmt)
les patologies mitocondrials poden estar causades per mutacions en ’ADNn (en gens que
codifiquen proteines necessaries per a la funci6 OXPHOS) i per mutacions en 'ADNmt.
L’heréncia genética de les malalties mitocondrials pot ser autosomica dominant, autosomica
recessiva o lligada al cromosoma X per a mutacions que afecten a ’ADNn o d’heréncia
materna per a mutacions que afecten a 'ADNmt. Rarament, s’han descrit patologies

degudes a mutacions de novo no heretades'®.

Les malalties mitocondrials tenen una presentacié clinica molt heterogénia, ja que poden
debutar a qualsevol edat, afecten diferents organs (normalment els que tenen una alta
demanda energetica com el sistema nervids, sistema muscular, sistema endocri, cor, fetge o
ronyons) i presenten uns simptomes molt diversos. Establir la prevalenga (casos existents
d’una patologia) o incidéncia (casos nous d’una patologia) de les malalties mitocondrials és
complicat, ja que s6n malalties minoritaries. Aixd0 sumat a la seva variabilitat genotipica i
fenotipica que causa dificultat en el seu diagnostic!3®, fa que les dades de prevalencga i
incidéncia siguin poc solides. En estudis previs es va establir la prevalenca d’aquestes
patologies en 1 cas cada 5.000 — 10.000 habitants*®. En un estudi més recent amb una
cohort diferent de pacients s’ha estimat que en persones menors de 16 anys la seva
prevalenca és de 5 a 15 persones per cada 100.000 habitants*®8, En adults (majors de 16
anys) s’ha estimat que la prevalenca de les malalties mitocondrials causades per mutacions
en 'ADNmt és de 9,6 casos per cada 100.000 habitants i la prevalenga de les malalties

mitocondrials causades per mutacions en I’/ADNn és de 2,9 per cada 100.000 habitants!*. A
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nivell espanyol, s’ha estimat que la incidencia de les malalties mitocondrials entre I'any 2014
i 2020 en poblacio infantil va ser de 6,34 casos per cada milié d’habitants i en poblacié adulta
de 1,36 casos per cada milié d’habitants, amb una incidencia total de 2,3 casos per cada milid

d’habitants*2.

2.3.1. Malalties mitocondrials causades per mutacions en ’ADNmt

Aquestes malalties segueixen un patré d’heréncia materna i sempre s’afecta el sistema
OXPHOS, ja que tots els gens codificats en I'’ADNmt estan directament implicats en
I'expressid d’aquest sistema. Depenent de la regid de 'TADNmt mutada pot haver una
afectacid total o parcial del sistema OXPHOS. Si les mutacions es localitzen en algun dels 13
gens que codifiquen subunitats del sistema OXPHOS la conseqiiéncia és normalment un
defecte aillat en el complex al qual pertany aquella subunitat en concret. Si les mutacions es
localitzen en els gens que codifiquen els 22 ARNt o els 2 ARNr el resultat és una afectacio
general del sistema OXPHOS, ja que no es poden transcriure correctament les 13 proteines
codificades en 'ADNmt que estan localitzades en els diferents complexos del sistema

OXPHOS (excepte el complex Il que és de codificacio exclusivament nuclear).

Donat I'estat poliploide de ’ADNmt, el grau d’heteroplasmia de les mutacions té importancia
en el desenvolupament i progressido d’aquestes patologies. Variants patogéniques sobre
'ADNmt poden no tenir un efecte negatiu si aquestes es mantenen en un nivells
d’heteroplasmia baixos, ja que hi ha un nombre suficient de molecules d’ADNmt sense la
variant patogénica que compensen l'efecte deleteri d’aquesta mutacio. Si les molécules
d’ADNmt portadores de la variant patogenica superen un llindar d’heteroplasmia i
adquireixen un pes important en la poblacié d’ADNmt poden desencadenar una patologia.
El llindar que han de superar aquestes variants patogéniques per desencadenar una

patologia és diferent segons el tipus cel-lular i segons la mutacié sobre I’ADNmt%3,

Mutacions sobre 'ADNmt causen un conjunt de sindromes amb clinica variable i
heterogénia. Algunes d’aquestes sindromes sén: MELAS (que son les inicials en angles
d’encefalomiopatia mitocondrial, acidosi lactica i episodis semblants a ictus), MERRF (que
son les inicials en angles d’epilépsia mioclonica amb fibres roges trencades), LHON (que sén

les inicials en anglés de neuropatia optica hereditaria de Leber), sindrome de Kearns Sayre
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(KSS) (que cursa amb oftalmoplegia progressiva, retinopatia pigmentaria i ataxia cerebel-lar),
sindrome de Pearson (que cursa amb anémia sideroblastica, pancitopenia i fallida de
I'activitat exocrina del pancrees), sindrome de Leigh (que cursa amb encefalopatia amb
signes cerebel-losos i del tronc de I'encefal), NARP (que son les inicials en angles dels
simptomes de neuropatia, ataxia i retinitis pigmentosa), CPEO (que sén les inicials en anglées
d’oftalmoplegia externa cronica progressiva i que cursa també amb ptosi bilateral)** o SNHL
(que son les inicials en anglés de perdua d’oida neurosensorial) i que esta causada per la
preséncia de mutacions en ’ADNmt que predisposen a sordesa quan hi ha una exposicio a

aminoglicosids'#® (Taula 2.1).

Taula 2.1. Sindromes causades per mutacions en ’ADNmt. Dades obtingudes a partir de 144145146,

Alteracié molecular Edat de

Sindrome Simptomes o
en ’ADNmt presentacio

Episodis semblants a ictus, encefalopatia

Mutacions en gens . . . Infantesa,
. K amb convulsions, deméncia, debilitat L
MELAS codificants d’ARNt o . . adolescencia
. muscular, afectacié psicomotora, pérdua
de proteines . . o adultesa
d’audicio, baixa estatura
. . - . Infantesa,
Mutacions en gens Convulsions, ataxia, debilitat muscular, o
MERRF . , . R adolescencia
codificants d’ARNt pérdua d’audicio
o adultesa
Mutacions en gens
LHON codificants de Atrofia optica i perdua de visio Adultesa
proteines
Oftalmoplegia externa progressiva, retinitis Infantesa,
KSS Delecio simple pigmentosa, perdua auditiva, ataxia, adolescéncia
demencia, diabetis mellitus o adultesa
Anémia sideroblastica, pancitopénia, fallida
Pearson Delecio simple del pancrees exocri, fallida hepatica, Infantesa
tubulopatia renal
Mutacions en gens . . - S
. o Hipotonia, regressié psicomotora, ataxia,
Leigh codificants de . >, . Infantesa
. disfuncié del tronc encefalic
proteines
Mutacions en el gen Debilitat muscular, ataxia, retinitis
NARP . . ) . Adultesa
MT-ATP6 pigmentosa, neuropatia motora i sensorial
Mutacions en gens . . .
. Oftalmoplegia externa progressiva, debilitat
CPEO codificants de Adultesa
. muscular
proteines
Mutacions en els Infantesa,
SNHL gens MT-RNR1 i MIT- Perdua bilateral de I'cida adolescencia
TS1 o adultesa
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2.3.2. Malalties mitocondrials causades per mutacions en ’ADNn

Com que en el mitocondri es localitzen més de 1.500 proteines de codificacié nuclear que
intervenen en les diferents funcions que duu a terme aquest organul*l, mutacions en totes
aquestes proteines poden causar afectacions de les diferents funcions mitocondrials, tot i
que, tal com s’ha indicat anteriorment, el terme de malaltia mitocondrial inclou solament
patologies on s’afecta el sistema OXPHOS¥. L’heréncia genética d’aquestes patologies pot

ser autosomica dominant, autosomica recessiva o lligada al cromosoma X.

Depenent del procés molecular que es veu afectat en aquestes malalties es poden classificar
en 3 categories: es pot afectar directament el sistema OXPHOS, es pot afectar el sistema que
participa en la integritat de la membrana mitocondrial, i de forma indirecta el sistema
OXPHOS que esta localitzat en ella, o es pot afectar el sistema de replicacié de ’ADNmt que
de forma indirecta afecta al sistema OXPHQOS, ja que no tenir ’ADNmt en condicions optimes
afecta I'expressié de les 13 subunitats del sistema OXPHOS que aquest codifica’* (Taula 2.2).
La presentacidé clinica d’aquestes malalties també és molt heterogénia i cursa amb
simptomes que solapen amb els causats per les mutacions sobre ’ADNmt (Taula 2.1), a part
d’altres que inclouen encefalopatia, neuropatia, miopatia, cardiopatia, hepatopatia o una

combinacié d’elles”.

Taula 2.2. Processos moleculars que afecten al sistema OXPHOS en les malalties mitocondrials
d’origen nuclear. Dades obtingudes a partir de 144147,148,

Alteracié molecular Defectes

Proteines que codifiquen factors del sistema OXPHOS
Factors d’acoblament del sistema OXPHOS
Afectacio directa del sistema Factors que participen en la sintesi proteica en el

OXPHOS mitocondri, processament d’ARNm o processament de
proteines
Transportadors de proteines
Enzims biosintétics de lipids o cofactors
Afectacié de la integritat de la Proteines involucrades en la dinamica mitocondrial i
membrana mitocondrial composicio de la membrana
Proteines involucrades en la biogénesi mitocondrial

Afectacio de la replicacié de
’ADNmt

Factors que afecten al manteniment de ’ADNmt
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2.4. Sindromes de deplecio i delecions multiples de ’ADNmt

(MDDS)

Aquesta tesi es centra en les sindromes de deplecié i delecions multiples de '’ADNmt
(MDDS), que sén un conjunt de malalties mitocondrials causades per mutacions en gens
nuclears que codifiquen proteines que intervenen en la replicacié i en el correcte
manteniment de '’ADNmt. Mutacions en aquests gens causen alteracions quantitatives i
qualitatives sobre I’ADNmt. L’alteracié quantitativa observada en els teixits més afectats dels
pacients és la deplecid, que és una reduccid del nombre de copies de 'ADNmt. Les
alteracions qualitatives observades en els teixits més afectats dels pacients sén les delecions
multiples sobre les molécules de 'ADNmt i en alguns casos, presencia de mutacions puntuals

sobre ’ADNmt72142,

En un primer moment, quan es van descriure aquestes sindromes, es van classificar com a
dues entitats diferents: per una banda estaven les sindromes de deplecié de ’ADNmt, que

150,151 i per

afectaven a pacients pediatrics i que sovint mostraven una patologia molt greu
altra banda estaven les sindromes de delecions multiples, que afectaven a pacients
adults'®>'%3, A mesura que es van descriure més casos de pacients es va veure que les causes
genetiques que porten a la deplecié i delecions multiples eren sovint les mateixes i, de fet,
mutacions en un mateix gen en uns pacients poden causar deplecié mentre que en altres
poden causar delecions multiples o una combinacié de les dues alteracions’>'>, Per aquest,

motiu la tendéncia actual és considerar aquestes alteracions de 'ADNmt com a diferents

presentacions moleculars del mateix grup de malalties.

Les manifestacions cliniques de les MDDS, com a patologies mitocondrials que sén, sén molt
heterogenies, amb una amplia gamma de simptomes que es poden manifestar en edat
infantil de forma molt greu o en I'etapa adulta de forma més moderada. A més, hi ha un
solapament entre genotips i fenotips, és a dir, mutacions en un mateix gen poden causar
manifestacions cliniques diferents i mutacions en diferents gens poden tenir una
manifestacié clinica molt semblant entre pacients’2. Addicionalment, les MDDS afecten

diferents teixits i depenent de I'0rgan majoritariament afectat es classifiquen en
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encefalohepatopatia, encefalomiopatia, encefaloneuropatia, encefalopatia

neurograstrointestinal, miopatia, oftalmoplegia, atrofia optica o neuropatia®®.

S’han descrit mutacions en més de 30 gens nuclears que causen MDDS. Aquests gens
participen en la replicaciéo o manteniment de I’ADNmt de diferents formes, per la qual cosa
s’han classificat els gens que causen MDDS en quatre categories depenent de la seva
funcig’%721%5: gens que codifiquen proteines que formen part de la maquinaria de replicacié
de 'ADNmt (Taula 2.3), gens que codifiquen proteines que intervenen en el metabolisme de
dNTPs (Taula 2.4), gens que codifiquen proteines que intervenen en la dinamica mitocondrial
(Taula 2.5) o gens que codifiquen proteines que intervenen en el manteniment o replicacid

de 'ADNmt a través d’'un mecanisme desconegut (Taula 2.6) (Figura 2.5).

2.4.1. Gens implicats en la maquinaria de replicacié de ’ADNmt

Aquesta categoria inclou gens que codifiquen proteines que fan la seva funcié en la forquilla
de replicacio de 'ADNmt i participen directament en alguns dels passos d’aquest procés. El
replisoma basic per a la sintesi de 'ADNmt in vitro esta constituit per tres proteines: la
polimerasa gamma (formada per tres subunitats codificades per dos gens diferents, POLG i
POLG2), I'helicasa twinkle i la proteina d’unid a ’ADN de cadena simple mtSSB*°. Mutacions
en aquestes proteines, a part d’altres que intervenen en la maduracié de ’ADNmt sintetitzat,

s’han associat a MDDS (Taula 2.3).

La polimerasa gamma esta formada per un heterotrimer d’una subunitat gran (codificada
per POLG) i dues subunitats petites (codificades per POLG2). La subunitat gran té les
activitats catalitiques de I'enzim (activitat polimerasa en direccié 5 — 3’, activitat 5’ —
desoxiribosa fosfat liasa i activitat exonucleasa correctora en direccié 3’ — 5’) mentre que les
dues subunitats petites actuen de lloc d’unié a I’ADN i aporten processivitat a 'enzim?®’.
Mutacions tant en POLG'® com en POLG21>9160.161162 ¢’han associat a MDDS, ja que tant la
replicacid, com la unid de I’enzim a ’ADNmt estan afectades. De fet, les mutacions en POLG
s6n la causa més coml de MDDS**® i s’han associat a dany hepatic, convulsions i dificultat
per a l'alimentacido en poblacié infantil i a ataxia, neuropatia periféerica, convulsions i
oftalmoplegia externa progressiva (PEO) en adults'®3, Mutacions en POLG2 s’han descrit en

menys pacients que per a POLG i s’han associat a PEQ159:160,161,162
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L’helicasa twinkle (codificat pel gen TWNK), present en forma homohexameérica, s’encarrega
d’obrir les dues cadenes d’ADN en direccid 5’ a 3’ per fer accessible aquest a la polimerasa

gamma?®

. Mutacions en aquest gen causen un estancament de la forquilla de replicacié que
es manifesta en forma de deplecié i delecions mdltiples sobre 'ADNmt!®® que causen PEO,
ataxia espinocerebelar d’aparicid infantil*®®i sindrome de Perrault, que cursa amb hipoacusia
neurosensorial i amb disgenésia ovarica'®’. D’entre tots els gens associats a MDDS, només
mutacions en TWNK®® i en el domini exonucleasa de POLG®® s’han associat a mutacions

puntuals somatiques sobre ’ADNmt.

Mutacions en SSBP1 que codifica la proteina mtSSBP, que recobreix I’ADN monocatenari en
el procés de replicacié, també s’han associat a MDDS i es manifesten amb atrofia optica amb
degeneracié de la retina'’®. TFAM, la proteina més abundant en els nucleoides, que participa
en la sintesi de I"'encebador d’ARN necessari per replicar ’ADNmt?°, també s’ha associat a

MDDS que cursen amb dany hepatic i causen mort infantil*’*.

En els ultims passos de la sintesi de I’ADNmt intervenen una serie de proteines que permeten
la maduracié del nou ADNmt sintetitzat. Aquest procés inclou la separacid i resolucié de les
estructures que queden entre les cadenes parentals i filles. Mutacions en alguns dels gens
que codifiquen proteines que intervenen en aquests processos (MGME1, TOP3A, DNA2,
RNASEH1 i LIG3) també s’han associat a MDDS. MGME1 és una exonucleasa que elimina ADN
monocatenari i que intervé en la maduracié del nou ADNmt sintetitzat. Mutacions en aquest
gen s’han associat a oftalmoplegia externa i fallida respiratoria®*. TOP3a (codificada per
TOP3A) és una topoisomerasa que s’encarrega de relaxar el superenrotllament que es dona
en la replicacié de I’ADN i de resoldre les molecules d’ADNmt parentals de les molécules
filles. Mutacions en aquest gen causen PEO, microcefalia i retard en el creixement®’2. DNA2
i RNASAH1 s’encarreguen d’eliminar els encebadors d’ARN i mutacions en ells causen

173 i PEO, debilitat muscular, neuropatia periférica

miopatia progressiva en el primer cas
sensorial i motora i ataxia cerebel-lar progressiva en el segon cas'’*. El gen LIG3 codifica
I’ADN lligasa Il que circularitza 'ADNmt al final de la seva sintesi. Mutacions en el citat gen
causen encefalopatia neurograstrointestinal'’®. Finalment, s’ha descrit un sol pacient amb
PEO i miopatia amb mutacions en ENDOG'’®, que codifica 'endonucleasa G, que té una

funcié desconeguda perd que es creu que participa en la replicacié de ’ADNmt”’.
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Taula 2.3. Gens associats a MDDS que codifiquen proteines que participen en la maquinaria de replicaci6 de FADNmt. En la taula s’indica el gen; la
proteina; la seva funcié; el tipus d’herencia de les mutacions: autosomica recessiva (AR) o autosomica dominant (AD); I'afectacio sobre ’ADNmt: deplecio

(D), delecions multiples (DM) o mutacions puntuals (MP) i la referéncia del primer cas descrit amb associacié amb les MDDS.

Proteina Heréencia Afectacio sobre ’ADNmt Referéncia
POLG ADN polimerasa gamma subunitat 1 (POLG) ADN polimerasa, exonucleasa AR/AD D/DM/MP L
POLG2 ADN polimerasa gamma subunitat 2 (POLG2) = Processivitat en la polimeritzacio AR/AD D/DM 159
TWNK Twinkle Helicasa AR/AD D/DM/MP 179
TFAM Factor de transcripcio A (TFAM) Regulador de la transcripcid AR D mn
Proteina d’unié a I’ADN de cadena simple Estabilitzacio de I’ADN de cadena
SSBP1 ) AR/AD D e
(mtSSB) simple
Exonucleasa de manteniment del genoma
MGME1 ] . Exonucleasa AR D/DM 54
mitocondrial 1 (MGME1)
TOP3A ADN topoisomerasa 3a (TOP3a) Topoisomerasa AR D/DM L2
Helicasa/nucleasa depenent d’ATP per a la . .
DNA2 . X Helicasa i nucleasa AD DM 173
replicacio de I’ADN DNA2
RNASEH1 Ribonucleasa H1 (RNASAH1) Ribonucleasa AR D/DM 174
LIG3 ADN lligasa 3 ADN lligasa AR D 175
ENDOG Endonucleasa G (ENDOG) Endonucleasa AR DM 71
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2.4.2. Gens implicats en el metabolisme de dNTPs

Tal com s’ha vist en la Seccio 2.2, les concentracions de dNTPs estan altament regulades en
la cél-lula i en el mitocondri i es sap que mutacions en gens que codifiquen enzims implicats
en el metabolisme de dNTPs causen alteracions en les quantitats cel-lulars i/o mitocondrials
d’aquests nucleotids'?. Les alteracions dels dNTPs mitocondrials tenen conseqiiéncies sobre
la replicacié i el manteniment de I’ADNmt, de manera que mutacions en gens associats al
metabolisme de dNTPs causen alteracions sobre ’ADNmt i, per tant, MDDS. L’afectacid de
les concentracions dels nucleotids que causen MDDS es pot donar per mutacions en gens
que codifiquen proteines de localitzacié citoplasmatica (TYMP, RRM1, RRM2B i GUK1) o
mitocondrial (TK2 i DGUOK), d’acord amb la connexid entre el metabolisme de dNTPs dels

dos compartiments cel-lulars (Taula 2.4).

Mutacions en el gen TYMP, que codifica la TP, causen desequilibris en les concentracions
dels dNTPs portant a I'augment dels dos substrats d’aquest enzim (dThd i dUrd) i a I'augment
concomitant de dTTP i descens secundari de dCTP (Seccié 2.2.5). La deplecié del dCTP és la
causa de la deplecié de 'ADNmt*3 i es considera que les alteracions dels dNTPs causen
delecions multiples®3132 | mutacions puntuals sobre 'ADNmt!3® (Seccié 2.2.5). La
consequiéncia final de mutacions en TYMP és una forma de MDDS que s"anomena MNGIE

que cursa amb dismotilitat gastrointestinal, caquéxia, neuropatia periférica i miopatial?®'3,

Mutacions en dues de les subunitats de la ribonucleotid reductasa també s’han associat a
MDDS, ja que la via de novo, on la ribonucleotid reductasa té un paper clau i que es dona en
el citosol i aporta dNTPs al mitocondri, es veu afectada (Seccié 2.2.1.1). Per una banda,
mutacions en la subunitat gran R1 (codificada per RRM1) s’han trobat en cinc pacients de
quatre families diferents i causen ptosi, oftalmoplegia i miopatia, a part d’altres simptomes
diferents entre els pacients'®. Per altra banda, mutacions en una de les dues possibles
subunitats petites, la subunitat p53R2 (codificada per RRM2B) que s’expressa en condicions
de quiescencia, causen afectacions greus com sén encefalomiopatia fatal amb tubulopatia
renal!8!, perd també causen afectacions més lleus com sén PEO o fenotips similars a
MNGIE!82183,184,185186,187 ' C3| indicar que fins ara no s’han associat MDDS amb mutacions
sobre la subunitat petita p53-independent de la ribonucleotid reductasa R2, que s’expressa

en condicions de replicacio.
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GUK1 és una NMPK/dNMPK de localitzacio citosolica que fosforila la guanosina monofosfat
(GMP) i desoxiguanosina monofosfat (dGMP) cap a guanosina difosfat (GDP) i
desoxiguanosina difosfat (dGDP), i per tant juga un paper important en la sintesi de dNTPs
que poden ser utilitzats per a la replicacié i manteniment de I’ADNmt. Recentment,
mutacions en aquest gen s’han descrit en quatre pacients de tres families diferents amb una
forma de MDDS que cursa amb fenotips diversos com sén dany hepatic, atrofia muscular i

ptosi (Hidalgo et al, manuscrit enviat).

Mutacions en els dos enzims implicats en la ruta de salvament de dNTPs amb localitzacié
mitocondrial (TK2 i dGK) causen malalties molt greus. Per una banda, mutacions en TK2 s’han
associat a miopatia amb clinica molt variable, que va des de manifestacions molt greus en la
infantesa que resulten en la mort del pacient per fallida respiratorial® a manifestacions
miopatiques més lleus amb una progressi6 més lenta i que tipicament es donen en
adults®1%0191 per altra banda, mutacions en DGUOK s’han associat amb hepatopatia i
sindrome hepatocerebral®>%3 que pot ser fulminant en pacients pediatrics'®*, tot i que en

algun cas també s’ha associat amb formes miopatiques en adults .

A banda dels gens esmentats, existeix un report aillat d’un pacient adult amb ptosi, debilitat
muscular proximal i delecions multiples en I’ADNmt, amb mutacions en el gen GMPR, que

1% Aquest enzim transforma la inosina

codifica la guanosina monofosfat reductasa
monofosfat en guanosina monofosfat. Com que es tracta d’un cas aillat i I'associacio causal
entre la disfuncié de la guanosina monofosfat reductasa i les alteracions de 'ADNmt i
disfuncié mitocondrial no han estat demostrades, cal que es confirmi aquesta associacié
amb més pacients i més dades experimentals abans d’assumir que les mutacions en aquest

gen sén una causa de MDDS.
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Taula 2.4. Gens associats a MDDS que codifiquen proteines que participen en el metabolisme de dNTPs. En la taula s’indica el gen; la proteina; la seva
funcio; el tipus d’heréncia de les mutacions: autosomica recessiva (AR) o autosomica dominant (AD); I'afectacio sobre 'ADNmt: deplecio (D), delecions

multiples (DM) o mutacions puntuals (MP) i la referéncia del primer cas descrit amb associacié amb les MDDS. *(Hidalgo et al, manuscrit enviat).

Proteina Funcié Heréencia Afectacio sobre I’

TYMP Timidina fosforilasa (TP) Catabolisme de dNTPs citosolic AR D/DM/MP {23
RRM1 Ribonucleotid reductasa subunitat M1 (RRM1) Anabolisme de dNTPs citosolic AR/AD D/DM 180
RRM2B  Ribonucleotid reductasa subunitat M2B (P53R2) Anabolisme de dNTPs citosolic AR/AD D/DM 181
GUK1 Guanilat kinasa (GUK1) Anabolisme de dNTPs citosolic AR D/DM *

TK2 Timidina kinasa (TK2) Anabolisme de dNTPs mitocondrial AR D/DM ftad
DGUOK Desoxiguanosina kinasa (dGK) Anabolisme de dNTPs mitocondrial AR D/DM 192

Taula 2.5. Gens associats a MDDS que codifiquen proteines que participen la dinamica mitocondrial. En la taula s’indica el gen; la proteina; la seva funcio;
el tipus d’heréencia de les mutacions: autosomica recessiva (AR) o autosomica dominant (AD); I'afectacio sobre ’ADNmt: deplecié (D), delecions multiples

(DM) o mutacions puntuals (MP) i la referencia del primer cas descrit amb associacié amb les MDDS.

Proteina Funcié Heréncia  Afectaci6 sobre ADNmt Referéncia ‘
OPA1 Proteina dynamin-like 120 KDa (OPA1) Fusié mitocondrial AD DM 197
MFN2 Mitofusina 2 (MFN2) Fusié mitocondrial AR/AD D/DM 198
SPG7 Paraplegina Subunitat de la proteasa m-AAA AR DM e
AFG3L2 AFG3-like protein 2 (AFG3L2) Subunitat de la proteasa m-AAA AD DM 200
MSTO1 Misato Fusié mitocondrial AR D A
MICOS13 = Subunitat MIC13 del complex MICOS Formacio de les crestes mitocondrials AR D 202
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2.4.3. Gens implicats en la dinamica mitocondrial

La dinamica mitocondrial consisteix en la fusio i fissid dels mitocondris per respondre a les
necessitats cel-lulars, ja que els mitocondris no es troben com a organuls aillats entre ells,
sind que formen una xarxa dinamica. Aquest procés permet I'intercanvi de metabolits, com
son els dNTPs, I'intercanvi d’enzims que participen en la replicacié de I’ADN o I'intercanvi de
molécules d’ADNmt2%3204  Aixi doncs, aquest procés participa de forma indirecta en el
correcte manteniment de '’ADNmt i per aquest motiu mutacions en gens que codifiquen

proteines que participen en aquests processos s’han associat amb MDDS (Taula 2.5).

El procés de fusidé mitocondrial requereix I'accié de tres GTPases, que utilitzen I’hidrolisi del
GTP per obtenir energia i dur a terme les seves funcions. Aquestes proteines sén mitofusina
1i 2 (codificades per MFN1, MFNZ2), per fusionar la membrana externa mitocondrial i OPA1
(codificada per OPA1), per fusionar la membrana interna mitocondrial®>. OPA1, a part de
participar en la dinamica mitocondrial, es creu que pot participar en I'ancoratge de I’ADNmt
a la membrana mitocondrial interna?®. Només s’han trobat mutacions associades a MDDS
en dos gens directament implicats en la fusid mitocondrial: MFN2 i OPA1. Mutacions en
MFN2 causen neuropatia axonal, atrofia Optica i la malaltia de Charcot — Marie — Tooth'?%,
mentre que mutacions en OPA1 causen atrofia optica i sindrome de Behr, que cursa amb
atrofia optica i afectacions neurologiques que inclouen ataxia, signes piramidals, espasticitat

i retard mental®®’.

A part de les mutacions en els dos gens involucrats directament en la fusié mitocondrial
(MFN2 i OPA1), també s’han descrit mutacions en altres gens que participen de forma

indirecta en la dinamica mitocondrial com sén MSTO1, MICOS13, AFG3L2 i SPG7 (Taula 2.5).

La proteina Misato (codificada per MSTO1) esta localitzada en la membrana mitocondrial
externa i té un rol desconegut en la fusié mitocondrial, ja que només es sap que el seu
silenciament causa fragmentacié mitocondrial?°®. Mutacions en aquest gen causen miopatia

i ataxia?01207,

MICOS13 o també anomenat QIL (MItochondrial COntact Site and cristae organizing system
subunit 13) codifica MIC13, que és una proteina que forma part del sistema MICOS. Aquest

sistema esta present en la membrana mitocondrial interna i intervé en la formacié de les
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invaginacions per formar les crestes mitocondrials?®®. Mutacions en aquest gen causen

hepatoencefalopatia?0%209210,

Tant AFG3L2 com paraplegina (codificada per SPG7) es troben formant part d’'un mateix
complex de proteines anomenat proteasa m-AAA, que es localitza en la membrana
mitocondrial interna i s’encarrega del control de qualitat de proteines?!!. Mutacions en
AFG3L2 causen un mal processament de la proteina OPAl que porta a fragmentacio
mitocondrial i al desenvolupament de MDDS que es manifesta amb PEO, atrofia optica i

ataxia cerebel-losa?%0?1?

. Mutacions en SPG7, causen PEO i espasticitat!®>?!3, Tot i que
mutacions en aquest gen no s’han associat directament a un defecte d’'OPA1, es creu que

també el podrien causar, ja que es troba formant part del mateix complex que AFG3L2.

2.4.4. Gens implicats en el manteniment de 'ADNmt a través d’un

mecanisme desconegut

Aquesta categoria inclou gens que participen en una gran varietat de processos i que, a la
vegada, intervenen de forma indirecta en el correcte manteniment de ’ADNmt, encara que
de forma desconeguda (Taula 2.6). D’aquets gens, quatre codifiquen canals transportadors
localitzats en la membrana interna mitocondrial (SLC25A4, MPV17, SLC25A21 i SLC25A10),
tres codifiquen proteines que interaccionen amb un enzim implicat en el metabolisme de
dNTPs, la NDPK (SUCLA2, SUCLG1 i ABAT) i la resta participa en altres processos que també

afecten I’ADNmt de forma desconeguda.

SLC25A4 codifica la isoforma cardiaca i muscular del transportador d’ADP i ATP mitocondrial
ANTL1. Ni ’ADP ni I’ATP no formen part de I’ADN i aquesta proteina no participa directament
en el metabolisme dels dNTPs, pero alguns autors la inclouen en aquesta categoria assumint
gue un desequilibri de I’ADP i I’ATP mitocondrial pot generar indirectament alteracions en

I’homedstasi dels dNTPs. Mutacions en aquest gen causen PEO?%4,

MPV17 codifica una proteina localitzada en la membrana mitocondrial interna que es creu
que és un canal®®® de funcié desconeguda, tot i que alguns autors han postulat que podria

216

estar implicada en el transport de dNTPs*'%, ja que diferents mutacions in vivo i in vitro s’han

associat a una disminucié de dGTP i dTTP, a part de deplecié de ’TADNmt2*’. Mutacions en
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aquest gen causen hepatoencefalopatia. Les manifestacions hepatiques sdn molt greus i
causen fallida hepatica i la mort en la infantesa. Les alteracions neurologiques inclouen
retard en el desenvolupament i hipotonia?!®2%°, També s’han descrit casos d’aparicié en edat
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adulta que cursen amb leucoencefalopatia??® o encefalopatia??.

SLC25A21 és un transportador localitzat en la membrana mitocondrial interna i que catalitza
el transport d’acid oxoadipic (intermediari de la sintesi de lisina, triptofan i hidroxilisina) i
oxoglutarat (intermediari del cicle de Krebs). Només s’ha descrit un cas de mutacions en
aquest gen associat a MDDS que cursa amb atrofia muscular??2, SLC25A10 és un
transportador localitzat en la membrana mitocondrial interna que mou acids dicarboxilics
(emprats en el cicle de Krebs) acoblant el seu transport a l'intercanvi de fosfat, sulfat o
tiosulfat. Aixi doncs, aquest transportador participa en el cicle de Krebs i en el metabolisme
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del sofre*>. Mutacions en aquest gen s’han descrit en un Unic pacient que mostrava anémia

microcitica i miopatia que es manifestava amb hipotonia i quadriparesis??.

Hi ha tres gens que en els articles on es van associar a MDDS i en algunes revisions
bibliografiques posteriors s’han classificat com a gens implicats en el metabolisme de dNTPs,
encara que no hi estan directament relacionats. Els dos primers gens son SUCLG1 i SUCLA2.
Aquests dos gens codifiquen subunitats que formen part de la succinil CoA sintetasa (SCS),
un enzim del cicle de Krebs que forma succinat a partir de succinilCoA. La SCS és un
heterodimer format per la subunitat a (codificada per SUCLG1) i una subunitat B (codificada
per SUCLA2 o SUCLG2). L’associacié de la subunitat a amb una o altra subunitat B depen del
teixit: I'associacié amb la subunitat B codificada per SUCLA2 es dona en muscul i cervell i
I’associacio de la subunitat B codificada per SUCLG2, en fetge i ronyd. A més, |’associacié de
la subunitat a amb una o altra subunitat B té implicacions en el producte generat per la
reaccio: la subunitat B codificada per SUCLA2 genera ATP i la subunitat B codificada per
SUCLG2 genera GTP??5, El motiu pel qual aquests dos gens (SUCLGI1 i SUCLA2) se’ls ha
associat amb el metabolisme de dNTPs és que experiments d'immunoprecipitacié han
mostrat interaccid entre aquests dos factors i la NDPK®. El motiu pel qual en algunes
revisions bibliografiques i en aquesta tesi no es classifiquen dins de la categoria d’alteracions

en el metabolisme de dNTPs és perquée no hi ha evidencia que aquestes proteines
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intervinguin en el metabolisme dels dNTPs ni que mutacions en aquests gens causin

pertorbacions en la seva homeostasi.

En una revisid recent s’han recopilat les dades cliniques dels 33 pacients descrits amb
mutacions en SUCLG1 i dels 64 pacients descrits amb mutacions en SUCLA2%?5, que solen

cursar amb encefalomiopatia i amb acidosi causada per acid metilmalonic??®

, encara que
mutacions en el primer gen resulten en fenotips més greus amb implicacié hepatica?2”.228229,
Curiosament, no s’ha descrit cap mutacié associada a MDDS en I’altra subunitat B de I'enzim
SCS (codificada per SUCLG2), la qual cosa podria ser deguda a que aix0 sigui incompatible

amb la vida?%.

Un dels possibles mecanismes patogenics del deficit de SUCLA2 és a través de I'increment
de la succinilacié de residus de lisina de proteines, com a conseqiiéncia de I'augment del
substrat de la SCS, el succinil CoA, que no pot passar a succinat per la inactivacié de la
subunitat B codificada per SUCLA2 que esta mutada. L'increment de la succinilacié porta a
una inactivacié de proteines i podria explicar part del fenotip de la malaltia, encara que la

deplecié de 'ADNmt observada en els pacients és independent de I'excés de succinilacié?3L.

El tercer gen que en alguns casos s’ha classificat dins del grup d’alteracions del metabolisme
de dNTPs, pero que no hi esta relacionat, és ABAT. Aquest gen codifica la gamma-
aminobutirat aminotransferasa, que catalitza la transmaninacid de I'acid gamma
aminobutiric (GABA) i 2-oxoglutarat, cap a succinat semialdehid i L-glutamat?32, S’ha descrit
que mutacions en aquest gen causen encefalomiopatia®. El motiu pel qual s’ha associat
aquest gen al metabolisme de dNTPs és perqué la proteina gamma-aminobutirat
aminotransferasa immunoprecipita amb NDPK i perque la suplementacié amb dNTPs en
cultius de fibroblasts de pacients amb mutacions en ABAT rescata la deplecié de 'ADNmt in
vitro®. El fet de que la suplementacié amb dNTPs reverteixi la deplecié de ’ADNmt no indica
necessariament que aquest gen estigui implicat en el metabolisme de dNTPs, ja que també
s’ha descrit reversié de deplecio amb dNTPs en casos de mutacions en gens no implicats en
el metabolisme de dNTPs217:233_ Per tant, ABAT participa en el manteniment de ’ADNmt a

través d’'un mecanisme desconegut.
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GFER codifica un factor de creixement (factor de creixement ERV1-like) que té activitat
sulfhidril oxidasa depenent de FAD i que participa com a xaperona en lespai
intermembrana®*. Mutacions en aquest gen causen cataractes, hipotonia muscular

progressiva, pérdua d’oida i retard en el desenvolupament?3236,

AGK codifica I'acilglicerol kinasa, un enzim que fosforila monoacilglicerol i diacilglicerol cap
a acid fosfatidic, que és un component de la membrana mitocondrial i un precursor de la
cardiolipina, un fosfolipid present només en la membrana mitocondrial interna?¥’. Aquests
dos lipids es troben associats a la proteina transportadora d’ADP i ATP mitocondrial ANT1
(presentada a I'inici d’aquesta seccid) i es creu que sén importants per a la seva funci$?3%23°,
D’aquesta manera l'accio de I‘AGK sobre el manteniment de 'ADNmt podria estar
relacionada amb I'estabilitat d’ANT1. Mutacions en aquest gen causen la sindrome de
Sengers que cursa amb cataractes, cardiomiopatia hipertrofica, miopatia esquelética,

intolerancia a I’exercici i acidosi lactica?*%2*1,

FBXL4 codifica la proteina F-box and leucine-rich repeat protein 4, que esta localitzada en
I'espai intermembrana i que en el citoplasma esta relacionada amb la ubiquitinitzaci6?42243,
Es desconeix la relacié entre aquesta proteina i el manteniment de ’ADNmt, tot i que en un
model de ratoli s’ha vist que la depleciéd de 'ADNmt observada és deguda a mitofagia®*.

Mutacions en aquest gen causen encefalomiopatia?*>246,

MRM2 és una metiltransferasa que metila la uridina en una posicid en concret de la
subunitat gran de I’ARNr 165%*7. Mutacions en MRM2 s’han descrit en un Unic pacient que

amb presentacié clinica similar a MELAS.

C1QBP esta localitzada en la matriu mitocondrial i té una funcié desconeguda, tot i estar

relacionada amb inflamacié. Mutacions en aquest gen causen cardiomiopatia i PEQ?4824°,
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Taula 2.6. Gens associats a MDDS que codifiquen proteines que participen en el manteniment de FADNmt a través d’un mecanisme desconegut. En la
taula s’indica el gen; la proteina; la seva funcid; el tipus d’heréncia de les mutacions: autosomica recessiva (AR) o autosomica dominant (AD); I’afectacio
sobre ’'ADNmt: deplecio (D), delecions multiples (DM) o mutacions puntuals (MP) i la referéncia del primer cas descrit amb associaciéo amb les MDDS.

SLC25A4 ADP/ATP translocasa 1 (ANT1) Transportador d’ADP/ATP AD/AR DM 2

Canal de membrana amb
MPV17 MPV17 L AR D/DM 218
funcié desconeguda

Transportador d’acid

SLC25A21 | Transportador de 2-oxodicarboxilat (SLC25A21) . AR D 222
oxoadipic
e . Transportador d’acids
SLC25A10 Transportador d’acid dicarboxilic (SLC25A10) . . AR D 224
dicarboxilics

SUCLA2 Succinat CoA lligasa subunitat beta (SUCLA2) Cicle de Krebs AR D 228
SUCLG1 Succinat CoA lligasa subunitat alpha (SUCLG1) Cicle de Krebs AR D 227
ABAT 4-aminobutirat aminotransferasa (ABAT) Aminotransferasa AR D 69
AGK Acilglicerol kinasa (AGK) Metabolisme lipidic AD D 240

Proteina 40 de I'acoblament i import a I'espai .
GFER ; Factor de creixement AR DM 2z

intermembrana (GFER)
FBXL4 F-box/LRR-repeat protein 4 (FBXL4) Ubiquitinitzacio AR D 245
MRM2 ARNr metiltransferasa 2 (MRM2) Modificacio de I’ARNr AR D 25
Complement component 1 Q subcomponent-

Cc1Q8P P P P Inflamacié AR DM s

binding protein (C1QBP)
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Figura 2.5. Rutes metaboliques i proteines amb afectacions causants de MDDS. Les proteines que
estan involucrades en la replicacié de 'ADNmt i en les quals s’han descrit mutacions associades a MDDS
estan dibuixades en groc. Les proteines que estan involucrades en el metabolisme de dNTPs estan
dibuixades en blau (blau fosc per a les proteines d’aquest grup en les quals s’han descrit mutacions
associades a MDDS). Les proteines implicades en la dinamica mitocondrial en les quals s’han descrit
mutacions associades a MDDS estan dibuixades en roig. Les proteines en les que s’han descrit
mutacions associades a MDDS i que participen en el manteniment de ’ADNmt a través d’un mecanisme
desconegut estan dibuixades en verd. Figura modificada a partir de 7.
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2.4.5. Models experimentals de MDDS

Donat que les MDDS poden ser causades per mutacions en diferents gens donant lloc a
fenotips molt heterogenis, és dificil establir un model d’aquestes sindromes. Tot i aixi, s’han

pogut desenvolupar diferents models in vitro i in vivo.

2.4.5.1. Models in vitro

Encara que existeix la possibilitat d’estudiar les alteracions de la replicacié de 'ADNmt a
través de multiples aproximacions in vitro (com és la replicacio in vitro a partir de proteines
purificades o models in organello), en aquest apartat ens limitarem a introduir el potencial

de I'Gs de cel-lules del pacient per estudiar la malaltia com a model in vitro.

Els millors tipus cel-lulars on estudiar les MDDS sén aquells que estan més afectats i que
pateixen les alteracions moleculars que porten a la malaltia. Normalment, aquests tipus
cel-lulars sén les cel-lules musculars, hepatiques o nervioses, pero la seva obtencié en
pacients vius és molt dificil, molt invasiva o inviable. Per aquest motiu, el tipus cel-lular amb
el que més es treballa sén els fibroblasts primaris de pell, que es poden obtenir mitjangant
una biopsia de pell, una tecnica poc invasiva. De tota manera, els fibroblasts de pell tenen
una limitacid com a model d’aquestes sindromes, ja que aquest teixit no es veu afectat en
cap de les formes de MDDS i, per tant, sovint no reprodueixen els fenotips moleculars
observats en els teixits més afectats dels pacients com sén la preséncia de delecions
multiples o la deplecié de ’ADNmt. Entre els pocs casos de fibroblasts de pell que
desenvolupen deplecid espontania en cultiu es troben els mutants en DGUOK®® i en

MPV17%7,

Per poder emprar els fibroblasts primaris de pell com a model de MDDS s’han desenvolupat
models experimentals alternatius. Una opcid consisteix en forgar artificialment la deplecié
de ’ADNmt amb agents quimics i estudiar la recuperacié de les molecules d’ADN un cop

retirat el mateix.

La deplecié de ’ADNmt en els fibroblasts es pot induir mitjangant I'ds de bromur d’etidi

250

(BrEt). Aquest agent intercalant de I’ADN s’uneix de forma reversible®*° preferiblement a

251

I’ADNmt quan s’utilitza a dosis baixes*!, pero quan s’utilitza a dosis més altes també afecta

I’ADNn?2, La selectivitat del BrEt per 'ADNmt es deu a que la membrana mitocondrial

64



Introduccio

afavoreix la seva acumulacio en la matriu mitocondrial a causa del potencial de membrana
negatiu®>2. El mecanisme pel qual el BrEt indueix la deplecié sobre ’ADNmt no esta molt clar,
encara que es sap que aquest agent indueix superenrotllament i canvis en |'estructura de

I’ADNmt2°%253 que dificulten la transcripcié®>

i que també podrien afectar l'accés de la
maquinaria de replicacid, que portaria a la deplecid. L'Us del BrEt ha estat ampliament
emprat en els models de fibroblasts de MDDS?332%, També s’utilitza per crear les cél-lules
RhoO, que no tenen ADNmt com a resultat d’incubar les cél-lules amb BrEt durant llargs
periodes de temps i multiples divisions cel-lulars?®®. Com a alternativa al BrEt també s’ha

proposat I'Us d’analegs de nucleosids que trunquen la replicacié de I’ADN com per exemple

la didesoxicitidina®®’.

En el model d’induccié de deplecié de I’ADNmt amb BrEt primer s’incuben les cél-lules amb
BrEt durant uns dies (el nombre de dies varia segons I’experiment, pero és al voltant de 10
dies) per induir la seva deplecié. Posteriorment, es retira el BrEt i es quantifica ’ADNmt a
diferents temps i en diferents condicions experimentals per monitorar I’evolucié del seu

nombre de copies.

Alternativament a I'Us de fibroblasts esta I'is de mioblasts. Els mioblasts es poden obtenir
directament de bidpsia muscular?®®, mitjancant un procediment invasiu o mitjancant la
diferenciacié de fibroblasts cap a mioblasts in vitro mitjangant I'Gs del factor diferenciador
de muscul MyoD?°. Els mioblasts tenen I'avantatge que representen un dels teixits més
afectats en els pacients, tot i que a vegades tampoc mostren deplecié de 'ADNmt i cal induir-

la amb BrEt?*.

Tots aquests models han servit a I’estudi de la replicacié de 'ADNmt pel que fa al seu nombre
de copies. La preséncia de delecions multiples no s’ha observat?® o no s’ha estudiat®*® en

aquests models experimentals.

2.4.5.2. Models in vivo

Els models de MDDS in vivo s’han desenvolupat en diferents organismes com sén el model
que té una polimerasa gamma susceptible de fer errors en Caenorhabditis elegants?°, els

261

models de peix zebra (Danio rerio) KO per polg®t, per mpv172%2283, per sucla2*! o per
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dguok?* o el model KO per Dguok en rata (Ratus novergicus)?*®®, encara que la majoria de

models s’han fet en ratolins (Mus musculus) (Taula 2.7).

De tots els models animals de MDDS, en destaquem dos, que son els que s’han utilitzat en

aquesta tesi: el ratoli KO per Tk2 (Tk27°)%%% i el ratoli KO per Dguok (Dguok”-)?’.

2.4.5.2.1. Ratoli KO per Tk2

El ratoli KO per Tk2 (Tk27") generat a I'any 20082%, es va obtenir reemplacant I'exé IV i part
del V del gen per un cassette de resisténcia a neomicina. La regio delecionada de Tk2 codifica
el lloc d’unié al substrat de I'enzim, que és essencial per a que aquest dugui la seva funcio,

de manera que els ratolins homozigots KO manquen activitat TK2.

Els ratolins heterozigots per I’al-lel KO de Tk2 tenen una aparenga normal, de forma coherent
amb I’heréncia recessiva del déficit de TK2 i els ratolins homozigots KO per Tk2 sén viables i
també tenen una aparenca normal fins als 7 dies d’edat, moment a partir del qual s’observa
un retard en el creixement respecte als animals salvatges o wild-type (WT). A partir d’aquest
moment, els ratolins KO per Tk2 presenten una alta mortalitat a partir de les dues setmanes

de vida i cap animal viu més de 30 dies.

Quan es va estudiar ’ADNmt en aquest model es va veure que el muscul esqueléetic, el cor,
el fetge i la melsa dels ratolins KO per Tk2 mostraven un nombre de copies similar al dels
animals WT en el moment del naixement mentre que el cervell i teixit adipds ja mostrava
deplecié en aquest moment. Als 14 dies d’edat la deplecié es mostrava en tots els teixits
esmentats amb una reduccié que anava del 40 al 80%. Tot i haver deplecid, no es va descriure

preséncia de delecions multiples o mutacions puntuals sobre I’ ADNmt2®,

Pel que fa a I'estudi histologic, no es van veure anormalitats en cap teixit excepte en cor,
fetge i teixit adipds subcutani. Els ratolins KO per Tk2 mostraven fibres desorganitzades en
el cor i disrupcions de les crestes mitocondrials als 14 dies d’edat. En aquesta edat també es
va veure un increment de vesicules lipidiques intracel-lulars en el fetge i una disminucié quasi
completa del teixit adipds subcutani que causava hipotermia i tremolors en els animals.
L’expressio de gens relacionats amb el metabolisme de dNTPs només es va estudiar en fetge
de ratolins de 7 dies on no es va veure cap efecte compensatori en els ratolins que mancaven

TK2266,
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Taula 2.7. Models de ratoli amb afectacions en gens relacionats amb les MDDS. En la taula s’indica la modificacié genética, el teixit que expressa la

modificacié genética, el seu efecte sobre ’ADNmt i la referencia on es descriu el model.

Modificacio
genetica

Teixit

Afectacié sobre ’ADNmt

Introduccid

Referéncia

Polg
Polg
Polg
Polg2
Twnk
Rnaseh1
Rnaseh1
Mgmel
Rrm2b
Tymp i Upp1
Tk2
Tk2
Tk2
Tk2
Dguok
Dguok
Opal
Mpv17
Slc25a4
Sucla2
Sucla2 i Suclg1
Fbxl4

Polg9s5c/vassc
Polg’-
PolgD257A/D257A
Polg2-
Twhnkdup353-365
Rnaseh1”-
Rnaseh1”/-
Mgmel”
Rrm2b”-
Tymp”7-Upp”-
Tk2/-
Tk27
Tk2H126N/H126N
Tk27
DguokFIBUS/F18OS
Dguok’
Opal*
Mpv17+/-
Slc25a4+
Sucla2”-
Sucla2*/Suclg1*/-
Fbxl47-

Cor
Ubicu
Ubicu
Ubicu
Ubicu
Ubicu

Cor i muscul esquelétic

Ubicu
Ubicu
Ubicu

Cor i muscul esquelétic

Fetge
Ubicu
Ubicu
Ubicu
Ubicu
Ubicu
Ubicu

Cor i muscul esqueletic

Ubicu
Ubicu
Ubicu

Deplecio en cor
Deplecid en embrions i letalitat embrionaria
Delecions multiples i mutacions puntuals
Deplecié en embrions i letalitat embrionaria

Deplecio en cervell. Delecions multiples en cervell i muscul esquelétic

Deplecié en embrions i letalitat embrionaria
Deplecié i delecions multiples en cor i muscul esquelétic
Deplecié i delecions multiples en cor, cervell, fetge i ronyons.
ADNmt no estudiat
Deplecié en cervell
Deplecio en cor i muscul esquelétic
Deplecio en fetge
Deplecié en cervell, muscul esquelétic, ronyons i cor
Deplecié en muscul esquelétic, cervell, fetge, teixit adipds i melsa
Deplecio en fetge, cervell i glandula adrenal
Deplecié en fetge, muscul esqueletic, cervell i cor
No hi ha deplecié en mostres d’orella
Deplecio en fetge i muscul esquelétic
ADNmt no estudiat
Deplecié en embrions i letalitat embrionaria
Deplecio en cervell i fetge
Deplecié en embrions
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38
274
275
135
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266
279
267
280
281,282
283
284
285
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Quan es va estudiar el muscul esquelétic en profunditat es va veure que I'estructura dels
mitocondris estava alterada i els mioblasts de ratolins KO per Tk2 proliferaven i es
diferenciaven menys cap a miotubs que els dels animals WT, fet que contribueix al fenotip

miopatic del déficit de TK2 en ratolins?8e,

Aquest model, de forma semblant al que passa amb molts dels models animals de MDDS, no
mostra exactament la patologia observada en humans, ja que els pacients amb déficit de

191 ‘mentre que aquest model muri, encara

TK2 presenten principalment afectacié miopatica
que té una deplecid marcada en el muscul esqueléetic, té una afectacié més clara en el

sistema nervios.

Aquest model ha estat utilitzat posteriorment per introduir la desoxiribonucleosid kinasa
(dNK) de Drosophila melanogaster (Dm-dNK), que, a diferéncia de la TK2, pot fosforilar els
quatre dNs. Aquesta estrategia va aconseguir un increment en la fosforilacié de la dThd, amb
el conseglient augment del dTTP, que va evitar la deplecié de I’ADNmt en cervell i muscul
esqueléetic. A més, en consonancia amb el notable augment del dTTP en muscul esquelétic
(un increment de més de 100 vegades respecte als valors de ratolins WT) i 'augment del
dATP, dCTP i dGTP (de 2 a 5 vegades respecte a ratolins WT), tant els ratolins WT com KO
per Tk2 que expressaven el gen Dm-dNK van mostrar un augment d’enzims catabolics com
la TP, ’'ADA, la CDA i la PNP. Com a resultat de I'augment de dNTPs i de la reversio de la
deplecié de TADNmt en cervell i muscul esquelétic, la supervivencia dels ratolins KO per Tk2
que expressaven Dm-dNK van ser igual a la dels ratolins WT, tot i tenir deplecio en el fetge.
A més, els ratolins KO per Tk2 que expressaven Dm-dNK no van patir cap alteracid, excepte
tenir una quantitat menor de teixit adipds subcutani i visceral, que feia que aquests ratolins
fossin més petits que els WT287:288 tot indicant el paper especific i indispensable de TK2 en

el metabolisme lipidic en el fetge.

Addicionalment, existeix un model Kl per Tk2, al qual se li han introduit el canvi H126N en la
proteina?’®. El fenotip d’aquest ratoli és molt similar al KO per Tk2 presentat anteriorment2°®,
ja que el Kl presenta debilitat muscular als 10 dies i cap individu viu més de 24 dies. A més,
aquest model presenta alteracions en el contingut mitocondrial de dNTPs en cervell i fetge i

deplecié de ’ADNmt en cervell, muscul, ronyd, cor i medul-la espinal.
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2.4.5.2.2. Ratoli KO per Dguok

El ratoli KO per Dguok (Dguok”) es va generar 'any 2019 eliminant I'exé 2 del gen?’. El
desenvolupament dels ratolins KO per Dguok en les primeres etapes és com el dels animals
WT, fins a la setmana 6, quan s’observa una disminucié de pes en els dos sexes degut a una
pérdua de teixit adipds. Pel que fa a la supervivencia, els ratolins KO per Dguok no van
presentar més mortalitat, almenys fins als 5 mesos d’edat, que és I'edat maxima de

seguiment que es va fer en la primera caracteritzacié del model.

Pel que fa a ’ADNmt, els ratolins KO per Dguok presenten una deplecid quasi total als 2i 5
mesos d’edat en fetge. El cervell, cor i muscul esquelétic també mostraven deplecid pero no
tan marcada. Com a resultat de la deplecio de ’ADNmt en el fetge hi havia una reduccié dels
components de la CTE codificats per ’ADNmt, pero no dels que estan codificats per I’ADNn.
La reduccid dels components en el muscul esquelétic també hi és present pero no de forma

tan marcada®®’.

Com que aquest ratoli mostra un fenotip d’afectacié hepatica, similar al que s’ha vist en
molts pacients amb mutacions en DGUOK, s’ha estudiat aquest organ en profunditat en el
model muri i s’ha vist que aquest té més cél-lules en replicacid i més estres oxidatiu que
s’associa a dany hepatic i que es corrobora amb I'augment de les transaminases alanina
aminotransferasa (ALT) i aspartat aminotransferasa (AST). A més, a nivell hepatic hi ha una
activacio del catabolisme de lipids, els components de I’enzim RNR (RRM1 i RRM2), claus en
la sintesis de dNTPs per la via de novo, mentre que els nivells d’expressié d’enzims de la via

de salvament com sén TK2 i dCK no estan augmentats?®’.

Posteriorment, I'any 2021, es va publicar un altre treball pel mateix grup on aprofundien
més en la caracteritzacié del fenotip i feien un seguiment en edats més avancades en el
mateix model muri. En aquest estudi es va observar el mateix grau de deplecié en tots els
teixits estudiats als 12 mesos d’edat?®°. Addicionalment, es va observar una caiguda dels
nivells de proteines que formen part de la CTE de codificacié mitocondrial i nuclear, pero no
dels seus ARNm. Al mateix temps també es va veure una caiguda en |'expressié de proteines
involucrades en la traduccié mitocondrial i dels ARNt codificats per I’ADNmt, tot suggerint

una resposta compensatoria a nivell de transcripcio de components de la CTE que era
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truncada per la falta de traduccid. Finalment, també es va veure un canvi metabolic en els
ratolins associat amb I'edat: en les primeres etapes hi havia més expressio de gens implicats
en el metabolisme de la serina i folat, mentre que en les etapes més avangades hi havia més

expressié de gens implicats en el cicle de Krebs?®.

2.4.6. Tractament de les MDDS

Actualment no hi ha una cura per a cap MDDS i les aproximacions terapeutiques estan
limitades al tractament d’alguns dels simptomes de forma inespecifica o no dirigida.
L’avantatge d’aquests tractaments és que es poden aplicar a molts pacients amb malalties
mitocondrials independentment de la seva causa genética, encara que la seva eficacia és

limitada, ja que no actuen de forma especifica sobre la causa directa de la patologia.

Algunes d’aquestes terapies sén I'Gs d’antiepiléptics per tractar les convulsions?®,
alimentacié nasogastrica per tractar el déficit alimentari, ventilacié artificial o traqueotomia
per tractar la disfuncié respiratoria o operacions quirdrgiques per corregir la ptosi o les males
postures com I'escoliosi o la cifosi’t. Addicionalment, s’han proposat intervencions
nutricionals com poden ser alimentacié continua per evitar hipoglucémia’* o dietes
cetogéniques riques en acids grassos per estimular la B-oxidacié?®1. També s’ha proposat la
suplementacié de components de la CTE com succinat o ubiquinona en pacients amb
mutacions en MPV17%2, levocarnitina, carnitina, coenzim Q10, idibenona o vitamines C, E o

del grup B?%. Tot i aixi, 'eficacia de la suplementacid no esta molt clara**.

A part de les terapies generals esmentades s’han desenvolupat terapies dirigides que
intenten solucionar algun dels problemes especifics que presenta la malaltia. Aquestes
estrategies, com que son dirigides, no es poden aplicar a tots els pacients amb patologies

mitocondrials i van adregades a pacients amb causes fisiopatologiques comunes.

Un exemple d’us d’estratégies dirigides son els diversos tractaments proposats per MNGIE.
Tal com s’ha descrit en la Seccid 2.2.5, en aquesta malaltia hi ha una acumulacié sistéemica
de dThd i dUrd que causa un augment de dTTP i deplecié de dCTP®. Com una de les causes
de la patologia és I'acumulacié de dTTP secundari a I'acumulacié de dThd s’ha plantejat

I’'hnemodialisi per a eliminar I'excés d’aquest metabolit que esdevé toxic. La limitacié d’aquest
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procediment és que la dThd s’elimina de forma transitoria i torna a augmentar a les poques

hores d’aturar el tractament!?°,

Una alternativa per al tractament de MNGIE és el reemplagament enzimatic. S’ha plantejat
I’encapsulacio ex vivo de I'enzim TP d’E.coli recombinant en eritrocits propis del pacient.
D’aquesta manera la TP recombinant dels eritrocits contribueix a baixar les concentracions
de dThd idUrd plasmatics?®>. Aquesta terapia té la limitacié que encara que hi ha una baixada
en la concentracio de dThd i dUrd, aquesta no arriba als nivells de les persones sanes i cal
fer periddicament la infusié d’eritrocits amb la TP recombinant funcional?®®??’. Finalment,
com que la TP esta altament expressada en plaquetes, limfocits i fetge, i aquests actuen com
a lloc de catabolitzacié de la dThd i dUrd sistémiques?®®2%° s’ha proposat el transplantament

301 com a terapia, de manera que el nou organ que si que té TP

de moll d’6s3% o de fetge
funcional pot eliminar I'excés dels dos dNs. Aquest dos ultims procediments, tot i eliminar
de forma definitiva I’excés de dThd i dUrd, sén procediments molt agressius (especialment
el transplantament de moll d’ds) i cal valorar la seva aplicacié depenent de I'estat de salut

del pacient amb MNGIE 302,

El transplantament de fetge també s’ha dut a terme en pacients amb mutacions en DGUOK,
MPV17 i POLG on hi ha una greu afectacié hepatica, tot i que com que aquestes malalties
son multisistémiques, no s’aconsegueix curar la malaltia i només hi ha una millora en la

simptomatologia hepatica, que, d’altra banda, sol ser la causa de la mort3%,

La terapia génica també s’ha proposat com a via per introduir un gen que doni lloc a una
proteina funcional que supleixi la disfuncional present en el pacient. Aquesta estrategia
només ha estat desenvolupada en fases precliniques en ratolins mutants per Sic25a4, on

304 "en ratolins KO per Mpv17, on s’ha revertit la deplecié de

s’ha revertit el fenotip histologic
I’ADNmt i el déficit del sistema OXPHOS en fetge3® o en el model muri de MNGIE, on s’ha
observat una reduccié dels nucleosids en plasma en ratolins tractats amb un vector que tenia

com a diana el teixit hematopoétic3® o el fetge3°73%8,

Una altra aproximacié terapéutica dirigida per al tractament de les MDDS és la
suplementacié amb dNs, en la qual es centra aquesta tesi i es desenvolupa en la segiient

seccio.
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2.4.6.1. Tractament amb dNs de MDDS relacionades amb el metabolisme de

dNTPs

El tractament de les MDDS amb dNs té el seu origen en I'Us de desoxiribonucleosid
monofosfats (ANMPs) en MDDS causades per mutacions en gens relacionats amb el
metabolisme dels dNTPs. L’any 2003 es va testar in vitro el tractament amb monofosfats de
purina (dAMP i dGMP) en fibroblasts amb mutacions en DGUOK. Donat que les cél-lules amb
mutacions en DGUOK tenen una perdua total o parcial de funcié de I'enzim codificat per
aquest gen (dGK) i no poden fosforilar els dNs de purina cap a monofosfat en el mitocondri
(Figura 2.4), es va proposar una terapia de bypass amb I'administracié dels monofosfats, que
son el producte de la reaccid catalitzada per aquest enzim. Aquest estudi va mostrar que el
tractament combinat dels dos monofosfats prevenia la deplecié de ’ADNmt observat en les

cél-lules dels pacients3%,

Dos treballs posteriors en cél-lules amb mutacions en DGUOK, un a I'any 2009 on es
tractaven miotubs amb dAMP i dGMP?>% i un a I’any 2012, on es tractaven fibroblasts de pell
i miotubs diferenciats a partir de fibroblasts amb dAMP i dGMP3!°, van mostrar que el

tractament amb monofosfats també revertia la deplecié de I’ADNmt.

Tot i aixi, es sap que els nucleodtids sén compostos carregats que no poden travessar
membranes, ja que no existeixen transportadors en la membrana plasmatica que permetin
el seu pas i, a més, aquests sén desfosforilats per les fosfatases i exonucleotidases®®3%, |a
qual cosa plantejava interrogants sobre el mecanisme bioquimic subjacent a aquests
resultats. Per aquest motiu, en un estudi posterior, es va administrar a fibroblasts amb
mutacions en DGUOK els monofosfats de purina (dAAMP i dGMP) i el seu efecte es va
comparar amb el que s’observava tractant les mateixes cél-lules amb els dNs (dAdo i dGuo),
els dos substrats de I'enzim dGK. Els resultats van revelar que I’efecte positiu del tractament
amb monofosfats també s’observava si es tractava amb els dNs. Aquests resultats es van
interpretar com a que els monofosfats son compostos amb carrega que no poden creuar
membranes i sén desfosforilats per ectonucleotidases en I’espai extracel-lular cap a dAdo o
dGuo, que si que poden difondre cap a l'interior de la cel-lula, gracies a I'accié de

transportadors especifics®. La dAdo i dGuo, que sén els dos substrats de la dGK (I'enzim

mutat en els pacients), no es poden fosforilar (0 només parcialment) a nivell mitocondrial
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per aquest enzim en les cél-lules deficients en dGK, pero si que poden ser fosforilats per
I'equivalent de la dGK en el citosol, la dCK, que és funcional en els pacients, i els
desoxiribonucleotids generats en el citosol poden entrar al mitocondri incrementant la
quantitat de dNTPs® (Figura 2.4). De fet, I'Gs de dAdo + dGuo també es va provar en un
treball anterior mostrant eficacia en la replicacié de ’ADNmt en fibroblasts d’un pacient amb

mutacions en DGUOK3'?,

L'4s de dNMPs també es va plantejar per al tractament de MDDS causades per mutacions
en un altre gen involucrat en el metabolisme de dNTPs: TK2. En aquest cas, el model de ratoli
Kl de Tk2%78 va ser tractat per via oral amb els monofosfats de pirimidina (dCMP i dTMP), que
son els productes de la reaccid catalitzada per I'enzim TK2 amb la idea de fer un bypass a
I’enzim disfuncional (Figura 2.4), tal com s’havia plantejat amb les cel-lules amb mutacions
en DGUOK?®, En aquest cas, els ratolins van mostrar un increment del contingut d’ADNmt,

millora dels defectes en la CTE i van experimentar un augment en la supervivéncia3!3.

Com s’ha indicat anteriorment, els monofosfats no poden creuar membranes i sén
desfosforilats cap a dNs per entrar a la cél-lula®311314 de manera que en un treball posterior
es va comparar |'efecte del tractament amb monofosfats de pirimidina (dCMP i dTMP) amb
el tractament amb dNs de pirimidina (dCtd i dThd) en el mateix model de ratoli KI per Tk2.
Els dNs de pirimidina sén el substrat de la TK2, pero també dels seus dos enzims equivalents
en el citosol, la dCK i la TK1, que son funcionals en el ratoli Kl per Tk2 i poden fosforilar
aquests dos compostos cap a dCMP i dTMP, que poden ser importats al mitocondri i
incrementar els dNTPs (Figura 2.4). En aquest treball es van veure els mateixos efectes
positius amb el tractament amb dNs que amb els monofosfats3'>316, demostrant que I'efecte

dels monofosfats és a través de la desfosforilacié previa cap a dNs.

Un treball similar portat a terme sobre el ratoli KO per Tk2?%% també va mostrar que els
efectes del tractament oral amb dCtd i dThd eren idéntics als observats amb dCMP i dTMP
(tant els efectes sobre el nombre de copies de 'ADNmt com sobre la supervivéncia)3'’.
Tenint en compte que aquests ratolins eren KO per a Tk2 (per tant, tenien absencia absoluta
d’activitat TK2), es va confirmar que I'efecte dels dNs és a través de la seva fosforilacié per

la dCK i TK13Y. D’aquesta manera, en el cas del déficit de TK2, la terapia amb dNs causa una
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sobrecarrega de dCtd i dThd que estimula la via de salvament citosolica a través dels enzims
dCK i TK1, respectivament, cap a la formacié de monofosfats (dCMP i dTMP,
respectivament), que poden ser importats al mitocondri pels transportadors de pirimidines
PNC1 i PNC2316, incrementant els nivells dels dNTPs en el mitocondri i fent un bypass a la
falta de TK2 (Figura 2.4). Per aquest motiu a aquest mecanisme terapéutic se I’ha anomenat

com a terapia estimulada pel substrat3?®,

En base als bons resultats del tractament amb dNMPs i dNs en els ratolins amb déficit de
TK2, el tractament amb dCtd + dThd es va aplicar de forma compassiva a una dosi oral de
400 mg/kg/dia en un estudi de 16 pacients amb déficit de TK2 durant un periode de temps
que va d’11 a 47 mesos3®, El tractament va canviar la historia natural de la patologia, ja que
entre altres millores en la funcié motora, respiratoria i pes corporal, es va observar un clar
efecte positiu en la supervivéncia. Sense tractament només el 27% dels pacients amb debut
en la infancia i amb manifestacions greus sobreviuen després dels 2 anys del diagnostic®®?,
mentre que amb el tractament tots els pacients d’aquest subgrup estaven vius durant aquest
periode de temps®?, i de fet, continuen vius actualment (Figura 2.6). Addicionalment, el
tractament no va causar efectes adversos greus i només va provocar diarrea en alguns
pacients, que es va corregir ajustant la dosi i un augment de transaminases en dos pacients
que es va corregir aturant el tractament3® Un estudi posterior va avaluar més
profundament I'efecte del tractament sobre la funcidé respiratoria, que esta afectada en
pacients amb déficit de TK2, i es va veure millora en alguns dels simptomes3'°. Actualment,
I’Gs dels dNs de pirimidina per al tractament del deéficit de Tk2 es troba en un assaig clinic

actiu (NCT03845712).

Recentment, s’ha proposat i assajat la terapia combinada d’administracié de dNs de
pirimidina i terapia genica per al tractament del deficit de TK2 utilitzant el model muri KI per
Tk2. Els resultats de I'estudi mostren que amb la terapia combinada s’incrementa el
contingut d’ADNmt en fetge i ronyo, a part d’allargar-se notablement la supervivéncia dels

ratolins, tot indicant un efecte sinérgic entre les dues intervencions terapéutiques 3%°,
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Figura 2.6. Supervivencia dels pacients amb déficit de TK2. El grafic mostra en gris la supervivencia de
pacients amb deéficit de TK2 no tractats (obtinguda a partir de la historia natural de la malaltia) i, en
negre, la supervivéncia dels pacients amb déficit de TK2 que han rebut tractament amb dCtd i dThd. En
la linia de punts superior s’indica la supervivéncia del grup de pacients tractats des que es va publicar
I’estudi fins a I'actualitat. Imatge modificada a partir de 318

L'Us de dNs també s’ha proposat en el tractament de MNGIE, on hi ha un excés de dThd que
inhibeix competitivament la TK2 per a la fosforilacié del seu altre substrat, la dCtd. Aixo
resulta en una deplecié secundaria de dCTP (Seccio 2.2.5). L’administracié exogena de dCtd
podria compensar aquesta inhibicid i revertir la deplecié del dCTP i en conseqliéncia de

I’ ADNmt8130,

Per altra banda, I"is de dNs i dNMPs s’ha testat en cél-lules amb mutacions en un altre gen
associat al metabolisme de dNTPs: la RRM2B. Aixi doncs, s’ha comprovat que miotubs amb
mutacions en RRM2B no reverteixen la deplecié sobre ’ADNmt amb I'addicié de dNMPs?>?
mentre que fibroblasts amb unes mutacions diferents en RRM2B si que mostren reversié de

la deplecié quan es tracten amb dAdo, dCtd i dGuo3?..

2.4.6.2. Tractament amb dNs de MDDS no relacionades amb el metabolisme
de dNTPs

El tractament amb dNMPs o dNs no només s’ha proposat per a MDDS causades per
mutacions en gens que participen en el metabolisme dels dNTPs, sind que també s’ha assajat
de forma preclinica in vitro en models de MDDS causades per mutacions en gens que no

participen directament en el metabolisme dels dNTPs. Un exemple d’aquest Us és el
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tractament amb dNs en fibroblasts amb mutacions en MPV17, que van evitar la deplecié de

I’ADNmt observat en les cél-lules no tractades?'’.

També s’ha testat I'efecte dels ANMPs en dos models in vitro de déficit de POLG: en miotubs
obtinguts del pacient i en miotubs diferenciats a partir de fibroblasts obtinguts del pacient.
En el cas de miotubs primaris, el tractament amb dAMP i dGMP va revertir de forma lleu la
deplecid observada en les cél-lules?®®, mentre que els miotubs diferenciats a partir de

fibroblasts revertien la deplecié de ’ADNmt amb el tractament amb els 4 dNMPs?%°.

A part dels dos models in vitro en déficit de POLG esmentats anteriorment, hi ha un tercer
treball més recent que es centra en I'Us dels dNs, en comptes dels monofosfats. En aquest
treball es va veure que els fibroblasts primaris de pacients amb mutacions que afecten
diferents dominis de la proteina POLG revertien totalment la deplecié induida de 'ADNmt
en preséncia dels 4 dNs233. L’efecte dels dNs en I'estimulacié de la replicacié de 'ADNmt
també va ser reportat en un altre model cel-lular que consistia en cél-lules mare neurals

diferenciades a partir de fibroblasts portadors de mutacions en POLG?2,

L’eficacia dels dNs en els models de déficit de POLG, que és un gen relacionat amb el
metabolisme de dNTPs i, per tant, no presenten una deficiéncia en la capacitat de sintesi
d’aquests compostos, pot ser deguda a una estimulacié de la replicacié de ’ADNmt induida
per I'activacio de la polimerasa gamma pels seus substrats, els dNTPs, que han augmentat la
seva concentracié gracies a la suplementacié amb dNs?33, Aquesta observacié feta en el
laboratori de recerca on s’ha desenvolupat aquesta tesi obre la porta a pensar que els dNs,
a través de l'increment de les concentracions de dNTPs, poden estimular la replicacié de
'ADNmt i, per tant, revertir la deplecié d’aquest no només en situacions on hi ha
concentracions alterades de dNTPs degudes a una mutacié en un gen relacionat amb el seu
metabolisme (tal com s’ha vist en els casos de mutacions en TK2, DGUOK o RRM2B), sind
gue també en altres MDDS causades per mutacions en gens relacionats amb altres funcions,
com son la replicacié de I’ADN (com és el cas de POLG), la dinamica mitocondrial o altres
funcions que tenen una relaci6 amb el manteniment de 'ADNmt de forma encara

desconeguda (com el cas de MPV17). Per aquest motiu, un bloc d’aquesta tesi es centra en
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avaluar l'eficacia del tractament amb dNs quan aquest s’expandeix a altres MDDS no

causades directament per afectacions del metabolisme de dNTPs.

Tal com s’ha indicat, I'objectiu del tractament amb dNs és incrementar algun dels dNTPs que
es troba reduit en els pacients o incrementar els 4 dNTPs per estimular la replicacio de
I’ADNmt. Les dues situacions poden crear un desequilibri dels dNTPs que, tal com es descriu
en la Seccié 2.2.5, pot resultar genotoxic. Es per aquest motiu que en alguns treballs on
s’estudiava I'eficacia d’aquest tractament també es va estudiar el seu potencial efecte
mutagénic. De tots els treballs esmentats que utilitzen dNs o dNMPs com a tractament
només dos exploren aquesta possibilitat. El primer estudia el potencial efecte mutagenic de
la combinacié de dAMP i dGMP observant la morfologia cel-lular i la taxa de divisio cel-lular
i ho complementa estudiant la preséncia de delecions sobre ’ADNmt mitjancant PCR llarga
i 'estat de ’ADNn mitjancant un array Comparative Genomic Hybridisation (CGH)?*%. L'array
CGH es basa en I'Gs de sondes marcades amb fluorescéncia que hibriden amb diferents zones
de 'ADNn, de manera que quantificant la fluorescencia s’obté la quantitat relativa d’aquella
regid de I’ADN, que es pot comparar amb una mostra control per identificar insercions o
delecions en el genoma3®??. Aquesta técnica, pero, té la limitacid que no permet identificar
mutacions puntuals a nivell de nucleotid, inversions, translocacions o mutacions a baixa
freqliencia (menor al 30%). El segon treball®®® explora la seguretat génica homés sobre
'ADNmt mitjangant I'estudi de presencia de delecions amb PCR llarga i mitjangant la
presencia de mutacions puntuals (transicions, transversions, insercions o delecions) amb
Next Generation Sequencing (NGS), que permet la identificaci6 de mutacions amb

frequiencies molt baixes.

Encara que les dades que s’extreuen dels dos treballs indiquen que no hi ha induccié de
mutacions i reordenaments cromosomics la informacié sobre la seguretat geénica dels
dNMPS o dNs és limitada i es restringeix a un periode d’exposicid al tractament curt i en
condicions in vitro. A més, encara que ’ADNmt s’ha pogut estudiar profundament, gracies a
que es tracta d’'un genoma petit i a I'aplicacié de la NGS, ’ADNn no ha estat estudiat amb la
mateixa profunditat, degut a la seva extensid i complexitat. Per aquest motiu, cal expandir
el coneixement sobre I'efecte dels dNs a ’ADNmt i 'ADNn, amb técniques més resolutives

com és la NGS, en els models in vitro disponibles, aixi com estendre el seu estudi en els
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models in vivo, ja que aquests aporten informacié més fidedigna del seu efecte perque
constitueixen un model d’exposicio al tractament més llarg i en un context fisiologic. Aixi
doncs, com que les dades sobre la seguretat genica del tractament amb dNs son limitades,

un altre objectiu d’aquesta tesi és explorar la seguretat génica del tractament amb dNs.
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Hipotesis i objectius

3.1. Hipotesis

Els treballs previs que estudien I'Gs de dNs per al tractament de les MDDS han mostrat la
seva eficacia tant a nivell preclinic com a nivell clinic (a I'espera dels resultats finals dels
assajos clinics en curs) per a sindromes causades per mutacions en gens que afecten al
metabolisme de dNTPs, com és el cas del déficit de TK2. Aquest tractament també ha
mostrat eficacia en estudis preclinics per a MDDS causades per mutacions en gens que no
participen directament en el metabolisme dels dNTPs, com és el cas de cel-lules amb

mutacions en POLG i MPV17. Aquests resultats previs ens fan plantejar la primera hipotesi.

e Hipotesi 1: Els dNs, a través de I'increment de les concentracions de dNTPs, poden
estimular la replicacié de 'ADNmt i, per tant, revertir la deplecié en el nombre de
copies d’aquesta molécula no només quan hi ha mutacions en un gen directament
relacionat amb el metabolisme d’aquests compostos, sind que també en altres

MDDS causades per mutacions en gens amb altres funcions.

El mecanisme d’accié del tractament basat en I'administracié de dNs comporta alteracions
en les concentracions i proporcions relatives dels dNTPs intracel-lulars que poden resultar

genotoxiques. Aquesta nocid ens fa plantejar la segona hipotesi:

e Hipotesi 2: La suplementacié amb dNs per al tractament de les MDDS causa
alteracions en les concentracions de dNTPs que poden estimular la replicacié de

I’ADNmt perd que no resulten genotoxiques ni per TADNmt ni per I’ADNn.

El mecanisme terapéutic dels dNs requereix la seva entrada a les cél-lules i la seva fosforilacié
cap a dNTPs en el citosol o en el mitocondri per la via de salvament. Tot i que es coneixen
les kinases implicades en aquesta activacid i s’ha estudiat el seu rol en aquesta terapia en
treballs anteriors, els mecanismes d’entrada dels dNs a la cel-lulai al mitocondri en el context
de les MDDS i del tractament amb dNs no han estat estudiats anteriorment. Aix0 porta a

plantejar la tercera hipotesi:

e Hipotesi 3: El transportador equilibratiu de nucleosids ENT1 és un mediador

necessari en el mecanisme terapeutic dels dNs per a les MDDS.
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3.2. Objectius

Objectius per verificar la hipotesi 1:

e  Objectiu 1.1: Estudiar in vitro I'eficacia del tractament amb dNs utilitzant cultius
primaris de fibroblasts de pell de pacients amb MDDS causades per mutacions en
diferents gens, participin o no, en el metabolisme de dNTPs.

e  Objectiu 1.2: Estudiar in vivo I'eficacia del tractament amb dNs de purina en el

model de ratoli KO per Dguok.

En tots els casos, el biomarcador d’eficacia del tractament sera el nombre de copies

d’ADNmt en les cel-lules i organs estudiats.
Objectius per verificar la hipotesi 2:

e  Objectiu 2.1: Estudiar la seguretat génica del tractament amb dNs sobre ’ADNmt
en models in vitro de MDDS.

e  Objectiu 2.2: Estudiar la seguretat génica del tractament oral amb dNs sobre
I’ADNmt en dos models in vivo de MDDS: el ratoli KO per Tk2 tractat amb dNs de
pirimidina i el ratoli KO per Dguok tractat amb dNs de purina.

o  Objectiu 2.3: Estudiar la seguretat genica del tractament amb dNs de pirimidina
sobre ’ADNmt i 'ADNn en mostres de sang de pacients amb deficit de TK2

sotmesos a tractament oral cronic amb aquests compostos.

Les principals variables a estudiar com a indicadors de la possible genotoxicitat seran el
nombre de canvis trobats en la sequéncia de 'ADNmt (o ADNn) en comparacié amb la

seqliéncia referéncia i la preséncia de delecions multiples en ADNmt.
Objectius per verificar la hipotesi 3:

e  Objectiu 3.1: Estudiar el rol del transportador de nucleosids ENT1 tant en el fenotip
dels ratolins amb deéficit de TK2 com en |'efecte terapéutic dels dNs de pirimidina

administrats com a tractament per aquesta malaltia.

Les principals variables a estudiar en el marc d’aquest objectiu seran la supervivéncia dels

animals i la biodisponibilitat dels dNs administrats.
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Material i métodes

4.1. Dissenys experimentals

4.1.1. Estudis d’eficacia i seguretat genica del tractament amb dNs en

cultiu cel-lular

L’eficacia i seguretat génica del tractament amb dNs es va testar en fibroblasts obtinguts a
partir d’'una biopsia de pell de controls sans i de pacients amb variants patogéniques en
diversos gens associats a MDDS (Taula 4.1). Les biopsies de pell o, en la majoria dels casos,
els fibroblastos ja aillats, van ser cedits per a aquests i altres estudis pels nostres
col-laboradors clinics i formen part de la col-lecci6 de mostres C.0003899, registrada al

Registro Nacional de Biobancos (Instituto de Salud Carlos Ill) I'lany 2016.

Els experiments in vitro es van portar a terme en condicions de quiescencia perquée
s’assemblen més a |’estadi dels teixits diferenciats, que son els afectats en les MDDS. A més,
les cel-lules en quiescencia presenten concentracions endogenes de dNs i dNTPs reduides i
molt depenents de la ruta de salvament®, la qual cosa afavoreix I'impacte de I'addicié dels

dNs.

Quan s’estudia la deplecié de I’ADNmt en fibroblasts hi ha dues possibilitats: algunes
cél-lules amb determinades mutacions en alguns gens mostren deplecié de I'’ADNmt,
normalment en condicions de quiescéncia®?'’, mentre que en la majoria de casos les
cel-lules no mostren deplecid. En el primer cas, com que les cél-lules ja mostren deplecié per
elles mateixes, es pot assajar I'efecte dels dNs sobre el nombre de copies de TADNmt. Aquest
és el model de deplecié espontania de ’ADNmt. En el segon cas, cal induir préviament la
deplecié de ’ADNmt incubant les cél-lules durant un periode de temps amb BrEt. Un cop el
nombre de copies d’ADNmt ha disminuit, es retira el BrEt i es deixen les cel-lules en cultiu
per veure si poden recuperar el nombre de copies d’ADNmt. Si les cél-lules amb les variants
patogeniques mostren retard en la velocitat de recuperacié de 'ADNmt, es pot testar
I’efecte dels dNs sobre el nombre de copies de 'ADNmt. Aquest és el model d’induccié de

depleci6 de I'ADNmt amb BrEt, que previament ja s’ha utilitzat en diversos

estudis217.233.252,255
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Per tal de decidir si I'eficacia del tractament amb dNs en una linia cel-lular s’estudiava
utilitzant el model de deplecio espontania o deplecid induida es va establir com a criteri que
una linia cel-lular mostrava deplecié de ’ADNmt si el seu nombre de copies es trobava dues
desviacions estandard per sota del valor mitja dels controls en estat de quiescencia (a I'inici
dels experiments (t0), tal i com es defineix aquest punt temporal en els dissenys descrits a

continuacio).

Les uniques linies cel-lulars de les que es tenien dades prévies obtingudes en el nostre
laboratori de que presentaven deplecié espontania de I’ADNmt eren les cel-lules amb
mutacions en DGUOK®, per la qual cosa es va testar I'eficacia i seguretat dels dNs en
aquestes cel-lules només en el model de deplecié espontania de 'ADNmt. Tot i que també
s’havia descrit per un altre grup que les cél-lules amb mutacions en MPV17 utilitzades en

aquest treball presentaven deplecié espontania®’

es va testar |'eficacia i seguretat dels dNs
per aquestes i la resta de cel-lules de pacients induint la deplecié de 'ADNmt amb BrEt i, en
paral-lel, es va explorar també si tenien deplecié espontania. Posteriorment, en aquelles
linies on es va veure que tenien deplecidé espontania de 'ADNmt es va tornar a avaluar

I’eficacia i seguretat utilitzant el model de deplecié espontania de ’ADNmt.
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Taula 4.1. Llista de fibroblasts amb variants patogéniques en gens associats a MDDS utilitzats per
als experiments d’eficacia i seguretat génica del tractament amb dNs. El grup d’edat al qual pertany

el pacient es refereix en el moment en qué se li va fer la biopsia per obtenir els fibroblasts.

Pacient

P1 TWNK p.[Val454Gly] Adult Induida

P2 TWNK p.[Arg357Pro] Adult Induida

P3 TWNK  p.[Ala359Thr] Adult Induida

P4 DNA2 p.[Glu410Lys] Adult Induida

P5 RNASEH1 @ p.[Tyrl63His];[GIn86del] Adult Induida

P6 RRM2B p. [Alal72Thr];[Glu228Lys] Adult Induida

P7 RRM2B p. [Alal72Thr];[Alal72Thr] Adult Induida

P8 TK2 p.[Lys202del];[Lys202del] Adult Induida

P9 TK2 p.[Lys202del];[Lys202del] Adult Induida

P10 TK2 p.[Arg130Trp];[Lys202del] Infantil Induida

P11 TK2 p.[His121Asn];[His121Asn] Infantil Induida

P12 TK2 p.[Asp177Tyr];[Lys202del] Infantil Induida

P13 TK2 p.[Thr108Met];[Thr108Met] Adult Induida

P14 TK2 p.[Lys202del];[Ser51llefs*99] Infantil Induida

P15 TK2 p.[Thr108Met];[Pro227Serfs*9] Infantil Induida

P16 DGUOK p.[Leu250Ser];[Leu250Ser] Infantil Espontania

P17 DGUOK p.[Phe256Ter22];[Glul65Val] Infantil Espontania

P18 OPA1 p.[Leu949Pro] Desconegut Induida

P19 OPA1 p.[Leu949Pro] Desconegut Induida

P20 OPA1 p.[Thr612GInfsX20] Desconegut Induida

P21 OPA1 p.[Argd45His] Desconegut Induida

P22 OPA1 p.[Phe552Leu] Infantil Induida

P23 SPG7 p.[Leu732Pro] Adult Induida

P24 SPG7 p.[Ala510Val];[Ala510Val] Adult Induida

P25 SPG7 p.[Met667Ile];[Met667l1le] Adult Induida

P26 SPG7 p.[Val311del];[Val31ldel] Adult Induida

P27 MPV17 p.[Pro64Arg];[Pro98Leu] Desconegut  Induida i espontania
P28 MPV17 p.[Asp92fs];[Asp92fs] Desconegut = Induida i espontania
P29 MPV17 p.[GIn93Pro];[GIn93Pro] Adult Induida i espontania
P30 SUCLA2 p.[Gly350Ser];[Gly350Val] Infantil Induida

P31 SUCLG1 p.[Ala209Glu];[Ala209Glu] Infantil Induida i espontania
P32 SucCLG1 p.[Gly301Arg];[lle198Leufs*2] Infantil Induida

P33 SUCLG1 p.[Ala209Glu];[Val153_Asn177del] Infantil Induida

87



Material i métodes

4.1.1.1. Model de deplecié induida de ’ADNmt amb BrEt

Aquest model (Figura 4.2) es va utilitzar per assajar I'eficacia i seguretat génica dels dNs en
les cél-lules amb mutacions en TWNK, DNA2, RNASEH1, RRM2B, OPA1, SPG7, MPV17,
SUCLA2 i SUCLG1 i per estudiar la seguretat genica en el cas de cél-lules amb mutacions en
TK2 (Taula 4.1). Els estudis d’eficacia en cel-lules de pacients amb déficit de TK2 no eren
rellevants donat que la terapia basada en I'administracié amb dNs per a aquests pacients es

troba ja en fase clinica3®®,

Les cel-lules es descongelaven i expandien en plaques de cultiu P100 o P150 amb medi
complet (Seccio 4.2.1.2) fins a tenir-ne suficients per poder-les sembrar per a I'experiment.
Un cop es tenia el nombre de cél-lules necessari es sembraven 120.000 — 180.000 cel-lules
per pou en plaques de 6 pous. Al cap de 3 o 4 dies, les cél-lules arribaven a la confluencia i
s’'induia la inhibicié del creixement per contacte entre les cél-lules. En aquest moment,
s’eliminava el medi, es feia un rentat amb tampo fosfat sali (PBS) per eliminar restes de
serum fetal bovi (FBS) i s’aplicava el medi de quiescéncia (Seccié 4.2.1.2) que conté una
proporcié molt baixa de FBS dialitzat (0,1%) (que no conté els dNs que si que estan presents
en el FBS no dialitzat). Mitjangant la supressid practicament total de FBS (substituit per
traces de FBS dialitzat) a part d’induir la quiescéncia per la supressid de factors de
creixement, s’eliminen els dNs presents en el FBS no dialitzat que alterarien les

concentracions experimentals dels dNs utilitzats per tractar les cél-lules.

Després d’incubar els fibroblasts durant 4 dies en aquestes condicions, es recollien les
cél-lules per tripsinitzacié en el primer punt (t0) que informa del nombre inicial de copies
d’ADNmt de la cel-lula. A partir d’aquest moment, es va incubar un grup de cél-lules durant
10 dies amb medi de quiescéncia en abséncia de BrEt per veure si aquestes manifestaven
deplecié espontania de 'ADNmt (Figura 4.1) i un altre grup de cel-lules amb medi de
quiescéncia suplementat amb BrEt 25 ng/mL durant 10 dies, per tal d’induir la deplecié de
’ADNmt (Figura 4.2). Es van recollir les cél-lules per tripsinitzacié en aquest punt i,
seguidament, es va continuar I'experiment només amb les cel-lules en les que s’havia induit
deplecié de TADNmt amb BrEt (Figura 4.2). Es va retirar el tractament amb BrEt, es van rentar
les cel-lules amb PBS i un grup de cél-lules es va incubar Unicament amb medi de quiescencia

mentre que les altres cel-lules es van incubar amb medi de quiescéncia suplementat amb els
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4 dNs (dAdo, dGuo, dCtd i dThd) a una concentracié de 50 UM cada un. Per tal d’evitar la
rapida degradacié de la dAdo catalitzada per I'enzim ADA, en tots els experiments amb
suplementacié de dAdo es va addicionar eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil) adenina (EHNA, potent
inhibidor de I’ADA®) a concentracié de 5 uM. Com que aquest additiu acompanyava en tots
els casos la suplementacié amb dAdo, I'addicié d’EHNA no s’esmenta de manera explicita en
la part de resultats. No es van posar inhibidors de |la degradacio de la resta de dNs perqué
es tenien dades prévies de la seva estabilitat en medi de cultiu?33. En el cas de les cél-lules
amb mutacions en TK2 es va tractar només amb dCtd i dThd, ja que els pacients que estan

sota tractament reben exclusivament aquests dos dNs.

En aquest disseny experimental primer s’incubava amb BrEt per induir la deplecié de
I’ADNmt i posteriorment s’eliminava aquest agent intercalant abans d’aplicar el tractament
amb dNs ja que en estudis previs es va veure que la coincubacié de BrEt amb els dNs no
resultava en una estimulacié de la replicacié de I’ADNmt (Figura Suplementaria 1), mentre
que quan es feia incubant en primer lloc amb BrEt, eliminant-lo i incubant en segon lloc amb

els dNs si que s’observava efecte dels dNs en la replicacié de ’ADNmt2>2,

Els medis amb el tractament es canviaven cada 3 o 4 dies i a dia 20 (t20) i 30 (t30) es recollien
les cel-lules per tripsinitzacio i es congelaven a -20°C per posteriorment fer |'extraccié d’ADN
dels pellets cel-lulars (Seccié 4.2.3.1) (Figura 4.2). Aquests dos punts (t20 i t30) informen de
I’efecte dels dNs sobre el nombre de copies de 'ADNmt. En alguns experiments no es van
poder recollir les cel-lules a dia 30 perqué aquestes presentaven signes d’estres i hi havia
molta mortalitat, la qual cosa va obligar a recollir aguestes cél-lules uns dies abans, tal com
s’indica en els experiments on s’ha procedit d’aquesta manera. En tots els experiments cada

condicio s’assajava per duplicat en dos pous de cultiu diferents processats en paral-lel.

Es va establir que una linia cel-lular no mantenia fenotip de deplecié de '’ADNmt assolit a t10
quan, en retirar el BrEt, el nombre de copies d’ADNmt mostrava una tendéncia a recuperar-

se at20i/o t30.

Utilitzant aquest disseny experimental es va avaluar la preséncia de deplecié espontania de

I’ADNmt (a), I'eficacia (b) i seguretat genica (c) del tractament amb dNs:
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a) La presencia de deplecio espontania de ’ADNmt es va determinar mesurant el nombre
de copies d’ADNmt mitjangant PCR quantitativa (qQPCR) (Seccio 4.2.7) a tO i a t10 sense BrEt
(Figura 4.1).

b) L'eficacia del tractament es va testar mesurant el nombre de copies d’ADNmt amb gqPCR
(Seccic 4.2.7) sobre els ADNs obtinguts at0, t10 amb BrEtiat20it30 amb i sense tractament.
c) La seguretat genica del tractament es va estudiar testant la preséncia de delecions
multiples sobre ’ADNmt mitjangant PCR llarga (Seccid 4.2.8) i la preséncia de mutacions
sobre ’ADNmt mitjangant seqlienciacié massiva (Seccio 4.2.9) en les mostres recollides a t0

i t20 amb i sense tractament (Figura 4.2).

- Nombre de copies - Nombre de copies
d’ADNmt d’ADNmt

T Medi de quiescéncia T

t0 110

4 dies en medi
de quiescéncia

Figura 4.1. Disseny experimental dels estudis per veure si les diferents linies cel-lulars de fibroblasts
mostren deplecio espontania de VADNmt. El medi de quiescéncia es va mantenir durant tot
I’experiment (amb un canvi de medi cada 3 o 4 dies). Cada experiment es va fer per duplicat (dos cultius
de la mateixa linia i la mateixa condicid) i en paral-lel en fibroblasts de controls sans i de pacients.

Addicio de Eliminacio de
BrEt BrEt /Tractament amb dNs
tO‘ ¥ o 20 t30
t
4 dies en medi . 20 30
de quiescéncia l l Sense tractament ll ll
- Nombre de copies  Nombre de copies - Nombre de copies  Nombre de copies
d’ADNmt d’ADNmt d’ADNmt d’ADNmt
- Mutacions sobre - Mutacions sobre
'ADNmt 'ADNmt

Figura 4.2. Disseny experimental dels assajos d’eficacia i sequretat génica dels dNs en fibroblasts
utilitzant el model de deplecié induida de ’'ADNmt. La linia en gris fosc indica el temps en que les
cel-lules estan en medi de quiescencia abans de comencgar I'experiment. La linia en gris clar indica el
temps en que les cél-lules estan incubades amb BrEt (25 ng/mL), les linies en blau indiquen el temps en
que les cél-lules estan exposades al tractament amb dNs (50 uM) i les linies negres indiquen el temps
en que les cel-lules estan exposades al medi de quiescencia sense tractament. El medi de quiescéncia,
amb els additius indicats en cada cas, es va mantenir durant tot I’experiment (amb un canvi de medi
cada 3 o 4 dies). Cada experiment es va fer per duplicat (dos cultius de la mateixa linia i la mateixa
condicid) i en paral-lel en fibroblasts de controls sans i de pacients.
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4.1.1.2. Model de deplecié espontania de '’ADNmt

Aquest model (Figura 4.3) va ser utilitzat per assajar I'eficacia i seguretat dels dNs en les
cél-lules amb mutacions en DGUOK, ja que sabiem que presentaven deplecid espontania de
I’ADNmt en condicions de quiescéncia®®. Quan els experiments per explorar I’existéncia o no
de deplecié espontania (Figura 4.1) van mostrar que algunes altres cel-lules tenien deplecio
espontania també es va utilitzar aquest model en aquests casos (les tres linies amb
mutacions en MPV17 i en una de les tres linies amb mutacions en SUCLG1) (Taula 4.1). La
manera de descongelar, expandir i comencar I'experiment fins a recollir el t0 va ser igual que
per al model de deplecié induida de FADNmt (Seccié 4.1.1.1). A partir d’aquest punt un grup
de cel-lules es mantenia amb medi de quiescencia (condicié sense tractament), mentre que
la resta es tractava suplementant el medi de quiescencia amb els 4 dNs a una concentracié
de 50 uM cada un i EHNA a concentracié de 5 uM. Els medis es canviaven cada 3 0 4 dies i a
dia 10 (t10), 20 (t20) i 30 (t30) es recollien les cél-lules del grup amb i sense tractament per
tripsinitzacié i es congelaven a -20°C per posteriorment fer I'extraccié d’ADN dels pellets
cel-lulars (Seccié 4.2.3.1). En tots els experiments cada condicid s’assajava per duplicat en

dos pous de cultiu diferents processats en paral-lel.

Tractament amb dNs

0 110 t20 130
I
4 dies en medi ~ o t20 130
de guiescéncia Sense tractament “ ll ll
- Nombre de copies - Nombre de copies - Nombre de copies - Nombre de copies
d’ADNmt d’ADNmt d’ADNmt d’/ADNmt
- Mutacions sobre - Mutacions sobre
FADNmt I'ADNmt

Figura 4.3. Disseny experimental dels assajos d’eficacia i sequretat génica dels dNs en fibroblasts
utilitzant el model de deplecio espontania de FADNmt. La linia en gris fosc indica el temps en que les
cel-lules estan en medi de quiescéncia abans de comengar I'experiment. Les linies en blau indiquen el
temps en que les cél-lules estan exposades al tractament amb dNs (50 uM) i les linies negres indiquen
el temps en que les cél-lules estan exposades al medi de quiescéncia sense tractament. El medi de
quiescencia, amb dNs o sense, es va mantenir durant tot I'experiment (amb un canvi de medi cada 3 o
4 dies). Cada experiment es va fer per duplicat (dos cultius de la mateixa linia i la mateixa condicid) i en
paral-lel en fibroblasts de controls sans i de pacients.

L'eficacia del tractament es va estudiar mesurant el nombre de copies de I'’ADNmt

mitjancant qPCR (Seccio 4.2.7) sobre els ADNs obtinguts a t0 i a t10, t20 i t30 amb i sense
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tractament. La seguretat génica del tractament es va estudiar testant la preséncia de
delecions multiples sobre ’ADNmt mitjancant PCR llarga (Secci¢ 4.2.8) i la preséncia de
mutacions sobre ’ADNmt, mitjangant seqiienciacié massiva (Secci¢ 4.2.9) en les mostres

recollides a t0 i t20 amb i sense tractament (Figura 4.3).

4.1.1.3. Estabilitat dels dNs en el medi de cultiu

L’estabilitat dels dNs en medi de cultiu va ser estudiada per tal de veure que aquests no es
degraden rapidament i son biodisponibles per a les cél-lules. En aquest experiment, es van
sembrar 120.000 — 180.000 fibroblasts per pou de controls sans i de pacients amb déficit de
TK2 en plagques de 6 pous, es va deixar que les cél-lules arribessin a confluéncia, es va retirar
el medi, es va rentar amb PBS i es va afegir medi de quiescéncia. Després de 4 dies es va
renovar el medi: a un grup de cél-lules se’ls va afegir medi de quiescencia, mentre que a
I'altre grup de cél-lules se li va afegir medi de quiescéncia suplementat amb el 4 dNs a
concentracio de 50 uM cada un i EHNA a concentracidé de 5 uM, tal com s’havia fet en els
experiments on es mesura I'eficacia i seguretat (Seccid 4.1.1.1 i Seccid 4.1.1.2) (Figura 4.4).
Addicionalment, es van incubar uns pous sense cel-lules amb els mateixos medis amb i sense
dNs. Després de 4 dies (el maxim de dies que les cel-lules estan en el mateix medi en els
experiments de tractament amb dNs in vitro) es va recollir el medi i es van determinar les
concentracions de cada dN i dels seus productes de degradacié mitjancant cromatografia
liquida d’alta resolucié acoblada a deteccid per espectrometria de masses en tandem (HPLC-
MS/MS) (Seccié 4.2.10). En aquest experiment cada condicié s’assajava per duplicat en dos

pous de cultiu diferents processats en paral-lel.

Tractament amb dNs

—— )
4 dies en medi

de quiescéncia

t4
Sense tractament ll

Recollir medi

Figura. 4.4. Disseny experimental de I'estudi de I'estabilitat dels dNs en medi de cultiu. L’experiment
es va fer per duplicat (dos cultius de la mateixa linia i la mateixa condicid) en fibroblasts de controls
sans i uns fibroblasts amb mutacions en TK2. La linia en gris fosc indica el temps en que les cél-lules
estan en medi de quiescéncia abans de comengar I'experiment. La linia en blau indica el temps en que
les cél-lules estan exposades al tractament amb dNs i la linia negra indica el temps en que les cél-lules
estan exposades al medi de quiescéncia sense tractament. El medi de quiescencia, amb dNs o sense, es
va mantenir durant tot I’experiment.
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4.1.2. Estudi de la seguretat genica del tractament amb dNs en el

model de ratoli KO per Tk2

L'eficacia del tractament amb dNs de pirimidina (dCtd i dThd) s’havia estudiat préviament
en el laboratori en el model de ratoli KO per Tk23Y. En aquell estudi es van tractar diariament
ratolins Tk2** i Tk2”7" per sonda oral amb una combinacié de dCtd + dThd a una dosi de 400
mg/kg/dia cada un dissolts en PBS o amb vehicle (PBS). El tractament es va administrar a
partir de 4 dies d’edat fins a una edat de 12 o 29 dies (ratolins tractats diariament durant 8
dies o 25 dies, respectivament). En aquests dos punts, els ratolins van ser morts 1 hora
després de I'administracié de I'altima dosi (per decapitacié a edat de 12 dies i per dislocacio
cervical a edat de 29 dies) i es van obtenir teixits on es va testar I’eficacia del tractament3'’.
Com que el ratoli Tk27- sense tractar moria de mitjana al dia 16, mentre que quan es tractava

amb dCtd i dThd vivia fins al dia 34 es van elegir els dies 12 i 29 per obtenir els organs dels

ratolins, és a dir, uns dies abans que morissin de manera natural.

En el marc d’aquesta tesi, s’han aprofitat els teixits obtinguts en el treball anterior
(conservats a -80°C des del moment de I'estudi) per avaluar la seguretat genica sobre
I’ADNmt del tractament amb dCtd i dThd (Figura 4.5). Es van recollir mostres de fetge, que
és on principalment es metabolitzen els dNs, i mostres de muscul esquelétic, teixit
especialment afectat en pacients amb mutacions en TK2. En el cas del muscul esquelétic es
van recollir conjuntament gastrocnemi + soli. Aquests teixits van ser utilitzats per estudiar la
preséncia de delecions multiples amb PCR llarga (Secci¢ 4.2.8) i per estudiar mutacions sobre

I’ADNmt mitjangant seqilienciacié massiva (Seccio 4.2.9).
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Tractament diari amb dCtd + dThd

12 dies
Naixement 4 .
dies 12 dies
‘) ~ Tractament diari amb PBS ll
Tk2++
Tk Mutacions sobre 'ADNmt
/Tractament diari amb dCtd + dThd
Naixement 4 2 d!es
dies 29 dies
‘) ~ Tractament diari amb PBS ll
++
TTI;?Z" Mutacions sobre 'ADNmt

Figura 4.5. Disseny experimental de I’estudi de seguretat génica del tractament amb dCtd + dThd en
ratolins WT i KO per Tk2. Els ratolins es van tractar diariament per sonda oral amb PBS o dCtd + dThd
a una dosi de 400 mg/kg/dia a partir del dia 4 fins als 12 o 29 dies d’edat, punt en el qual es va obtenir
muscul esquelétic (gastrocnemi + soli) i fetge per analitzar la preséncia de mutacions sobre '’ADNmt.

4.1.3. Estudi de I'eficacia i seguretat génica del tractament amb dNs en

el model de ratoli KO per Dguok

L’eficacia i seguretat genica del tractament amb dNs també es va estudiar in vivo utilitzant
un model de ratoli Dguok” desenvolupat i caracteritzat préviament?®’. Ratolins Dguok** i
Dguok” van ser tractats per sonda oral amb PBS (vehicle) o una combinacié de dAdo + dGuo
a una dosi de 200 mg/kg/dia cada un dissolts en PBS. El tractament es va iniciar en ratolins
de 8 dies d’edat i es va donar diariament a primera hora del mati, excepte caps de setmana,
fins que els ratolins tenien 6 setmanes d’edat. En aquest punt, els ratolins es van decapitar
1 hora després d’administrar I’dltima dosi del tractament i es van obtenir diferents organs i

plasma per I'estudi de I'eficacia i seguretat génica del tractament amb dNs (Figura 4.6).

L’estudi de I'eficacia del tractament es va fer mesurant el nombre de copies d’ADNmt amb
gPCR (Seccio 4.2.7) en fetge, cervell, muscul esquelétic (gastrocnemi + soli) i cor dels ratolins
tractats amb PBS i dNs. Es van elegir els tres primers organs perque sén els més afectats en
pacients amb mutacions en DGUOK'? i el cor com a exemple de teixit tipicament no afectat.
A més, ja sabiem que el ratoli Dguok” presenta una deplecié de ’TADNmt molt acusada en

fetge i cervell®®,
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Aquest estudi d’eficacia del tractament amb dAdo + dGuo es va complementar amb mesures
de la seva biodisponibilitat quantificant el contingut de dAdo i dGuo i dels seus productes de
degradacié mitjangant HPLC-MS/MS (Seccio 4.2.10) en plasma i fetge obtinguts després

d’una hora d’haver administrat I'Gltima dosi del tractament (Figura 4.6).

Aquests estudis es van ampliar estudiant el contingut mitocondrial de dNTPs (Seccid 4.2.11)
en fetge i cervell per veure si els dNs administrats aconseguien alterar-los. Aquests darrers
estudis es van fer en ratolins Dguok** i Dguok”" de 8 setmanes d’edat 1 hora després d’haver
donat una Unica administracié per sonda oral de PBS o de dAdo + dGuo 200 mg/kg dissolts
en PBS. Els estudis es van fer 1 hora després de I'administracié del tractament perquée
préviament s’havia vist que aquest era el temps on es produia el pic de concentracio del

tractament en plasma.

La seguretat genica dels dNs sobre ’ADNmt es va avaluar en fetge i cervell en els ratolins de
6 setmanes d’edat que havien estat tractats diariament amb dAdo + dGuo o vehicle.
Mitjangant PCR llarga es va estudiar la preséncia de delecions mdltiples (Seccié 4.2.8) i
mitjangcant seqiienciacié massiva (Seccio 4.2.9) es va estudiar el nombre de mutacions sobre
’ADNmt (Figura 4.6). La seguretat genica es va estudiar en fetge i cervell perque aquests son
els drgans més afectats en pacients amb mutacions en DGUOK* i a més, el fetge és el
principal organ on es metabolitzen els dNs i les seves concentracions haurien de ser més

elevades en aquest organ.

Tractament diari amb dAdo + dGuo

Naixement 8 6 setmanes
dies 6 setmanes
™~ Tractament diari amb PBS
J -
Dguok* - Nombre de copies dADNmt
Dguoak* - Mutacions sobre "ADNmt

- Quantitat de dNs administrats

Figura 4.6. Disseny experimental de I’estudi de I'eficacia i seguretat génica del tractament amb dAdo
+dGuo en ratolins WT i KO per Dguok. Els ratolins es van tractar diariament, excepte caps de setmana,
per sonda oral amb PBS o dAdo + dGuo a una dosi de 200 mg/kg/dia a partir del dia 8 fins a les 6
setmanes d’edat. En aquest punt es van obtenir diferents organs per analitzar el nombre de copies
d’ADNmt, la preséncia de mutacions sobre ’ADNmt i la quantitat dels dNs administrats, aixi com dels
seus productes de degradacio.
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4.1.4. Estudis de seguretat genica del tractament amb dNs en sang de

pacients amb déficit de TK2

Els estudis de seguretat genica del tractament amb dNs en pacients amb mutacions en TK2

es van fer a partir de mostres de sang analitzant 'ADNmt i ’ADNn.

4.1.4.1. Estudi de 'ADNmt

Per a I’estudi de mutacions sobre ’ADNmt es van fer servir mostres de sang de controls sans,
de pacients amb deficit de TK2 que no havien rebut tractament i de pacients amb déficit de
TK2 que rebien tractament diari amb dCtd + dThd per via oral (Taula 4.2). Posteriorment a
I’extraccié d’ADN en sang (Seccid 4.2.3.3) es va estudiar la presencia de delecions multiples
mitjancant PCR llarga (Seccid 4.2.8) i el nombre de canvis sobre I'’ADNmt mitjancant

seqlienciacié massiva (Seccio 4.2.9).

4.1.4.2. Estudi de 'ADNn

Per a I'estudi de I'impacte del tractament amb dNs sobre I’ADNn en pacients amb déficit de
TK2 es va estudiar 'ADNn de sang de 10 pacients abans de rebre el tractament i ’ADNn en
sang dels mateixos pacients uns mesos o anys després d’estar sota tractament diari amb
dCtd + dThd per via oral. Els 10 pacients analitzats van ser: P11, P12, P15, P34, P35, P36, P37,
P38, P39i P40 (Taula 4.2). L’analisi sobre ’ADNn es va fer mitjangant la seqlienciacié de 275
gens inclosos en el panell Human Comprehensive Cancer Panel (QiAgen), que tenen especial

susceptibilitat de patir mutacions i que, a més, estan associats amb cancer (Seccio 4.2.9).

Addicionalment, es va afegir un control que consistia en ADN de sang d’un pacient amb
mutacions somatiques amb freqliéncies al-léliques conegudes en alguns dels gens coberts
pel panell. Aquest control es va utilitzar per validar els resultats del Human Comprehensive
Cancer Panel. També es va afegir un control addicional que consistia en ADN de sang d’un
individu sa. Aquesta mostra va permetre veure el rang normal de mutacions que es troben

utilitzant aquest panell.
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Taula 4.2. Pacients amb deéficit de TK2 en els que s’ha analitzat PADNmt en sang. En la taula s’indica la variant patogénica que presenten els pacients sobre
la proteina TK2 (NP_003840.2), el sexe, I'edat en el moment d’obtencio de la mostra de sang i el tipus de tractament que reben (dCtd + dThd o sense
tractament) amb la seva dosi oral i el temps que portaven de tractament en el moment d’obtenir la mostra de sang. Finalment, s’indica en quins pacients
s’ha analitzat també I’ADNn.

. . o . Dosi Periode de tractament Genoma
Pacient  Variant patogeénica (proteina) Sexe Edat  Tractament . o
(mg/kg/dia) (mesos) seqiienciat

P11 p.[His121Asn];[His121Asn] Masculi 5 dCtd + dThd 260 76 ADNmt i ADNn
P12 p.[Asp177Tyr];[Lys202del] Femeni 7 dCtd + dThd 400 65 ADNmt i ADNn
P15 p.[Thr108Met];[Pro227Serfs*9] Femeni 6 dCtd + dThd 400 71 ADNmt i ADNn
P34 p.[Lys202del];[Lys202del] Femeni 76 dCtd + dThd 400 36 ADNmt i ADNn
P35 p.[Lys202del];[Lys202del] Femeni 66 dCtd + dThd 200 9 ADNmt i ADNn
P36 p.[Lys202del];[Lys202del] Femeni 64 dCtd + dThd 400 50 ADNmt i ADNn
P37 p.[Lys202del];[Lys202del] Masculi 63 dCtd + dThd 260 35 ADNmt i ADNn
P38 p.[Thr108Met];[Thr108Met] Femeni 35 dCtd + dThd 400 67 ADNmt i ADNn
P39 p.[Thr108Met];[Thr108Met] Femeni 37 dCtd + dThd 130 28 ADNmt i ADNn
P40 p.[Thr108Met];[Thr108Met] Femeni 36 dCtd + dThd 400 43 ADNmt i ADNn
P41 p.[Thr108Met];[Thr108Met] Femeni 61 dCtd + dThd 200 10 ADNmt
P42 p.[Thr108Met];[Arg192Lys] Masculi 19 dCtd + dThd 400 45 ADNmt
P43 p.[Tyr208Cys];[Tyr208Cys] Femeni 53 No tractat - - ADNmt
Pa4 p.[Lys202del];[Lys202del] Femeni 44 No tractat - - ADNmt
P45 p.[Ala139Thr];[Leul4Argfs*40] Masculi 51 No tractat - - ADNmt
P46 p.[202_202delL];[Tyr208Cys] Masculi 50 No tractat - - ADNmt
P47 p.[Thr108Met];[Thr108Met] Masculi 20 No tractat - - ADNmt
Pag p.[His121Asn];[Lys202del] Masculi 55 No tractat - - ADNmt
P49 p.[Thr108Met];[Thr108Met] Femeni 38 No tractat - - ADNmt
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4.1.5. Estudis de la implicacié del transportador de nucleosids ENT1 en

I’eficacia dels dNs

4.1.5.1. Estudis de supervivencia

Donat que vam poder tenir accés a un ratoli KO per a Ent1 (Ent17-)''® es va creuar amb la
coldnia KO per Tk22%¢ per tal d’avaluar el possible paper del transportador de nucleosids
ENT1 en I'efecte terapéutic dels dNs sobre el déficit de TK2 aparellant ratolins Ent17/-Tk2*"
amb Ent1**Tk2*”. En primer lloc, es va estudiar la supervivéncia dels 4 grups de ratolins
homozigots per a cada gen (Ent1*/*Tk2**, Ent17/-Tk2*/*, Ent1**Tk2”" i Ent17/-Tk2"7") per veure

si hi havia algun efecte sinergic o antagonic entre ENT1 i TK2.

Posteriorment, es va administrar diariament per sonda oral una combinacié de dCtd + dThd
dissolts en PBS a una dosi de 400 mg/kg/dia cada un als 4 genotips (Entl1**Tk2**
Ent17/Tk2**, Ent1*/*Tk27-1 Ent1/ Tk27") a partir de 4 dies d’edat, tal com s’havia fet en I'estudi
de I'eficacia dels dNs en el model KO de Tk23'7 (Seccié 4.1.2). Amb aquesta aproximacio,
monitorant la supervivencia dels diferents grups de ratolins es va poder veure si ENT1 tenia

un paper en I'efecte terapéutic dels dNs.

4.1.5.2. Estudis farmacocinetics i de biodistribucio

Per tal d’estudiar el paper que juga ENT1 en la biodisponibilitat del tractament amb dCtd i
dThd es va fer un estudi farmacocinétic d’aquests dos compostos en ratolins Ent1** i Ent17-
de 9 — 12 setmanes d’edat. Primer es va extreure sang de la vena safena (aproximadament
50 uL) per determinar les concentracions basals dels compostos a analitzar. Posteriorment,
es va administrar per sonda oral una dosi de dCtd + dThd de 500 mg/kg cada un i es va agafar
sang de la vena safena a diferents temps després de I'administracié (15, 30, 60, 90, 120, 180,
300 480 minuts). Després, es van processar les mostres de sang per obtenir plasma (Seccio
4.2.2.3), que va ser congelat a -20°C i posteriorment analitzat per quantificar dCtd, dThd i els
seus primers productes de degradacid, dUrd i Thy, respectivament, utilitzant HPLC-MS/MS
(Seccié 4.2.10).

Per tal d’aprofundir en el paper d’ENT1 en la biodisponibilitat i biodistribucié de la dCtd i la

dThd en diferents organs es va fer un estudi d’administracié del tractament i posterior
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mesura d’aquests compostos en diferents teixits en ratolins Ent1** i Ent1”- de 8 — 12
setmanes d’edat. En aquests experiment, primer de tot es va retirar el menjar i beure als
ratolins 1 hora abans d’administrar el tractament per evitar possibles interferéncies en
I’'absorcié del tractament degudes al contingut estomacal. Passada 1 hora, es va administrar
per sonda oral PBS (vehicle) o la mateixa dosi de dCtd + dThd que en I’estudi farmacocinétic
(500 mg/kg). Dues hores després de I'administracié del tractament es van decapitar els
animals i es va obtenir sang, cervell, muscul esquelétic (gastrocnemi + soli) i fetge per
determinar el contingut de dCtd, dThd i els seus primers productes de degradacid, dUrd i
Thy per HPLC-MS/MS (Secci¢ 4.2.10) (Figura 4.7 a). La mort dels animals i obtencié de sang
i organs es va fer 2 hores després de I'administracio del tractament ja que gracies als estudis
farmacocinétics previs es va veure que el pic plasmatic es donava al voltant d’una hora
després de I'administracié del tractament i, per tant, vam assumir que a les 2 hores el

tractament ja hauria entrat als teixits que s’estudiaven.

a)  8-12 setmanes d’edat

)

2h Obtencid de: Deteccio de:
1p  Sendaoral: Ent1* * Plasma HPLC-MS/Ms - dCtd
—p . PBS - Fetge — . dThd
+ dCtd + dThd + Muscul esquelétic +dUrd
500 mg/kg - Cervell - Thy
A -7
Ent17
b) 12 dies d’'edat
‘) 2h Obtencié de: Deteccid de:
1nh  Sondaoral: Ent1"*Tk2” - Plasma HPLC-MS/Ms - dCtd
- - PBS - Fetge —p . dThd
- dCtd + dThd - Muscul esquelétic .durd
400 mg/kg A' - Cervell -Thy

4

Ent17-Tk27

Figura 4.7. Disseny experimental dels estudis de biodistribucié per avaluar I'efecte d’ENT1. Estudis
realitzats en ratolins Ent1*/+ (Ent1 WT) i Entl7/- (Ent1l KO) de 8 — 12 setmanes d’edat tractats per via oral
amb PBS o dCtd + dThd a una dosi de 500 mg/kg cada un (a) o en ratolins Ent1*/*Tk2/- (Entl WT Tk2
KO) i Ent1/Tk27/- (Entl KO Tk2 KO) de 12 dies d’edat tractats per via oral amb PBS o dCtd + dThd a una
dosi de 400 mg/kg cada un (b).

Donat que en els estudis de supervivencia vam observar pérdua d’efecte del tractament

deguda a I'absencia d’ENT1 (Seccid 4.1.5.1 i Seccio 5.3.1), resultava d’interés estudiar la

biodistribucié de la dCtd i dThd en els genotips Ent1*/*Tk27 i Ent1/Tk2”". Treballar amb
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aquests dos genotips (que no expressen TK2) té una limitacié que és que, tant en presencia
com en absencia de tractament, els ratolins no arriben a edat adulta i, de fet, en abséncia de
tractament els ratolins tenen una supervivéncia de 17 dies (Seccié 5.3.1)3Y. Per aquest
motiu, els estudis d’administraci6 de PBS o dCtd + dThd i la mesura de les seves
concentracions tissulars, aixi com la dels seus productes de degradacio s’ha fet en ratolins
Ent1**Tk2”-i Ent17Tk27- menors de 17 dies d’edat, en aquest cas, de 12 dies d’edat. A més,
la dosi de dCtd + dThd emprada en aquest cas, va ser la mateixa dosi de dCtd i dThd que es

va donar en els experiments de supervivéncia (400 mg/kg) (Figura 4.7 b).

4.1.5.3. Estudi del nombre de copies de '’ADNmt

Per veure si I'increment de supervivencia degut a I'absencia d’ENT1 en ratolins no tractats
s’associava a canvis en el nombre de copies d’ADNmt (Seccié 5.3.1), es va quantificar aquesta
variable en cervell, fetge, cor i muiscul esquelétic (gastrocnemi + soli) de ratolins dels quatre
genotips Ent1**Tk2**, Ent17/"Tk2*/*, Ent1*/*Tk27" i Ent17/"Tk27- als 12 dies d’edat (temps
immediatament anterior a la mort esperada del grup amb menor supervivencia,
Ent1**Tk27"). Uestudi es va replicar als 5 dies d’edat per detectar si les diferéncies en
supervivéncia s’associaven a canvis més precocos. En aquest darrer cas no es va estudiar el

muscul esquelétic per dificultats en la seva obtencio en ratolins tan joves.

4.2. Metodologia

4.2.1. Cultiu cel-lular

4.2.1.1. Linies cel-lulars

Es va treballar amb fibroblasts primaris obtinguts a partir de biopsies de pell de controls sans
i de pacients infantils i adults amb variants patogéniques confirmades en gens associats amb

MDDS (Taula 4.1).

4.2.1.2. Condicions generals de cultiu, plagues i medis de cultiu

Totes les linies cel-lulars es van cultivar en un incubador humidificat a 37°C i amb un 5% de
CO2. Quan es cultivaven les cél-lules per ser expandides es feia en plaques P100 o P150,

mentre que els experiments per avaluar I'eficacia i seguretat génica dels dNs es van fer sobre

100



Material i métodes

cel-lules sembrades en plaques de 6 pous. Els medis de cultiu utilitzats eren diferents segons

la finalitat:

- Medi de congelacié: Es va utilitzar per mantenir les cel-lules congelades en nitrogen liquid
a-195°C per poder continuar mantenint la linia cel-lular. La seva composicio és 90% de FBS i

10% de I'agent crioprotector dimetilsulfoxid (DMSO).

- Medi complet: Es va utilitzar per descongelar, sembrar, expandir i cultivar en general les
cél-lules en els experiments d’eficacia i seguretat del tractament amb dNs. La seva
composicié és Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) high glucose (4,5 g/L)
suplementat amb un 10% de FBS, glutamina 2 mM i els antibiotics penicil-lina (100

unitats/mL) i estreptomicina (100 pg/mL).

- Medi de quiescencia: Es va utilitzar per induir la quiescencia i avaluar I'efecte del tractament
amb dNs. La seva composicié és DMEM high glucose (4,5 g/L) suplementat amb un 0,1% de
FBS dialitzat, glutamina 2 mM i els antibiotics penicil-lina (100 unitats/mL) i estreptomicina
(100 pg/mL). Com que aquest medi només té traces de FBS (0,1%) no conté factors de
creixement, cosa que indueix la quiesceéncia de les cel-lules. A més, el FBS quan és dialitzat
no conté dNs, evitant que els dNs presents en el FBS no dialitzat modifiquin les

concentracions experimentals dels dNs.

4.2.1.3. Recol-leccio de cél-lules

La recol-leccié de cel-lules per a diferents usos es va fer seguint els seglients passos:

- Aspirar el medi de la placa de cultiu i rentar amb PBS per eliminar restes de medi i FBS que
poden inhibir I'accié de la tripsina.

- Afegir un volum de tripsina que cobreixi la placa i incubar a 37°C durant uns 5 minuts fins
que les cel-lules es desenganxin de la placa.

- Inactivar la tripsina amb 4 volums de medi complet. A partir d’aquest punt la metodologia
és diferent depenent de si es vol obtenir pellet cel-lular per analisis bioquimiques (Seccio
4.2.1.4), congelar cel-lules (Seccio 4.2.1.5.1), diluir la densitat de cél-lules en cultiu (Seccio

4.2.1.6) o comptar cél-lules (Secci¢ 4.2.1.7).
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4.2.1.4. Obtencidé de pellets cel-lulars per analisis bioquimiques

Si es volia obtenir pellet cel-lular per tenir material biologic per posteriorment fer estudis
bioquimics, com és I'obtencié d’ADN, es seguien els mateixos passos que en la recol-leccié
de cel-lules (Seccid 4.2.1.3). Posteriorment, es centrifugava a 400 x g durant 5 minuts a
temperatura ambient, s’eliminava el sobrenedant, es rentava el pellet amb PBS, es
centrifugava a 400 x g durant 5 minuts a temperatura ambient i s’eliminava el sobrenedant.

Finalment, es congelava el pellet cel-lular a -20°C fins el seu Us.

4.2.1.5. Criopreservacio de linies cel-lulars

4.2.1.5.1. Congelacié de linies cel-lulars

Els passos que es van seguir eren els mateixos que per a la recol-leccié de cel-lules (Seccio
4.2.1.3) afegint posteriorment els seglients passos:

- Un cop es neutralitza la tripsina amb medi, centrifugar a 400 x g durant 5 minuts a
temperatura ambient.

- Eliminar el medi i resuspendre el pellet en el medi de congelacid (tants mL de medi com
vials es vulguin congelar).

- Posar els vials en un tanc que conté isopropanol a temperatura ambient i posar aquest a
-80°C. Aquest pas assegura que les cél-lules es congelin lentament evitant danys per
congelacid.

- 24 hores després de la congelacid a -80°C es passen les cel-lules al tanc de nitrogen a -195°C

per assegurar una preservacié de llarga durada.

4.2.1.5.2. Descongelacié de linies cel-lulars

La descongelacid es va dur a terme en totes les cél-lules per tal de poder expandir-les i poder
treballar amb elles. Els passos que es van seguir son els segiients:

- Agafar el criotub congelat del tanc de nitrogen a -195°C o de -80°C i descongelar en el bany
a 37°C. El procés de descongelacid ha de ser rapid, ja que I'exposicid de les cel-lules al DMSO
present en el medi de congelacid resulta toxic.

- Resuspendre el contingut del criotub en 5 mL de medi complet i centrifugar 400 x g durant

5 minuts a temperatura ambient.
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- Eliminar el sobrenedant i resuspendre el pellet cel-lular en el volum de medi complet que
es necessita per sembrar les céel-lules.

- Sembrar la suspensio de cel-lules en les plaques on s’expandiran les cél-lules.

4.2.1.6. Dilucié de densitat en la placa de cultiu

Quan una linia cel-lular arribava a la confluencia es diluia el cultiu o es passava a més plaques,
depenent si calia o no expandir encara més el cultiu. Per fer-ho es seguien els passos de
recol-leccié de cel-lules (Seccié 4.2.1.3). Després de neutralitzar la tripsina amb el medi
complet, si es volia expandir el cultiu es sembrava la suspensié de cél-lules en el doble de
plaques de les que s’havia partit. Si no es volia expandir el cultiu, es sembrava una part de la
suspensio cel-lular en el mateix nombre de plaques de les quals s’havia partit i la resta es

congelava (Seccio 4.2.1.5.1) o llengava.

4.2.1.7. Comptatge i sembrat cel-lular

Per a sembrar les cél-lules en els experiments en que s’avaluava I'eficacia i seguretat genica
del tractament amb dNs es partia del mateix nombre de cel-lules en cada condicié. El
procediment que es va seguir va ser el mateix que per a la recol-leccié de cel-lules (Seccio
4.2.1.3). Després de neutralitzar la tripsina amb medi complet es centrifugava a 400 x g
durant 5 minuts a temperatura ambient, s’eliminava el sobrenedant, es resuspenia el pellet
en un volum conegut de medi complet i s’agafaven 10 uL de la suspensio per comptar en la

cambra de Neubauer.

La cambra de Neubauer (Figura 4.8) fa3 mm x 3 mm i a la vegada esta dividida en 9 quadrats
grans de 1 mm x 1 mm. Cadascun dels 4 quadrats grans, situats als 4 vertexs de la cambra,
estan subdividits en 16 quadrats petits que faciliten el comptatge. A sobre de la cambra es
posa un cobreobjectes que deixa un espai de 0,1 mm de gruix on es carrega la suspensio
cel-lular a mesurar. El comptatge cel-lular es fa amb la mitjana del nombre de cél-lules per
cada quadre gran (comptant cél-lules al microscopi en diversos quadres petits dels quatre
vértexs). El volum d’un quadre gran és de 0,1 mm?3 (1 mm x 1 mm x 0,1 mm). Aixi s’obté el
nombre de cél-lules / 0,1 mm?3, que és el mateix que nombre de cél-lules / 10 mL. Per tant,
el nombre de cel-lules per mL s’obté multiplicant la mitjana del nombre de cél-lules per cada

quadre gran per 10.000, tal i com s’indica en la segient formula:
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Cél-lules en suspensid (cél-lules/mL) = Mitjana de cel-lules per quadre gran x 10.000

1.0 mm
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Figura 4.8. Cambra de Neubauer. En roig estan marcats els quatre quadres grans subdividits en 16
quadrats petits on es compten les cél-lules.

4.2.2. Experimentacié animal

4.2.2.1. Models de ratolins i condicions d’estabulacié

Tots els procediments experimentals amb ratolins d’aquesta tesi es van portar a terme
seguint protocols d’experimentacié animal aprovats pel comité d’experimentacié animal de
I'institut de recerca Vall d’Hebron amb els identificadors interns CEEA 40/20 per a la colonia

Ent1iTk2 i CEEA 41/20 per a la colonia Dguok.

Es va treballar amb un model de ratoli Tk27" i un model de ratoli Entl” generats i
caracteritzats préviament?®%1®, Ambdds models tenien un fons genétic C57BL/6 i es van
aparellar entre ells per generar el doble KO per Entl i Tk2. A banda, també es va treballar
amb un ratoli Dguok”- que també havia estat generat i caracteritzat préviament?®’. Els
ratolins van estar sempre estabulats en un ambient controlat amb cicles de 12 hores de llum
i 12 hores de foscor amb accés a aigua i menjar il-limitat. Els animals van ser marcats

mitjancgant incisio en les orelles per ser identificats i genotipats a partir del dia 21 d’edat.

Els models de ratoli Tk2/" i Dguok”” van ser cedits per la Dra. Anna Karlsson, de I'Institut
Karolinska (Estocolm) i el model de ratoli Ent1”- va ser cedit pel professor Marcal Pastor

Anglada, de la Universitat de Barcelona.
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4.2.2.2. Genotipatge dels ratolins

Per al genotipatge de ratolins es va partir d’ADN extret de mostres d’orella o cua (Seccié

4.2.3.2.1).

El ratoli Tk27- s’ha generat substituint 'exd 4 i part del 5 per un casset de resisténcia a
neomicina®, Per a genotipar els ratolins es va utilitzar un encebador contra una regié comu
en els dos al-lels WT i KO (encebador 1), un encebador contra la regid de la resistencia a
neomicina que amplificava només en el cas dels KO un amplicé de 399 pb (encebador 3) i un
encebador contra la regié eliminada en el KO que Unicament amplifica en els ratolins WT un

amplicé de 223 pb (encebador 2) (Figura 4.9 a).

En el ratoli Ent17" s’ha eliminat la regi6 que va de I'exd 2 al 4 (que representen més de 650
pb de les quals 425 pb sén dels exons 2, 3 i 4)1'6, Mitjancant una PCR amb un encebador
contra una seqliéncia que esta fora del lloc eliminat (comu en els ratolins WT i KO, encebador
1) i un encebador contra una seqiiéncia present en la zona eliminada (només present en
ratolins WT, encebador 2) s’amplificava un fragment de 506 pb només en I'al-lel WT. La
introduccié d’un tercer encebador fora de la regié eliminada (present en ratolins WT i KO,
encebador 3) genera un amplicé de 950 pb només en I'al-lel KO (amb un fragment no

amplificable en I’al-lel WT en les condicions de PCR utilitzades) (Figura 4.9 b).

a) 223 pb b) 506 pb
1 r
Encebador 2 Encebador 1 Encebador 1 Encebador 2
...... > P FEIEIE S s
Allel WT Al-lel WT Exons 2, 3,4
399 pb 950 pb
I 1 T 1
Encebadgr 3 Enﬁebador 1 Encebador 1 Encebador 3
................. > PP
. E: 2,3,4
Al lel KO Neomicina Al-lel KO xons
c) 200 pb
T 1
Encebador 1 Encebador 2
....... PP
Al-lel WT Ex6 2
337 pb
T 1
Encebador 1 Encebador 3
...... »> . [
Ablel KO Bx6 2

Figura 4.9. Estratégies per al genotipatge de ratolins. Estratégia per al genotipatge dels al-lels Tk2 (a),

Entl (b) i Dguok (c). Les linies discontinues simbolitzen els exons absents en els al-lels KO.
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El ratoli KO per Dguok es va generar eliminant I'exé 2%%7. Mitjancant una PCR amb un
encebador contra una seqliéncia present en els dos al-lels (WT i KO, encebador 1) i un
encebador contra la regié eliminada present només en animals WT (encebador 2)
s’amplificava un fragment de 200 pb només en I'al-lel WT. La introduccié d’un tercer
encebador contra una seqiiencia present en els dos al-lels (encebador 3) dona un fragment
de 337 pb només en I'al-lel KO (amb un fragment no amplificable en I'al-lel WT en les

condicions de PCR utilitzades) (Figura 4.9 c).

En tots els genotipatges, independentment del gen, es va fer la mescla de reaccié (Taula 4.3)
utilitzant els reactius del kit comercial TaKaRa Taq HS PCR kit UNG plus (Takara Bio) i els tres
encebadors propis de cada gen (Taula 4.4). El kit comercial d’amplificacié conté dUTP en
comptes de dTTP, de manera que en el procés d’amplificacié s’incorpora uracil en comptes
de timina a ’ADN. El kit també conté I'’enzim uracil-ADN N-glicosilasa (UNG) que permet
eliminar amplicons que contenen uracil en comptes de timina abans de comengar
I’'amplificacié. D’aquesta manera, utilitzant aquest kit s’eliminen possibles contaminacions
gue vinguin de PCR fetes anteriorment amb el mateix kit. Les condicions d’amplificacié estan
recollides a la Taula 4.5. Després de I'amplificacio es va comprovar la mida dels productes

de PCR en una electroforesi en gel d’agarosa (Seccio 4.2.6).

Taula 4.3. Mescla de reaccio per fer la PCR per genotipar ratolins.

Reactiu (concentracio original) Volum per 1 reacci6  Concentracio en la reaccio

PCR buffer for UNG plus (10X) 2 uL 1X

dU plus dNTP Mixture (2,5 mM) 1,6 uL 200 uM
Encebador 1 (10 uM) 1L 0,5 uM
Encebador 2 (10 uM) lpuL 0,5 uM
Encebador 3 (10 uM) 1l 0,5 uM

Takara Taq HS (5 U/uL) 0,1 puL 0,025 U/uL

UNG (2 U/pL) 0,2 pL 0,02 U/uL

ADN motlle (50 ng/uL) 2 uL 5 ng/uL

H,0 11,1 pL (fins a 20 pL) -

Volum final: 20 pL
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Taula 4.4. Seqiiéncies dels encebadors per genotipar Tk2, Entl i Dguok en ratolins.

Encebador Sequiencia ‘
Encebador 1 5’ — CCTGTGAGGACAGGAGACCT - 3’
Genotipatge de Tk2 Encebador 2 5’ — TACCATGATGCCAGCCGATG - 3’
Encebador 3 5’ — GCCAGCTCATTCCTCCCACTC - 3’
Encebador 1 5 — AAGTGTGGGTCATCACACTGCTTC -3’
Genotipatge d’Ent1 Encebador 2 5’ — GTCCAGGCGGTTTGTGAAAT — 3’
Encebador 3 5’ — ATGAGATCCAACTTGGTCTCCTG -3’
Encebador 1 5’ — CACGTCGACTCCCAGTCATC -3’
Genotipatge de Dguok Encebador 2 5’ — CCACAGGGACTCGCAGATTT - 3’
Encebador 3 5’ — GCCCATGTCACAATCCTGGT - 3’

Taula 4.5. Condicions d’amplificacio de la PCR per al genotipatge de Tk2, Entl i Dguok en ratolins.

Condicions per al genotipatge de Tk2 i Dguok Condicions per al genotipatge d’Ent1

Temperatura Temps Cicles Temperatura Temps Cicles
25°C 10 minuts 1 25°C 10 minuts 1
95°C 2 minuts 1 95°C 2 minuts 1
95°C 30 segons 95°C 30 segons
60°C 30 segons 30 58°C 30 segons 30
72°C 30 segons 72°C 45 segons
72°C 10 minuts 1 72°C 10 minuts 1

4.2.2.3. Obtencid i processament de mostres de sang i organs

Els ratolins van ser morts per decapitacio, excepte els ratolins de 29 dies d’edat dels estudis
de seguretat génica de la coldnia Tk27, que van ser morts per dislocacio cervical. Les mostres
de sang es van recollirimmediatament després de la decapitacio, excepte en els experiments
farmacocineétics, que es van obtenir punxant sobre la vena safena. En tots els casos la sang
es va recollir en capil-lars de 100 uL recoberts de I'anticoagulant EDTA (Microvette capillary
tubes, SARSTEDT) i es van mantenir en gel fins a ser processats. Per a I'obtencié de plasma
es va diluir la sang total amb PBS fred amb un factor de dilucié variable, depenent del volum
de sang obtingut. Posteriorment, es va centrifugar la sang a 3.500 x g durant 5 minuts a 4°C,
es va recollir el sobrenedant (plasma diluit) i es van guardar les mostres a -20°C fins a la seva

analisi.
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L’obtencio dels organs (cervell, fetge, cor i muscul gastrocnemi + soli) es feia extraient els
organs immediatament després de la decapitacid i congelant-los immediatament

submergint-los en nitrogen liquid. Posteriorment, es guardaven a -80°C fins a ser processats.

4.2.3. Extraccio d’ADN

4.2.3.1. A partir de cél-lules en cultiu

L’extraccio d’ADN de cel-lules en cultiu es va fer a partir de pellets cel-lulars guardats a -20°C
(Seccid 4.2.1.4). U'extraccié d’ADN sobre el pellet cel-lular es va fer amb el kit comercial
QiAmp DNA Mini Kit (QiAgen) seguint el protocol proporcionat pel fabricant especific per
cél-lules en cultiu. 'ADN es va eluir en Tris-HCI 10 mM pH 8,0, es va quantificar
espectrofotometricament (Seccio 4.2.4) i guardar a -20°C fins a ser utilitzat. Aquests ADNs
van ser utilitzats per a I'analisi de ’ADNmt: nombre de copies d’ADNmt (Seccio 4.2.7),
preséncia de delecions multiples (Seccié 4.2.8) i seqienciacié d’alta profunditat (Seccio

4.2.9).

4.2.3.2. A partir de teixits de ratoli

4.2.3.2.1. Per genotipar

L’extraccié d’ADN es feia a partir de mostres d’orella o de cua dels ratolins. Els procediment
a seguir va ser el segiient:

- Submergir la mostra de teixit en buffer de lisi (Tris-HClI 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 2,5 mM,
SDS 0,5% (p/v)) suplementat amb proteinasa K 0,2 mg/mL.

- Incubar a 55°C durant 5 — 12 hores.

- Afegir 75 uL d’acetat potassic 8 M i fer vortex.

- Afegir 500 pL de cloroform i fer vortex.

- Centrifugar a 13.000 x g durant 10 minuts a temperatura ambient.

- Transferir la fase aquosa a un tub nou.

- Afegir 2 volums d’etanol absolut i fer vortex.

- Centrifugar a 13.000 x g durant 25 minuts a temperatura ambient.

- Eliminar el sobrenedant i afegir 1 mL d’etanol al 75% per rentar el pellet.

- Centrifugar a 13.000 x g durant 10 minuts a temperatura ambient.
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- Eliminar el sobrenedant i deixar evaporar les restes d’etanol. Es posa el tub a 55°C per
ajudar a l'evaporacio.

- Un cop no hi ha restes d’etanol al tub i el pellet esta sec es redissol en 50 plL de Tris-HCI 10
mM pH 8,0.

- Es guarda la solucio d’ADN a 4°C fins el seu Us per genotipar (Seccio 4.2.2.2) o es conserva

a-20°C a llarg termini si cal per a usos posteriors.

4.2.3.2.2. Per estudis bioquimics

L’extraccié d’ADN es va fer a partir de mostres d’organ congelades (Seccio 4.2.2.3) les quals
es van polvoritzar amb un morter i en presencia de nitrogen liquid per evitar la seva
descongelacié. Partint d’aproximadament 20 mg de teixit polvoritzat es va fer I'extraccié de
I’ADN amb el kit comercial QiAmp DNA Mini Kit (QiAgen) seguint el protocol especific per
teixits proporcionat pel fabricant. L'ADN es va eluir en Tris-HCl 10 mM pH 8,0, es va
quantificar (Seccié 4.2.4) i es va guardar a -20°C fins a ser utilitzat. Aquests ADNs van ser
utilitzats per I'estudi d’ADNmt: quantificacié del nombre de copies per qPCR (Seccio 4.2.7),
analisi de la preséncia de delecions multiples (Seccio 4.2.8) i seqlenciacié massiva (Seccio

4.2.9).

4.2.3.3. A partir de sang de pacients amb mutacions en TK2

L’extraccié d’ADN a partir de sang es va fer amb el kit comercial QiAmp DNA Mini Kit (QiAgen)
seguint el protocol proporcionat pel fabricant partint de 400 uL de sang. L’ADN es va eluir
en Tris-HCl 10 mM pH 8,0, es va quantificar (Seccio 4.2.4) i guardar a -20°C fins a ser utilitzat.
Aquests ADNs van ser utilitzats per a I'analisi de la preséncia de delecions multiples (Seccio
4.2.8), seqlienciacio massiva de ’ADNmt i sequenciacié d’un panell de gens nuclears (Seccio

4.2.9).

4.2.4. Quantificacio d’ADN

La quantificacié d’ADN es va fer amb I'espectrofotometre NanoDrop™ 2000 (ThermoFisher
Scientific). Es van carregar 2 uL de mostra en el pedestal inferior, es va baixar el brag¢ de
mostreig i es va llegir I'absorbancia a 260 nm. A partir de la llei de Lambert-Beer es va calcular
la concentracié d’ADN:

c=A/(bx¥§)

109



Material i métodes

On c és la concentracié d’ADN en ng/uL, A és 'absorbancia a 260 nm, b és la longitud de la
trajectoria de la llum en cm i € és el coeficient d’extincié que en el cas d’ADN bicatenari és

0,02 uLx ngtxcm™.

La quantificacié de mostres amb baixa concentracioé d’ADN, que correspon a les mostres que
sén producte de la PCR llarga (Seccié 4.2.8) per posteriorment sequenciar (Seccio 4.2.9), es
va fer amb el fluorometre Qubit® 2.0 (ThermoFisher Scientific) amb els kits d’assajos d’ADN
bicatenari Qubit™ BR (ThermoFisher Scientific) (gamma amplia), que mesura en un rang de
concentracié de 100 pg/uL a 1.000 ng/uL o Qubit™ HS (ThermoFisher Scientific) (alta

sensibilitat), que mesura en un rang de concentraci6 de 10 pg/uL a 100 ng/pL.

4.2.5. Quantificacio de proteines

La determinacid de la concentracié de proteina es va fer en homogenats de teixit de ratoli
per després mesurar nucleosids (Seccié 4.2.10) o nucleotids (Seccid 4.2.11) i normalitzar els

seus valors per la quantitat de proteina.

Per a la mesura de proteina es va fer una corba estandard amb diferents concentracions (1
mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL i 0,0625 mg/mL) a partir d’una solucié
d’albumina de sérum bovi a una concentracié de 2 mg/mL, la qual es va diluir seriadament

en la mateixa matriu en la qual estaven les mostres a mesurar.

En plaques de 96 pous es van posar per triplicat 5 pL de cada punt de la corba i 5 pL de cada
mostra, posteriorment es van posar 200 pL del reactiu Coomassie Protein Assay Reagent
(ThermoFisher Scientific) per pou. Aquest reactiu té color marré en medi aquds, pero en un
ambient hidrofobic, que es dona a l'interior de la proteina, presenta color blau. Al posar
aquest reactiu amb la mostra i incubar 5 minuts a temperatura ambient s’obté un color blau
amb tonalitat d’intensitat creixent amb la quantitat de proteina. Posteriorment, utilitzant el
lector de plaques Thermo Scientific™ Varioskan™ LUX multimode microplate Reader
(ThermoFisher Scientific), es va determinar I'absorbancia a 590 nm, que és proporcional a la
guantitat de proteina. Finalment, es calcula la concentracié de proteina de les mostres

problema interpolant els seus valors d’absorbancia amb els de la corba estandard.
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4.2.6. Electroforesi

Es va fer electroforesi en gel d’agarosa per tal de visualitzar les bandes d’ADN després
d’haver fet la PCR per genotipar (Seccio 4.2.2.2) i la PCR llarga (Secci¢ 4.2.8). El percentatge
d’agarosa va ser del 2% (p/v) per resoldre les bandes del genotipat i del 0,8% (p/v) per
resoldre les bandes de la PCR llarga. L’agarosa es va afegir, en el percentatge corresponent,
al tampd Tris — borat — EDTA (Tampd TBE: Tris 89 mM, acid boric 89 mM, EDTA 2 mM,
pH 8,3) i la barreja es va escalfar en un microones per a solubilitzar I'agarosa. Posteriorment,
es va afegir I'agent intercalant BrEt (0,6 ug/mL) a la solucié encara tébia i liquida i es va deixar

refredar en el motlle fins que la soluci6 gelifiqués.

Per al genotipat, es carregaven al gel 10 uL de producte de PCR juntament amb 2 uL de
tampd de carrega (Tris 50 mM, EDTA 20 mM, glicerol 50% (v/v), Orange G 0,3% (p/v),
pH 8,0). Com a marcador de pes s’utilitzava GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder (ThermoFisher
Scientific) i es corria 60 — 120 minuts a 100 V. Per a la PCR llarga, es carregaven al gel 2 uL de
producte de PCR juntament amb 2 pL de tampd de carrega, s’utilitzava el marcador de pes A
DNA/Hindlll (ThermoFisher Scientific) i es corria durant 3 hores a 100 V. Després de correr
els gels es visualitzaven les bandes en el trans-il-luminador Gel Doc™ XR+ Molecular Imager

(BioRad).

La comprovacié de la mida dels fragments d’ADN en els procediments de seqiienciacié d’alta
profunditat (Seccio 4.2.9) es va fer amb electroforesi capil-lar amb 'aparell QiAxcel (QiAgen)

diluint les mostres 1/5 amb el tampd QX DNA dilution buffer (QiAgen).

4.2.7. PCR quantitativa (qPCR)

La PCR quantitativa (qPCR) permet la quantificacié del nombre de copies d’ADNmt i
relativitzar-lo al nombre de copies d’ADNn. En aquesta tesi es va utilitzar la tecnologia
TagMan™ de PCR a temps real. Aquesta técnica es basa en I'is d’'un encebador directe i
d’unrevers que amplifiquen una regié d’ADN. Al mig de la zona d’ADN que s’amplifica s'uneix
una sonda d’hidrolisis TagMan™ que té un marcador fluorescent en I'extrem 5’ i un
quencher o extintor de fluorescencia en I'extrem 3’. En les condicions inicials, la sonda
integra s'uneix a I’ADN motlle per complementarietat de seqiieéncia, de manera que el

quencher i el fluorofor es troben a prop i el primer absorbeix la fluorescencia del segon.
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Durant I'elongacié de la cadena d’ADN a partir de I'encebador gracies a l'accié de la
polimerasa, la seva activitat exonucleasa 5 — 3’ hidrolitza la sonda de manera que el
marcador fluorescent i el quencher queden allunyats espacialment i el quencher ja no té
capacitat d’absorbir la fluorescéncia. En aquest moment el detector de fluorescencia del
termociclador detecta senyal fluorescent, que va augmentant de manera exponencial
d’acord amb els cicles d’amplificaci6 de I’ADN motlle. En cada cicle d’amplificacié la
fluorescéncia va augmentant fins arribar a un punt en que aquesta supera un llindar o
threshold. El cicle d’amplificacié en el qual la fluorescencia arriba al llindar establert
s’anomena Cycle threshold (Ct) i és inversament proporcional a la quantitat d’ADN motlle de
la mostra inicial. D’aquesta manera, com més baixa sigui el Ct, més quantitat inicial d’ADN

hi ha, ja que es triguen menys cicles d’amplificacioé per arribar al llindar de fluorescéncia.

Per a una amplificacié de PCR totalment eficient (on en cada cicle es dupliquen les copies del
fragment d’ADN amplificat) la relacié entre el nombre de copies d’ADN inicial i el Ct ve
donada per la segiient formula:

Ct =-3,322 x logio(No) + Cto

On Ct és el Cycle threshold, No és el nombre de copies inicial d’ADN i Cto és el Ct teoric quan
No=1. La representacid de Ct a I’eix Y contra logio(No) a I'eix X es pot utilitzar com a corba
estandard, ja que dona lloc a una funcié lineal amb pendent -3,322 (si I'eficiéncia en
I’'amplificacié és del 100%) i una ordenada a I'origen que pot variar en funcié el valor llindar

de la fluorescéncia escollida (threshold).

Per a la determinacié del nombre de copies d’ADNmt en mostres humanes es van utilitzar
uns encebadors i sonda marcada amb el fluorofor FAM i el quencher MGB dissenyats per
encarrec contra el gen mitocondrial MT-RNR1, que codifica ’ARNr 12S (Taula 4.6). Les copies
d’ADNmt es van normalitzar pel nombre de copies d’'un gen nuclear de copies Unica, el
RPPH1, que codifica la fraccid ARN de I’enzim ARNasa P, utilitzant el kit comercial TagMan™
RNase P Control Reagents Kit (Thermofisher Scientific) que conté els encebadors i la sonda

marcada amb el fluorofor VIC i el quencher TAMRA contra aquest gen nuclear.

Com que les dues sondes tenien un fluorofor diferent que emet fluorescéncia a diferent

longitud d’ona es va fer la determinacié del nombre de copies d’ADNmt en mode multiplex,
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és a dir, que les dues amplificacions (mitocondrial i nuclear) es van portar a terme
simultaniament en un Unic pou de reaccid. Els detalls d’aquest métode per quantificar

ADNmt huma han estat descrits préviament pel nostre grup 3.

De forma similar, per a la determinacié del nombre de copies d’ADNmt en mostres de ratoli
es van utilitzar uns encebadors i sonda marcada amb el fluorofor FAM i quencher MGB
dissenyats per encarrec contra el gen mitocondrial mt-rnr2, que codifica ’ARNr 16S (Taula
4.6), que es va normalitzar pel nombre de copies del gen nuclear de copia Unica Angl, que
codifica I'angiogenina 1, utilitzant el kit comercial (ANG1 Inventoried Assay ThermoFisher
Scientific: Mm00833184_s1) que conté els encebadors i la sonda marcada amb el fluorofor
FAM i el quencher MGB contra aquest gen nuclear. Donat que les dues sondes tenien el
mateix fluorofor, en aquest cas, a diferencia de I'amplificacié dels gens humans,

I’'amplificacié no es va fer en mode multiplex, sind que es va fer en reaccions i pous separats.

Per tal de poder fer quantificacions absolutes del nombre de copies, per a cada placa de
determinacié qPCR es van processar dues corbes estandard amb quantitats conegudes dels
fragments a amplificar (Secci¢ 4.2.7.2).

Taula 4.6. Encebadors i sonda per a 'amplificacié de TADNmt en mostres humanes i de ratoli. En la
taula s’indiquen les seqiiéncies i posicions sobre ’ADNmt. Les posicions dels encebadors i sonda estan

indicades sobre la seqiiéncia de referencia de ’ADNmt amb nombre d’accés NC_012920.1 en el cas dels
humans i NC_005089.1 en el cas dels ratolins.

seqiiénci Posici6 de
eqiiéncia
. I’encebador
Encebador MT-
. 5’ — CCACGGGAAACAGCAGTGAT -3’ 805 — 824
o & RNR1 directe
- C
% ®  Encebador MT- , ,
] g 5" — CTATTGACTTGGGTTAATCGTGTGA -3 903 -927
= 2 RNR1 revers
Sonda MT-RNR1 FAM — 5’ — TGCCAGCCACCGCG — 3’ - MGB 888 — 900
Encebador mt-
o . 5 — AATGGTTCGTTTGTTCAACGATT -3’ 2.470-2.492
© rnr2 directe
n =
2 2 | Encebador mt-
o O 5’ — AGAAACCGACCTGGATTGCTC - 3’ 2.522 -2.542
§ rnr2 revers

Sondamt-rnr2 | FAM -5’ — AAGTCCTACGTGATCTGAGTT —3'-MGB | 2.494-2.514
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4.2.7.1. Preparacio de les mostres

Encara que les sondes i encebadors per a la determinacié del nombre de copies van ser
diferents en mostres humanes i de ratolins, el procediment per a la preparacio de la placa i
de les mostres va ser el mateix amb la diferencia que la quantificacio de TADNmt i ADNn en
mostres humanes es va fer en mode multiplex, mentre que la determinacié del nombre de

copies en ratolins es va determinar per separat en dues reaccions diferents.

En tots els casos es va partir d’ADN extret de cel-lules (Seccié 4.2.3.1) o teixits (Seccid
4.2.3.2.2) i es feia una dilucié 1/3 amb el mateix Tris 10 mM pH 8,0 amb el qual es va eluir
I’ADN. Aquesta dilucié serveix per veure que I'amplificacié no esta interferida, ja que la

mostra diluida 3 vegades hauria de tenir 3 vegades menys ADN que la no diluida.

4.2.7.2. Preparacio dels estandards

Per a la determinacié del nombre de copies d’ADNmt i d’ADNn es van utilitzar una serie
d’estandards que contenien diferent nombre de copies coneguts d’un plasmidi amb el
fragment diana del gen d’interés mitocondrial (MT-RNR1 per humans i mt-rnr2 per ratolins)
o nuclear (RPPH1 per humans i Ang1 per ratolins) clonat. A partir de I'ajust dels Ct obtinguts
per als estandards a la funcié indicada més amunt es va obtenir una corba de calibratge i els
Cts de les mostres es van interpolar en aquestes corbes per obtenir els resultats en nombre

de copies.

Els estandards sén diferents si el que es vol determinar és el nombre de copies en mostres
humanes o de ratoli. Com que en mostres humanes es fa qPCR multiplex es parteix d’un
estandard que conté els dos plasmidis: un que conté clonat I'amplicé del gen mitocondrial
MT-RNR1 i un que conté clonat I'amplicé del gen nuclear RPPH1. A partir del primer
estandard (el més concentrat) es fan dilucions seriades amb Tris 10 mM pH 8,0 (Taula 4.7).
Com que la gPCR en ratoli no es multiplex es parteix de dos estandards per separat: un conté
clonat I'amplicé del gen mitocondrial mt-rnr2 i I'altre conté clonat I'amplicé del gen nuclear
Ang1. En tots dos casos, a partir de I’estandard més concentrat es van fer dilucions seriades

amb Tris 10 mM pH 8,0 (Taula 4.8).
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Taula 4.7. Estandards per a la mesura del nombre de copies d’ADNmt en mostres humanes. Nombre

de copies del plasmidi que conté el gen MT-RNR1 i RPPH1 dels estandards utilitzats per a la
quantificacio del nombre de copies d’ADNmt (MT-RNR1) i ADNn (RPPH1) en mostres humanes.

Nombre de copies/puL del Nombre de copies/puL del
fragment del gen MT-RNR1 fragment del gen RPPH1
Estandard 1 1.800.000 18.000
Estandard 2 600.000 6.000
Estandard 3 200.000 2.000
Estandard 4 66.666 666
Estandard 5 22.222 222

Taula 4.8. Estandards per a la mesura del nombre de copies d’ADNmt en mostres de ratoli. Nombre
de copies del plasmidi que conté el gen mt-rnr2 i Angl dels estandards utilitzats per a la quantificacio
del nombre de copies d’ADNmt (mt-rnr2) i ADNn (Angl) en mostres de ratoli.

Nombre de copies/puL del Nombre de copies/puL del
fragment del gen mt-rnr2 fragment del gen Ang1
Estandard 1 3.690.000 108.000
Estandard 2 1.230.000 18.000
Estandard 3 410.000 3.000
Estandard 4 136.670 500
Estandard 5 45.555 250

4.2.7.3. Preparacio de la mescla de reaccié i de la placa

En primer lloc es feia una mescla de reaccié amb tots els components per a I'amplificacié de
’ADN en mostres humanes (Taula 4.9) o en mostres de ratoli (Taula 4.10). La gPCR es
muntava en plaques de 384 pous i s’afegien 7,5 uL de mescla de reaccio a cada pou i 2,5 uL
de la solucié d’ADN (estandards, mostres problema o control de qualitat). Les plaques es
segellaven amb una lamina adhesiva i es feia un spin breu amb la centrifuga per baixar tot el
volum. Després es posava la placa en un termociclador QuantStudio 7 pro (ThermoFisher

Scientific) amb el programa de la Taula 4.11.
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Taula 4.9. Mescla de reaccio per amplificar PFADNmt i ADNn en mostres humanes.

Reactiu (concentracio original)

Volum per 1 reaccié

Concentracio
en la reaccio

TagMan® Universal PCR Master Mix II,
with UNG (2X) (ThermoFisher Scientific)
Amplificaci6 =~ Encebador MT-RNR1 directe (4 uM)
multiplex Encebador MT-RNR1 revers (4 uM)
d’ADNmti  Sonda MT-RNRI (5 pM)
ADNn en Assaig RNasa P (20x) (ThermoFisher
mostres Scientific)

humanes H,0

ADN (concentracid variable)

Volum final

Taula 4.10. Mescla de reaccio per amplificar TADNmt i ADNn en mostres de ratoli.

Reactiu (concentracio original)

5puL

0,25 pL
0,25 pL
0,25 pL

0,5 pL

1,25 pL (finsa 7,5 pL)
2,5 uL
110 pL

Volum per 1 reaccié

1X

100 nM
100 nM
125 nM

1X

Variable

Concentracio
en la reaccio

TagMan® Universal PCR Master Mix II,

5puL 1X
with UNG (2X) (ThermoFisher Scientific) .

Amplificaci6 = Encebador mt-rnr2 directe (10 uM) 0,3 uL 300 nM
d’ADNmten = Encebador mt-rnr2 revers (10 pM) 0,3 uL 300 nM
mostres de  Sonda mt-rnr2 (5 uM) 0,3 uL 150 nM
ratoli H,0 1,6 pL (finsa 7,5 uL) -

ADN (concentracié variable) 2,5 uL Variable
Volum final: 10 pL
TagMan® Universal PCR Master Mix II, 5yl 1X
pmopiicacis | With UNG (2X) (ThermoFisher Scientific) "
mpfificacio Assaig ANG1 (20X) (ThermoFisher
d’ADNnN en o 0,5 puL 1X
Scientific)
mostres de .
, H20 2 uL (finsa 7,5 uL) -
ratoli — -
ADN (concentracid variable) 2,5 uL Variable
Volum final: 10 pL

Taula 4.11. Condicions per a 'amplificacié en la gPCR en mostres humanes i de ratoli. La lectura de

la fluorescencia es feia al final de cada cicle d’amplificacic.

Temperatura Temps
50°C 2 minuts
95°C 10 segons
95°C 15 segons
60°C 1 minut
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4.2.7.4. Controls de qualitat i de precisio del metode

Cada cop que es carregava una placa de qPCR es posaven unes mostres d’ADN amb valors
coneguts del nombre de copies d’ADNmt per poder validar els resultats de les mostres
problema que es mesuraven. Aquestes mostres d’ADN es van obtenir en gran quantitat al
nostre laboratori a partir d’extractes de diferents teixits humans i de ratolins i aquest ADN
es va congelar en aliquotes per poder ser utilitzat cada cop que es muntava una placa de
gPCR. La variabilitat dels resultats d’aquests controls al llarg de miltiples plaques de
diferents dies va permetre determinar la precisié interserial del metode durant el
desenvolupament d’aquesta tesi, que va tenir un coeficient de variacio d’entre el 23% i el
33% (Taula 4.12) (Figura Suplementaria 2).

Taula 4.12. Controls de métode de la qPCR i precisié interserial. La taula inclou el tipus de mostra
origen de I’ADN, la mitjana de la ratio ADNmt/ADNn, desviacié estandard, nombre de mostres

analitzades (n) i coeficient de variacid resultant (per a gPCR d’ADN huma i muri).

. > Mitjana Desviacio Coeficient de
Origen de ’ADN . e
(ADNmt/ADNn) estandard variacio (%)

gqPCR de Muscul esqueletic 1.177 272 23 24
mostres Cél-lules limfoblastoides 544 180 33 25
humanes  Sang 48 14 28 23
Cor 6.813 2.249 33 12

qPCR de
Fetge 1.789 477 27 13

mostres de -
. Intesti 258 81 31 13
ratolins : -

Muscul esqueletic 7.215 1.955 27 13

4.2.8. Analisi de presencia de delecions multiples mitjancant PCR llarga

La presencia de delecions multiples sobre 'ADNmt va ser analitzada en mostres d’ADN
procedents de:

- Fibroblasts amb mutacions en gens associats a MDDS en els temps t0 i 20 amb i sense
tractament amb dNs (Secci6 4.2.3.1).

- Mdscul esquelétic (gastrocnemi + soli) i fetge de ratolins KO per Tk2 tractats amb PBS o
dCtd + dThd (Secci¢ 4.2.3.2.2).

- Fetge i cervell de ratolins KO per Dguok tractats amb PBS o dAdo + dGuo (Seccid 4.2.3.2.2).
- Sang de pacients amb mutacions en TK2 no tractats i sotmesos a tractament de dCtd + dThd

(Seccio 4.2.3.3).
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En la PCR llarga es va amplificar quasi tot TADNmt (16.267 pb en el cas de mostres humanes
i 15.779 pb en el cas de mostres de ratoli) utilitzant els encebadors (Taula 4.13) i el kit
comercial Takara LA Taq (Takara Bio)*3%. La mescla dels components de la PCR en mostres
d’humans i de ratolins estan recollides a la Taula 4.14 i a la Taula 4.15. Les condicions
d’amplificacié estan recollides a la Taula 4.16. Després de la PCR es visualitzaven les bandes
d’ADNmt en un gel d’agarosa (Seccio 4.2.6).

Taula 4.13. Encebadors per a I'amplificacio de FADNmt amb la seva seqiiéncia i posicio sobre

IADNmt. Les posicions dels encebadors estan indicades sobre la seqiiéncia de referéncia de '’ADNmt
amb nombre d’accés NC_012920.1 en el cas dels humans i NC_005089.1 en el cas dels ratolins.

Posicio de

Seqiiéncia

I’encebador

Encebador , ,
o D direct 5" — ACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGTATACTTCAAAGG -3 1.482-1.516
- irecte
© E  Encebador )
=2 2 5" — ACCGCCAGGTCCTTTGAGTTTTAAGCTGTGGCTCG -3 1.180-1.146
revers
Encebador , ,
3 5 directe 5" — GGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTG -3 2.473 -2.505
g e
O o Encebador
= o 5 — GAGGTGATGTTTTTGGTAAACAGGCGGGGT -3’ 1.953-1.924
revers

Taula 4.14. Mescla de reaccio per amplificar TADNmt en mostres humanes.

Reactiu (concentraci6 original) Volum per 1 reaccid Concentracio en la reaccié

LA PCR buffer Il (10X) 5puL 1X

MgCl; (25 mM) 5uL 2,5mM

dNTPs (2,5 mM) 8 uL 400 uM
Encebador directe (2 uM) 5uL 200 nM
Encebador revers (2 uM) 5uL 200 nM

Taq LA (5U/pL) 0,5 uL 0,05 U/uL

ADN (50 ng/uL) 1L 1 ng/uL

H.0 20,5 pL (fins a 50 pL) -

Volum final: 50 pL
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Taula 4.15. Mescla de reaccié per amplificar TADNmt en mostres de ratoli.

Reactiu (concentracio - Concentracio en la
W Volum per 1 reaccio 0

original) reaccio
LA PCR buffer Il (10X) 5 pL 1X
MgCl, (25 mM) 5uL 2,5 mM
dNTPs (2,5 mM) 8 ulL 400 pM
Encebador directe (5 uM) 5uL 500 nM
Encebador revers (5 uM) 5uL 500 nM
Taq LA (5U/uL) 0,5 pL 0,05 U/uL
ADN (50 ng/pL) 1puL 1 ng/uL
H,0 20,5 pL (fins a 50 uL)

Volum final: 50 pL

Taula 4.16. Condicions d’amplificacié de TADNmt en mostres humanes i de ratoli.

Condicions en mostres humanes Condicions en mostres de ratolins
Temperatura Temps Cicles Temperatura Temps Cicles
94°C 1 minut 1 92°C 2 minuts 1
98°C 10 segons I 92°C 10 segons
30 30
68°C 11 minuts 68°C 12 minuts
72°C 10 minuts 1 68°C 15 minuts 1

4.2.9. Seqlienciacio d’alta profunditat

La seqlienciacié d’alta profunditat sobre ’ADNmt es va fer en mostres d’ADN obtingudes a
partir de:

- Fibroblasts de pacients amb mutacions en gens associats a MDDS en els temps t0 i t20 amb
i sense tractament amb dNs (Seccio 4.2.3.1).

- Muscul esquelétic (gastrocnemi + soli) i fetge de ratolins KO per Tk2 tractats amb PBS o
dCtd + dThd (Secci¢ 4.2.3.2.2).

- Fetge i cervell de ratolins KO per Dguok tractats amb PBS o dAdo + dGuo (Seccio 4.2.3.2.2).
- Sang de pacients amb mutacions en TK2 no tractats i sotmesos a tractament de dCtd + dThd

(Seccid 4.2.3.3).

La sequienciacio d’alta profunditat sobre ’ADNn es va fer sobre ADN de sang (Seccio 4.2.3.3)
de pacients amb deficit de TK2 abans d’iniciar el tractament i ADN de sang dels mateixos

pacients diversos mesos o anys després d’haver iniciat el tractament diari amb dCtd + dThd
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panell QIAseq Targeted DHS-3501Z Human

Comprehensive Cancer Panel (Qiagen). Aquest panell inclou la seqiienciacié de 836.670 kb

que contenen 275 gens (Taula 4.17) amb especial susceptibilitat de ser mutats i que estan

associats a cancer.

Taula 4.17. Llistat de gens de codificacio nuclear seqiienciats amb el Human Comprehensive Cancer

Panel.
ABL1
ACVR1B
AKT1
AKT2
AKT3
ALK
AMER1
APC
AR
ARAF
ARID1A
ARID1B
ARID2
ASXL1
ATM
ATR
ATRX
AURKA
AURKB
AURKC
AXIN1
AXIN2
B2M
BAP1
BCL2
BCL2L1
BCL6
BCOR
BCORL1
BCR
BIRC3
BLM
BRAF
BRCA1
BRCA2
BRIP1
BTK
CALR
CARD11
CBL

CBLB
CBLC
CCND1
CCND3
CCNE1
CD274
CD79A
CD79B
CDC73
CDH1
CDK12
CDK4
CDK6
CDKN2A
CDKN2B
CDKN2C
CEBPA
CHEK1
CHEK2
cic
CREBBP
CRLF2
CSFI1R
CSF3R
CTCF
CTNNA1
CTNNB1
CUX1
CXCR4
CYLD
DAXX
DDR2
DICER1
DNM2
DNMT3A
DOTIL
EED
EGFR
EGLN1
EP300

EPAS1
EPHA3
EPHAS
ERBB2
ERBB3
ERBB4
ERG
ESR1
ETV6
EXO1
EZH?2
FAM175A
FAM46C
FANCA
FANCC
FANCD2
FANCE
FANCF
FANCG
FAS
FBXW7
FGF4
FGF6
FGFR1
FGFR2
FGFR3
FGFR4
FH
FLCN
FLT3
FLT4
FOXL2
FUBP1
GALNT12
GATA1
GATA2
GATA3
GEN1
GNA11
GNAQ

GNAS
GREM1
GRIN2A

H3F3A
HGF
HIST1H3B
HNF1A
HOXB13
HRAS
HSP90AA1
ID3

IDH1

IDH2

IGFIR

IKZF1

IKZF3

IL7R

INHBA

IRF4

JAK1

JAK2

JAK3

KAT6A
KDM5C
KDM6A

KDR
KEAP1
KIT
KMT2A
KMT2B
KMT2C
KMT2D

KRAS

LRP1B
MAP2K1
MAP2K2
MAP2K4
MAP3K1

MAP3K14
MAPK1

120

MCL1
MDM?2
MDM4
MED12
MEF2B

MEN1

MET

MITF

MLH1

MPL
MRE11A

MSH2

MSH6

MTOR
MUTYH

mMyc

MYCL

MYCN
MYD88

NF1
NF2
NFE2L2
NFKBIA
NKX2-1
NOTCH1
NOTCH2
NOTCH3

NPM1

NRAS

NSD1
NTRK1
NTRK2
NTRK3

PAK3

PALB2

PAX5
PBRM1
PDGFRA
PDGFRB

PHF6

PIK3CA
PIK3R1
PIK3R2
PIM1
PLCG1
PMS1
PMS2
POLD1
POLE
PPM1D
PPP2R1A
PRDM1
PRKAR1A
PRKDC
PRSS1
PTCH1
PTEN
PTPN11
RAC1
RAD21
RAD50
RAD51
RAF1
RB1
RET
RHEB
RHOA
RIT1
RNF43
ROS1
RUNX1
SDHB
SETBP1
SETD2
SF3B1
SMAD2
SMAD4
SMARCA4
SMARCB1
SMC1A

SMC3
SMO
50Cs1
50X2
50X9
SPOP
SRC
SRSF2
STAG2
STAT3
STK11
SUFU
sUz12
TAL1
TCF3
TERT
TET2
TGFBR2
TNFAIP3
TNFRSF14
TP53
TRAF3
T5C1
T5C2
TSHR
U2AF1
U2AF2
VHL
WHSC1
Wwr1
XPO1
XRCC2
XRCC3
ZNF217
ZRSR2
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La seqlienciacio d’'/llumina inclou diferents passos que s’expliquen a continuacié: preparacié
de les llibreries (diferent per la seqlienciaci6 d’ADNmt (Secci¢ 4.2.9.1) i ADNn (Seccio
4.2.9.2)), generacid de clusters (Seccio 4.2.9.3), seqlenciacio (Seccio 4.2.9.4) i analisi de

dades (Secci6 4.2.9.5).

4.2.9.1. Preparacio de les llibreries per a la seqlUenciacio de I’ADNmt

La seqlienciacié de I’ADNmt es va fer de forma multiplex, és a dir, seqlienciant a la vegada
diferents llibreries que venien de diferents mostres. Per poder multiplexar llibreries i
identificar quines seqliencies pertanyen a cada mostra cal marcar aquesta amb una
seqliencia especifica (index), procés que es dona durant la preparacié de llibreries. A més,
en aquest procés també s’introdueixen adaptadors que son seqiencies utilitzades
posteriorment en el procés de formacié de clusters (Seccio 4.2.9.3) i seqlienciacid (Seccid
4.2.9.4). En tots els experiments de seqiienciaciéo d’ADNmt es van multiplexar 45 llibreries,

corresponents a 45 mostres diferents.

Es van fragmentar 1.000 ng de I"'amplicé d’ADNmt obtingut en la PCR llarga (Secci6 4.2.8)
utilitzant el kit NEBNext® dsDNA Fragmentase® (NewEngland BioLabs) incubant I’ADN a 37°C
durant 22 minuts aconseguint fragments d’aproximadament 250 pb. Posteriorment, es va
parar la reaccio de fragmentacio afegint 8 uL d’EDTA 0,5 M dissolt en Tris 10 mM pH 7,4 i es
van purificar els fragments que tenien la mida d’interés amb el kit de boles magneétiques
amb afinitat a ’ADN Ampure XP magnetic beads (Beckman Coulter) i I'ajuda d’un imant per
a tires de PCR de 8 pous. D’aquesta manera per a cada mostra s’obté una llibreria amb

diferents fragments de ’ADNmt (Figura 4.10).

Posteriorment, es van reparar els extrems dels fragments d’ADN afegint un fosfat a I’extrem
5’ i una cua d’adenina a I'extrem 3’, es va lligar un adaptador que circularitza els fragments
a seqlienciar i es van tallar aquests fragments per obtenir una molecula d’ADN lineal gracies
a l'uracil present en 'adaptador. Després, mitjancant les boles magnétiques amb afinitat a
I’ADN Ampure XP magnetic beads (Beckman Coulter) i un imant per a tires de PCR de 8 pous
es van purificar els fragments d’interés per posteriorment fer una PCR de cicles curts on
s’afegeixen indexs als fragments d’ADN, gracies a I'is d’encebadors que tenen les seqliencies

dels indexs que es volen introduir a I’extrem 5’. Finalment, es van tornar a purificar els
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fragments de la mida d’interes amb les boles magnetiques amb afinitat a '’ADN Ampure XP

magnetic beads (Beckman Coulter) i un imant per a tires de PCR de 8 pous (Figura 4.10).

1. Fragmentacio

5 7
3 v
5 3
3 5
Purificacié dels fragments amb la mida d’interés
2. Reparacié d’extrems i addicié de fosfat a 'extrem 5’ i cua A a I'extrem 3’
5 3 s @ A3
¥ s > & O
3. Lligacio dels adaptadors /7'Adaptadors
5’ A3 T A
79 ® 5 a7 ]
4, Linealitzacié dels fragments
XN <
A
5. Addicié d’indexs per PCR
=1 1 5
A — 3
T — 5’
A — 3
Encebador P5
amb index
Lo - -
3 A T — 5’ 5 — T A e 3’
5’8 I T A — 3 IV e T ———— 5’
* = =3’ e—— 5
Encebador P5
amb index Purificacié dels fragments amb la mida d’interes

Figura 4.10. Esquema del procés de preparacio de la llibreria per a seqiienciar TADNmt. Primer es
fragmenta I’ADN aleatoriament i es purifiquen els fragments de la mida d’interés. Posteriorment, es
reparen els extrems dels fragments, es lliguen adaptadors i es linealitzen les molécules per fer una PCR
curta que introdueix index que son seqtiencies que identifiquen la mostra amb les molecules d’ADN i
que son utils per al procés de generacio de clusters i seqiienciacio. Finalment es purifiquen els fragments

de la mida d’interés.
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El procés de preparacio de les llibreries resulta en I'addicié d’adaptadors i indexs als
fragments d’ADN a seqiienciar que serviran per identificar cada mostra o llibreria, per poder
unir la molecula d’ADN a la cel-la de flux on es fa la reaccié de seqiienciacié i per poder
anellar els encebadors utilitzats per comencar la reaccié de polimeritzacid i seqilienciacié. La
preparacié de les llibreries amb indexs i adaptadors es va fer amb els kits NEBNext® Ultra™
DNA Library Prep Kit for lllumina® i NEBNext® Multiplex Oligos for lllumina® (Dual Index

Primers Set 1) (New England BioLabs) seguint les instruccions del fabricant.

Posteriorment a la preparacid de les llibreries es determinava la mida dels fragments que la
formen amb electroforesi capil-lar utilitzant I'aparell QiAxcel (QiAgen) (Seccid 4.2.6) i es
mesurava la seva concentracié amb el fluorimetre Qubit® 2.0 (ThermoFisher Scientific) amb
el kit d’assajos d’ADN bicatenari Qubit™ BR (ThermoFisher Scientific) (gamma amplia).
Després, s’ajuntaven totes les llibreries que venien de diferents mostres de forma equimolar,
de manera que totes les llibreries estaven a concentracid final de 10 nM, es diluia fins a 4
nM i es tornava a mesurar la concentracié de la mescla de llibreries amb el fluorimetre
Qubit® 2.0 (ThermoFisher Scientific) amb el kit d’assajos d’ADN bicatenari Qubit™ HS
(ThermoFisher Scientific) (alta sensibilitat). Un cop es tenia la mescla de llibreries preparada
a concentracio 4 nM es desnaturalitzava I’ADN incubant-lo 5 minuts a temperatura ambient
amb NaOH a concentracié final 0,1 M i es neutralitzava amb el tampd HT1 inclos al kit MiSeq
Reagent Kit v2 (500-cycles) (lllumina). En aquest moment la mescla de llibreries estava a
20 pM. En aquest punt es tornava a diluir amb tampo HT1 fins a tenir una concentracio de
9 pM, que és la concentracié que es va utilitzar per carregar la mescla de llibreries al cartutx
de seqlienciacié MiSeq Reagent Kit v2 (500-cycles) (/llumina). D’aquesta manera, es van
multiplexar 45 mostres en una mateixa carrera amb una profunditat tedrica mitjana de
10.000 lectures per base. Totes les carreres de seqlienciaciéo d’ADNmt es van fer en I'equip

MiSeq System (lllumina).

4.2.9.2. Preparacio de les llibreries per a la seqiienciacié de ’ADNn

La seqlienciacio de I’ADNn amb el Human Comprehensive Cancer Panel també es va fer de
forma multiplex seqlienciant 10 mostres diferents a la vegada. La generacid de llibreries en

aquestes mostres té el mateix objectiu que en la seqiienciacié de mostres d’ADNmt: afegir
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indexs per identificar cada seqiiencia amb |la seva mostra i afegir adaptadors utilitzats en el

procés de generacio de clusters (Seccio 4.2.9.3) i sequenciacid (Seccio 4.2.9.4).

El procés de generacié de les llibreries de I’ADNn (Figura 4.11) es va fer amb els kits QlAseq
Targeted DNA Panel HC (12) (ref. 333512) (Qiagen) i QlAseq 12-Index | (48) (ref. 333714)
(Qiagen) seguint el protocol del fabricant. La generacio de llibreries es va fer partint de 30
ng d’ADN de cada mostra i en una mateixa reaccid es va fragmentar I’ADN, es van reparar
els extrems afegint fosfat als extrems 5’ i es va lligar una adenina en els extrems 3’ de tots
els fragments. Posteriorment, aprofitant I'adenina introduida en el pas anterior i el fosfat de
I’'extrem 5’, es va fer una lligacié dels fragments d’ADN amb els adaptadors que contenen,
entre altres seqliencies, dos tipus de seqliéncies d’interés: els Unique Molecular Indexes
(UMIs) i els Unique Dual Indexes (UDIs). Els UMlIs sén seqliencies de 12 nucleotids aleatoris,
de manera que hi ha 42 possibles seqiiéncies. Aquestes seqiiéncies uniques s’'uneixen a cada
fragment d’ADN abans de fer cap amplificacid, de manera que cada un dels fragments queda
marcat amb un UMI diferent. Els UMIs serveixen per validar que les variants que es reporten
sén variants reals de la mostra i que no es deuen a errors en el procés d’amplificacié de
I’ADN, ja que com s’han introduit en tots els fragments d’ADN abans de cap amplificacio,
totes les molecules que s’han amplificat a partir d’'una mateixa molécula original i tenen el
mateix UMI han de ser idéntiques. Per tant, si hi ha una variant, per poc freqiient que sigui,
apareixera en tots els fragments que tenen un mateix UMI. L'avantatge de treballar amb
UMIs és que es poden donar per valides variants que tenen una freqiiéncia molt baixa
(propera a I'1%). Els UDI sén els indexs, que permeten marcar tots els fragments d’ADN que
venen d’una mostra amb la mateixa seqiiencia per poder fer la multiplexacié de mostres. El
procés de lligacié dels adaptadors i indexs acaba amb la purificacié dels fragments amb la
mida d’interés utilitzant les boles magnetiques amb afinitat a I’ADN QIAseq Beads incloses
en el kit QlAseq Targeted DNA Panel HC (12) (ref. 333512) (Qiagen) i un imant per a tires de
PCR de 8 pous (Figura 4.11).

Després de la lligacid dels adaptadors es va fer la captura, també anomenada target
enrichment o enriquiment de les zones de ’ADN que es volen seqlienciar. Aquest procés es
fa mitjangant una PCR utilitzant un encebador (anomenat IL-FW) contra una regid present

introduida en els adaptadors i un coctel de 11.311 encebadors contra les sequéncies dels
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275 gens que es seqlienciaran amb el Human Comprehensive Cancer Panel (Taula 4.17). Aixo
resulta en I'amplificacio de les regions d’ADN que es volen seqlienciar. Posteriorment, es van
purificar els fragments amb la mida d’interés mitjancant les boles magnetiques amb afinitat
a 'ADN QJAseq Beads incloses en el kit QlAseq Targeted DNA Panel HC (12) (ref. 333512)
(Qiagen) i un imant per a tires de PCR de 8 pous. Finalment, es va fer una PCR universal
utilitzant encebadors que s’uneixen a regions incloses en els adaptadors per introduir
seqliencies d’unid als oligonucleotids de la cel-la de flux (Figura 4.11). La preparacid de les
llibreries finalitzava amb la purificacié dels fragments d’ADN de la mida d’interés amb les
boles magnetiques amb afinitat a I’ADN QIAseq Beads incloses en el kit QIAseq Targeted DNA
Panel HC (12) (ref. 333512) (Qiagen) i un imant per a tires de PCR de 8 pous. Finalment,
s’avaluava la qualitat de les llibreries mitjancant la determinacié de la mida dels seus
fragments amb electroforesi capil-lar amb I'aparell QlAxcel (Qiagen) (Seccid 4.2.6). També
es quantificaven les llibreries amb el fluorimetre Qubit® 2.0 (ThermoFisher Scientific) i el kit

d’assajos d’ADN bicatenari Qubit™ HS (ThermoFisher Scientific) (alta sensibilitat).

Un cop es tenien preparades totes les llibreries que es s’analitzarien en la mateixa carrera
de seqiienciacié s’ajuntaven totes de forma equimolar a concentracid final de 10 nM, es
diluia a 4 nM i es tornava a mesurar la concentracié d’ADN de la barreja amb el fluorimetre
Qubit® 2.0 (ThermoFisher Scientific) i el kit d’assajos d’ADN bicatenari Qubit™ HS
(ThermoFisher Scientific) (alta sensibilitat). Posteriorment, es desnaturalitzaven 5 pL de
llibreria 4 nM amb 5 pL de NaOH 0,2 M, de manera que el NaOH quedava a concentracio en
la reaccié de 0,1 M. Passats 5 minuts a temperatura ambient es neutralitzava amb 5 pL Tris-
HCl 200 mM pH 7,0. Després s’afegien 985 uL de buffer HT1 (inclos en el kit NextSeq 500/550
High Output Kit v2.5 (300 Cycles) (lllumina)) de manera que la llibreria quedava a una
concentracié de 20 pM. Finalment, es diluia la mostra a 1,2 pM i es carregaven 1,3 mL
d’aquesta mostra en el cartutx de seqlienciacié NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5 (300
Cycles) (lllumina) utilitzant I’equip NovaSeq (/llumina). Utilitzant aquest cartutx es van poder
carregar 10 mostres per carrera amb una profunditat mitjana de 6.000 lectures per base i

4,26 fragments llegits per UMI.
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Figura 4.11. Esquema del procés de preparacio de la llibreria per a seqiienciar ADNn utilitzant el
panell Human Comprehensive Cancer Panel. Primer es fragmenta I’ADN i es reparen els extrems en
una mateixa reaccio, després es lliguen els adaptadors que contenen els UMIs i UDIs i es purifiquen els
fragments de la mida d’interés. Finalment es fa la captura que consisteix en I'enriquiment per PCR de
les regions de I’ADN que es volen seqtienciar i en I'addicio de seqiiencies utilitzades en el procés de

generacio de clusters i seqiienciacio.

4.2.9.3. Generacio de clusters

Aquest procés es dona en la cel-la de flux i és el mateix per a la seqiienciacié de mostres
d’ADNmt i ADNn. Quan es carrega la mostra (que conté diversos fragments corresponents a

diverses llibreries o mostres) en el cartutx de seqiienciacié aquesta passa a la cel-la de flux.
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La cel-la té uns oligonucleotids units que s6n complementaris a la seqiiencia dels adaptadors
introduits en la mostra en el procés de creacié de les llibreries. D’aquesta manera, tots els
fragments d’ADN que venen de totes les mostres s’uneixen per complementarietat a aquests
oligonucleotids fixats en la cel-la de flux i es fa una amplificacio utilitzant I’ADN a seqienciar

com a motlle (Figura 4.12).

MY

LADN modificat amb adaptadors s'uneix per complementarietat de seqiiéncia als
oligonucleotids fixats en la cel-la de flux i es sintetitza a molécula complementaria

Desnaturalitzacié

i
i : ;
Generacid de clisters per Seqiienciacié de les
amplificacié en pont cadenes forward

Figura 4.12. Esquema de la generacié de clisters en la cel-la de flux. Les molécules a seqiienciar
s’uneixen per complementarietat a oligonucleotids fixats en la cel-la de flux i es sintetitza la cadena
complementaria, que és utilitzada per fer una amplificacié en pont amb un segon tipus d’oligonucleotid
fixat a la cel-la de flux. Aquest procés es repeteix diverses vegades fins obtenir una expansio clonal
d’aquella seqiiencia en els oligonucleotids contigus donant lloc als clusters. Imatge modificada a partir
de 323.

Una vegada sintetitzada la nova cadena, que queda unida a la cel-la de flux per I'extrem de
I'oligonucleotid, s’elimina ’ADN motlle i aquesta nova molecula sintetitzada crea un pont
amb un segon tipus d’oligonucleotid fixat en la cel-la de flux perqué I'extrem de I’ADN
sintetitzat de nou, que no esta fixat en la cel-la de flux, té una seqiiéncia complementaria a

aquest segon oligonucleotid de la cel-la de flux. Aixo dona lloc a una amplificacié en pont.
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Aquest pont de doble cadena és desnaturalitzat, de manera que s’obtenen dues cadenes
d’ADN unides a la cel-la de flux. Aquest procés es repeteix diverses vegades i resulta en una
amplificacié (fins a 1.000 copies) de la mateixa seqliéncia d’ADN en una zona de la cel-la de
flux. Finalment, s’eliminen totes les molécules unides al primer tipus d’oligonucleotid unit a
la cel-la de flux (que correspondrien a la seqliéncia reversa a seqienciar) (Figura 4.12).
Aquest procés es dona en paral-lel amb tots els fragments d’ADN de totes les llibreries que
es seqliencien a la vegada i dona lloc als clusters que sén les unitats de seqlienciacio.
D’aquesta forma en la cel-la de flux s’han creat diversos clusters, tots a partir d’'una uUnica

molecula d’ADN que havia estat processada en la preparacio de les llibreries.

4.2.9.4. SeqUenciacié

Un cop s’han creat els clisters es passa al procés de seqilienciacié. En aquest procés,
s’utilitzen uns encebadors universals complementaris als adaptadors introduits en els
fragments d’ADN a sequlenciar durant la preparacié de la llibreria. Aquests encebadors

s’uneixen en totes les molecules de tots els clisters i comencen la seqiienciacié d’ADN.

La seqlienciacio del sistema de lllumina utilitza la seqienciacié per sintesi, la qual es basa en
I’Gs dels quatre nucleotids marcats amb diferent fluorescéncia (Figura 4.13). En cada cicle de
polimeritzacié un Unic nucleotid marcat s’uneix a la molécula d’ADN que s’esta sintetitzant
(el nucleotid complementari al de la cadena motlle) i aquest serveix com a terminador de la
sintesi, aixi en cada cicle de polimeritzacié s’enregistra la fluorescéncia que correspon al
nucleotid incorporat. Després, hi ha una modificacié quimica sobre la base que permet la
incorporacio del seglient nucleotid. El nombre d’aquests cicles determina el nombre de
nucleotids que es seqiencien. Finalment, es seqliencia la regidé que conté els indexs que
permeten identificar de quina mostra ve aquella seqliéncia. Tot aquest procés es dona en
totes les molecules idéntiques d’un mateix cluster, fet que possibilita I'amplificacid i lectura
del senyal fluorescent per part de 'aparell. El resultat final és la lectura de fluorescéncia de

milers de clusters corresponents a tots els fragments d’ADN que s’estan seqiienciant.
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Figura 4.13. Esquema de la seqiienciacio per sintesi utilitzat per lllumina. En el procés de seqlienciacid
s’incorpora el nucleotid complementari a la cadena motlle que actua com a terminador de la sintesi,
s’enregistra la fluorescéncia del nucleotid i es modifica quimicament per a que es pugui incorporar el
segiient nucleotid complementari a la cadena motlle. Imatge modificada a partir de 323,

Un cop finalitzats aquests cicles de seqlienciacio es desnaturalitza i s’elimina la cadena nova
que s’ha sintetitzat, de manera que només queda la cadena motlle unida a la cel-la de flux
per un extrem. Aquesta cadena, en I'extrem no unit a la cel-la de flux, conté la seqliencia
complementaria a I'altre oligonucleotid present en la cel-la de flux, de manera que es crea
un pont. En aquest punt, es torna a fer amplificacié en pont, s’elimina la cadena que ha servit
de motlle per a seqlienciar la cadena forward i utilitzant uns encebadors universals es
procedeix a la seqlienciacio de la cadena reversa d’igual forma que s’havia fet amb la cadena

forward.

4.2.9.5. Analisi de dades

Un cop finalitzat el procés de seqiienciacié comenca I'analisi dels resultats. Primer de tot,
totes les dades crues obtingudes passen uns processos de control de qualitat que filtren
lectures no valides, on entre altres criteris, es consideren com a lectures valides aquelles en
que s’ha sequenciat la cadena forward i reversa. Posteriorment, gracies a la seqlienciacid
dels indexs presents en cada fragment d’ADN i per tant en cada cluster, s’identifica cada
seqliencia amb cada mostra i I'alineament de les seqiiencies obtingudes amb la seqiiencia
de referéncia permet fer la crida de variants i identificar canvis de nucleotids de la mostra
respecte a la seqiiéncia de referencia. La seqiiencia de referencia de I’ADNmt per a mostres

humanes va ser NC_012920.1, mentre que per a mostres de ratoli va ser NC_005089.1.
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L’analisi de les dades de la seqlienciacio de I’ADNn es va fer amb la plataforma GeneGlobe
(Qiagen) que va permetre identificar les variants en els gens seqiienciats respecte a la

seqliencia de referéncia GCA_000001405.1 (hg19).

4.2.10. Determinacid de nucleodsids i dels seus catabolits per HPLC-

MS/MS

Els nucledsids i alguns dels seus productes de degradacié van ser quantificats per
cromatografia liquida d’alta resolucid acoblada a deteccid per espectrometria de masses en
tandem (HPLC-MS/MS). Aquesta analisi es va aplicar a medis de cultiu cel-lular, plasma i
homogenats de teixits de ratolins utilitzant 'equip Acquity UPLC — Xevo TQ Mass

Spectrometer (Waters).

En la HPLC-MS/MS es fa una separacio dels analits de la mostra per cromatografia i la seva
identificacid i quantificacié posterior per espectrometria de masses. La cromatografia
consisteix en I'aplicacié d’una alta pressid per moure a través del sistema un liquid (fase
mobil) que recull la mostra a analitzar i la passa per una columna (fase estacionaria) que
conté un material adsorbent per a la mostra. Cada component de la mostra interacciona de
manera diferencial entre les fases mobil i estacionaria en funcid de la seva afinitat amb elles:
els compostos de la mostra que tenen més afinitat per la columna es queden retinguts més
temps i s’elueixen més tard, mentre que els compostos que tenen menys afinitat per la
columna i més afinitat per la fase mobil interaccionen poc amb la columna i s’elueixen abans.

El temps en el qual els compostos sén eluits és el temps de retencid.

Posteriorment, els productes eluits en la cromatografia passen a I'espectrometre de masses,
gue en aquest cas es tracta d’un espectrometre amb triple quadrupol. En I'espectrometria
de masses en tandem primer s’ionitzen les molécules amb electrospray (Electrospray
lonisation, ESI) cap a ions positius o negatius aplicant un voltatge en el con. Després, el
primer quadrupol identifica i separa les molécules ionitzades en funcié de la seva relacié
massa/carrega (m/z). Posteriorment, les molécules ionitzades son fragmentades en el segon
quadrupol amb una determinada energia de col:lisid obtenint-se fragments més petits
(anomenades filles) a partir de la molécula original (anomenada mare). Aixo introdueix el

concepte de transicié que és el canvi de massa que hi ha de la molécula mare quan es
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fragmenta en les molécules filles. Les molecules filles d’interés sén també separades en
funci6 de la seva relaci6 massa/carrega i detectades en el tercer quadrupol de

I'espectrometre (Figura 4.14).

lonitzacié amb

Energia de col:lisio
electrospray

Deteccié de m/z de Deteccio de m/z de
les molécules mare les molécules filla
r+\
A“E‘l'tS Anal\ts lons de lons de
jonitzats molécules molécules
mare filles

Figura 4.14. Esquema del funcionament de I'espectrometre de triple quadrupol. En el primer
quadrupol (Q1) es detecta la relacio m/z de les molécules mare, en el segon quadrupol (Q2) es
fragmenten les molécules mare en molecules filles i en el tercer quadrupol (Q3) es detecta la relacié
m/z de les molécules filles.

El resultat que reporta I'aparell és un cromatograma on es veuen, en el seu temps de
retencid, tots els pics que corresponen amb les transicions dels compostos que es volen
identificar. Mitjangant el software TargetLynx (Waters) es van integrar els pics per obtenir la
seva area que es correspon amb la quantitat d’aquell compost en la mostra. Per tal de poder
quantificar de forma absoluta els compostos de les mostres es va fer servir un multi-
estandard amb concentracions conegudes (en aquest cas de 0,05 uM, 0,5 UM, 1 uM, 5 uM,
10 uM, 50 uM) dels diferents compostos que es volien analitzar. D’aquesta forma, integrant
els pics dels estandards s’obté una corba estandard que permet interpolar les arees dels pics

de les mostres i calcular la quantitat de I’analit que hi ha en la mostra.

Durant el processament de les corbes estandard i de les mostres es va afegir un estandard
intern (SI) que consisteix en dThd amb isotops de carboni i nitrogen pesants i estables
(13C10'®N2-dThd) (Cambridge Isotope Laboratories) a una concentracié final en la mostra de
1 uM. Com que I'estandard intern és dThd (encara que amb composicié isotopica diferent a
la forma més abundant en la natura), es comporta quimicament igual que la dThd de
composicid isotopica normal de la mostra en la separacié cromatografica. Per tant, totes
dues tenen el mateix temps de retencid. D’altra banda, com el estandard intern té una
composicid isotopica diferent, la seva relacié m/z és diferent de la dThd de la mostra i es

poden distingir per la transicié. L'estandard intern s’afegeix amb la mateixa concentracié en
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totes les mostres a l'inici del processament d’aquestes de manera que permet corregir si hi
ha hagut alguna interferencia com pot ser el rendiment d’extraccié dels analits en el
processament de la mostra, variacions en el volum de mostra injectat en I'aparell, variacions
en I'eficiéncia de ionitzacid, fragmentacid i deteccié de I'analit per MS/MS que poden ser

degudes a causes internes de I'aparell o a possibles interferents en la matriu de la mostra.

4.2.10.1. Processament de mostres de medi de cultiu

Es va partir de 1 mL de medi de cultiu i se li va afegir I'estandard intern. Posteriorment, es
van eliminar les proteines presents en la mostra per ultrafiltracié utilitzant filtres amb porus
per molécules de 10 kDa (Amicon Ultra Filters, Millipore). En aquest procés, primer
s’equilibrava el filtre posant-li aigua i centrifugant 14.000 x g 5 minuts, després s’eliminaven
les restes d’aigua donant la volta al filtre i centrifugant a 1.000 x g durant 1 minut. A
continuaciod, es posava la mostra al filtre i es centrifugava a 14.000 x g 30 minuts a 4°C.

Finalment, es congelaven les mostres eluides a -20°C fins a ser analitzades per HPLC-MS/MS.

4.2.10.2. Processament de mostres de plasma

Es va partir de plasma de ratoli (Seccio 4.2.2.3) al qual es mesurava el seu volum i es feia una
diluci6 amb PBS fred si es tenia poc volum per ser injectat en la cromatografia.
Posteriorment, es va afegir I'estandard intern i es van eliminar les proteines de la mostra per
ultrafiltracio de la mateixa manera que es va fer en mostres de medi de cultiu (Seccio
4.2.10.1). Finalment, es congelaven les mostres a -20°C fins a ser analitzades per HPLC-

MS/MS.

4.2.10.3. Processament de mostres d’organs

Es va partir de fetge, muscul esquelétic (gastrocnemi + soli) o cervell previament polvoritzats
amb un morter en preséencia de nitrogen liquid (Seccio 4.2.2.3). Posteriorment, es van agafar
dues culleradetes (aproximadament uns 100 mg) de teixit polvoritzat, se’ls va afegir 500 uL
de tampod de lisi (Taula 4.18) i es va homogeneitzar amb un homogenitzador d’émbol
motoritzat adaptat a tubs d’1,5 mL (pellet pestle). Aquests homogenats crus es van
centrifugar a 20.000 x g durant 30 minuts a 4°C per precipitar les restes no disgregades de
teixit i es va recuperar el sobrenedant. Posteriorment, es va agafar una aliquota de

sobrenedant i es va fer una dilucié 1/20 per mesurar la concentracié de proteina (Seccio

132



Material i metodes

4.2.5)ilaresta de I'hnomogenat va ser desproteinitzat per ultrafiltracié de la mateixa manera
que es va fer per la determinacié de dNs en medi de cultiu (Seccié 4.2.10.1). Finalment, es

congelaven les mostres a -20°C fins a ser analitzades per HPLC-MS/MS.

Taula 4.18. Composicio del tampé de lisi per al processament de mostres d’organs de ratolins. El
tampd de lisi conté detergent (Trité X-100), un agent reductor (2-mercaptoetanol), un inhibidor de
proteases (fluorur de fenilmetilsulfonil, PMSF) i un inhibidor de la degradacio de la dCtd per I'enzim CDA
(tetrahidrouridina, THU), un inhibidor de la degradacié de la dThd per I'enzim TP (6-amino-5-
bromouracil), inhibidors de la degradacié de la dAdo per I'enzim ADA (eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)
adenina, EHNA) i inhibidors de la degradacio de la dGuo per I'enzim PNP (immucilina H) a més de
I"estandard intern (SI).

Reactiu Concentracio en la solucié

Tritd X-100 1% (v/v)
2-mercaptoetanol 0,02% (v/v)
Tris HCI pH 7,2 50 mM
Fluorur de penilmetilsulfonil (PMSF) 2 mM
13C,15N,-dThd (SI) 1uM
THU 100 pM
6-amino-5-bromouracil 100 uM
EHNA 5uM
Immucilina H 0,5 uM

4.2.10.4. Injeccié de les mostres per I'analisi mitjangant HPLC-MS/MS

Totes les mostres i estandards es van carregar en un vial de 1 mL (Waters) per a poder ser
injectats en el sistema HPLC-MS/MS en I'equip Acquity UPLC — Xevo TQ Mass Spectrometer
(Waters). Per a totes les determinacions de dNs i els seus metabolits es van injectar 7,5 pL
de mostra en una columna (Acquity UPLC BEH €18 (100 x 2,1 mm, 130 A de mida de porus,
1,7 um de mida de particula, Waters) que es va sotmetre a una elucié amb una fase mobil
en gradient, constituida per un solvent aqués A (acetat amonic 20 mM pH 5,6), amb el
seglient patré d’elucié durant 7,2 minuts:

- Flux constant 0,5 mL/min, columna mantinguda a 50°C.

- De0al,1 minuts: Fase isocratica 100% de solvent A.

- De 1,1 a 5 minuts: Solvent A modificat en gradient lineal des del 0% al 13,6%

d’acetonitril.

- De5ab5,1 minuts: Transicio a 100% d’acetonitril.
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- De 5,1 a 6,1 minuts: 100% d’acetonitril per al rentat de compostos hidrofobics
retinguts en la columna.
- De#6,1a7,2minuts: Fase isocratica 100% de solvent A per a reequilibrar la columna

per a la injeccid de la seglient mostra.

L’eluit procedent de la columna cromatografica es va dirigir cap a I’espectrometre de masses
gue mitjangant electrospray i aplicant un determinat voltatge en el con va ionitzar les
molécules i analitzar per espectrometria de masses la seva relacid massa/carrega.
Posteriorment, aplicant una energia de col-lisid es van fragmentar les moléecules i es va

identificar la massa de la molécula mare i de les filles (transicid) (Taula 4.19).

Taula 4.19. Condicions per la identificacid i quantificacié dels compostos analitzats per HPLC-MS/MS.
La taula inclou el temps de retencio (en minuts) en la cromatografia, transicié de masses (en daltons)
amb el tipus d’electrospray (ESI) positiu o negatiu i voltatge de con aplicats per a la ionitzacid i energia
de col-lisio (electronvolts) aplicada per a la fragmentacié dels compostos analitzats. Els temps de

retencio son aproximats i poden variar lleument entre séeries analitiques o entre el tipus de teixit

analitzat.
Temps de ) Voltatge de Energia de
Compost i ESI o
retencio (min) con (V) col:lisié (eV)

Citosina 0,65 111,80 > 95,00 + 36 22
Uracil 0,74 112.70 > 43,07 + 28 18
Guanina 0,90 151,70 > 110,08 + 34 22
Ctd 0,93 243,80 > 112,06 + 12 10
Hipoxantina 0,93 136,75 > 110,11 + 32 18
Xantina 1,00 150,62 > 42,03 - 30 18
Urd 1,23 244,80 > 113,02  + 12 10
dCtd 1,28 227,90 > 112,07 + 30 10
Xantosina 1,54 284,86 > 153,08 + 30 12
Adenina 1,56 135,80 > 94,02 + 32 18
Thy 1,64 126,69 > 110,00 + 26 20
dUrd 1,77 228,80 > 113,08 + 8 12
Guo 2,10 283,85 > 152,02 + 14 18
Inosina 2,10 268,79 > 137,08 + 12 12
dino 2,64 252,86 > 137,08 + 10 8
dGuo 2,69 267,91 > 152,08 + 12 12
dThd 2,92 242,80 > 127,08 + 10 12
13C10'>N2-dThd (SI) 2,92 255,01 > 133,82 + 10 12
Ado 3,00 267,80 > 136,09 + 22 16
dAdo 3,20 251,80 > 136,09 + 10 14
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4.2.11. Determinacié de dNTPs en extractes enriquits en mitocondris

4.2.11.1. Obtencid de mitocondris aillats d’organs

Per a I'obtencié d’una fraccié enriquida en mitocondris de fetge i cervell de ratolins es va
seguir el seglient protocol:

1. Obtenir el fetge i cervell dels ratolins i posar-los en 20 mL de tampod A (fetge) (Taula 4.20)
o tampd AT (cervell) (Taula 4.20).

2. Tallar el teixit en trossos petits amb I'ajuda d’unes estisores, eliminar el tampd i afegir
tampod A nou al fetge i tampd AT al cervell per rentar els trossos de teixit i tornar a eliminar-
lo.

3. Afegir 5 mL de tampd A (fetge) o AT (cervell).

4. Homogeneitzar el teixit en 5 mL de tampd amb I'ajuda d’un homogeneitzador Dounce de
vidre fent 15 embolades (o fins que no es veuen fragments de teixit) i passar ’homogenat a
un tub nou.

5. Rentar I’'homogeneitzador amb 2 mL de tampd A (fetge) o AT (cervell) i ajuntar aquest
volum amb el del pas anterior.

6. Centrifugar el teixit homogenat a 1.000 x g durant 10 minuts a 4°C per precipitar nuclis i
restes no disgregades.

7. Recollir el sobrenedant en un tub nou.

8. En el cas del cervell, resuspendre el pellet en 5 mL de tampd AT, tornar a homogeneitzar
15 vegades amb el homogenitzador Dounce i passar ’lhomogenat a un tub nou.

9. En el cas del cervell, rentar amb 2 mL de tampd AT les restes de ’homogeneitzador.

10. En el cas del cervell, centrifugar a 1.000 x g durant 10 minuts a 4°C.

11. Ajuntar el sobrenedant de les dues centrifugacions en el cas del cervell i centrifugar
aquest i el sobrenedant del fetge obtingut en el pas 7 a 9.000 x g durant 10 minuts a 4°C per
precipitar la fraccié rica en mitocondris.

12. Resuspendre el pellet que conté els mitocondris en 8 mL de tampd A (fetge) o 4 mL de
tampo AT (cervell).

13. Centrifugar a 13.000 x g durant 3 minuts a 4°C.

14. Resuspendre i combinar els pellets que contenen els mitocondris en 4 mL de tampd A

(fetge) 0 2 mL de tampd AT (cervell).
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15. Centrifugar a 13.000 x g durant 3 minuts a 4°C.

16. Resuspendre i combinar els pellets que contenen els mitocondris en 2 mL de tampd A
(fetge).

17. Centrifugar a 13.000 x g durant 3 minuts a 4°C.

18. Resuspendre i combinar els pellets de fetge del pas 17 i cervell del pas 15 en 1 mL de
tampo (A per al fetge i AT per al cervell).

19. Centrifugar a 13.000 x g durant 2 minuts a 4°C.

20. Resuspendre els pellets de fetge i cervell en 1 mL (fetge) o 0,5 mL (cervell) de tampd
MAITE (Taula 4.20).

21. Agafar una aliquota i diluir-la 1/20 en tampd MAITE per a mesurar proteina (Seccio 4.2.5).
La resta de suspensié mitocondrial es deixa a 4°C en un rotor durant la mesura de proteina,

ja que s’utilitzen mitocondris frescs per extreure els dNTPs.

Taula 4.20. Composicio dels tampons utilitzats en el procés d’enriquiment de mitocondris.

Reactiu Concentracio

Tris pH 7,4 10 mM
Tampd A EDTA 1mM
Sacarosa 320 mM
TrispH 7,4 10 mM
EGTA 1mM
Tampo AT Sacarosa 75 mM
Sorbitol 225 mM
BSA lliure d’acids grassos 0,1% (p/v)
Tris-HCI pH 7,4 10 mM
EDTA 0,05 mM
Sacarosa 25 mM
Tampd MAITE Sorbitol 75 mM
KCl 100 mM
H3PO4 10 mM
MgCl, 5mM
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4.2.11.2. Extraccié de dNTPs amb desproteinitzacid acida amb acid

tricloroacetic

Aquest metode serveix per a extreure els 4 dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP). La precipitacio
acida permet extreure el total de dGTP contingut al mitocondri (lliure i unit a proteina)324.
Els passos que es van seguir van ser:

1. Preparar aliquotes de la suspensié mitocondrial (Pas 21, Seccio 4.2.11.1) que continguin
1.000 pg de proteina cadascuna.

2. Precipitar els mitocondris centrifugant a 13.000 x g durant 3 minuts a 4°C.

3. Eliminat el sobrenedant, tractar el pellet amb 300 uL d’acid tricloroacetic (TCA) 0,5 M i fer
vortex durant 15 segons.

4. Precipitar la proteina centrifugant a 20.000 x g durant 5 minuts a 4°C.

5. Recuperar el sobrenedant i neutralitzar el pH acid amb 1,5 volums (450 pL) de tri-n-
octilamina (TOA) 0,5 M dissolta en fred (1,1,2-triclorotrifluoroeta).

6. Fer vortex durant 30 segons perque es neutralitzi bé el pH.

7. Centrifugar a 10.000 x g durant 10 minuts a 4°C i recollir 150 pL (la meitat del volum) de
la fase aquosa que conté els dNTPs.

8. Assecar el sobrenedant obtingut en el pas anterior a I'aparell SpeedVac (FisherScientific),
que utilitza el buit per assecar les mostres.

9. Guardar les mostres assecades a -80°C fins que es mesurin les quantitats dels dNTPs.

4.2.11.3. Extraccié de dNTPs amb desproteinitzacioé organica amb metanol

Aquests metode d’extraccid es va utilitzar per determinar el dGTP lliure, que és una petita
proporcié del dGTP total, ja que la majoria del dGTP esta unit a proteina. Treballs duts a
terme en els nostre laboratori van mostrar que amb I'extraccié acida es recupera el dGTP
total (lliure + unit a proteina), mentre que amb I'extraccié amb metanol només es recupera
el dGTP lliure3%, Els passos dels protocol van ser:

1. Preparar aliquotes de la suspensié mitocondrial (Pas 21, Secci6 4.2.11.1) que continguin
1.000 pg de proteina cadascuna.

2. Precipitar els mitocondris centrifugant a 13.000 x g durant 3 minuts a 4°C.

3. Eliminar el sobrenedant, tractar el pellet amb 300 uL de metanol al 60% fred i fer vortex.

4. Incubar 2 hores a -20°C.
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5. Precipitar la proteina centrifugant a 20.000 x g durant 10 minuts a 4°C.

6. Recuperar el sobrenedant i afegir 60 uL de TCA 3 M (concentracié final de 0,5 M).

7. Centrifugar a 20.000 x g durant 10 minuts a 4°C.

8. A partir d’aqui es van repetir els passos 5 a 9 del protocol de desproteinitzacié acida

(Seccid 4.2.11.2).

4.2.11.4. Determinacid enzimatica de dNTPs

La determinacié de dNTPs es basa en I'extensié a partir d’'un encebador comu per a la
determinacié dels 4 dNTPs conjugat amb biotina i un oligonucleotid especific per a
determinar cada dNTP per separat gracies a l'accié d’una polimerasa que incorpora
nucleotids endogens de la mostra i nucleotids marcats amb radioactivitat. Mesurant la
radioactivitat incorporada es pot saber la concentracié dels dNTPs en la mostra3? (Figura

4.15).

4.2.11.4.1. Preparaci6 de les mostres i estandards

Els extractes assecats que havien estat obtinguts préviament (Seccié 4.2.11.2 i Seccid
4.2.11.3) es van redisoldre en 75 pL de Tris-HCl 40 mM pH 7,4, excepte les mostres
destinades a la determinacid del dGTP lliure, que es van redisoldre en 25 L, per a tenir el
contingut de dGTP lliure més concentrat i poder-lo detectar, ja que el contingut d’aquest és
molt baix. A més, cada mostra es diluia 1/3 per detectar possibles interferéncies en la reaccio

de determinacioé de dNTPs. Cada mostra i les seves dilucions s’analitzaven per duplicat.

Per tal de poder quantificar les concentracions de dNTPs en les mostres es van preparar
estandards. Els estandards contenien una mescla dels 4 dNTPs en Tris-HCl 40 mM pH 7,4 a
concentracions 400, 200, 100, 20, 10, i 5 nM en el cas del dATP, dGTP i dCTP o 100, 70, 35,
20, 10i 5 nM en el cas del dTTP. Cada estandard es va analitzar per triplicat. Com a blanc
(estandard zero) es va utilitzar el mateix Tris 40 mM pH 7,4 emprat per redisoldre els pellets

assecats de les mostres a analitzar.

4.2.11.4.2. Anellament dels oligonucleotids i immobilitzacié en la placa
Cada oligonucleotid per a la determinacié de cada un dels 4 nucleotids s’anella en el seu
extrem 3’ amb I'encebador comu conjugat amb biotina al seu extrem 5’. Per fer-ho, es posen

guantitats equimolars d’oligonucleotid (100 uM) i encebador (100 puM) (Taula 4.21) i
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s’incuben en un bany amb I'aigua inicialment a 70°C que es deixa refredar gradualment fins
que arribi a temperatura ambient. D’aquesta manera, la concentracid final d’oligonucleotid

anellada amb I'encebador és de 50 uM.

Posteriorment, es posen 25 upL de l'oligonucleotid anellat amb I'encebador a una
concentracio6 final de 0,25 uM (diluit amb PBS 0,1% Tween-20) en cada pou d’una placa de
96 pous recoberts amb una capa d’estreptavidina (Pierce™ Streptavidin Coated High
Capacity Plates, ThermoFisher Scientific). Es tapa la placa amb una pel-licula de plastici es fa
una centrifugacio breu per a que el volum es reparteixi per tot el pou. A continuacio, s’incuba
la placa a 37°C amb una agitacié de 180 rpm durant 90 minuts per a que I'oligonucleotid unit
a I'encebador que conté la biotina s’uneixi a I’estreptavidina de la placa. D’aquesta manera,

el hibrid d’oligonucleotid — encebador queda immobilitzat en la placa (Figura 4.15).

Després de la immobilitzacio es fan 5 rentats de la placa amb tampo TENT (Tris-HCl 40 mM
pH 8,4; EDTA 1 mM; NaCl 50 mM; Tween-20 0,1%) per eliminar I'oligonucleotid sense unir a

la placa, deixant el pou sec.

Taula 4.21. Seqiiéncies dels encebadors utilitzats per a la determinacié de dNTPs. La taula inclou la

seqtiencia de I’encebador comu per a la determinacio dels 4 dNTPs i la seqliencia dels 4 oligonucleotids
especifics per a la determinacio de cada un dels 4 dNTPs. El nom del oligonucleotid (dATP, dTTP, dGTP,
dCTP) indica el nucleotid que permet determinar.

Encebador comi/ L Marca

; S Seqiiencia o

oligonucleotid radioactiva

Encebador comu 3’ — CCGCCACCTCCGCC - 5’ — (Biotina)
dATP 5" — AAATAAATAAATAAATAAATGGCGGTGGAGGCGG — 3’ 3H-dTTP
dTTP 5 — TTATTATTATTATTATTAGGCGGTGGAGGCGG — 3’ 3H-dATP
dGTP 5 —TTTCTTTCTTTCTTTCTTTCGGCGGTGGAGGCGG — 3’ 3H-dATP
dCTP 5 —TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGGGCGGTGGAGGCGG — 3’ 3H-dATP

4.2.11.4.3. Reacci¢ d’extensio

Primer de tot es preparen els nucledtids radioactius marcats amb triti (3H-dATP per
determinar dTTP, dGTP i dCTP i 3H-dTTP per determinar dATP). Els nucledtids radioactius
estan en solvent aigua — etanol al 50% i aquest solvent organic interfereix en la reaccié
d’extensio de la polimerasa en la qual es basa la determinacié de dNTPs. Per aquest motiu,

s’agafa el volum de nucleotid radioactiu que cal segons el nombre de mostres a determinar,
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s’evapora en l'aparell SpeedVac (FisherScientific), i posteriorment es redisol el residu solid

en aigua per a que quedi a concentracié de 15 pM.

Un cop es tenen els nucleotids radioactius en aigua es prepara una mescla de reaccio (Taula
4.22) que conté, entre d’altres, la polimerasa que catalitza I'extensio a partir de I’encebador
immobilitzat a la placa i 3H-dATP (quan es determinen dTTP, dGTP i dCTP) o 3H-dTTP (quan
es determina dATP). Es posen 18,75 uL de mescla de reaccio a cada pou de la placa que conté
el hibrid de I'cligonucleotid — encebador immobilitzat (Seccié 4.2.11.4.2) i a continuacio es
posen 6,25 pL de mostra, tot aquest procés en fred (sobre gel). Finalment, es tapa la placa
amb una pel-licula de plastic, es centrifuga breument perqué el volum quedi homogeni a
cada pou i s’incuba a 55°C durant 1 hora per a fer la reaccid d’extensio o primer extension

(Figura 4.15).

Taula 4.22. Mescla de reaccio per a la determinacio enzimatica de dNTPs.

. o Volum per 1 Concentracio en la
Reactiu (concentracid inicial) o o
reaccié reaccié

Tampo Klenow (Tris 1 M pH 7,4) 0,75 pL 40 mM
MgCl, (0,1 M) 2,5 L 10 mM
DTT (0,5 M) 0,25 pL 5mM
H,0 14,03 pL -
3H-dATP o0 3H-dTTP (15 puM) 1,2 uL 0,75 uM
ADN polimerasa Termoseqiienasa™ (Cytiva) 0,02 pL 0,025 U/uL
Mostra 6,25 pL -

Volum final: 25 uL

En el procés d’extensié dels oligonucleotids, gracies a la polimerasa i a I'encebador i d’acord
amb la sequencia de l'oligonucleotid (Taula 4.21), s’incorpora un nucleotid de guanina o
citosina endogen de la mostra per cada 3 adenines radioactives, un nucleotid de timina de
la mostra per cada 2 adenines radioactives i un nucleotid d’adenina de la mostra per cada 3

nucleotids de timina radioactius (Figura 4.15).

Després de la reaccié enzimatica d’extensio, es renta la placa 5 vegades amb tampd TENT i
s’eliminen les restes de liquid per decantacié. Posteriorment, s’afegeixen 250 uL de liquid de
centelleig UltimaGold (Perkin EImer) a cada pou i es llegeix la radioactivitat en el comptador

de centelleig MicroBeta 2 (Perkin Elmer) que dona valors de cpm per a cada pou de la placa
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i s’obté la concentracié de cada dNTP de les mostres interpolant els seus cpms amb la corba
obtinguda amb els estandards amb concentracié coneguda. Finalment, es corregeixen els

valors per la seva dilucid i els resultats s’expressen en pmols de dNTP per mg de proteina.

- Pas 1: Anellament de I'oligonucleotid especific per a la deteccio d’'un dNTP amb I'encebador comu unit a biotina

5

3 Oligonucleotid especific per
a la deteccio del dGTP
Biotina
5 ‘ —~ Encebador comu unit a biotina

- Pas 2: Immobilitzacié de I'hibrid oligonucleotid — encebador biotinilat a la placa d’estreptavidina

T a[Tllcla

alclclalclc]r

[a)
)
[a)

[a)
[a)
[0)
[a)
[a)

5

Tlr{vle|r{rlrlc]r{r]rlcfr|r{T]clr|r|T]clelelclsls
3'|c|dalc|clalc|c[T|c/cle|c

[a)

3

=]
>
[q)
[a)
(@]
[0)

(@)

Biotina

5

Estreptavidina

o

Placa de 96 pous recoberta d’estreptavidina

- Pas 3: Reacci6 d’extensio de I'encebador incorporant dNTPs de la mostra i dNTPs marcats

st T[Tl r[r[r]c[7]rlT|c[dlelclela|Tlelelalsls|clala] 3
c|clalc[clalc|c[T]c|c[e|c|c—( Biotina
[GICICA] Mo
3 |A| INTP de |la most -

Estreptavidina

5

Tlr{rlc]r eIl [T]e]r{T]clelelclele]Tle s lAlGla |clele
cltlclcllclc

Biotina

Estreptavidina

s' [vlrlrlc[r]r|r|c[t[rir|c[t[r|r|c[t]r|r|clcls|c|cle|rle|clalslq|clslq] 3
3ﬁﬂﬁhﬁz&ﬁﬁf c|clelc[clalc/clT|c/cls|c/cH—( Biotina
e S — — 5
Incorporacié de 1 dNTP de la mostra per cada 3 dNTPs marcats

[e)

Estreptavidina

Figura 4.15. Esquema de la determinacio enzimatica de dNTPs. L’esquema recull la determinacio del
dGTP. La determinacid dels altres 3 dNTPs seria igual, canviant la seqiiéncia de I'oligonucledtid especific
del dNTP a determinar i el nombre de 3H-dATPs que s’incorporen en la reaccié d’extensio de
I'oligonucleotid que serien 3 per a la determinacio del dCTP i 2 per a la determinacio del dTTP. La
determinacic del dATP és fa amb la incorporacio de tres 3H-dTTPs per cada dATP de la mostra.
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4.2.11.4.4. Controls de qualitat i de precisid del meétode

Cada cop que es carregava una placa on es determinaven dNTPs s’incloia una mostra de
fetge de ratoli amb valors coneguts de dNTPs per validar els resultats de les mostres
problema que es mesuraven. Aquesta mostra control va ser obtinguda fent I'extraccidé de
fetges de diversos ratolins (Seccié 4.2.11.2) i es va distribuir en aliquotes per poder ser
utilitzat cada cop que es mesuraven dNTPs. La variabilitat dels resultats d’aquest control al
llarg de les determinacions que s’han fet en aquesta tesi va permetre determinar la precisio
interserial del metode, que va tenir un coeficient de variacido d’entre el 26% i el 45%,
depenent del nucleotid que es mesurava (Taula 4.23) (Figura Suplementaria 3).

Taula 4.23. Controls de métode de la determinacié de dNTPs. La taula inclou la mitjana, desviacio
estandard, nombre de mostres analitzades (n) i coeficient de variacié de la quantitat de cada dNTP

(nmols/mg proteina) en el control que es va utilitzar per validar els resultats de determinacié de dNTPs.

Mitjana Desviacio Coeficient de
(nmol/mg proteina) estandard variacio (%)
dATP 0,83 0,38 45% 6
dGTP 28,1 7,46 26% 7
dTTP 0,83 0,36 44% 7
dCTP 3,83 1,74 45% 7

4.2.12. Analisis estadistiques

Totes les analisis estadistiques s’han fet amb el programa GraphPad Prism 9 (GraphPad
software). Els tests estadistics que s’han fet servir en cada cas estan indicats en la grafica
corresponent. Donat que les n van resultar baixes en la majoria dels experiments i no es
podia assegurar una distribucié normal dels resultats es va optar, com a norma general, per

utilitzar tests no parametrics, amb algunes excepcions indicades quan s’escau.

Com que en molts casos es van fer comparacions planejades on es coneixia amb antelacié
quines preguntes volien ser respostes i es volia testar una sola hipotesi per cada test es va
utilitzar el test de Mann-Whitney3?%. A més, en els casos on s’estudiava la seguretat génica
del tractament amb dNs es va fer el test de comparacions simples sense correccions per
comparacions multiples. Les correccions per comparacions multiples son molt restrictives
de cara a donar com a significatives diferéncies entre grups, la qual cosa afavoriria la nostra

hipotesi (manca de genotoxicitat del tractament) en forma de falsos negatius. Per tant, vam

142



Material i métodes

ometre aquesta restriccio, per posar a prova la nostra hipotesi amb uns tests més laxos que

afavorissin la detecci6 de falsos positius.

En aquells experiments on hi havia dades aparellades es va realitzar el test de Wilcoxon. En
els casos en que totes les comparacions eren importants i es volia veure si hi havia algun
grup diferent de la resta es va optar per fer un test de comparacions multiples (Kruskal-
Wallis)3*?’. En aquells casos que aquest test era significatiu es va portar a terme el test de
comparacions multiples de Dunn. Per a les analisis estadistiques, els valors indetectables es

van considerar zero.
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5.1. Eficacia del tractament amb dNs

5.1.1. Eficacia del tractament amb dNs en models in vitro

5.1.1.1. Determinacio de les concentracions de dNs en medi de cultiu

Tal i com s’indica en 'apartat de material i métodes (Seccio 4.1.1.3), en tots els tractaments
que inclouen addicié de dAdo al medi de cultiu, aquesta es va suplementar amb EHNA 5 uM
(inhibidor de I'adenosina desaminasa), per a prevenir la rapida degradacié d’aquest
nucledsid®. Per tal d’evitar informacié redundat, I'addicié d’aquest compost no s’indicara

de manera explicita a partir d’aquest moment.

Amb |'objectiu d’assegurar que el medi de quiescéncia no contenia dNs que podrien
interferir amb les concentracions que es suplementaven com a tractament i que el medi de
quiescencia amb el tractament (50 uM cada dN) contenia els 4 dNs i no es degradaven es
van analitzar les concentracions dels 4 dNs i dels seus primers productes de degradacié en
I'estoc de medi de quiescéncia i en I'estoc de medi de quiescéncia suplementat amb els 4
dNs a concentraci6 final de 50 uM (Taula 5.1) (per veure els intermediaris en la degradacio
de dNs, consultar la Figura 2.4). El medi de quiescéncia, en tenir només el medi DMEM High
Glucose suplementat amb 0,1% de FBS dialitzat, no contenia concentracions detectables de
dNs. Per contra, en el medi de quiescencia suplementat amb el tractament es van poder
detectar els 4 dNs a una concentracié propera als 50 uM (Taula 5.1). A més, quan es van
analitzar els productes de degradacié dels dNs no es va detectar cap d’ells (Taula 5.1),
excepte la hipoxantina, que estava present el medi de quiescéncia amb i sense tractament,
la qual cosa suggereix que aquest compost esta present en el FBS dialitzat, ja que la
composicié del medi DMEM High Glucose no especifica que contingui aquest compost.
Aquests resultats confirmen que I'estoc de medi utilitzat en la condicié de no tractament no

conté dNs i que I'estoc de medi utilitzat en la condicié de tractament conté els 4 dNs.

Posteriorment, es va analitzar la concentracid dels 4 dNs i els seus primers productes de
degradacié en el medi de quiescéncia i en el medi de quiescéncia suplementat amb el
tractament que havia estat incubat durant 4 dies en abséncia de cél-lules, ja que 4 dies és el
maxim de temps que les cél-lules dels experiments d’eficacia i seguretat génica havien estat

incubades amb el mateix medi. En aquestes condicions, de nou, no es van poder detectar
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dNs en el medi de quiescéncia pero si que es van poder detectar en el medi suplementat
amb els 4 dNs (Taula 5.1). Les concentracions dels dNs en el medi suplementat amb el
tractament i incubat durant 4 dies sense cel-lules van ser superiors que en 'estoc de medi,
possiblement per I'evaporacio parcial de I'aigua del medi en I'incubador. Donat que aquests
medis no havien estat incubats amb cel-lules no hi havia cap activitat enzimatica que pogués
degradar els dNs i no es van detectar productes de la seva degradacio, excepte la
hipoxantina, tal com s’havia vist en I'estoc de medi i la dIno, que es va detectar només en el

medi de quiescéencia addicionat amb el tractament, encara que a una concentracid baixa.

Finalment, com que en els experiments d’eficacia i seguretat del tractament amb dNs en els
models in vivo es canviava el medi com a maxim cada 4 dies, es va determinar la concentracio
dels 4 dNs i els seus primers productes de degradacié en medi de quiescéncia i en medi de
quiescéncia addicionat amb els 4 dNs que havia estat incubat durant 4 dies amb fibroblasts
de controls sans i amb fibroblasts d’un pacient amb déficit de TK2 (Taula 5.1). De la mateixa
forma que s’havia vist anteriorment, el medi de quiescencia incubat amb les cél-lules no
contenia dNs mentre que el medi que havia estat suplementat amb el tractament tenia
concentracions detectables de dNs en les 3 linies cel-lulars en les que es va testar. En aquest
cas, a diferéncia que quan es va incubar el medi 4 dies sense cel-lules, es va veure un descens
desigual en la concentracié dels 4 dNs respecte a la del medi estoc degut al consum dels dNs
per part de les cel-lules. El descens en la concentracidé de dAdo, dGuo, dCtd i dThd respecte
al medi estoc amb tractament va ser d‘un 20%, 44%, 56% i 55%, respectivament en les
cél-lules de controls sans, mentre que la reduccié en la concentracié de dAdo, dGuo, dCtd i
dThd respecte al medi estoc amb tractament va ser d’'un 16%, 37%, 28% i 57%,
respectivament, en cél-lules amb déficit de TK2. El descens de la concentracié de dAdo va
ser inferior en comparacié amb la resta de dNs en totes les linies cel-lulars, segurament degut
a que 'EHNA inhibeix la seva degradacié. En consonancia amb la baixada de la concentracio
de dNs es va apreciar un augment en la concentracio dels productes de degradacié (dino,
hipoxantina, xantina, dUrd, Thy i guanina) en els medis que van ser incubats amb cél-lules.
Aixo0 indica que els dNs addicionats al medi de cultiu sén utilitzats i metabolitzats per les
cél-lules i després de 4 dies les concentracions dels dNs encara son suficientment altes com

per a que puguin ser utilitzades per les cel-lules.
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Taula 5.1. Concentracions dels 4 dNs i dels seus primers productes de degradacié en els medis de cultiu. Concentracions (uM) en els estocs de medi de cultiu
i en els medis de cultiu incubats durant 4 dies en abséencia (No) i presencia de diferents linies de fibroblasts (C6, C9, P12) i en absencia (No) o presencia (Si) de
dNs. Els valors sén la mitjana dels valors de dues repliques del medi incubat en les mateixes condicions, amb dues determinacions del mateix medi per HPLC-
MS/MS. Els valors Ind. indiquen concentracions que estan per sota del limit de deteccié de la técnica (0,05 uM). L’adenina va ser indetectable en totes les
condicions estudiades i no s’ha inclos a la taula. El tractament amb dNs (50 uM de cadascun) sempre es va suplementar amb EHNA a una concentracio final
de 5 uM per tal de preservar la dAdo en el medi.

Condicio dNs Producte de degradacio dels dNs
Cél-lules? dNs? | dAdo dGuo dCtd dThd | dino Hipoxantina Xantina dUrd Thy Guanina
Estoc de medi de No No Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. 0,5 Ind. Ind. Ind. Ind.
quiescencia No Si 39,4 38,7 68,0 45,9 Ind. 1,5 Ind. Ind. Ind. Ind.
Medi de quiescéncia No No Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. 1,0 Ind. Ind. Ind. Ind.
incubat 4 dies a 37°C No Si 50,0 47,0 85,4 54,7 0,4 1,7 Ind. Ind. Ind. Ind.

c6 No Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. 1,6 0,1 0,1 Ind. 0,2
C6 Si 33,6 17,9 32,0 17,2 8,2 5,6 3,4 22,9 304 18,5
Medi de quiescéncia Cc9 No Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. 1,9 Ind. 0,1 Ind. 0,2
incubat 4 dies a 37°C c9 Si 29,8 25,7 27,7 23,7 19,6 8,9 0,9 304 26,4 18,4
P12 No Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. 2,3 Ind. Ind. Ind. 0,5
P12 Si 33,1 24,6 48,8 19,9 11,1 7,1 0,6 13,0 31,6 17,1
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5.1.1.2. Model de deplecioé induida de ’TADNmt amb BrEt

El model d’induccio de deplecié de TADNmt amb BrEt es va fer per a totes les linies cel-lulars,
excepte per a les linies amb mutacions en DGUOK, ja que es tenien dades previes sobre la
preséncia de deplecié espontania en aquestes linies®>. Per a la resta de linies es va fer en
paral-lel 'experiment d’induccié de deplecié amb BrEt i també es va estudiar si mostraven

deplecié espontania incubant les cél-lules 10 dies sense BrEt (Seccio 4.1.1.1).

Tal i com s’indica en la Seccid 4.1.1, es va establir un valor a partir del qual vam considerar
que hi havia deplecié de 'ADNmt calculant el nombre mitja de copies d’ADNmt en les 10
linies cel-lulars de controls sans a t0 (445 copies d’ADNmt/cél-lula). Com que els 10 valors de
nombre de copies d’ADNmt en controls tenien una distribucié normal (D’Agostino & Pearson
test: p=0,1102; Shapiro-Wilk test: p=0,4257; Kolmogorov-Smirnov test: p>0,1) es va calcular
la seva desviacié estandard (98) i es va establir deplecié6 de ’ADNmt quan el nombre de
copies d’una linia cel-lular era dues desviacions estandard menor que els valors mitjans dels

controls, és a dir, menor a 249 copies d’ADNmt per cél-lula (Figura Suplementaria 4).

Posteriorment, en aquelles linies on es va veure que desenvolupaven deplecié de I’ADNmt
sense BrEt es va tornar a avaluar I'eficacia i seguretat utilitzant el model de deplecié
espontania de I’ADNmt (Seccié 5.1.1.3). En el model d’induccié de deplecié amb BrEt es va
considerar que una linia cel-lular mantenia el fenotip de deplecié de 'ADNmt a t20 i t30
quan, en retirar el Brkt, el nombre de copies d’ADNmt no mostrava cap tendencia a superar

els valors de deplecio induida a t10.

5.1.1.2.1. Cél-lules de controls sans

Tal com s’esperava, els fibroblasts que provenien de controls sans no presentaven deplecié
espontania de 'ADNmt als 10 dies d’incubacié en condicions de quiescéncia sense BrEt
(Figura 5.1 i Figura Suplementaria 5). De fet, els valors de nombre de copies d’ADNmt a t10
van resultar iguals o superiors als del t0. Per contra, quan les mateixes cél-lules s’incubaven
durant 10 dies amb BrEt s’induia una clara deplecié de ’ADNmt. Quan es va retirar el BrEt,
després dels 10 dies d’induccié de deplecié de ’ADNmt, tots els controls van ser capagos de
recuperar el nombre inicial de copies d’ADNmt tant si havien estat tractats amb dNs com si

no, ja que no tenen cap defecte molecular que impedeixi la replicacié i repoblacié de
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ADNmt quan es retira I'agent estressant que provoca deplecidé (Figura 5.1 i Figura

Suplementaria 5).
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Figura 5.1. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts de controls sans
(C1-C10) utilitzant el model de deplecio de ’ADNmt induida amb BrEt. La linia discontinua representa
el nombre de copies d’ADNmt en les cel-lules que no s’han incubat amb BrEt per veure si hi ha deplecio
espontania de ’ADNmt. La linia continua representa la quantitat d’ADNmt en les cél-lules exposades a
BrEt durant 10 dies per induir la deplecio de 'ADNmt (regio marcada en gris) i la quantitat d’ADNmt en
abséncia (en negre) o preséencia (en blau) del tractament amb els 4 dNs a concentracio de 50 uM cada
un i EHNA 5 uM. Els valors sén la mitjana i la desviacio estandard dels valors de les diferents linies
cel-lulars de controls sans (C1 — C10). Les cel-lules del C5 es van recollir en I’iltim punt experimental a
dia 28 (en comptes de dia 30) perqué hi havia molta mortalitat (tot i estar representades com a dia 30).

5.1.1.2.2. Cel-lules amb mutacions en TWNK

Cap de les 3 linies amb mutacions en TWNK presentava deplecié espontania de I’ADNmt, per
la qual cosa era necessari induir depleci6 amb BrEt per testar I'efecte dels dNs en la
recuperacié de ’ADNmt (Figura 5.2). En I'experiment amb induccié de deplecié amb BrEt cap
de les 3 linies mantenia el fenotip de deplecié quan es retirava el BrEt (després del dia 10).
A més, les cel-lules recuperaven totalment o parcial el nombre inicial de copies d’ADNmt,
tant en presencia com en abséncia de tractament. Aquest fet impedeix veure si els dNs tenen
un paper en I'estimulacié de la replicacié de TADNmt i per extensid en la repoblacié d’aquest

en la cél-lula.
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Figura 5.2. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts amb mutacions
en el gen TWNK (P1 — P3) utilitzant el model de deplecié de FADNmt induida amb BrEt. La linia
discontinua representa el nombre de copies d’ADNmt en les cél-lules que no s’han incubat amb BrEt per
veure si hi ha deplecié espontania de ’ADNmt. La linia continua representa la quantitat d’ADNmt en
les cel-lules exposades a BrEt durant 10 dies per induir la deplecié de 'ADNmt (regié marcada en gris) i
la quantitat d’ADNmt en abséncia (en negre) o preséncia (en blau) del tractament amb els 4 dNs a
concentracié de 50 uM cada un i EHNA 5 uM. Els valors sén la mitjana i el rang de les dues répliques
del mateix experiment.

5.1.1.2.3. Cel-lules amb mutacions en DNA2

Tot i que les cel-lules amb mutacions en DNA2 tenien deplecid espontania als 10 dies d’acord
amb el criteri establert com a deplecié espontania (Seccié 5.1.1.2), aquesta no era tan gran
com quan aquests fibroblasts s’incubaven amb BrEt, per la qual cosa es va optar per testar
I’efecte del tractament amb dNs només en condicions de deplecié induida (Figura 5.3). En
aquestes condicions, els fibroblasts no mostraven fenotip de deplecié de ’ADNmt mantingut
en el temps quan es va retirar el BrEt, la qual cosa no permet veure I'efecte dels dNs si és
que el tenen. Tot i aixi, els valors d’ADNmt eren superiors a t20i t30 en les cél-lules tractades
amb dNs, cosa que suggereix cert efecte dels dNs en I'estimulacié de la replicacié de

I’ADNmt.
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Figura 5.3. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts amb mutacions
en el gen DNA2 (P4) utilitzant el model de deplecié de FPADNmt induida amb BrEt. La linia discontinua
representa el nombre de copies d’ADNmt en les cél-lules que no s’han incubat amb BrEt per veure si hi
ha deplecié espontania de ’ADNmt. La linia continua representa la quantitat d’ADNmt en les cel-lules
exposades a BrEt durant 10 dies per induir la deplecio de ’ADNmt (regié marcada en gris) i la quantitat
d’ADNmt en abséncia (en negre) o presencia (en blau) del tractament amb els 4 dNs a concentracio de
50 uM cada un i EHNA 5 uM. Els valors sén la mitjana i el rang de les dues répliques del mateix
experiment. Les cél-lules es van recollir en I'iltim punt experimental a dia 29 (en comptes de dia 30)
perqué hi havia molta mortalitat.

5.1.1.2.4. Cél-lules amb mutacions en RNASEH1

Les cel-lules amb mutacions en RNASEH1 no tenien deplecié espontania i quan es va eliminar
el BrEt del medi de cultiu agquestes mantenien el fenotip de deplecié de ’ADNmt al llarg de
I’experiment (Figura 5.4). Aquest fenotip no es va aconseguir revertir amb el tractament amb
dNs, la qual cosa indica que els dNs no son eficagos per repoblar ’ADNmt, almenys en
condicions de quiescencia i per a les mutacions que tenen aquestes cel-lules en el gen

RNASEH1.
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Figura 5.4. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts amb mutacions
en el gen RNASEH1 (P5) utilitzant el model de deplecio de ’ADNmt induida amb BrEt. La linia
discontinua representa el nombre de copies d’ADNmt en les cel-lules que no s’han incubat amb BrEt per
veure si hi ha deplecié espontania de '’ADNmt. La linia continua representa la quantitat d’ADNmt en
les cél-lules exposades a BrEt durant 10 dies per induir la deplecié de '’ ADNmt (regié marcada en gris) i
la quantitat d’ADNmt en abséncia (en negre) o presencia (en blau) del tractament amb els 4 dNs a
concentracié de 50 uM cada un i EHNA 5 uM. Els valors son la mitjana i el rang de les dues repliques
del mateix experiment.
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5.1.1.2.5. Ceél-lules amb mutacions en RRM2B

Les cel-lules amb mutacions en RRM2B no mostraven deplecié espontania de 'ADNmt, per
la qual cosa es va utilitzar el model de deplecid induida per testar I'efecte dels dNs (Figura
5.5). Les dues linies testades van ser capaces de revertir la deplecié en abséncia del
tractament, encara que la recuperacié va ser més rapida amb els dNs, ja que a t20 les
cél-lules tractades ja havien recuperat el nombre inicial de copies d’ADNmt mentre que les
ceél-lules no tractades encara no ho havien fet. A t30 les cél-lules no tractades ja havien
recuperat el nombre inicial de copies d’ADNmt pero les cél-lules tractades amb dNs tenien
moltes més copies que a l'inici. Les dues linies cel-lulars testades, tot i que no tenen un
fenotip de depleci6 mantingut en el temps en retirar el BrEt, mostren un cert efecte

estimulador dels dNs en la recuperacié de ’ADNmt.
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Figura 5.5. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts amb mutacions
en el gen RRM2B (P6 — P7) utilitzant el model de deplecié de ’ADNmt induida amb BrEt. La linia
discontinua representa el nombre de copies d’ADNmt en les cél-lules que no s’han incubat amb BrEt per
veure si hi ha deplecié espontania de ’ADNmt. La linia continua representa la quantitat d’ADNmt en
les cél-lules exposades a BrEt durant 10 dies per induir la deplecié de '’ADNmt (regié marcada en gris) i
la quantitat d’ADNmt en absencia (en negre) o preséncia (en blau) del tractament amb els 4 dNs a
concentracio de 50 uM cada un i EHNA 5 uM. Els valors sén la mitjana i el rang de les dues répliques
del mateix experiment. Les cel-lules es van recollir en I’tiltim punt experimental a dia 29 (en comptes de
dia 30) perque hi havia molta mortalitat.

5.1.1.2.6. Cél-lules amb mutacions en OPA1

Les cel-lules amb mutacions en OPA1 no presentaven deplecié espontania de 'ADNmt, per
aquest motiu es va testar I'efecte dels dNs en preséncia de BrEt (Figura 5.6). En aquestes
condicions, les cel-lules dels P18 i P19 van mantenir el fenotip de deplecié després de retirar
el BrEt, tot i que van mostrar una tendéencia a la recuperacio a t30. El tractament amb dNs
va afavorir lleugerament aquesta recuperacid. El P20 i P21 no mantenien el fenotip de

deplecid en retirar el Bret, cosa que no ens permet veure I'efecte dels dNs (Figura 5.6).
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Les cél-lules del P22, per contra, mantenien clarament el fenotip de deplecié de ’ADNmt
quan es va retirar el BrEt i els dNs estimulaven la replicacié de I’ADNmt, tot i que no
aconseguien recuperar les quantitats que hi havia a l'inici de I'experiment (Figura 5.6).
Aquests resultats mostren que els dNs poden estimular la replicacié de 'ADNmt en certes
mutacions en el gen OPA1, encara que el seu possible efecte positiu no esta clar en altres

linies amb diferents mutacions.
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Figura 5.6. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts amb mutacions
en el gen OPA1 (P18 — P22) utilitzant el model de deplecié de ’ADNmt induida amb BrEt. La linia
discontinua representa el nombre de copies d’ADNmt en les cél-lules que no s’han incubat amb BrEt per
veure si hi ha deplecié espontania de '’ADNmt. La linia continua representa la quantitat d’ADNmt en
les cél-lules exposades a BrEt durant 10 dies per induir la deplecié de '’ ADNmt (regié marcada en gris) i
la quantitat d’ADNmt en abseéncia (en negre) o presencia (en blau) del tractament amb els 4 dNs a
concentracié de 50 uM cada un i EHNA 5 uM. Els valors son la mitjana i el rang de les dues repliques
del mateix experiment. El nombre de copies dels experiments de deplecio espontania i induida sén
diferents a t0 perqué els experiments es van fer de manera independent.
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5.1.1.2.7. Cél-lules amb mutacions en SPG7

Les quatre linies amb diferents mutacions en el gen que codifica la paraplegina tenien un
comportament igual: els fibroblasts no tenien deplecié espontania i quan es retirava el BrEt
el fenotip de deplecio es revertia de la mateixa manera amb i sense tractament (Figura 5.7),
la qual cosa no va permetre veure si els dNs tenien un efecte positiu en la replicacié de

I’ADNmt en cel-lules amb diferents mutacions en SPG7.
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Figura 5.7. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts amb mutacions
en el gen SPG7 (P23 — P26) utilitzant el model de deplecio de VTADNmt induida amb BrEt. La linia
discontinua representa el nombre de copies d’ADNmt en les cél-lules que no s’han incubat amb BrEt per
veure si hi ha deplecié espontania de ’ADNmt. La linia continua representa la quantitat d’ADNmt en
les cél-lules exposades a BrEt durant 10 dies per induir la deplecié de '’ADNmt (regié marcada en gris) i
la quantitat d’ADNmt en absencia (en negre) o preséncia (en blau) del tractament amb els 4 dNs a
concentracié de 50 uM cada un i EHNA 5 uM. Els valors sén la mitjana i el rang de les dues répliques
del mateix experiment.

5.1.1.2.8. Cel-lules amb mutacions en MPV17

Les cél-lules dels P27 i P28 amb mutacions en MPV17 manifestaven una clara deplecié de
I’ADNmt a t10 sense preséncia de BrEt (Figura 5.8). A més, els valors a t10 sense BrEt eren
molt similars als de les cél-lules a t10 tractades amb BrEt, és a dir, aquestes cel-lules
mostraven el mateix grau de deplecié amb i sense BrEt a t10. A t0, en canvi el seu nombre
de copies era normal. El P29, per contra, ja presentava deplecié de ’ADNmt a l'inici de

I’experiment (t0) (Figura 5.8).
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Tot i aixi, es va fer I'experiment de repoblacié de ’ADNmt amb I’addicié de dNs en condicions
d’induccio de deplecié amb BrEt (Figura 5.8) i també en condicions de deplecid espontania
(Seccid 5.1.1.3.3). En condicions de deplecié induida, el P27 i P28 mostraven fenotip de
deplecié en retirar el BrEt i aquest era revertit amb els dNs. En el cas del P29, que ja
presentava deplecié des de I'inici, es va aconseguir revertir parcialment la deplecio al final
de I'experiment (t30) (Figura 5.8). Aquests resultats indiquen que els dNs sén eficagos per a

la repoblacié de 'ADNmt en cél-lules amb mutacions en MPV17.
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Figura 5.8. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts amb mutacions
en el gen MPV17 (P27 — P29) utilitzant el model de deplecié de ’ADNmt induida amb BrEt. La linia
discontinua representa el nombre de copies d’ADNmt en les cel-lules que no s’han incubat amb BrEt per
veure si hi ha deplecié espontania de '’ADNmt. La linia continua representa la quantitat d’ADNmt en
les cél-lules exposades a BrEt durant 10 dies per induir la deplecié de ’ADNmt (regié marcada en gris) i
la quantitat d’ADNmt en abseéncia (en negre) o presencia (en blau) del tractament amb els 4 dNs a
concentracié de 50 uM cada un i EHNA 5 uM. Els valors sén la mitjana i el rang de les dues repliques
del mateix experiment. Les cél-lules es van recollir en I’iltim punt experimental a dia 28 (en comptes de
dia 30) perque hi havia molta mortalitat.

5.1.1.2.9. Cél-lules amb mutacions en SUCLA2

Les cel-lules amb mutacions en SUCLA2 no van mostrar deplecié espontania de ’ADNmt
(Figura 5.9). Per aquest motiu, es va testar I'efecte dels dNs en condicions de deplecié de
'ADNmt induida amb BrEt. En aquestes condicions, en retirar el BrEt les cél-lules no

mantenien la deplecié induida al llarg del temps i I’ADNmt era repoblat d’igual manera tant
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si hi havia dNs com si no, la qual cosa no permet veure el possible efecte dels dNs sobre la

replicacié de ’ADNmt (Figura 5.9).
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Figura 5.9. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts amb mutacions
en el gen SUCLA2 (P30) utilitzant el model de deplecio de YADNmt induida amb BrEt. La linia
discontinua representa el nombre de copies d’ADNmt en les cél-lules que no s’han incubat amb BrEt per
veure si hi ha deplecid espontania de ’ADNmt. La linia continua representa la quantitat d’ADNmt en
les cél-lules exposades a BrEt durant 10 dies per induir la deplecié de '’ADNmt (regié marcada en gris) i
la quantitat d’ADNmt en absencia (en negre) o preséncia (en blau) del tractament amb els 4 dNs a
concentracio de 50 uM cada un i EHNA 5 uM. Els valors sén la mitjana i el rang de les dues répliques
del mateix experiment.

5.1.1.2.10. Cel-lules amb mutacions en SUCLG1

Les cel-lules del P31 presentaven deplecid espontania des de I'inici de I’experiment. A més,
el nombre de copies d’ADNmt de les cel-lules a t10 no tractades amb BrEt era similar al de
les cel-lules a t10 tractades amb BrEt, cosa que indica un mateix grau de deplecié quan
s’'indueix artificialment la deplecié de 'ADNmt, com quan la deplecié hi és de forma
espontania (Figura 5.10). Encara que aquestes cél-lules mostressin deplecié espontania es
va fer I'experiment sense BrEt (Seccio 5.1.1.3.4) i també en condicions d’induccié amb BrEt
(Figura 5.10). En aquest segon cas, les cél-lules del P31 mostraven fenotip de deplecié
mantingut en el temps en eliminar el BrEt. La preséncia de dNs va recuperar parcialment el
nombre inicial de copies d’ADNmt, tot i que aquest no era superior al llindar establert com
a deplecié. Aquestes dades indiquen un efecte estimulador de la replicacié de ’ADNmt per

part dels dNs.

En el cas del P32, les cél-lules no mostraven deplecié espontania de ’ADNmt ni deplecid
mantinguda en el temps quan s’eliminava el BrEt, la qual cosa impedia veure el possible
efecte dels dNs en la replicacio de I’ADNmt (Figura 5.10). EI P33 tenia deplecié a t0 i t10. Tot

i aixi, la presencia de BrEt induia una deplecié encara més marcada, tal com passava en les
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cél-lules amb mutacions en DNA2 (Secci¢ 5.1.1.2.3). Aquest comportament és diferent al de
les cel-lules amb una deplecid espontania que presentaven quantitats similars d’ADNmt en
les condicions amb preséncia i abséncia de BrEt, com son les cél-lules amb mutacions en
MPV17 (Seccio 5.1.1.2.8) i el P31 amb mutacions en SUCLG1. Per aquest motiu, per al P33,
només es va testar I'efecte dels dNs en el model d’induccié de depleci6 amb BrEt. En
aquestes condicions, les cél-lules no van mostrar una deplecid sostinguda en el temps en
retirar el BrEt i, de fet, van assolir un nombre de copies dins el rang de la normalitat, tant en
presencia com en abséncia de dNs, cosa que impedeix veure I'efecte dels dNs en la replicacié

de ’ADNmt (Figura 5.10).
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Figura 5.10. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts amb mutacions
en el gen SUCLG1 (P31 — P33) utilitzant el model de deplecié de TADNmt induida amb BrEt. La linia
discontinua representa el nombre de copies d’ADNmt en les cel-lules que no s’han incubat amb BrEt per
veure si hi ha deplecié espontania de '’ADNmt. La linia continua representa la quantitat d’ADNmt en
les cél-lules exposades a BrEt durant 10 dies per induir la deplecio de '’ADNmt (regié marcada en gris) i
la quantitat d’ADNmt en abséncia (en negre) o presencia (en blau) del tractament amb els 4 dNs a
concentracio de 50 uM cada un i EHNA 5 uM. Els valors son la mitjana i el rang de les dues repliques
del mateix experiment. Les cel-lules del P32 i P33 es van recollir en I’ultim punt experimental a dia 28
(en comptes de dia 30) perqué hi havia molta mortalitat.

Aquests resultats indiquen que els dNs sén capacos de revertir la deplecié de 'ADNmt en
alguns casos de deficiencia de SUCLG1 (la del P31), perd no descarta que puguin tenir eficacia
també en els casos que aqui no presentaven fenotip de deplecié en retirar el BrEt, ja que

aquesta manca de fenotip no permet valorar un possible efecte estimulador dels dNs.
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5.1.1.3. Model de depleci6 espontania de 'ADNmt

5.1.1.3.1. Cél-lules de controls sans

Els fibroblasts que provenien de controls sans, com que no tenen cap defecte molecular que
indueixi deplecié de ’ADNmt, mantenien el nombre de copies d’ADNmt al llarg del temps,
tot i haver petites fluctuacions en el seu nombre durant I'experiment, tant si no eren tractats
com si es tractaven amb dGuo (Figura Suplementaria 6)(Figura 5.11) o amb els 4 dNs (Figura

Suplementaria 7)(Figura 5.11).

Cal indicar que els valors de nombre de copies d’ADNmt al tO van ser inferiors en aquests
experiments en comparacio amb els valors obtinguts en els experiments utilitzant el model
d’induccié de deplecié de TADNmt amb BrEt (Seccio 5.1.1.2.1). Com que les condicions
experimentals a t0 eren idéntiques en ambdds dissenys, podem atribuir aquesta diferéncia

al fet que son séries d’experiments diferents.
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Figura 5.11. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts de controls sans
(C1, C3, C6) tractats amb dGuo o amb els 4 dNs (C1, C3, C4, C9) utilitzant el model de deplecio
espontania de ’ADNmt. La linia en negre mostra el nombre de copies d’ADNmt en fibroblasts no
tractats i la linia en blau mostra el nombre de copies d’ADNmt en fibroblasts tractats amb dGuo 50 uM
(C1, C3, C6) o amb els 4 dNs 50 uM cada un i EHNA 5 uM (C1, C3, C4, C9). Els valors son la mitjana i la
desviacio estandard dels valors de les diferents linies cel-lulars de controls sans. Les cél-lules es van

recollir en I’dltim punt experimental a dia 28 (en comptes de dia 30) perqué hi havia molta mortalitat.

5.1.1.3.2. Cel-lules amb mutacions en DGUOK

El model de deplecid espontania de ’ADNmt es va utilitzar per testar I'eficacia i seguretat
génica dels dNs en cél-lules amb mutacions en DGUOK, ja que es tenien dades prévies que
aquests fibroblasts mostraven deplecié espontania®. De fet, les dues linies amb mutacions
en DGUOK testades van corroborar la presencia de deplecié espontania (Figura 5.12), ja que

a t10 i en absencia de tractament mostraven una quantitat d’ADNmt inferior al llindar
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establert com a deplecid (249 copies d’ADNmt/cel-lula) (Seccié 5.1.1.2). En aquest cas, es
van tractar les cél-lules amb mutacions en DGUOK amb dGuo, perque aquest havia mostrat

eficacia en un estudi previ® evitant la deplecié de ’ADNmt.

El P16 mostrava inicialment quantitats d’ADNmt que no es considerarien deplecid, pero el
nombre de copies d’aquest queia al llarg del temps en les cél-lules no tractades. Aquesta
deplecio era evitada amb el tractament amb dGuo que permetia, al final de I'experiment,
assolir els valors d’ADNmt que hi havia a l'inici (Figura 5.12). EI P17, per contra, ja presentava
deplecié a l'inici de I'experiment i es mantenia al llarg de tots els temps estudiats en les
condicions de no tractament. El tractament amb dGuo va aconseguir evitar parcialment la
deplecid, ja que les cel-lules tractades tenien un nombre de copies més alt que a l'inici de
I’experiment i que les cél-lules no tractades (Figura 5.12), encara que el nombre de copies
d’ADNmt no superava els valors a partir dels quals es considera que no hi ha deplecio.

Aquestes dades concorden amb els resultats obtinguts préviament en el nostre laboratori®®.
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Figura 5.12. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts amb mutacions
en el gen DGUOK (P16 — P17) utilitzant el model de deplecié espontania de ’ADNmt. La linia en negre
mostra el nombre de copies d’ADNmt en fibroblasts no tractats i la linia en blau mostra el nombre de
copies d’ADNmt en fibroblasts tractats amb dGuo 50 uM. Els valors son la mitjana i el rang de les dues
repliques del mateix experiment.

5.1.1.3.3. Cél-lules amb mutacions en MPV17

Un cop es va veure que les cel-lules amb mutacions en MPV17 tenien deplecid espontania
(Seccid 5.1.1.2.8) es va testar I'efecte del tractament amb dNs en aquest model. Les tres
linies amb mutacions diferents en el gen MPV17 van mostrar un comportament semblant: a
Iinici de I’experiment les cél-lules no mostraven deplecio, perd aquesta es desenvolupava
en el grup de cel-lules no tractades. Aquesta deplecié era evitada (parcialment en el cas del

P29) quan les cél-lules estaven sota el tractament dels 4 dNs (Figura 5.13).
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Aquests experiments estan en linia amb els resultats obtinguts en el model d’induccié de
deplecié amb BrEt (Seccid 5.1.1.2.8) i amb una publicacié prévia?'’ i demostren que els dNs
eviten totalment (P27 i P28) o parcialment (P29) la deplecié de 'ADNmt en ceél-lules amb
mutacions en MPV17. Cal indicar que, tal com passava amb els controls (Secci¢ 5.1.1.2.1 i
Seccio 5.1.1.3.1), els valors del t0 d’aquest experiment son més baixos que els valors del t0
de les mateixes linies cel-lulars en I’experiment d’induccié de la deplecié amb BrEt (excepte
el P29, que sdn més alts), cosa que indica la variabilitat del nombre de copies d’ADNmt en

una mateixa linia cel-lular, tot i tenir-les en les mateixes condicions experimentals.
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Figura 5.13. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts amb mutacions
en el gen MPV17 (P27 — P29) utilitzant el model de deplecio espontania de ’ADNmt. La linia en negre
mostra el nombre de copies d’ADNmt en fibroblasts no tractats i la linia en blau mostra el nombre de
copies d’ADNmt en fibroblasts tractats amb els 4 dNs 50 uM i EHNA 5 uM. Els valors son la mitjana i el
rang de les dues répliques del mateix experiment.

5.1.1.3.4. Cel-lules amb mutacions en SUCLG1

Un cop es va veure que els fibroblasts d’un dels pacients amb mutacions en SUCLG1 tenien
deplecid espontania (P31) (Seccid 5.1.1.2.10) es va testar I'eficacia i seguretat del tractament
amb dNs en el model de deplecié sense BrEt (Figura 5.14). Tal com s’havia vist anteriorment
(Seccid 5.1.1.2.10), les cel-lules amb mutacions en SUCLGI mostraven deplecié a l'inici de
I’'experiment (Figura 5.14). A més, la deplecid s’acusava a mesura que passava el temps en

les cel-lules no tractades i en les cel-lules tractades amb els 4 dNs es veia la recuperacié
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parcial (amb alguna oscil-lacié) de les quantitats d’ADNmt, tot i que aquestes eren molts més
baixes que el llindar establert com a deplecié. Aquest experiment corrobora els resultats
obtinguts en el model de deplecié induida (Seccié 5.1.1.2.10) i demostren que els dNs eviten

parcialment la deplecié de ’ADNmt en les cel-lules amb les mutacions estudiades en SUCLG1.
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Figura 5.14. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts amb mutacions
en el gen SUCLG1 (P31) utilitzant el model de deplecio espontania de ’ADNmt. La linia en negre
mostra el nombre de copies d’ADNmt en fibroblasts no tractats i la linia en blau mostra el nombre de
copies d’ADNmt en fibroblasts tractats amb els 4 dNs 50 uM i EHNA 5 uM. Els valors son la mitjana i el

rang de les dues répliques del mateix experiment.
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Taula 5.2. Resum de resultats d’eficacia in vitro. La taula inclou el pacient, el gen afectat, el model de
deplecio de ’ADNmt utilitzat (induida amb BrEt o espontania), si hi ha fenotip de deplecio en retirar el
BrEt (només en els casos en que s’ha induit artificialment la deplecié de 'ADNmt) i si les cél-lules

responen al tractament amb dNs.

Model de deplecio Fenotip de deplecio

Pacient . Resposta a dNs?
de ’ADNmt en retirar el BrEt?

P1 TWNK Induida No No concloent
P2 TWNK Induida No No concloent
P3 TWNK Induida No No concloent
P4 DNA2 Induida No Si (parcial)
P5 RNASEH1 Induida Si No
P6 RRM2B Induida No Si (parcial)
P7 RRM2B Induida No Si (parcial)
P16 DGUOK Espontania No estudiat Si
P17 DGUOK Espontania No estudiat Si
P18 OPA1 Induida Parcial No concloent
P19 OPA1 Induida Parcial No concloent
P20 OPA1 Induida No No concloent
P21 OPA1 Induida No No concloent
P22 OPA1 Induida Si Si
P23 SPG7 Induida No No concloent
P24 SPG7 Induida No No concloent
P25 SPG7 Induida No No concloent
P26 SPG7 Induida No No concloent
P27 MPV17 Induida i espontania Si Si, en els dos models
P28 MPV17 Induida i espontania Si Si, en els dos models
P29 MPV17 Induida i espontania Si Si, en els dos models
P30 SUCLA2 Induida No No concloent
P31 SUCLG1 Induida i espontania Si Si, en els dos models
P32 SUCLG1 Induida No No concloent
P33 SUCLG1 Induida No No concloent

5.1.2. Eficacia del tractament amb dNs en el model de ratoli Dguok”

5.1.2.1. Nombre de copies d’ADNmt

L’efecte del tractament amb dAdo + dGuo sobre el nombre de copies d’ADNmt es va estudiar
en diferents organs (fetge, muscul esquelétic, cervell i cor) en els ratolins Dguok*’* i Dguok™”
tractats diariament des dels 8 dies d’edat fins les 6 setmanes d’edat amb vehicle (PBS) o amb

una combinacié de dAdo + dGuo (Seccio 4.1.3).
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Els ratolins Dguok”- (KO) tractats amb vehicle mostraven deplecié en tots els teixits estudiats
excepte en el cor (Figura 5.15), encara que el grau de deplecio era diferent segons I'organ:
el fetge era I’organ amb més deplecié (amb la preséncia de només el 2,5% de copies respecte
als animals Dguok** (WT)), seguit pel muscul esquelétic (amb la preséncia del 23,4% de
copies d’ADNmt) i seguit pel cervell (amb la presencia del 45,8% de copies d’ADNmt). El cor,
tot i tenir tendéncia a mostrar deplecid, aquesta no era estadisticament significativa (75,9%

de copies d’ADNmt respecte als animals Dguok*/*).
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Figura 5.15. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula en ratolins WT i KO per Dguok. Nombre de copies
d’ADNmt en mostres de fetge (eix d’ordenades truncat), muscul esquelétic (gastrocnemi + soli), cervell
i cor de ratolins Dguok** (WT) i Dguok”- (KO) tractats diariament, excepte caps de setmana, per sonda
oral de PBS (en negre) o dAdo + dGuo 200 mg/kg/dia (en blau) a partir del dia 8 fins a tenir 6 setmanes
d’edat. Els punts corresponen als valors individuals de cada ratoli i la linia horitzontal a la mediana del
grup. Test estadistic: Mann-Whitney. ***p<0,0005, ****p<0,0001, ns: no significatiu.
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El tractament amb dAdo + dGuo no va mostrar un efecte estimulador de la replicacio de
I’ADNmt independentment del genotip dels animals, ja que el nombre de copies d’ADNmt
es mantenia constant tant en els ratolins Dguok*/* tractats amb PBS i dAdo + dGuo com en

els ratolins Dguok™" tractats amb PBS i dAdo + dGuo (Figura 5.15).

5.1.2.2. Concentracions dels dNs en plasma

Veient que el tractament amb dAdo + dGuo no tenia efecte en el nombre de copies d’ADNmt
(Seccid 5.1.2.1) es van mesurar les concentracions en plasma dels dNs administrats (dAdo +
dGuo) i els seus primers productes de degradacid 1 hora després d’administrar el tractament
per sonda oral per comprovar si la dAdo i la dGuo eren absorbits i metabolitzats. Per veure

els intermediaris en la degradacié de dNs, consultar la Figura 2.4.

Els dos dNs administrats (dAdo + dGuo) no tenien concentracions detectables en plasma de
ratolins Dguok** i Dguok” tractats amb PBS ni tampoc en els ratolins tractats amb dAdo +

dGuo (Figura 5.16), cosa que indica que aquests dos dNs son molt poc biodisponibles.

Quan es van analitzar els productes de degradacid de la dAdo (dIno, hipoxantina, xantina i
adenina) i de la dGuo (xantina i guanina) (Figura 5.16) es va veure que les concentracions
plasmatiques de dino augmentaven significativament en els dos genotips estudiats quan els
ratolins eren tractats amb dAdo + dGuo. Les concentracions d’hipoxantina i xantina
augmentaven també quan els ratolins eren tractats amb dAdo + dGuo, encara que només
de forma estadisticament significativa en els ratolins Dguok”". Les concentracions d’adenina
i guanina van resultar indetectables o molt a prop del limit de deteccié (0,05 uM) en la
majoria de ratolins i en els dos genotips estudiats, tant si havien estat tractats amb PBS o

amb dAdo + dGuo.

El fet que no es detectin els dos compostos administrats (dAdo i dGuo) i aparegui un
increment en els seus productes de degradacié en els ratolins tractats amb aquests dos dNs
recolza la idea de que els dNs de purina es degraden rapidament després de la seva

administracié oral abans de poder ser detectats en la sang.
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Figura 5.16. Concentracions dels dNs administrats i dels seus productes de degradacio en plasma de
ratolins WT i KO per Dguok. Concentracions plasmatiques (uM) dels productes administrats (dAdo i
dGuo) i dels seus primers productes de degradacio: dino, hipoxantina, xantina, adenina i guanina en
plasma de ratolins Dguok** (WT) i Dguok”- (KO) de 6 setmanes d’edat després de 1 hora de
I"administracid per sonda oral de vehicle (PBS) (en negre) o dAdo + dGuo 200 mg/kg (en blau). Els punts
corresponen als valors individuals de cada ratoli i la linia horitzontal a la mediana del grup. Tots els
valors 0 son valors indetectables (<0,05 uM). Test estadistic: Mann-Whitney. *p<0,05, **p<0,005,
***p<0,0005, ns: no significatiu.
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5.1.2.3. Contingut dels dNs en fetge

En el fetge, a diferéncia del que passava en el plasma (Seccid 5.1.2.2), es va poder detectar
la dAdo i la dGuo (Figura 5.17), tot i que les concentracions d’aquesta ultima estaven al
voltant del limit de deteccié (0,05 uM). A més, els ratolins Dguok™" tractats amb PBS tenien
quantitats més altes de dAdo en comparacié amb els Dguok*’* tractats amb PBS, cosa que

també s’observa en la condicid de tractament amb dAdo + dGuo.

Per altra banda, el tractament amb dAdo + dGuo no va aconseguir augmentar el contingut
hepatic d’aquests dos dNs en cap dels genotips estudiats 1 hora després de ser administrats
i tampoc van augmentar els seus productes de degradacid, possiblement, perque els
continguts endogens son molt alts i emmascaren I'augment de degradacio dels dNs aportats

exogenament (Figura 5.17).
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Figura 5.17. Quantitat dels dNs administrats i dels seus productes de degradacio en fetge de ratolins
WT i KO per Dguok. Quantitat (pmol/mg proteina) dels dNs administrats (dAdo i dGuo) i dels seus
productes de degradacio: dino, hipoxantina, xantina, adenina i guanina en fetge de ratolins Dguok**
(WT) i Dguok”- (KO) de 6 setmanes d’edat després de 1 hora de I'administracié per sonda oral de vehicle
(PBS) (en negre) o dAdo + dGuo 200 mg/kg (en blau). Els punts corresponen als valors individuals de
cada ratoli i la linia horitzontal a la mediana del grup. Tots els valors 0 son valors indetectables. Test
estadistic: Mann-Whitney. *p<0,005, ns: no significatiu.
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5.1.2.4. Contingut mitocondrial dels dNTPs en fetge

Tot i que en el fetge no es va detectar un augment de dAdo i dGuo en ratolins tractats amb
aquests compostos (Seccio 5.1.2.3) es va mesurar la quantitat de dNTPs mitocondrials en el
fetge 1 hora després d’administrar aquests dos dNs per veure si el tractament hi tenia algun

impacte.

En abséncia de tractament (ratolins tractats amb PBS) els ratolins Dguok”’" mostraven una
clara reduccid de la quantitat de dGTP i, paradoxalment, un augment no tan marcat del dATP
en comparacié amb els ratolins Dguok**. A més, el contingut de dCTP era més baix en els
ratolins Dguok™ no tractats, perod el dTTP no es va veure alterat pel genotip ni pel tractament

(Figura 5.18).

Addicionalment, la determinacié del dGTP mitocondrial es va fer sobre la fraccié lliure. S’ha
descrit que la majoria del dGTP (90%) en el mitocondri de fetge de ratoli esta unit a la
proteina NDUFA10, mentre que una petita fraccié (10%) es troba lliure, no unit a la

proteina3?

. Quan es mesuren els dNTPs es quantifica el dGTP total, és a dir, el dGTP unit a
proteina (que és gran la majoria) i el dGTP lliure (minoritari). Per tant, aquesta mesura
equivaldria quasi a integrament el dGTP unit a proteina. Com que el dGTP lliure és una petita
fraccié cal mesurar-lo especificament. Els valors d’aquest també tenien una tendéncia a ser

més baixos en ratolins Dguok”", tot i tenir valors que es troben molt a prop del limit de

deteccié de la técnica, fet que causa la variabilitat observada (Figura 5.18).

Per altra banda, el tractament amb dAdo + dGuo no va aconseguir elevar la quantitat de
dATP ni de dGTP lliure en cap dels dos genotips estudiats, pero si que va augmentar la
quantitat de dGTP total, perd només en els animals Dguok**. A més, el tractament tampoc
va causar alteracions en el contingut de dCTP ni dTTP en cap dels grups estudiats (Figura

5.18).
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Figura 5.18. Quantitat dels 4 nucleotids (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) en extractes mitocondrials de fetge
de ratolins WT i KO per Dguok. La quantificacié dels dNTPs es va fer sobre extractes enriquits en
mitocondris de fetge en ratolins Dguok** (WT) i Dguok”- (KO) de 8 setmanes d’edat després de 1 hora
de I'administracio per sonda oral de vehicle (PBS) (en negre) o dAdo + dGuo 200 mg/kg (en blau). Els
punts corresponen als valors individuals de cada ratoli i la linia horitzontal a la mediana del grup. Tots
els valors 0 sén valors indetectables. Test estadistic: Mann-Whitney. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005,
ns: no significatiu.

5.1.2.5. Contingut mitocondrial dels dNTPs en cervell

En el cervell, en abséncia del tractament, no es van veure alteracions en la quantitat dels
dNTPs degudes al genotip (Figura 5.19), excepte pel dGTP. Aquest nucleotid mostrava una
quantitat més baixa en els ratolins Dguok™", tal com passava en fetge (Seccié 5.1.2.4), encara
que en cervell la davallada de la quantitat d’aquest dNTP no era tan marcada. El tractament
amb dAdo + dGuo no va augmentar la quantitat de cap dels 4 dNTPs, ni tan sols del dGTP

(Figura 5.19), a diferéncia del que s’havia vist en fetge (Secci¢ 5.1.2.4).
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Figura 5.19. Quantitat dels 4 nucleotids (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) en extractes mitocondrials de
cervell de ratolins WT i KO per Dguok. La quantificacio dels dNTPs es va fer sobre extractes enriquits
en mitocondris de cervell en ratolins Dguok** (WT) i Dguok”- (KO) de 8 setmanes d’edat després de 1
hora de I'administracié per sonda oral de vehicle (PBS) (en negre) o dAdo + dGuo 200 mg/kg (en blau).
Els punts corresponen als valors individuals de cada ratoli i la linia horitzontal a la mediana del grup.
Test estadistic: Mann-Whitney. ****p<0,0001, ns: no significatiu.

Les mesures de dNTPs en cervell, juntament amb les de fetge (Seccié 5.1.2.4) estan d’acord
amb la baixa biodisponibilitat de la dAdo i de la dGuo (Seccid 5.1.2.2 i Seccio 5.1.2.3), ja que
aquests dos compostos son majoritariament degradats en comptes de ser metabolitzats cap
a dNTPs. Tot i aixo, I'increment de dGTP observat en fetge de ratolins Dguok** tractats
suggereix que la biodisponibilitat hepatica de dGuo, tot i que reduida, podria ser suficient
per a estimular la via anabolica d’aquest nucleotid. Aquesta via anabolica sembla produir-se
mitjancant I'enzim dGK, ja que I'augment de dGTP no es va observar en el grup de ratolins

Dguok™.
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5.2. Seguretat genica del tractament amb dNs

5.2.1. Seguretat genica del tractament amb dNs en els models in vitro

Utilitzant els experiments on es va assajar |'eficacia del tractament in vitro, es va estudiar
també la seva seguretat genica sobre I’ADNmt. En primer lloc, es va comparar el nombre de
mutacions no homoplasmiques (amb un grau d’heteroplasmia entre el 1% i el 99%) sobre
I’ADNmt (transicions, transversions, petites insercions o delecions) en els fibroblasts a t0,
que correspon a I'estat basal de les cél-lules en els experiments de recuperacié de '’ADNmt
amb dNs (Seccio 4.1.1). També es van incloure dues linies de fibroblasts amb mutacions en
TYMP, un altre gen associat a MDDS la disfuncié del qual indueix mutacions puntuals

somatiques sobre ’TADNmt!33,

Com que els valors del nombre de mutacions sobre I’ADNmt dels fibroblasts de controls sans
seguien una distribucié normal (D’Agostino & Pearson test: p=0,7023; Shapiro-Wilk test:
p=0,3493; Kolmogorov-Smirnov test: p>0,1), es va calcular la seva mitjana (7,2) i la seva
desviacié estandard (4,0) i es va establir que una linia cel-lular presentaria un increment en
el nombre de mutacions sobre I’ADNmt si el valor era superior a dues desviacions estandard
de la mitjana dels controls, és a dir, superior a 15,2 variants. Les cel-lules amb mutacions en
TYMP van mostrar uns valors molt superiors a aquest llindar (85 i 109 variants), indicant la
presencia de mutacions puntuals en I’ADNmt dels fibroblasts, tal com s’havia descrit
préviament'®, Les cél-lules amb mutacions en DNA2 i una linia cel-lular d’un total de 15
estudiades amb mutacions en TK2 van mostrar un lleu increment del nombre de canvis sobre
I’ADNmt respecte al llindar establert (19 i 18 variants, respectivament). Cap de les altres

linies va mostrar un valor superior a aquest llindar (Figura 5.20).

Com s’acaba de comentar, un dels pacients amb deficit de TK2 presentava un nombre de
mutacions per sobre del llindar (15,2). Com que aquest grup inclou 15 linies, es va poder
comparar estadisticament amb els controls sans. Es va aplicar el test de Mann-Whitney (test
no parametric) perque la distribucié del nombre de mutacions sobre I’ADNmt dels pacients
amb mutacions en TK2 no s’ajustava a una distribuciéo normal (D’Agostino & Pearson test:
p<0,0001; Shapiro-Wilk test: p=0,001; Kolmogorov-Smirnov test: p=0,0388). Aquesta analisi

va revelar que no hi havia diferéncies en el nombre de mutacions en ’ADNmt en els dos
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grups (p=0,2665), tot indicant que mutacions en TK2 no tenen un efecte mutagénic sobre
I’ADNmt en aquest tipus cel-lular. Aquest test, pero, no es va poder aplicar en el cas de les

cél-lules amb variants patogéniques en DNA2, ja que només hi havia un pacient.

En conjunt, aquestes dades indiquen que mutacions en els gens estudiats no causen un
increment en el nombre de variants sobre ’ADNmt en fibroblasts de pell. L’Gnica excepcid
correspon a Unica linia cel-lular (cél-lules amb mutacions en DNA2) que presenta un nombre
de variants lleugerament superior al dels controls perd molt inferior al dels pacients que
mostren mutacions sobre I’ADNmt causades per les mutacions en TYMP.
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Figura 5.20. Nombre de mutacions sobre ’ADNmt a t0. Representacio dels valors individuals (punts) i
de les medianes (linies horitzontals) del nombre de canvis sobre ’ADNmt respecte a la seqiiéncia de
referéncia amb un grau d’heteroplasmia entre el 1% i 99% presents en el temps O (t0) en els fibroblasts
de controls sans i de pacients amb mutacions en diferents gens associats a MDDS. La linia discontinua
mostra la mitjana més dues desviacions estandard del nombre de mutacions en els controls, que és el
llindar a partir del qual s’ha considerat que unes cél-lules tenen un increment en el nombre de variants
en ’ADNmt.

Addicionalment, la distribucié del grau d’heteroplasmia de les mutacions trobades sobre
I’ADNmt era similar en totes les linies cel-lulars estudiades (controls sans i pacients). La
majoria de mutacions trobades (un percentatge que oscil-la entre el 40% i el 92% del total
de mutacions) presentaven un grau d’heteroplasmia baix (entre el 1% i el 20%). El segon
grau d’heteroplasmia més abundant va ser el grau d’heteroplasmia més alt (entre el 81% i
99%) amb un percentatge del total de mutacions que oscil-la entre el 4% i el 60% (Figura

5.21).
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La suma dels canvis amb una heteroplasmia entre el 1% i el 20% i entre el 81% i el 99%
representaven almenys el 80% de totes les mutacions trobades en totes les linies estudiades,
mentre que els canvis amb un grau d’heteroplasmia comprés entre el 21% i el 80%
representaven, com a maxim el 20% del total de mutacions trobades en tots els grups
estudiats. En conjunt, aquestes dades indiquen que els fibroblasts tant de controls sans com
de pacients mantenen mutacions sobre ’ADNmt amb un grau d’heteroplasmia polaritzat cap

a molt baix (entre el 1% i el 20%) o molt alt (entre el 81% i 99%).
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Figura 5.21. Percentatge de variants associades amb el seu grau d’heteroplasmia en el t0. El nombre
de variants en percentatge s’ha calculat quantificant el nombre de variants trobades en totes les linies
cel-lulars dins de cada grup de cél-lules de controls sans o de pacients i s’ha dividit pel total de mutacions
trobades dins del mateix grup.

El fet que es trobin mutacions amb un alt grau d’heteroplasmia en algunes cél-lules es deu,
segurament, a que la variant heretada de la mare en aquesta posicié i, per tant, majoritaria
i present en un alt grau d’heteroplasmia és diferent a la seqliéncia de referéncia, per la qual
cosa es reporta com a variant amb un alt grau d’heteroplasmia, mentre que la mutacio
puntual apareguda de novo, que es correspon amb la seqliencia de referencia, no es reporta
com a variant i es troba amb un grau d’heteroplasmia més baix. Per aquest motiu les
mutacions amb un grau d’heteroplasmia entre el 1 i 20 % i el 80 i 99% correspondrien a

mutacions amb el mateix grau d’heteroplasmia.

5.2.1.1. Model de depleciéo amb BrEt

Utilitzant els ADNs obtinguts en els experiments on s’avaluava I'eficacia dels dNs utilitzant
el model de deplecié de 'ADNmt induida amb BrEt es va estudiar també el nombre de

mutacions no homoplasmiques sobre ’ADNmt (variants amb una freqiéncia entre el 1% i el
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99%) en el t0 i t20 sense i amb tractament amb els 4 dNs o amb la combinacié de dCtd i dThd
(Seccid 4.1.1.1) (Figura 4.2).

La comparacié entre el nombre de mutacions en 'ADNmt entre el t0 i el t20 sense
tractament indica I'efecte del temps de cultiu sobre la induccié de mutacions sobre ’ADNmt.
Tant en el cas dels fibroblasts dels controls sans, com en el dels fibroblasts amb mutacions
en TWNK, DNA2, RNASEH1, RRM2B, TK2, OPA1, SPG7, MPV17, SUCLA2 i SUCLG1 el nombre
de variants trobats a ’ADNmt a t20 no va ser significativament diferent dels observats a t0,
indicant que ni el temps de cultiu ni el BrEt utilitzat en aquests estudis no induia I'aparicié

de noves mutacions sobre ’ADNmt (Figura 5.22 i Figura 5.23).

Complementariament, la comparacié entre els ADNs obtinguts a t20 sense i amb tractament
amb dNs indica la possible mutagenicitat dels dNs sobre ’ADNmt. Quan es va analitzar el
possible efecte mutagenic dels dos dNs pirimidinics (dCtd i dThd), que és el tractament
aplicat pel déficit de TK2, es va observar que no s’induia un increment significatiu en el
nombre de mutacions sobre ’ADNmt en fibroblasts de controls sans ni en fibroblasts amb
mutacions en TK2 (Figura 5.22). A més, tots els fibroblasts de controls sans i de pacients amb
mutacions en TWNK, DNA2, RNASEH1, RRM2B, OPA1, SPG7, MPV17, SUCLA2 i SUCLG1
tractats amb els 4 dNs no presentaven un canvi significatiu en el nombre de mutacions sobre

’ADNmt (Figura 5.23).
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Figura 5.22. Nombre de mutacions sobre ’ADNmt en fibroblasts de controls sans i de pacients amb
mutacions en TK2 tractats amb dCtd + dThd utilitzant el model de deplecio induida de '’ADNmt.
Nombre de mutacions sobre I'ADNmt respecte a la seqliéncia de referéencia amb un grau
d’heteroplasmia entre el 1% i 99% presents a dia O (t0), dia 20 sense tractament (t20 No tractat) i dia
20 amb tractament amb dCtd i dThd 50 uM cada un (t20 dCtd + dThd) en els fibroblasts de controls
sans (C7, C11) i de pacients amb mutacions en TK2 (P8 — P15) utilitzant com a disseny experimental el
sistema d’induccid de deplecié de '’ADNmt amb BrEt. La regié marcada en blau indica els canvis a dia
20 sense tractament i amb tractament i, per tant, mostra I'efecte dels dNs sobre les mutacions a
I'ADNmt. Test estadistic: Wilcoxon test (quan n>2), negatiu en tots els casos.
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Figura 5.23. Nombre de mutacions sobre '’ADNmt en fibroblasts de controls sans i de pacients amb
mutacions en diferents gens associats a MDDS tractats amb els 4 dNs utilitzant el model de deplecio
induida de FADNmt. Nombre de mutacions sobre ’ADNmt respecte a la seqiiéncia de referéncia amb
un grau d’heteroplasmia entre el 1% i 99% presents a dia 0 (t0), dia 20 sense tractament (t20 No tractat)
i dia 20 amb tractament amb els 4 dNs 50 uM cada un i EHNA 5 uM (t20 4dNs) en els fibroblasts de
controls sans (C1 — C3, C6 — C9) i de pacients amb mutacions en els gens indicats associats a MDDS (P1
—P7, P18 — P28, P30 — P33) utilitzant com a disseny experimental el sistema d’induccio de deplecio de
'ADNmt amb BrEt. La regid marcada en blau indica els canvis a dia 20 sense tractament i amb
tractament i, per tant, mostra I’efecte dels dNs sobre les mutacions a ’ADNmt. Test estadistic: Wilcoxon
test (quan n>2), negatiu en tots els casos.
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Addicionalment, mitjangant PCR llarga es va estudiar la integritat de 'ADNmt en totes les
linies cel-lulars en les que es va seqiienciar TADNmt incloent les tres condicions estudiades
(t0, t20 sense tractament i t20 amb tractament, ja sigui amb els 4 dNs o amb dCtd + dThd) i

en cap mostra es va constatar la preséncia de delecions multiples sobre I’ADNmt.

Una analisi paral-lela enfocada a detectar la possible influencia del cultiu i del tractament
amb dNs sobre el grau d’heteroplasmia de les mutacions trobades va mostrar que cap
d’aquestes variables modificava de manera significativa els percentatges d’heteroplasmia en
les linies cel-lulars estudiades, excepte en dues linies amb mutacions en TK2, on es va veure
un canvi significatiu en els graus d’heteroplasmia en les cél-lules del P11 i P13, tot i ser canvis
molt lleus i anar en direccions oposades (Figura Suplementaria 8). A més, unes cel-lules de
controls sans (C1) van mostrar canvis significatius en els graus d’heteroplasmia entre el t0 i
t20 amb tractament i entre el t20 sense i amb tractament, perd no entre el t0 i el t20 sense
tractament (Figura Suplementaria 9). Finalment, unes cél-lules amb mutacions en TWNK (P2)
van mostrar diferencies en el grau d’heteroplasmia entre el t0 i t20 amb i sense tractament
(Figura Suplementaria 10), mentre que la resta de fibroblasts de pacients no van mostrar
diferéncies (Figura Suplementaria 10 i Figura Suplementaria 11). En conjunt, la gran majoria
de cel-lules no van presentar diferéncies en el percentatge d’heteroplasmia de les variants
trobades degudes al temps de cultiu o al tractament, tot i haver alguns casos particulars amb

diferéncies molt lleus en els graus d’aquesta.

Cal puntualitzar que dins d’una mateixa linia cel-lular hi ha mutacions que es troben en
alguna de les condicions estudiades mentre que en alguna altra condicid no. Aquestes
mutacions, solen tenir un grau d’heteroplasmia al voltant del 1% o 99%, que sén el llindar
inferior i superior que s’ha establert per tenir en compte una mutacio per a la seva analisi.
El fet que algunes d’aquestes variants tinguin un grau d’heteroplasmia tan proper al llindar
fa que en algunes condicions el superin i es reportin per I'estudi del nombre de variants
(Figura 5.22 i Figura 5.23), mentre que en altres casos no el superin i no es tinguin en compte.
En els estudis d’evolucié del grau d’heteroplasmia (Figura Suplementaria 8, Figura
Suplementaria 9, Figura Suplementaria 10 i Figura Suplementaria 11) quan una variant

desapareixia en alguna condicid, se li va atribuir un grau d’heteroplamia del 0% o del 100%,
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segons la situacié (mirant la preséncia o abséncia de la variant sobre el nombre total de

lectures per comprovar que aquesta assumpcié era real).

En conjunt, I'estudi de mutacions sobre ’ADNmt in vitro utilitzant el model de deplecié de
’ADNmt amb BrEt indica que el tractament ja sigui amb els 4 dNs 50 uM i EHNA 5 uM o
només amb dCtd i dThd a una concentracié de 50 uM no esta induint mutacions noves sobre
I’ADNmt ni tampoc seleccionant positivament mutacions preexistents tant en fibroblasts de

controls sans com de pacients amb mutacions en gens associats a MDDS.

5.2.1.2. Model de deplecié espontania

Utilitzant els ADNs obtinguts en els experiments on s’avaluava I’eficacia dels dNs en cel-lules
que mostraven deplecié espontania de I’ADNmt es va estudiar I’ADNmt a dia 0 i dia 20 sense
i amb tractament amb els 4 dNs a una concentracié de 50 uM cada un o solament amb dGuo
50 uM (Seccio 4.1.1.2) (Figura 4.3). De forma similar al que passava en el model d’induccio
de deplecié amb BrEt (Seccié 5.2.1.1), el nombre de mutacions heteroplasmiques (amb un
grau d’heteroplasmia entre el 1% i el 99%) sobre I’ADNmt va resultar similar entre el t0, t20
sense tractament i t20 amb els 4 dNs (Figura 5.24) 0 t20 amb dGuo sola (Figura 5.25), fet que
indica que el nombre de mutacions sobre 'ADNmt no es veu incrementat ni pel temps de
cultiu ni pel tractament amb els 4 dNs o dGuo sola a les concentracions utilitzades en els

fibroblasts utilitzant aquest model de deplecié.

De nou, mitjangant PCR llarga es va estudiar la integritat de ’ADNmt en totes les condicions
(t0, t20 sense tractament i t20 amb tractament, ja sigui amb els 4 dNs o amb dGuo) i en totes
les linies cel-lulars en les que es va seqlenciar ’ADNmt i, de la mateixa forma que passava
en el model d’induccié de depleci6 amb BrEt (Seccié 5.2.1.1), cap mostra va presentar

delecions multiples sobre ’ADNmt.

L'analisi del grau d’heteroplasmia de les mutacions trobades va mostrar que les cél-lules
mantenien els nivells d’heteroplasmia al llarg del temps i que aquests no es veien alterats
pel tractament amb els 4 dNs (Figura Suplementaria 12) o de dGuo sola (Figura
Suplementaria 13). Només una linia cel-lular (C1) va mostrar diferéncies estadisticament
significatives en els nivells d’heteroplasmia de les variants trobades entre el t0 i t20 sense o

amb tractament amb dGuo (Figura Suplementaria 12) o amb els 4 dNs (Figura Suplementaria
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13), pero no entre el t20 amb i sense tractament indicant que aquesta diferencia es deuria
al temps de cultiu i no al tractament, tot i ser unes variacions del percentatge

d’heteroplasmia lleus.

€1, C3, C4, C9 (Controls) P27, P28, P29 (MPV17) P31 (SUCLG1)
£ 15 £ 15 £ 15
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Figura 5.24. Nombre de mutacions sobre '’ ADNmt en fibroblasts de controls sans i de pacients amb
mutacions en diferents gens associats a MDDS tractats amb els 4 dNs utilitzant el model de deplecio
espontania de TADNmt. Nombre de mutacions sobre ’ADNmt respecte a la seqiiéncia de referéncia
amb un grau d’heteroplasmia entre el 1% i 99% presents a dia O (t0), dia 20 sense tractament (t20 No
tractat) i dia 20 amb tractament amb els 4 dNs 50 uM cada un i EHNA 5 uM (t20 4dNs) en els fibroblasts
de controls sans (C1, C3, C4, C9) i de pacients amb mutacions en MPV17 (P27, P28, P29) i SUCLG1 (P31)
utilitzant com a disseny experimental el sistema de deplecio espontania de ’ADNmt. La regio marcada
en blau indica els canvis a dia 20 sense tractament i amb tractament i, per tant, mostra I'efecte dels
dNs sobre les mutacions trobades sobre '’ADNmt. Test estadistic: Wilcoxon test (quan n>2), negatiu en
tots els casos.
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Figura 5.25. Nombre de mutacions sobre '’ ADNmt en fibroblasts de controls sans i de pacients amb
mutacions en DGUOK tractats amb dGuo utilitzant el model de deplecio espontania de ’ADNmt.
Representacié del nombre de mutacions sobre ’ADNmt respecte a la seqliéncia de referéncia amb un
grau d’heteroplasmia entre el 1% i 99% presents a dia 0 (t0), dia 20 sense tractament (t20 No tractat)
i dia 20 amb tractament de dGuo 50 uM (t20 dGuo) en els fibroblasts de controls sans (C1, C3, C6) i de
pacients amb mutacions en DGUOK (P16, P17) utilitzant com a disseny experimental el sistema de
deplecic espontania de 'ADNmt. La regié marcada en blau indica els canvis a dia 20 sense tractament

=

Variants sobre 'ADNmt
w

Variants sobre I'ADNmt
o

iamb tractament i, per tant, mostra I’efecte dels dNs sobre les mutacions trobades sobre ’ADNmt. Test
estadistic: Wilcoxon test (quan n>2), negatiu en tots els casos.
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Aquestes dades, juntament amb els resultats observats en el model de deplecid induida amb
BrEt (Seccio 5.2.1.1), recolzen la seguretat génica sobre I’ADNmt dels 4 dNs o d’una
combinacié d’ells (dCtd + dThd) o I'administracié d’un sol d’ells (dGuo) a una concentracié

de 50 uM en tots els models in vitro estudiats.

5.2.2. Seguretat genica del tractament amb dNs in vivo estudiada en

models de ratoli

5.2.2.1. Model de ratoli KO per Tk2

Els estudis de seguretat génica del tractament amb dCtd + dThd sobre ’ADNmt en ratolins
Tk2** i Tk27- es van fer a partir de mostres de muscul esquelétic (gastrocnemi + soli) i de

fetge de ratolins obtingudes préviament per un estudi d’eficacia3'’

en el qual es va tractar
els animals durant diferents periodes de temps (a partir del dia 4 fins el dia 12 (8 dies de
tractament) o a partir del dia 4 fins el dia 29 (25 dies de tractament)) amb PBS o una

combinacid de dCtd i dThd a una dosi de 400 mg/kg/dia cada un (Seccio 4.1.2).

El producte de la PCR llarga on s’"amplificava quasi tota la molécula d’ADNmt es va resoldre
en un gel d’agarosa i es va veure que tots els animals analitzats (tant si eren Tk2** o Tk27,
si havien estat tractats amb PBS o amb dCtd + dThd o si havien estat tractats durant 8 dies o
25 dies) presentaven una Unica banda corresponent a I’ADNmt integre sense preséncia de

delecions multiples en muscul esquelétic (Figura 5.26 a) i en fetge (Figura 5.26 b).

Mitjangant seqiienciacié massiva es va veure que el nombre de variants no homoplasmiques
(amb un grau d’heteroplasmia entre el 1% i el 99%) sobre I’ADNmt en els dos organsien les
dues edats estudiades (12 dies i 29 dies) va resultar similar entre ratolins Tk2** i Tk27"
tractats només amb PBS (Figura 5.27), fet que indica que el model muri de déficit de TK2 no
manifesta un increment de mutacions puntuals sobre 'ADNmt en els organs analitzats,
d’igual forma que passava amb els fibroblasts de pacients amb déficit de TK2 (Secci¢ 5.2.1.1).
Per altra banda, el nombre de variants sobre ’ADNmt va resultar similar entre ratolins Tk2**
que havien rebut tractament diari durant 8 o 25 dies amb dCtd i dThd o amb PBS (Figura
5.27). Tampoc no es van observar variacions de nombre de mutacions en els grup de ratolins

Tk2” tractats amb PBS o dCtd + dThd en els dos punts temporals estudiats (Figura 5.27).
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a)
WT WT WT WT KO KO KO
dia 12 dia 12 dia 29 dia 29 dia 12 dia 12 dia 29
PBS dCtd + dThd PBS dCtd + dThd PBS dCtd + dThd dCtd + dThd

b)
WT WT WT WT KO KO KO
dia 12 dia 12 dia 29 dia29 dia 12 dia 12 dia29
PBS dCtd + dThd PBS dCtd + dThd PBS dCtd + dThd dCtd + dThd

Figura 5.26. PCR llarga de mostres d’ADNmt de ratoli WT i KO per Tk2. Gel d’agarosa que mostra el
producte de la PCR llarga on s’amplifica quasi tot 'ADNmt en mostres de muscul esquelétic
(gastrocnemi + soli) (a) o fetge (b) de ratolins Tk2*/* (WT) o Tk2"/- (KO) tractats diariament per sonda
oral amb PBS o amb una dosi de 400 mg/kg/dia de dCtd + dThd a partir del dia 4 fins a 12 dies o 29 dies
d’edat. Carrils de I'esquerra: marcador de pes molecular A DNA/Hindlll.
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Figura 5.27. Nombre de variants sobre TADNmt en ratolins WT i KO per Tk2 tractats amb PBS o dCtd
+dThd. Nombre de variants trobades respecte la seqliencia de referéncia amb un grau d’heteroplasmia
entre el 1% i 99% en muscul esquelétic (gastrocnemi + soli) i fetge en ratolins Tk2** (WT) o Tk2/- (KO)
tractats diariament per sonda oral amb PBS (negre) o amb una dosi de 400 mg/kg/dia de dCtd + dThd
(blau) a partir del dia 4 fins a 12 dies o 29 dies d’edat. Els punts corresponen als valors individuals de

cada ratoliila linia horitzontal a la mediana del grup. Test estadistic: Mann-Whitney. ns: no significatiu.

Quan es va analitzar la distribucio del tipus de mutacié (delecid, insercid, transicié o
transversio) en els diferents grups de ratolins estudiats es va veure que aquesta es mantenia
quasi idéntica en muscul i en fetge (Figura 5.28) i que el tipus de variant més freqlient en
tots els grups van ser les delecions d’un sol nucleotid. A més, no es va veure un patré diferent
en la distribucid dels tipus de mutacions entre ratolins tractats amb PBS i ratolins tractats
amb la combinacié de dCtd + dThd. Aquest patrd de distribucié dels canvis també va ser

similar entre ratolins Tk2**i Tk2”7 (Figura 5.28).

Addicionalment, quan es va examinar la distribucié al llarg de ’ADNmt de totes les variants
trobades en totes les mostres analitzades en aquest estudi es va veure que aquestes no es
localitzaven en cap regid especialment susceptible, sind que estaven distribuides al llarg de

tota la molécula d’ADNmt tant en muscul esquelétic (Figura 5.29) com en fetge (Figura 5.30).

183



Resultats

Muscul esquelétic

P 7
c 6
K]
E 5
s 4
g 3
2
5
= 1
OODU)UJUJ [ ] w o nwn w uw unao [ ] w o nn w wuw nao
cccc c cccCc cccc cccc e i = = cccc cccc
290090 09000 20909 2990990 990900 290990 290909
8852 8552 8835 8838 8838 8838 8832
PHE> DwHE> Dwi> DwEE> OHEE> Dwi> 0wt >
0OcE®® OE®d Nc®d NE®d® NESD D™ DE®d
& & - & & =& &
° [ o ] [ e °
| F11 Ll Ll | F1l Ll J Ll I Ll
WT WT WT WT KO KO KO
dia 12 dia 12 dia 29 dia 29 dia 12 dia 12 dia 29
PBS dCtd+dThd PBS dCid+dThd PBS dCtd + dThd dCid+dThd
Fetge
” 7
c 6
]
=
g 5
2 4
E 3
g 2
= 1
ommmm [T BT I} [ I w uw v v W W W W w v v v 0w oW N W
cccCccC cccc ccccCc cccc cccCccC ccccCc ccccCc
o000 0000 0000 0000 CCOCO0 0000 0000
o 00 0 0 0 0 0O 0 0 0 O (SRS (5] o (5] o
2585 8535 8535 8585 8588 8565 8585
Oy S > OwE>S D> OwE> Ot >S Ot > Ow >
Oc@®ow Dl NPT NelBw OcP®we NDETTw DSl a
“Ec = = Ec —Ec = Ec —Ec = E <
[ s o (- © ] o
L Ll |l 1l Ll I E1l Ll L=l ]| Ll
WT WT WT WT KO KO KO

dia 12 dia 12 dia 29 dia 29 dia 12 dia 12 dia 29
PBS dCtd+dThd PBS dCtd+dThd PBS dCtd +dThd dCtd+dThd

Figura 5.28. Tipus de mutacio trobada en els ratolins WT i KO per Tk2 tractats amb PBS o dCtd + dThd.
Distribucio per tipus de mutacio (delecions, insercions, transicions o transversions) de les variants sobre
’ADNmt trobades en ratolins Tk2*/* (WT) o Tk2"- (KO) tractats diariament a partir del dia 4 d’edat amb
PBS o dCtd + dThd 400 mg/kg/dia fins al dia 12 o 29. En negre estan marcades les variants
corresponents a animals tractats amb PBS i en blau les variants corresponents a animals tractats amb
dCtd + dThd. Les barres mostren la mediana de cada tipus de variant observada en cada individu dins
del mateix grup i les barres d’error mostren el rang de valors. WT dia 12 PBS n=4, WT dia 12 dCtd +
dThd n=4, WT dia 29 PBS n=4, WT dia 29 dCtd + dThd n=4, KO dia 12 PBS n=6, KO dia dCtd + dThd n=6,
KO dia dCtd + dThd n=6.
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Figura 5.29. Distribucié en FADNmt de totes les variants trobades en mostres de muscul esquelétic
en ratolins WT i KO per Tk2 tractats amb PBS o dCtd + dThd. Representacié de totes les variants
trobades sobre ’ADNmt (en taronja) amb un grau d’heteroplasmia entre el 1% i el 99% en totes les
mostres analitzades de muscul esquelétic (gastrocnemi + soli) en ratolins Tk2** (WT) o Tk2/- (KO)
tractats diariament a partir del dia 4 d’edat amb PBS o dCtd + dThd 400 mg/kg/dia fins al dia 12 o 29.
En negre s’indiquen els gens codificants de subunitats del sistema OXPHOS, en blau fosc s’indiquen els
gens codificants d’ARNr i en gris s’identifiquen els gens codificants d’ARNt. Abreviacions: TRNF: ARNt
fenilalanina, RNR1: RNAr 12S, TRNV: ARNt valina, RNR2: RNAr 16S, TRNL1: ARNt leucina 1, ND1: NADH
deshidrogenasa 1, TRNI: ARNt isoleucina, TRNQ: ARNt glutamina, TRNM: ARNt metionina, ND2: NADH
deshidrogenasa 2, TRNW: ARNt triptofan, TRNA: ARNt alanina, TRNN: ARNt asparagina, TRNC: ARNt
cisteina, TRNY: ARNt tirosina, COX1: citocrom c oxidasa I, TRNS1: ARNt serina 1, TRND: ARNt acid
aspartic, COX2: citocrom c oxidasa Il, TRNK: ARNt lisina, ATP8: ATP sintetasa 8, ATP6: ATP sintetasa 6,
COX3: citocrom C oxidasa Ill, TRNG: ARNt glicina, ND3: NADH deshidrogenasa 3, TRNR: ARNt arginina,
NDA4L: NADH deshidrogenasa 4L, ND4: NADH deshidrogenasa 4, TRNH: ARNt histidina, TRNS2: ARNt
serina 2, TRNL2: ARNt leucina 2, ND5: NADH deshidrogenasa 5, ND6: NADH deshidrogenasa 6, TRNE:
ARNt acid glutamic, CYTB: citocrom b, TRNT: ARNt treonina, TRNP: ARNt prolina. Imatge generada amb
SnapGene® software (from Dotmatics; available at snapgene.com).
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Figura 5.30. Distribucio en ’ADNmt de totes les variants trobades en mostres de fetge en ratolins WT
i KO per Tk2 tractats amb PBS o dCtd + dThd. Representacio de totes les variants trobades sobre
I'ADNmt (en taronja) amb un grau d’heteroplasmia entre el 1% i el 99% en totes les mostres analitzades
de fetge en ratolins Tk2*/* (WT) o Tk2/- (KO) tractats diagriament a partir del dia 4 d’edat amb PBS o
dCtd + dThd 400 mg/kg/dia fins al dia 12 o 29. En negre s’indiquen els gens codificants de subunitats
del sistema OXPHOS, en blau fosc s’indiquen els gens codificants d’ARNr i en gris s’identifiquen els gens
codificants d’ARNt. Abreviacions: TRNF: ARNt fenilalanina, RNR1: RNAr 12S, TRNV: ARNt valina, RNR2:
RNAr 16S, TRNL1: ARNt leucina 1, ND1: NADH deshidrogenasa 1, TRNI: ARNt isoleucina, TRNQ: ARNt
glutamina, TRNM: ARNt metionina, ND2: NADH deshidrogenasa 2, TRNW: ARNt triptofan, TRNA: ARNt
alanina, TRNN: ARNt asparagina, TRNC: ARNt cisteina, TRNY: ARNt tirosina, COX1: citocrom c oxidasa
I, TRNS1: ARNt serina 1, TRND: ARNt acid aspartic, COX2: citocrom c oxidasa Il, TRNK: ARNt lisina, ATP8:
ATP sintetasa 8, ATP6: ATP sintetasa 6, COX3: citocrom C oxidasa Ill, TRNG: ARNt glicina, ND3: NADH
deshidrogenasa 3, TRNR: ARNt arginina, ND4L: NADH deshidrogenasa 4L, ND4: NADH deshidrogenasa
4, TRNH: ARNt histidina, TRNS2: ARNt serina 2, TRNL2: ARNt leucina 2, ND5: NADH deshidrogenasa 5,
ND6: NADH deshidrogenasa 6, TRNE: ARNt acid glutamic, CYTB: citocrom b, TRNT: ARNt treonina,
TRNP: ARNt prolina. Imatge generada amb SnapGene® software (from Dotmatics; available at
snapgene.com).
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Complementariament, es va estudiar si el tractament amb dCtd + dThd podia estar induint
mutacions sobre posicions que presentaven una variant preexistent en I'animal, de manera
que poguessin alterar el seu grau d’heteroplasmia. Per aquest motiu, es va estudiar el
percentatge d’heteroplasmia de les variants trobades. Com que en aquest cas no es podia
comparar el grau d’heteroplasmia del mateix ratoli abans i després de rebre el tractament
(ja que el disseny experimental no ho permet) es va comparar el grau d’heteroplasmia de
determinades posicions entre els diferents grups d’animals estudiats, atés que aquests
individus son molt homogenis genéticament. El criteri per incloure una variant en aquesta
analisi va ser que la variant estigués present en els dos organs estudiats i en almenys el 50%
de tots els individus de cada grup estudiat. Del total de variants trobades (18 variants
diferents en totes les mostres de muscul esquelétic i 17 variants diferents en totes les
mostres de fetge) només 4 van complir aquest criteri: 4052 A>del, 9821 A>del, 10227 A>del
i 10418 A>del. (Taula 5.3 i Taula 5.4).

L’analisi de les 4 variants altament presents en tots els grups estudiats (4052 A>del, 9821
A>del, 10227 A>del i 10418 A>del) va revelar que el seu grau d’heteroplasmia mantenia uns
nivells similars en muscul esquelétic (Figura 5.31 a) i fetge (Figura 5.31 b) en tots els individus
de tots el grups analitzats, indicant que cap de les condicions estudiades (genotip del ratoli
(Tk2*/* 0 Tk27"), preséncia o abséncia de tractament (PBS o dCtd + dThd) i temps d’exposicié
a aquest (8 o 25 dies)) alterava el grau d’heteroplasmia i per tant no s’induien mutacions

sobre posicions amb variants preexistents en la mostra.
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Taula 5.3. Total de variants trobades en mostres de muscul esquelétic de ratolins WT i KO per Tk2 tractats amb PBS o dCtd + dThd. Llistat de totes les
variants trobades (18) sobre ’ADNmt amb un grau d’heteroplasmia entre el 1% i el 99% en el total de mostres de muscul esquelétic (gastrocnemi + soli) de
ratolins Tk2*/* (WT) o Tk2/- (KO) tractats diariament a partir del dia 4 d’edat amb PBS o dCtd + dThd 400 mg/kg/dia fins al dia 12 o 29. El nombre indica la
quantitat de ratolins dins de cada grup que tenen aquella mutacic i entre paréntesis s’indica el percentatge d’animals dins de cada grup que té aquella variant
respecte al total d’animals d’aquell grup. WT dia 12 PBS n=4, WT dia 12 dCtd + dThd n=4, WT dia 29 PBS n=4, WT dia 29 dCtd + dThd n=4, KO dia 12 PBS n=6,
KO dia 12 dCtd + dThd n=6, KO dia 29 dCtd + dThd n=6. En roig estan marcades les 4 posicions amb mutacions que estan presents en almenys el 50% d’individus
dins de cada grup.

KO dia 12
dCtd + dThd

KO dia 29
dCtd + dThd

Variant

 aws2mdel

smnmdel
o adel
| tossaodel

WT dia 12 WT dia 12 WT dia 29
PBS dCtd + dThd PBS
2 (50%) 4 (100%) 3 (75%)
1(25%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4 (100%) 4 (100%) 4 (100%)
0 (0%) 1(25%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4 (100%) 4 (100%) 4 (100%)
4 (100%) 4 (100%) 3 (75%)
4 (100%) 4 (100%) 3 (75%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 1(25%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 1(25%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

WT dia 29 KO dia 12
dCtd + dThd PBS
2 (50%) 2 (33%)
0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 2 (33%)
4 (100%) 6 (100%)
1(25%) 3 (50%)
1(25%) 0 (0%)
0 (0%) 1(17%)
1(25%) 2 (33%)
0 (0%) 2 (33%)
4 (100%) 4 (67%)
3 (75%) 5 (83%)
3 (75%) 5 (83%)
0 (0%) 0 (0%)
1(25%) 1 (17%)
0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%)
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2 (33%)
0 (0%)
3 (50%)
1(17%)
0 (0%)
6 (100%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
6 (100%)
6 (100%)
6 (100%)
1(17%)
1(17%)
0 (0%)
0 (0%)

4 (67%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

6 (100%)
1(17%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

6 (100%)
5 (83%)
5 (83%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
1(17%)
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Taula 5.4. Total de variants trobades en mostres de fetge de ratolins WT i KO per Tk2 tractats amb PBS o dCtd + dThd. Llistat de totes les variants trobades
(17) sobre ’ADNmt amb un grau d’heteroplasmia entre el 1% i el 99% en el total de mostres de fetge de ratolins Tk2*/* (WT) o Tk2"/- (KO) tractats diariament
a partir del dia 4 d’edat amb PBS o dCtd + dThd 400 mg/kg/dia fins al dia 12 o 29. El nombre indica la quantitat de ratolins dins de cada grup que tenen
aquella mutacio i entre parentesis s’indica el percentatge d’animals dins de cada grup que té aquella variant respecte al total d’animals d’aquell grup. WT
dia 12 PBS n=4, WT dia 12 dCtd + dThd n=4, WT dia 29 PBS n=4, WT dia 29 dCtd + dThd n=4, KO dia 12 PBS n=6, KO dia 12 dCtd + dThd n=6, KO dia 29 dCtd +
dThd n=6. En roig estan marcades les 4 posicions amb mutacions que estan presents en almenys el 50% d’individus dins de cada grup.

Ve WT dia 12 WT dia 12 WT dia 29 WT dia 29 KO dia 12 KO dia 12 KO dia 29
PBS dctd + dThd PBS dCtd + dThd PBS dCtd + dThd dctd + dThd
1 (25%) 0 (0%) 1 (25%) 0 (0%) 3 (50%) 4 (67%) 4 (67%)
1 (25%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(17%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (67%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(17%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (33%) 0 (0%) 0 (0%)
Paos2AsaElN 4 (100%) 4 (100%) 4 (100%) 4 (100%) 6 (100%) 6 (100%) 6 (100%)
4 (100%) 4 (100%) 4 (100%) 3 (75%) 1(17%) 4 (67%) 1(17%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(17%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (25%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (25%) 1(17%) 0 (0%) 0 (0%)
_ 3 (75%) 4 (100%) 4 (100%) 4 (100%) 6 (100%) 5 (83%) 5 (83%)
10227 A>del 2 (50%) 3 (75%) 4 (100%) 4 (100%) 5 (83%) 6 (100%) 3 (50%)
10418 A>del 3 (75%) 4 (100%) 2 (50%) 4 (100%) 6 (100%) 5 (83%) 5 (83%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (25%) 0 (0%) 1(17%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 1 (25%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(17%)
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Figura 5.31. Grau d’heteroplasmia de les 4 mutacions sobre 'TADNmt altament presents en els
ratolins WT i KO per Tk2 tractats amb PBS o dCtd + dThd. Grau d’heteroplasmia de les mutacions sobre
’ADNmt en mostres de muscul esquelétic (gastrocnemi + soli) (a) i fetge (b) de ratolins Tk2*/* (WT) o
Tk2/-(KO) tractats diariament a partir del dia 4 d’edat per via oral amb PBS (negre) o dCtd + dThd (blau)
a una dosi de 400 mg/kg/dia fins al dia 12 o0 29. Els punts corresponen als valors individuals de cada
ratoli i la linia horitzontal a la mediana del grup. Test estadistic: Mann-Whitney. *p<0.05, ns: no
significatiu.

Finalment, es va comparar el grau d’heteroplasmia de totes les variants trobades en un
mateix ratoli en els dos teixits estudiats (muscul esquelétic i fetge). Aquesta comparacio va
permetre veure que el grau d’heteroplasmia de les variants era similar en els dos teixits
estudiats, tant en ratolins Tk2** (Figura Suplementaria 14) com Tk27 (Figura Suplementaria
15) i tant si aquests havien estat tractats amb PBS o dCtd + dThd durant 8 dies o 25 dies,
recolzant la idea de que el tractament no estava afectant mutacions ja presents en els
ratolins i per tant no alterant la seva heteroplasmia. Per I'analisi de les mutacions que no
apareixien en els dos teixits, es va utilitzar el mateix procediment que es detalla al final de la
Seccié 5.2.1.1: quan una variant no apareixia en algun teixit, se li va atribuir un grau

d’heteroplamia del 0% o del 100%, segons la situacié (mirant la preséncia o absencia de la

variant sobre el nombre total de lectures per comprovar que aquesta assumpcié era real).
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En conjunt, les analisis de la presencia de delecions multiples, el nombre de variants, el tipus
de variant, la distribucié d’aquestes al llarg del genoma mitocondrial i els seus graus
d’heteroplasmia entre grups experimentals i teixits indiquen que ni el genotip (Tk2"* o
Tk277), ni el tractament (dCtd + dThd), ni el temps d’exposicié a aquest (8 o 25 dies) afecten
de forma diferencial a la integritat ni a la fidelitat de copia de 'ADNmt. Tot plegat, indica que
el deficit de TK2 no resulta mutagénic sobre ’ADNmt en els ratolins a les edats estudiades i

apunta a la seguretat genica del tractament amb dCtd + dThd a la dosi emprada.

5.2.2.2. Model de ratoli KO per Dguok

El possible efecte mutagenic del tractament amb dAdo + dGuo sobre I’ADNmt va ser estudiat
també en ratolins Dguok** i Dguok” que havien estat tractats diariament (excepte caps de
setmana) des del dia 8 d’edat fins les 6 setmanes d’edat per via oral amb una dosi de 200

mg/kg/dia de dAdo + dGuo o PBS (Seccio 4.1.3).

La PCR llarga sobre I’ADNmt va mostrar que el ratoli Dguok” no tenia delecions multiples ni
en fetge ni en cervell (Figura 5.32) quan es tractava amb PBS i tampoc el grup de ratolins
Dguok**, indicant que la falta de dGK en aquest model de ratoli no causa delecions multiples
sobre '’ADNmt en aquests dos organs a aquesta edat. A més, quan els ratolins Dguok™* i
Dguok” van ser tractats amb dAdo + dGuo tampoc es van induir delecions multiples en cap

dels dos organs estudiats (Figura 5.32).

Mitjangant seqlenciacié massiva de 'ADNmt es va veure que, en ratolins tractats amb
vehicle, el nombre de variants no homoplasmiques sobre I’ADNmt (variants amb un grau
d’heteroplasmia entre el 1% i el 99%) respecte la seqiiéncia de referéncia en fetge de ratolins
Dguok** era inferior a la dels ratolins Dguok”” (Figura 5.33), fet que podria indicar que el
deficit de dGK pot tenir un efecte mutagénic en aquest organ. Cal tenir en compte, pero, que
la magnitud de la diferéncia és molt discreta i que aquests ratolins presenten una profunda
deplecid sobre 'ADNmt (Seccio 5.1.2.1) fet que pot esbiaixar el nombre de variants trobades.
El cervell dels animals Dguok™* i Dguok” tractats amb PBS, per contra, va mostrar un nombre
similar de canvis (Figura 5.33), indicant que el deficit de dGK no sembla tenir un efecte
mutagenic sobre I’ADNmt en cervell. Per altra banda, la comparacié del nombre de variants

entre el grup de ratolins Dguok** tractat amb PBS o amb dAdo + dGuo no va revelar cap
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diferéncia en cap dels dos organs estudiats i aquesta absencia d’efecte també es va veure

en els ratolins Dguok”, apuntant a la seguretat génica d’aquest tractament.

Fetge Cervell

WT KO WT KO WT KO WT KO
PBS PBS dAdo +dGuo  dAdo + dGuo PBS PBS dAdo +dGuo  dAdo + dGuo

Figura 5.32. PCR llarga de mostres d’ADNmt de ratoli WT i KO per Dguok. Gel d’agarosa que mostra
el producte de la PCR llarga on s’amplifica quasi tot ’ADNmt en una seleccio representativa de mostres
de fetge i cervell de ratolins Dguok*/* (WT) i Dguok’- (KO) tractats diariament per sonda oral amb PBS
o0 amb una dosi de 200 mg/kg/dia de dAdo + dGuo a partir del dia 8 d’edat fins a 6 setmanes d’edat.
Carrils de I'esquerra: marcador de pes molecular A DNA/Hindlll.

La distribucid del tipus de mutacid (delecid, insercio, transicid o transversio) en els diferents
grups de ratolins estudiats (Dguok™* i Dguok”- tractats amb PBS o dAdo + dGuo) va ser quasi
igual en fetge i cervell (Figura 5.34) i el tipus de variant més freqlent en tots els grups van
ser les delecions d’un nucleotid. A més, no es va veure un patré diferent en la distribucio del
tipus de mutacié entre ratolins tractats amb PBS i ratolins tractats amb la combinacié de

dAdo + dGuo o entre ratolins Dguok** i Dguok”- (Figura 5.34).

Addicionalment, quan es va estudiar la distribucié de totes les mutacions trobades en tots
els ratolins Dguok™* i Dguok”" tractats amb PBS o dAdo + dGuo es va veure que les variants
estaven distribuides al llarg de tot el genoma mitocondrial sense estar concentrades en cap

regio especialment susceptible (Figura 5.35 i Figura 5.36).
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Figura 5.33. Nombre de variants sobre ’ADNmt en ratolins WT i KO per Dguok tractats amb PBS o
dAdo + dGuo. Nombre de variants sobre ’ADNmt trobades respecte la seqiiéncia de referéncia amb un
grau d’heteroplasmia entre el 1% i 99% en fetge i cervell en ratolins Dguok** (WT) i Dguok’- (KO)
tractats diariament per sonda oral amb PBS (negre) o amb una dosi de 200 mg/kg/dia de dAdo + dGuo
(blau) a partir del dia 8 d’edat fins a 6 setmanes d’edat. Els punts corresponen als valors individuals de
cada ratoli i la linia horitzontal a la mediana del grup. Test estadistic: Mann-Whitney. *p<0,05, ns: no

significatiu.
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Figura 5.34. Tipus de mutacio trobada en els ratolins WT i KO per Dguok tractats amb PBS o dAdo +
dGuo. Distribucio per tipus de mutacid (delecions, insercions, transicions o transversions) de les variants
sobre 'ADNmt trobades en cada grup de ratolins estudiats. En negre estan marcades les variants
corresponents a animals tractats amb PBS i en blau les variants corresponents a animals tractats amb
dAdo + dGuo. Les barres mostren la mediana de variants de cada individu dins de cada grup i les barres
d’error mostren el rang de valors. WT PBS fetge n=13, WT dAdo + dGuo fetge n=12, KO PBS fetge n=11,
KO dAdo + dGuo fetge n=12, WT PBS cervell n=13, WT dAdo + dGuo cervell n=11, KO PBS cervell n=17,
KO dAdo + dGuo cervell n=15.

193



Resultats

ADNmt de ratoli
16.299 bp

Figura 5.35. Distribucio en ’ADNmt de totes les variants trobades en mostres de fetge en ratolins WT
i KO per Dguok tractats amb PBS o dAdo + dGuo. Representacio de totes les variants trobades sobre
FADNmt (en taronja) amb un grau d’heteroplasmia entre el 1% i el 99% en totes les mostres de fetge
en ratolins Dguok** (WT) i Dguok’- (KO) tractats diariament a partir del dia 8 d’edat amb PBS o dAdo
+ dGuo 200 mg/kg/dia fins a les 6 setmanes d’edat. En negre s’indiquen els gens codificants de
subunitats del sistema OXPHOS, en blau fosc s’indiquen els gens codificants d’ARNr i en gris
s’identifiquen els gens codificants d’ARNt. Abreviacions: TRNF: ARNt fenilalanina, RNR1: RNAr 125,
TRNV: ARNt valina, RNR2: RNAr 16S, TRNL1: ARNt leucina 1, ND1: NADH deshidrogenasa 1, TRNI: ARNt
isoleucina, TRNQ: ARNt glutamina, TRNM: ARNt metionina, ND2: NADH deshidrogenasa 2, TRNW:
ARNt triptofan, TRNA: ARNt alanina, TRNN: ARNt asparagina, TRNC: ARNt cisteina, TRNY: ARNt
tirosina, COX1: citocrom c oxidasa I, TRNS1: ARNt serina 1, TRND: ARNt acid aspartic, COX2: citocrom
c oxidasa Il, TRNK: ARNt lisina, ATP8: ATP sintetasa 8, ATP6: ATP sintetasa 6, COX3: citocrom C oxidasa
lll, TRNG: ARNt glicina, ND3: NADH deshidrogenasa 3, TRNR: ARNt arginina, ND4L: NADH
deshidrogenasa 4L, ND4: NADH deshidrogenasa 4, TRNH: ARNt histidina, TRNS2: ARNt serina 2, TRNL2:
ARNt leucina 2, ND5: NADH deshidrogenasa 5, ND6: NADH deshidrogenasa 6, TRNE: ARNt acid
glutamic, CYTB: citocrom b, TRNT: ARNt treonina, TRNP: ARNt prolina. Imatge generada amb
SnapGene® software (from Dotmatics; available at snapgene.com).
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Figura 5.36. Distribucié en ’ADNmt de totes les variants trobades en mostres de cervell en ratolins
WT i KO per Dguok tractats amb PBS o dAdo + dGuo. Representacio de totes les variants trobades
sobre '’ADNmt (en taronja) amb un grau d’heteroplasmia entre el 1% i el 99% en totes les mostres de
cervell en ratolins Dguok*/* (WT) i Dguok”- (KO) tractats diagriament a partir del dia 8 d’edat amb PBS o
dAdo + dGuo 200 mg/kg/dia fins a les 6 setmanes d’edat. En negre s’indiquen els gens codificants de
subunitats del sistema OXPHOS, en blau fosc s’indiquen els gens codificants d’ARNr i en gris
s’identifiquen els gens codificants d’ARNt. Abreviacions: TRNF: ARNt fenilalanina, RNR1: RNAr 125,
TRNV: ARNt valina, RNR2: RNAr 16S, TRNL1: ARNt leucina 1, ND1: NADH deshidrogenasa 1, TRNI: ARNt
isoleucina, TRNQ: ARNt glutamina, TRNM: ARNt metionina, ND2: NADH deshidrogenasa 2, TRNW:
ARNt triptofan, TRNA: ARNt alanina, TRNN: ARNt asparagina, TRNC: ARNt cisteina, TRNY: ARNt
tirosina, COX1: citocrom c oxidasa I, TRNS1: ARNt serina 1, TRND: ARNt acid aspartic, COX2: citocrom
c oxidasa I, TRNK: ARNt lisina, ATP8: ATP sintetasa 8, ATP6: ATP sintetasa 6, COX3: citocrom C oxidasa
Ill, TRNG: ARNt glicina, ND3: NADH deshidrogenasa 3, TRNR: ARNt arginina, ND4L: NADH
deshidrogenasa 4L, ND4: NADH deshidrogenasa 4, TRNH: ARNt histidina, TRNS2: ARNt serina 2, TRNL2:
ARNt leucina 2, ND5: NADH deshidrogenasa 5, ND6: NADH deshidrogenasa 6, TRNE: ARNt acid
glutamic, CYTB: citocrom b, TRNT: ARNt treonina, TRNP: ARNt prolina. Imatge generada amb
SnapGene® software (from Dotmatics; available at snapgene.com).
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Amb I'objectiu de veure si el tractament amb dAdo + dGuo podia estar provocant mutacions
sobre posicions que ja presentaven una variant preexistent en la mostra i alterar d’aquesta
manera el seu grau d’heteroplasmia, es va estudiar el percentatge de les variants altament
presents en la poblacié dels ratolins estudiats. El criteri per definir una variant com a
altament present i incloure-la en aquest estudi va ser el mateix que el que es va seguir en
els ratolins Tk2** i Tk27 tractats amb PBS o dCtd + dThd (Seccié 5.2.2.1), és a dir, que la
variant estigués present en els dos organs estudiats (fetge i cervell) i en almenys el 50% de
tots els individus de cada grup estudiat. Del total de variants trobades (31 variants en totes
les mostres de fetge i 25 variants en totes les mostres de cervell) només 4 van complir aquest
criteri (4052 A>del, 9821 A>del, 10227 A>del i 10418 A>del) (Taula 5.5 i Taula 5.6) que van
ser les mateixes que es van trobar en el grup de ratolins WT i KO per Tk2 (Taula 5.3 i Taula

5.4).

Quan es va analitzar el grau d’heteroplasmia de les 4 variants altament presents en tots els
grups de ratolins estudiats es va veure que aquest era similar tant en els ratolins Dguok**
com en els Dguok”" i en els ratolins tractats amb PBS o amb dAdo + dGuo en fetge (Figura
5.37 a) o cervell (Figura 5.37 b), indicant que el tractament no estava induint mutacions
sobre variants ja presents en els individus estudiats. Només es van trobar canvis en el grau
d’heteroplasmia en dues posicions en cervell (9821 A>del i 10227 A>del) en animals Dguok*’*

tractats, tot i que el canvi en el percentatge d’heteroplasmia va resultar molt lleu.
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Taula 5.5. Total de variants trobades en mostres de fetge de ratolins WT i KO per Dguok tractats amb
PBS o dAdo + dGuo. Llistat de totes les variants trobades (31) sobre 'ADNmt amb un grau
"heteroplasmia entre el 1% i el 99% en el total de mostres de fetge de ratolins Dguok** (WT) i
Dguok’- (KO) tractats diariament a partir del dia 8 d’edat amb PBS o dAgo/dGuo 200 mg/kg/dia fins 6
setmanes d’edat. El nombre indica la quantitat de ratolins dins de cada grup que tenen aquella mutacio

Q

i entre paréntesi s’indica el percentatge d’animals dins de cada grup que té aquella variant respecte al
total d’animals dins de cada grup. WT PBS n=13, WT dAdo + dGuo n=12, KO PBS n=11, KO dAdo + dGuo
n=12. En roig estan marcades les 4 posicions amb mutacions que estan presents en almenys el 50%
d’individus dins de cada grup.

VELENS WT PBS WT dAdo+dGuo KO PBS KO dAdo+dGuo
0 (0%) 0 (0%) 1 (9%) 0 (0%)
8 (62%) 4 (33%) 8 (73%) 7 (58%)
0 (0%) 0 (0%) 1 (9%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 1 (9%) 0 (0%)
2 (15%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 1(8%) 0 (0%) 0 (0%)
1(8%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%)
os2AsEeI 13 (100%) 12 (100%) 11 (100%) 12 (100%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(8%)
0 (0%) 0 (0%) 2 (18%) 1(8%)
0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(8%)
0 (0%) 0 (0%) 1(9%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(8%)
0 (0%) 0 (0%) 1(9%) 0 (0%)
3 (23%) 8 (67%) 1 (9%) 8 (67%)
0 (0%) 0 (0%) 1(9%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 1(9%) 1(8%)
 9821A>del 12 (92%) 12 (100%) 11 (100%) 11 (92%)
10227 A>del 12 (92%) 12 (100%) 7 (64%) 7 (58%)
_ 12 (92%) 10 (83%) 10 (91%) 7 (58%)
0 (0%) 2 (17%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (17%)
0 (0%) 6 (50%) 0 (0%) 6 (50%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(8%)
2 (15%) 1 (8%) 2 (18%) 2 (17%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(8%)
0 (0%) 0 (0%) 1(9%) 0 (0%)
2 (15%) 1 (8%) 5 (45%) 1 (8%)
0 (0%) 0 (0%) 1 (9%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 2 (18%) 0 (0%)
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Taula 5.6. Total de variants trobades en mostres de cervell de ratolins WT i KO per Dguok tractats
amb PBS o dAdo + dGuo. Llistat de totes les variants trobades (25) sobre ' ADNmt amb un grau

Q

"heteroplasmia entre el 1% i el 99% en el total de mostres de cervell de ratolins Dguok** (WT) i

Dguok’- (KO) tractats diariament a partir del dia 8 d’edat amb PBS o dAgo + dGuo 200 mg/kg/dia fins
6 setmanes d’edat. El nombre indica la quantitat de ratolins dins de cada grup que tenen aquella

mutacio i entre paréntesi s’indica el percentatge d’animals dins de cada grup que té aquella variant
respecte al total d’animals dins de cada grup. WT PBS n=13, WT dAdo + dGuo n=11, KO PBS n=17, KO
dAdo + dGuo n=15. En roig estan marcades les 4 posicions amb mutacions que estan presents en

almenys el 50% d’individus dins de cada grup.

Variant
1296 G>A
1488 A>del
2649 C>T
2662 A>G
3231 T>C

6116 A>del
7000 C>A
8665 G>A
9031 T>C
9820 T>TA

10943 C>T
12300 G>A
12636 A>del
12787 G>T
13052 T>TC
13053 C>del
14940 C>del
15336 G>A
15524 T>C
15576 A>T
15962 A>del

WT PBS
0 (0%)
4 (31%)
2 (15%)
0 (0%)

1 (8%)
13 (100%)
1 (8%)
0 (0%)
0 (0%)
3 (23%)
0 (0%)
13 (100%)
11 (85%)
12 (92%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
1(8%)
0 (0%)
0 (0%)

2 (15%)
0 (0%)
0 (0%)

WT dAdo+dGuo

0 (0%)
6 (55%)
0 (0%)
1(9%)
0 (0%)
11 (100%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
6 (55%)
1(9%)
11 (100%)
8 (73%)
7 (64%)
1(9%)
0 (0%)
0 (0%)
4 (36%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
1(9%)
1(9%)
0 (0%)
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KO PBS
1(6%)
12 (71%)
1(6%)
0 (0%)

0 (0%)
17 (100%)
0 (0%)
0 (0%)
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Figura 5.37. Grau d’heteroplasmia de les 4 mutacions sobre ’ADNmt altament presents en els
ratolins WT i KO per Dguok tractats amb PBS o dAdo + dGuo. Grau d’heteroplasmia de les 4 mutacions
sobre '’ADNmt altament presents en tots els grups estudiats en mostres de fetge (a) i cervell (b) de
ratolins Dguok*’* (WT) i Dguok”- (KO) tractats diariament a partir del dia 8 d’edat per via oral amb PBS
(negre) o dAdo + dGuo (blau) a una dosi de 200 mg/kg/dia fins a les 6 setmanes d’edat. Els punts
corresponen als valors individuals de cada ratoli i la linia horitzontal a la mediana del grup. Test
estadistic: Mann-Whitney. *p<0.05, **p<0.005, ns: no significatiu.

Curiosament, es van trobar 3 variants més presents en ambdds organs en alguns dels 4 grups
estudiats pero no en tots (Taula 5.5 i Taula 5.6). En concret, agquestes mutacions van ser les
segients: 9031 T>C, 12787 G>T i 15524 T>C. La mutacidé 9031 T>C estava altament present
tant en el grup de ratolins Dguok** com Dguok” tractats amb dAdo + dGuo, pero estava
molt poc present en els ratolins Dguok** i Dguok”- tractats amb PBS (Taula 5.5 i Taula 5.6).
A més, la representacio del grau d’heteroplasmia de la variant dins de cada grup de ratolins
estudiat mostrava percentatges més alts en els ratolins tractats amb dAdo + dGuo que en
els tractats amb PBS (Figura 5.38 a i Figura 5.38 b). La mutacié 12787 G>T només estava
present en el grup de ratolins Dguok** i Dguok”" tractats amb dAdo + dGuo (Figura 5.38),
perod estava absent en el grup de ratolins Dguok™* i Dguok”” tractats amb PBS (Taula 5.5 i
Taula 5.6). Per contra, la variant 15524 T>C estava més representada en ratolins Dguok** i

Dguok” tractats amb PBS (Taula 5.5 i Taula 5.6), encara que el seu grau d’heteroplasmia va
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ser similar a 'observat en els pocs ratolins tractats amb dAdo + dGuo que tenien aquesta

variant (Figura 5.38).

Aquests resultats, en un primer moment, semblarien indicar que el tractament amb dAdo +
dGuo estaria induint mutacions sobre aquestes posicions i incrementant aixi el seu grau
d’heteroplasmia. Donat que el tractament amb dAdo + dGuo no té efecte sobre el nombre
de copies d’ADNmt (Secci¢ 5.1.2.1), que quasi no incrementa els dNTPs en fetge (Seccio
5.1.2.4) i que no els incrementa en el cervell (Seccid 5.1.2.5) seria poc probable que induis
mutacions sobre 'ADNmt i, per tant, es va explorar si aquestes diferéncies en els graus

d’heteroplasmia es devien a un efecte de ventrada.

En el cas de la mutacio 9031 T>C es va veure que els ratolins (tant WT com KO) que van ser
tractats amb dAdo + dGuo i que tenien un grau d’heteroplasmia alt (superior al 25%) eren
germans i a més eren els mateixos individus en el fetge i cervell. A més, els ratolins (tant WT
com KO) tractats amb dAdo + dGuo que tenien un graus d’heteroplasmia més baixos
(inferiors al 10%) i similars al de ratolins tractats amb PBS eren germans entre ells, pero cap
d’aquests individus era germa del grup de ratolins que tenia aquesta variant amb un alt grau
d’heteroplasmia (Figura 5.38). A més, no totes les ventrades que havien estat tractades
presentaven aquesta variant (Taula 5.5 i Taula 5.6), la qual cosa indica que la preséncia

d’aquesta mutacio, amb els seus diferents graus d’heteroplasmia, és ventrada depenent.

Pel que fa a la variant 12787 G>T, es va veure que tots els ratolins WT i KO tractats amb dAdo
+ dGuo eren germans i venien majoritariament de dues ventrades diferents, cap d’elles del
grup tractat amb PBS (Figura 5.38). A més, la resta de ventrades que es van tractar amb dAdo
+ dGuo no presentaven aquest canvi (Taula 5.5 i Taula 5.6), recolzant la idea de que aquesta

mutacid estava associada a la ventrada i no al tractament.

La tercera variant diferencialment present en els grups estudiats, 15524 T>C, es va trobar en
ratolins de la mateixa ventrada, pero la resta de ratolins analitzats dins d’aquest grup i que
no presentaven aquesta variant eren d’una altra ventrada (Figura 5.38), tot indicant que

aquesta mutacio era deguda a la preséncia de la variant en la ventrada.

Aixi doncs, I'analisi en profunditat de les 3 variants que estaven diferencialment presents en

els grups estudiats va revelar que aquestes es devien a mutacions presents en la ventrada,
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la qual cosa va en consonancia amb el disseny experimental emprat en el qual es tractava
tota la ventrada sencera amb el mateix tractament (PBS o dAdo + dGuo) introduint el
possible biaix de mutacions presents en un grup de ratolins propers geneticament com sén

els ratolins germans de la mateixa ventrada.

a) 9031 T>C 12787 G>T 15524 T>C
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Figura 5.38. Grau d’heteroplasmia de les 3 mutacions sobre ’ADNmt que presenten diferéncies entre
ratolins tractats amb PBS o dAdo + dGuo en els ratolins WT i KO per Dguok. Grau d’heteroplasmia de
les 3 mutacions sobre ’ADNmt que estan presents en alguns dels grups estudiats en mostres de fetge
(a) i cervell (b) de ratolins Dguok*/* (WT) i Dguok”- (KO) tractats diagriament a partir del dia 8 d’edat per
via oral amb PBS (negre) o dAdo + dGuo (blau) a una dosi de 200 mg/kg/dia fins a les 6 setmanes d’edat.
Els punts corresponen als valors individuals de cada ratoli i la linia horitzontal a la mediana del grup.
Els individus de la mateixa ventrada estan representats amb el mateix simbol.

Finalment, en els ratolins en els que es va poder seqiienciar tant I’ADNmt de fetge com de
cervell es va comparar el grau d’heteroplasmia de les variants trobades en els dos teixits. Per
I'analisi de les variants que no apareixien en els dos teixits es va utilitzar el mateix
procediment que es detalla al final de la Seccié 5.2.1.1: quan una variant no apareixia en
algun teixit, se li va atribuir un grau d’heteroplamia del 0% o del 100%, segons la situacié
(mirant la preséncia o abséncia de la variant sobre el nombre total de lectures per comprovar
gue aquesta assumpcio era real). Aquesta analisi va mostrar que cada individu del grup

d’animals WT tractats amb PBS (Figura Suplementaria 16) o tractats amb dAdo + dGuo
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(Figura Suplementaria 17) i cada individu del grup d’animals KO tractats amb PBS (Figura
Suplementaria 18) o amb dAdo + dGuo (Figura Suplementaria 19) tenien les mateixes
variants en els dos teixits amb un nivell d’"heteroplasmia molt similar, excepte un ratoli WT
(WT18) tractat amb dAdo + dGuo que va mostrar diferéncies estadisticament significatives
en el grau d’heteroplasmia entre els dos teixits (Figura Suplementaria 17). Aixi doncs,
aquestes dades indiquen que ni el genotip ni el tractament afecten de forma diferencial a la

freqiiencia de les variants de I’ADNmt en cada individu en els dos organs estudiats.

En conjunt, les analisis sobre la preséncia de delecions multiples sobre ’ADNmt en mostres
de fetge i cervell de ratolins KO per Dguok tractats amb PBS o amb dAdo + dGuo, juntament
amb les analisis de les variants reportades mitjangant seqlienciacié massiva, que va
permetre estudiar el nombre de variants en cada grup, el tipus de variants, la seva distribucié
al llarg de la molécula d’ADNmt, els seus graus d’heteroplasmia entre grups experimentals i
entre teixits del mateix ratoli va revelar que cap de les condicions estudiades induia
inestabilitat genomica sobre ’ADNmt. Aixi doncs, ni la falta de Dguok ni el tractament amb
dAdo + dGuo per via oral a la dosi emprada tenen un efecte genotoxic sobre ’ADNmt en els

teixits estudiats d’aquest model de ratoli.

5.2.3. Seguretat genica del tractament amb dNs estudiada en sang de
pacients amb deficit de TK2

5.2.3.1. Estudi de 'ADNmt

Per tal d’estudiar la possible genotoxicitat del tractament amb dCtd + dThd en pacients amb
deficit de TK2 es va analitzar la preséncia de delecions multiples sobre ’ADNmt i el nombre
de variants en ADNmt en mostres de sang de controls sans, mostres de sang de pacients
amb deficit de TK2 no tractats i mostres de sang de pacients amb deficit de TK2 tractats

diariament per via oral amb dCtd + dThd (Taula 4.2).

La PCR llarga va amplificar una Unica molécula amb la mida esperada d’ADNmt integre tant
en mostres d’ADN de sang de controls sans com en mostres d’ADN de sang de pacients amb
deficit de TK2 que no rebien tractament, cosa que indica que la malaltia de déficit de TK2 no
cursa amb delecions multiples sobre ’ADNmt en sang (Figura 5.39). A més, I’ADN de sang de

pacients amb deficit de TK2 que rebien tractament amb dCtd + dThd tampoc mostrava
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delecions multiples (Figura 5.39), indicant que el tractament no tenia aquest tipus de

genotoxicitat.

1 2 3 4 5H2CNCP P43 P44 P34 P35 P37 P39 P40 P12 P36 P38 P45 P41 P42 P15 P46 P47 P48 P49 P11 1 CN H20 CP
R T T TR S S T

Figura 5.39. PCR llarga de mostres d’ADNmt obtingut de sang de controls sans i de pacients amb
déficit de TK2 no tractats i tractats amb dCtd + dThd. Gel d’agarosa que mostra el producte de la PCR
llarga on s’amplifica quasi tot 'FADNmt en mostres de sang de controls sans (1 — 5) i mostres de sang
de pacients amb deficit de TK2 (P11, P12, P15, P34 — P49) no tractats (-) o tractats amb dCtd + dThd (+)
a diferents dosis i diferents temps (Taula 4.2). CN: Control negatiu de delecions multiples, CP: control
positiu de delecions multiples, H20: control negatiu de PCR. Carrils de I'esquerra: marcador de pes
molecular A DNA/Hindlll.
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Figura 5.40. Nombre de variants sobre ’ADNmt en sang de controls sans i de pacients amb déficit de
TK2 no tractats o tractats amb dCtd + dThd. Nombre de variants sobre '’ADNmt amb un grau
d’heteroplasmia entre el 1% i el 99% en mostres de sang de controls sans, mostres de sang de pacients
amb déficit de TK2 que no han rebut tractament i mostres de sang de pacients amb deéficit de TK2 que
han rebut tractament diari de dCtd + dThd a diferents dosis i diferents periodes de temps (Taula 4.2).
Test estadistic: Mann-Whitney. ns: no significatiu.
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El nombre de variants sobre ’ADNmt trobades en sang de pacients amb deéficit de TK2 no
tractats va ser similar al de les mostres de sang de controls (Figura 5.40), fet que indica que
aquest deficit no indueix mutacions en I’ADNmt del teixit hematopoeétic de pacients. Aquesta
observacio esta en linia amb el que s’ha observat en els fibroblasts de pacients (Seccio
5.2.1.1) i en el model muri KO de Tk2 (Seccio 5.2.2.1). Per altra banda, el grup de pacients
que havia estat sota tractament diari amb dCtd + dThd no presentava un increment en el
nombre de mutacions sobre ’ADNmt en sang en comparacié amb el grup de pacients no

tractat o amb el grup control (Figura 5.40).

Donat que els pacients amb déficit de TK2 inclosos en aquest estudi havien rebut el
tractament durant periodes de temps diferents i a diferents dosis es va analitzar si existia
una correlacié (Spearman) entre el nombre de variants i aquestes dues variables (temps de

tractament i dosi), mostrant absencia de correlacié entre aquestes variables (Figura 5.41).
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Figura 5.41. Correlacio entre el nombre de variants sobre ’ADNmt amb el temps i la dosi. Correlacié
del nombre de variants en FADNmt amb un grau d’heteroplasmia entre el 1% i el 99% reportades en
mostres de sang de pacients amb déficit de TK2 tractats diariament per via oral amb dCtd + dThd i el
temps de tractament (a) o la dosi (b). Test estadistic: Spearman. Ambdues correlacions sén no
significatives.

En resum, les analisis en mostres de sang de pacients amb deficit de TK2 va mostrar que
aquests no tenen ni delecions multiples ni un augment en el nombre de mutacions puntuals
respecte als controls sans. Per tant, el déficit de TK2 no resulta mutagenic, almenys en
I’ADNmt de sang. A més, el tractament diari per via oral de dCtd + dThd durant un periode

llarg de temps no resulta genotoxic sobre ’ADNmt en aquest teixit, ja que tampoc no hi

indueix ni delecions multiples ni mutacions puntuals.
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5.2.3.2. Estudi de ’'ADNnN

La possible genotoxicitat del tractament amb dCtd + dThd es va estudiar també sobre ’ADNn
partint de mostres de sang de pacients amb déficit de TK2 abans i després de ser tractats
diariament per via oral amb dCtd + dThd (Taula 4.2). En aquest cas, degut a la inviabilitat de
seqlienciar tot I’ADNn en el marc d’aquest projecte, es va optar per utilitzar un panell de
sequlienciacio (Human Comprehensive Cancer Panel, HCCP) que cobria 275 gens (836.670 kb)

que tenen especial susceptibilitat de patir mutacions i que estan associats a cancer.

Primer de tot, es va comprovar que el control de validacié introduit en I'experiment, que
consistia en ADN de sang d’un pacient amb mutacions confirmades en algunes posicions,
mostrava una frequencia similar en el panell utilitzat per al seu diagnostic (Oncomine
Myeloid Research Assay, OMRA (ThermoFisher Scientific)) i en el panell emprat en aquest
estudi quan s’estudiaven les variants localitzades en zones cobertes pels dos panells (Taula
5.7). Aquesta dada va permetre donar validesa al panell utilitzat en aquest estudi, ja que
presentava reproduibilitat amb un altre panell.

Taula 5.7. Control de validacio del Human Comprehensive Cancer Panel. La taula mostra el gen,

mutacid i freqiiencies en el panell de diagnostic (OMRA) i en el panell actual (HCCP) de les variants en
regions de ’ADNn cobertes pels dos panells.

Freqgilieéncia panell OMRA  Fregiiéncia panell HCCP

Mutacio (resultat previ) (panell actual)
NRAS NM_002524.5: c.38G>A 1,5% 1,7%
KRAS NM_033360.4: c.351A>T 6,0% 6,7%
KRAS NM_033360.4: c.38G>A 4,7% 5,0%
SRSF2 NM_003016.4: c.277_300del 26,2% 10,3%
U2AF1 NM_006758.2: c.101C>T 15,1% 16,2%

Utilitzant el Human Comprehensive Cancer Panel el nombre de variants trobades respecte a
la seqiiéncia de referéncia amb una freqliéncia entre el 1% i el 100% va resultar similar entre
la mostra d’abans i de despres de rebre el tractament, en cada un dels 10 pacients amb
deficit de TK2 analitzats, tot i que hi havia una gran dispersio en el nombre de variants entre
els diferents pacients (Figura 5.42). A més, aquest nombre de variants va ser similar al del
control de validacié del panell (356 variants) i al del control sa (352 variants) introduits en

aquest estudi.
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Figura 5.42. Nombre total de variants sobre ’ADNn trobades utilitzant el Human Comprehensive
Cancer Panel. Nombre de variants en les mostres d’ADN de sang dels 10 pacients amb déficit de TK2
abans i després de ser tractats diariament per via oral amb diferents dosis de dCtd + dThd (Taula 4.2).
Test estadistic: Wilcoxon test, no significatiu.

Pel que fa a la distribucio de la freqUéncia de totes les variants identificades es va veure que
totes les mostres analitzades tenien un patré bastant semblant (Figura 5.43 i Figura 5.44). Es
van trobar al voltant de 100 variants amb una frequéncia de 1 sobre 1 (100%) que
corresponen a les variants presents en homozigosi, mentre que el nombre de variants amb
una freqiencia al voltant de 0,5 (50%), que correspon a variants presents en heterozigosi,
va resultar superior. Les variants amb freqiéncies baixes (menors al 30%) i intermédies
(allunyades de les freqiiéncies del 50% i del 100%) corresponen a mutacions somatiques.
Aquest patroé de distribucié de les variants en funcié de la seva freqliencia va ser encara més
semblant quan es comparava una mostra del mateix pacient abans i després de rebre el
tractament amb dCtd + dThd (Figura 5.43 i Figura 5.44). La distribucié del nombre de variants
en funcid de la seva freqliéncia al-lelica també va ser similar a la del control de validacié del

panell i a la del control sa (Figura Suplementaria 20).
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Figura 5.43. Distribucié del nombre de variants sobre ’ADNn trobades amb el Human Comprehensive

Cancer Panel amb la seva freqiiéncia al-lélica. Les variants representades tenen una freqiiéncia entre
el 1% iel 100% i son de mostres d’ADN de sang de pacients amb déficit de TK2 (P11, P12, P15, P33, P34)
abans i després de rebre tractament diari a diferents dosis de dCtd + dThd.
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Figura 5.44. Distribucio del nombre de variants sobre ’ADNn trobades amb el Human Comprehensive
Cancer Panel amb la seva freqiiéncia al-lélica. Les variants representades tenen una freqiiéncia entre
el 1% iel 100% i son de mostres d’ADN de sang de pacients amb déficit de TK2 (P35, P36, P37, P38, P39)
abans i despreés de rebre tractament diari a diferents dosis de dCtd + dThd.
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Si el tractament oral diari amb dCtd + dThd fos genotoxic i induis mutacions somatiques
sobre I’ADNnN esperariem que aquestes mutacions s’haguessin introduit en baix grau, i per
tant la freqiiéncia d’aquests canvis seria baixa. Es per aquest motiu que aquest treball s’ha
centrat en l'estudi de les variants presents amb una freqliéncia baixa (inferior al 30% i
superior al 1%). Quan es va comparar el nombre de variants en aquest rang de freqiencies
per a cadascun dels 10 pacients, no es van trobar diferéncies entre la mostra d’ADN de sang
abans i després de rebre tractament (Figura 5.45 a). D’altra banda, si que es va observar una
variabilitat en el nombre de mutacions depenent del pacient (en la condicié d’abans de rebre
tractament els pacients tenien un nombre de mutacions que anava de 26 fins a 54 mentre
que en la condicié de després de rebre el tractament el nombre de mutacions anava de 24
a 54) (Figura 5.45 a). A més, la proporcié de mutacions amb una freqliéncia inferior al 30%
respecte al total de mutacions trobades en la mostra també va ser similar entre la mostra

abans i després de rebre el tractament (Figura 5.45 b).

Cabria la possibilitat que el tractament induis canvis en ’ADN que ja estan presents en la
mostra en forma de variants heterozigotes, i per tant, esperariem que aquestes variants
(amb una fregiiéncia del 50% * 5%) alteressin lleument la seva freqiiéncia. Es per aquest
motiu que es van comparar el nombre de variants amb una freqiiéncia al voltant del 50%
(entre el 40% i 44,9% i entre el 55% i 59,9%) en les mostres abans i després de rebre el
tractament. En aquest cas, de nou, tant el nombre de variants com la seva proporcié
respecte al total de mutacions trobades en la mostra va ser similar en les dues condicions

analitzades (Figura 5.45 ci Figura 5.45 d).

Finalment, també cabria la possibilitat que el tractament induis un canvi sobre una variant
ja present en forma d’homozigosi en la mostra, la qual cosa provocaria una lleu davallada en
la freqliencia d’homozigosi (100% - 5% ). Per aquest motiu es va comparar el nombre de
mutacions i la proporciéd d’aquestes respecte al total de variants trobades amb una
freqliéncia entre el 90% i el 94,9% en les mostres abans i després de rebre tractament amb

dCtd + dThd i van resultar similars (Figura 5.45 e i Figura 5.45 f).
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Figura 5.45. Nombre de variants trobades sobre ’ADNn en diferents rangs de freqiiéncies al-léliques.
Nombre de variants (a) i percentatge respecte al total de variants trobades en la mostra (b) amb una
freqiiéncia al-lélica baixa (inferior al 30%) en mostres d’ADN obtingut de sang de pacients amb déficit
de TK2 abans i després de rebre el tractament diari per via oral amb dCtd + dThd. Nombre de variants
(c) i percentatge respecte al total de variants trobades en la mostra (d) amb una freqiiencia al-lélica al
voltant del 50% (entre el 40i44,9% i 55 i 59,9%). Nombre de variants (e) i percentatge respecte al total
de variants trobades en la mostra (f) amb una freqiiéncia al-lélica al voltant de I’homozigosi (90 —
94,9%). Test estadistic: Wilcoxon test, no significatiu.

Si el tractament amb dCtd + dThd fos genotoxic s’induirien nous canvis amb freqliéncies
baixes (entre el 1% i el 30%). Per tal d’estudiar exclusivament aquestes variants de novo, es
van excloure de I'analisi les variants que estaven presents en el mateix pacient tant abans
com després del tractament dins d’aquest rang de freqiiéncia, ja que aquestes variants no

estaven provocades pel tractament.
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Aquesta analisi va mostrar que el nombre de variants era similar en tots els pacients
analitzats abans i després de rebre el tractament i no es van detectar diferéncies
estadisticament significatives (Figura 5.46 a). A més, com que hi havia variabilitat en el
nombre de variants trobades entre els diferents pacients (entre 4 i 22 variants) (Figura 5.46
a), es va fer una correccié restant el nombre de variants presents després del tractament
menys les que es van trobar abans, per a cada un dels 10 pacients analitzats. Aquesta darrera
analisi va mostrar que la majoria de pacients tenien un valor negatiu (Figura 5.46 b), indicant
que el nombre de noves variants després del tractament era lleument inferior que les
trobades abans del tractament, tot i que, com s’ha indicat anteriorment, no es va observar

influéncia significativa del tractament.
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Figura 5.46. Variants amb una freqiiéncia menor al 30% trobades en ’ADNn només abans o només
després del tractament amb dCtd + dThd. a) Nombre de variants en I’ADN de sang de pacients amb
deficit de TK2 que es troben amb una freqtiencia al-lélica inferior al 30% i que només es troben en la
mostra de sang abans o després del tractament amb dCtd + dThd. Test estadistic: Wilcoxon test, no
significatiu. b) Diferéncia entre el nombre de variants, per a cada pacient, que es troben amb una
freqtiencia al-Iélica inferior al 30%, després i abans del tractament.

Addicionalment, es va estudiar la freqliencia al-lelica de les variants de baixa freqiencia
(entre el 1% i el 30%) que estaven presents només en la condicié d’abans de rebre el
tractament o després de rebre’l (Figura 5.47) i es va veure que la majoria d’aquestes
mutacions tenien una freqiencia al-lelica baixa (la majoria inferior al 10%) en les dues
condicions estudiades (abans i després del tractament). El test estadistic va revelar dues
diferéncies estadisticament significatives en dos pacients (P36 i P38) tot i anar en direccions
oposades: en el P36 hi havia unes freqliéncies al-leliques més elevades després de rebre el
tractament mentre que el P38 presentava unes freqiéencies al-leliques reduides després de

rebre el tractament.
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Figura 5.47. Freqiiéncia al-lélica de les variants en 'ADNn amb una freqiiéncia menor al 30%
trobades només abans o només després del tractament amb dCtd + dThd. Freqtiéncia al-lélica de les
variants amb una freqiiéncia al-lélica entre el 1% i el 30% que estan presents només en I’ADN de les
mostres de sang de pacients amb déficit de TK2 abans de rebre tractament diairi amb dCtd + dThd o
nomeés en les mostres de sang de pacients amb déficit de TK2 després de rebre el tractament. Test
estadistic: Mann-Whitney. *p<0,05.
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El fet de que s’hagin trobat mutacions en una de les condicions i en I'altra no (abans o
després de rebre el tractament) es podria explicar per la seva freqliencia: la majoria de
mutacions tenen una freqiiéncia baixa (Figura 5.47), cosa que podria fer que en alguns casos
es situin per sota del llindar de deteccié (1%) i no es reportin com a variant, mentre que en
la mostra aparellada superen per poc aquest llindar i es reporten com a variant. També hi ha
certes mutacions amb una freqiiencia molt propera al 30% que només es troben en una de
les dues condicions estudiades i que I’explicacié de la seva presencia en una de les condicions
pot ser que en una mostra esta present amb una freqiencia lleument inferior al 30% i es
reporta com a variant, mentre que en l'altra mostra aparellada esta present amb una

freqiiencia superior al llindar del 30%, cosa que fa que no es reporti la variant.

A part de les mutacions que s’havien trobat només en una de les dues condicions (abans o
després del tractament) es va estudiar també la freqiiencia de cada una de les mutacions
que s’havien trobat en les dues condicions comparant la seva freqiiéncia al-lelica abans i
després del tractament per explorar si el tractament estava consolidant o expandint
posicions preexistents ja mutades i alterant aixi la seva freqiiéncia. L’estudi de les mesures
aparellades va revelar que les freqiieéncies al-leliques presents en la mostra no tractada es
mantenien també, amb petites variacions, en la mostra després de rebre el tractament

(Figura 5.48).
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Figura 5.48. Freqiiéncia al-lélica de les variants en 'ADNn amb una freqiiéncia menor al 30%
trobades tant en la condicio d’abans com després de rebre el tractament amb dCtd + dThd.
Freqtiéncia al-lélica de les variants amb una freqiiéncia al-lelica entre el 1% i el 30% que estan presents
en I’ADN de les mostres de sang de pacients amb deficit de TK2 abans de rebre tractament diari amb
dCtd + dThd aparellades amb la freqiiéncia al-lélica de les mostres de sang després de rebre el
tractament. Test estadistic: Wilcoxon test, no significatiu.
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Finalment, donat que el temps de tractament i la dosi no va ser igual en tots els pacients
(Taula 4.2) es va explorar si hi havia una correlacio entre aquestes dues variables i el nombre

de mutacions trobades amb una freqliéncia al-lelica entre el 1% i el 30%.

La correlacio (Spearman) entre el nombre de variants trobades en ’ADNn de sang total
després de tractar i el temps de tractament va resultar no significativa (Figura 5.49 a). Donat
que el nombre total de variants amb una freqiiéncia al-lélica inferior al 30% va ser molt
diferent depenent del pacient, pero similar en el mateix pacient abans i després del
tractament (Figura 5.46 a), es va fer una correccid restant el nombre de variants després de
tractar menys abans de tractar i es va correlacionar aquest valor amb el temps d’exposicid
al tractament (Figura 5.49 b). Realitzant la resta es corregeixen els valors obtenint una
poblacié més homogeénia i es pot comparar el nombre de mutacions de tots els pacients amb
el temps sense crear un biaix pel nombre de mutacions (tant alt com baix) que presenti

aquell pacient. En aquest cas, tampoc va haver correlacid.

a) b)
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Canvis després del tractament
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Figura 5.49. Correlacié entre el nombre de variants sobre ’ADNn amb el temps de tractament.
Correlacio entre el temps de tractament i el nombre de variants sobre ’ADNn en mostres de sang de
pacients amb déficit de TK2 després de rebre tractament diari per via oral amb dCtd + dThd (a) i
correlacio entre el temps de tractament i la diferéncia del nombre de variants després de rebre el
tractament diari per via oral amb dCtd + dThd menys el nombre de variants abans de rebre el
tractament, en ADN de mostres de sang de pacients amb déficit de TK2 (b). La linia discontinua en (b)
marca el nivell de diferéncia=zero. Test estadistic: Spearman. Ambdues correlacions sén no
significatives.

La dosi administrada tampoc va correlacionar amb el nombre de variants sobre ’ADNn de

sang després de tractar (Figura 5.50 a) ni tampoc amb les diferéncies del nombre de variants

després de tractar menys abans de tractar (Figura 5.50 b).
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Figura 5.50. Correlacié entre el nombre de variants sobre ’ADNn amb la dosi del tractament.
Correlacid entre la dosi i el nombre de variants sobre ’ADNn en mostres de sang total de pacients amb
deficit de TK2 després de rebre tractament diari per via oral amb dCtd + dThd (a) i correlacié entre la
dosi i la diferéncia del nombre de variants després de rebre el tractament diari per via oral amb dCtd +
dThd menys el nombre de variants abans de rebre el tractament, en ADN de mostres de sang de
pacients amb deficit de TK2 (b). La linia discontinua en (b) marca el nivell de diferencia=zero. Test
estadistic: Spearman. Ambdues correlacions son no significatives.

En conjunt, mitjancant I’analisi de ’ADNn en mostres de sang de pacients amb déficit de TK2
s’ha pogut veure que el tractament amb dCtd + dThd no afecta al nombre total de variants
presents en els pacients amb déficit de TK2 ni al nombre del subgrup de variants presents
en forma d’homozigosi, heterozigosi o en baix grau (<30%). A més, les freqliencies al-leliques
de les variants molt poc presents (inferiors al 30%) tampoc es veuen alterades, indicant que
el tractament amb dCtd + dThd no esta induint mutacions a baix grau sobre I’ADNn.
Addicionalment, tampoc s’ha observat correlacio entre el nombre de variants sobre I’ADN i
la dosi o el temps d’exposicio al tractament, tot apuntant a la seguretat genica d’aquest

tractament.
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5.3. Implicacio dels transportadors de nucleosids en I'efecte
terapeutic dels dNs de pirimidina

5.3.1. Estudis de supervivencia

Donat que aquesta tesi es centra en I'administracié de dNs per tractar MDDS i que teniem
accés a un ratoli KO per Ent1 (Ent1”") que codifica el transportador de nucledsids ENT1, vam
estudiar el paper d’aquesta proteina en el transport de dNs en el context del deficit de TK2.
Amb aquest objectiu, es van aparellar els ratolins Ent17" (viables i fertils en homozigosi) amb
ratolins portadors (Tk2*/), ja que els Tk2”" no arriben a edat fertil. Després de successives
generacions es van obtenir 4 genotips diferents: Ent1**Tk2**, Ent17/"Tk2*/*, Ent1*/*Tk27" i

Ent17/-Tk27".

La primera aproximacio per veure la possible implicaciéd d’ENT1 en la terapia amb dNs va ser
mitjancant un estudi de supervivencia en ratolins dels 4 genotips acabats d’esmentar en
dues condicions: sense cap tractament o amb tractament amb una dosi diaria de dCtd + dThd
de 400 mg/kg/dia administrada per via oral a partir del dia 4 d’edat (Secci6 4.1.5.1) (Figura
5.51).

Els ratolins Ent17"Tk2*/* no tractats tenien una supervivéncia igual que els Ent1**Tk2**, no
tractats, tal com s’havia reportat préviament!!®, A més, el tractament no va afectar la
supervivencia d’aquests dos grups, ja que al final de I'experiment tots els ratolins dels dos

genotips eren vius (Figura 5.51).

Els resultats de supervivencia s’expressen com a mediana (i rang de supervivencia). Els
ratolins Ent1**Tk27- no tractats van viure una mediana de 17 dies (14 — 26 dies) (n=11), tal
com s’havia descrit préviament3'” mentre que els ratolins Ent17-Tk27- no tractats van viure
una mediana de 24 dies (19 — 25 dies) (n=14) (Figura 5.51 i Figura 5.52)(Taula 5.8). Aquesta
diferéncia estadisticament significativa en la supervivéncia indica que la falta d’ENT1 té un
paper protector en la malaltia causada pel deficit de TK2 en ratolins. D’altra banda, el
tractament va allargar la supervivéncia dels ratolins Ent1**Tk27 des dels 17 dies (14 — 26
dies) (n=11) fins a 51 dies (48 — 71 dies) (n=12) (Figura 5.51 i Figura 5.52)(Taula 5.8), quan

préviament s’havia reportat una supervivéncia de 34 dies en el grup tractat3'’. En el cas dels
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ratolins Ent17/°Tk2”" el tractament només va allargar la supervivéncia des dels 24 dies (19 —
25 dies) (n=14) fins als 27 dies (24 — 32 dies) (n=9) (Figura 5.51 i Figura 5.52)(Taula 5.8).
Aquesta drastica reduccié en I'efecte del tractament en abséncia d’ENT1 indica que, almenys
en ratolins, aquest transportador és un mitjancer necessari per a I'efecte terapeutic dels dNs

en el déficit de TK2.
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Figura 5.51. Corbes de supervivéncia per veure el paper d’ENT1. Corbes Kaplan — Meier de
supervivéncia dels 4 genotips estudiats ((Ent1*+Tk2*/* (Entl WT Tk2 WT), Ent1/Tk2*/* (Entl KO Tk2
WT), Ent1*/*Tk2/- (Entl WT Tk2 KO) o Ent17/-Tk27- (Entl KO Tk2 KO)) de ratolins dels dos sexes (a), de
mascles (b) o de femelles (c). Els grups d’animals que no han rebut tractament estan representats en
linia continua, mentre que els grups que han rebut tractament (dosi diaria de 400 mg/kg/dia de dCtd +
dThd) a partir del 4t dia d’edat estan representats en linia discontinua. Entre parentesis esta indicat el
nombre de ratolins dins de cada grup. Test estadistic: Mantel — Cox. Resultats del test estadistic en la

Taula Suplementaria 1.
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Els resultats de supervivéncia s’han analitzat estadisticament a través de dos tests no
parametrics: Mantel-Cox, que analitza I'evolucio de les supervivencies d’acord amb la grafica
Kaplan-Meyer (Figura 5.51), i test de Mann-Whitney, que també analitzat les distribucions
de les supervivéncies entre grups (Figura 5.52). Els resultats del test Mantel-Cox estan
recollits en la Taula Suplementaria 1 i els resultats del test Mann-Whitney estan recollits en
la Figura 5.52. Els dos tests estadistics han revelat els mateixos resultats, tot i que amb

magnituds de significanca lleument diferents en alguns grups.

Taula 5.8. Supervivéencia per veure el paper d’ENT1. Dia de la mort expressada amb la mediana i rang
dels ratolins Ent1*/*Tk27/- (Entl WT Tk2 KO) i dels ratolins Ent1/-Tk27/- (Entl KO Tk2 KO) que no han
rebut tractament o que han rebut una dosi oral diaria de 400 mg/kg/dia de dCtd + dThd a partir de 4
dies d’edat. Les dades estan indicades sense separar els ratolins per sexe (primera fila) o agrupant-los

per sexe (segona i tercera fila).

Sexe Grup de tractament Entl WT Tk2 KO Ent1 KO Tk2 KO
JiQ No tractats 17,0 (14 - 26) 24,0 (19 - 25)
dCtd + dThd 51,0 (48 -71) 27,0 (24 -32)
g No tractats 17,0 (14 - 26) 22,0 (19 —24)
dctd + dThd 50,5 (48 — 51) 26,0 (24 -31)
Q No tractats 18,0 (15 -23) 24,0 (24 - 25)
dCtd + dThd 54,5 (49 -71) 27,0 (26 -32)
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Figura 5.52. Supervivéncia per veure el paper d’ENT1. Representacio del dia de la mort dels ratolins
Ent1*+Tk27/- (Entl WT Tk2 KO) i dels ratolins Ent1/Tk27- (Entl KO Tk2 KO). Es representa la
supervivéncia de ratolins dels dos sexes conjuntament (a), de mascles (b) o de femelles (c) speradament,
en abséncia de tractament o amb tractament amb dCtd + dThd a una dosi diaria de 400 mg/kg/dia de
dCtd + dThd a partir de 4 dies d’edat. Test estadistic: Mann-Whitney. *p<0,05, **p<0,005,
***p<0,0005, ****p<0,0001, ns: no significatiu.
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Quan es va estudiar la supervivéncia per separat depenent del sexe (Figura 5.52)(Taula 5.8)
es va veure que les femelles tenien una lleugera tendencia a viure més que els mascles en
tots els grups estudiats (entre 1i 4 dies de diferéncia en les medianes), pero solament en el
grup dels ratolins Ent17°Tk27" no tractats es va veure una diferéncia estadisticament
significativa (Figura 5.53). Tot i aixi, els resultats observats en el conjunt de ratolins
coincidien amb els obtinguts per als ratolins separats per sexe (Figura 5.52) amb I'Gnica
excepcié de la diferéncia de supervivéncia entre els ratolins Ent1*/*Tk27" i els Ent17/Tk2""
sense tractament, que va ser estadisticament significativa en el total de ratolins (17 vs. 24,
p=0,001) (Figura 5.52 a) i en les femelles (18 vs. 24, p<0,0043) (Figura 5.52 c) pero no en els

mascles, tot i tenir la mateixa tendéncia (17 vs. 22, p=0,0724) (Figura 5.52 b).

Supervivéncia (dies)

Figura 5.53. Supervivéncia separada per sexe per veure el paper d’ENT1. Representacio del dia de la
mort separat pel sexe dels ratolins Ent1**Tk2"/- (Entl WT Tk2 KO) i dels ratolins Ent1/-Tk27/- (Entl KO
Tk2 KO) sense tractament o amb tractament amb dCtd + dThd a una dosi diaria de 400 mg/kg/dia de
dCtd + dThd a partir de 4 dies d’edat. Test estadistic: Mann-Whitney. *p<0,05, ns: no significatiu.

Durant I'estudi de supervivencia es va fer el seguiment diari dels pesos dels ratolins dels
quatre grups definits pels genotips Entl i Tk2 sotmesos al tractament amb dCtd + dThd
(Figura 5.54). Tant els ratolins mascles com femelles Ent1*/*Tk2** van guanyar pes durant
I'estudi, de la mateixa manera que ho feien els ratolins Ent17-Tk2**, tal com s’havia descrit
préviament!'®. Els dos sexes de ratolins Ent1**Tk27 van guanyar pes de forma menys
accelerada que els ratolins Ent1**Tk2** i van assolir el seu pes maxim al dia 36 en el cas de
mascles o 37 en el cas de les femelles. A partir d’aquest punt els pesos dels ratolins anaven

disminuint dia a dia fins el dia de la seva mort, replicant el que s’havia observat
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préviament3Y. Els ratolins Ent17/-Tk2” van experimentar un increment de pes lleu a 'inici del
seguiment, tal com ho van fer la resta de genotips, pero a partir del dia 16, en el cas de
mascles, i 17, en el cas de femelles, es va comengar a produir la pérdua de pes diaria fins al

dia de la mort (Figura 5.54).
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Figura 5.54. Evolucié diaria de les masses dels ratolins que han estat tractats en I'estudi de
supervivencia. Els valors corresponen a la mitjana i desviacio estandard de les masses dels ratolins
mascles (a) i femelles (b) dels diferents genotips estudiats: Ent1*/+*Tk2*/* (Entl WT Tk2 WT), Ent1/-Tk2*/*
(Entl KO Tk2 WT), Ent1**Tk27 (Entl WT Tk2 KO) o Ent1/-Tk27/- (Entl KO Tk2 KO) sotmesos al
tractament diari per via oral de dCtd + dThd 400 mg/kg/dia a partir del dia 4 d’edat. El seguiment de
massa es va iniciar a partir del dia 12, que coincideix en el moment en que es podien identificar
individualment els ratolins.
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5.3.2. Estudis farmacocinétics

Amb I'objectiu de veure si el transportador de nucleosids ENT1 influia en I’absorcio dels dNs
a nivell intestinal es van fer estudis farmacocinétics després de I'administracié per via oral
de 500 mg/kg de dCtd + dThd en ratolins Ent1** o Ent1”- de 9 — 12 setmanes d’edat i
mesurant aquests compostos i els seus primers productes de degradacio en plasma (Seccio
4.1.5.2). Els ratolins Ent1”- van presentar un perfil d’absorcié tipic de farmacocinétiques
d’administracié per via oral i similar als dels ratolins Ent1**, tant per la dCtd com per la dThd
(Figura 5.55). La concentracié de dCtd i dThd assolida en el pic, tot i tenir molta dispersio
depenent del ratoli analitzat, va resultar similar entre els dos compostos i entre els dos
genotips. Aquest fet indica que la dCtd i dThd s’absorbeixen de forma similar a nivell
intestinal i que aquests dos compostos poden ser absorbits en I'intesti de ratolins Ent17
qguan es tracten per via oral. L'Unica diferencia apreciable en I'absorcié entre els ratolins
Ent1** i Ent1”7 va ser que el pic d’absorcié per als dos compostos administrats es donava
una mica abans en els ratolins Ent1** (dCtd en el minut 60 i dThd en el minut 64) que en els
Ent1”- (rangs: dCtd en el minut 65 — 141 i dThd en el minut 65 — 217), fet que suggereix un

retard en I’absorcié en els ratolins Ent17-.

Quan es va calcular I'area sota la corba dels 4 compostos estudiats (dCtd, dThd, dUrd, Thy)
en les farmacocinétiques (Figura 5.56) es va veure que, amb independéncia del genotip,
aquesta era diferent entre la dCtd i dThd, indicant que la concentracié de dThd es mantenia
més elevada que la de dCtd al llarg de I’estudi farmacocinetic, tot i tenir una concentracié
en el pic d’absorcid similar (Figura 5.55). A més, I'area sota la corba de la dCtd i de la dThd
va ser similar en ratolins Ent1** i Ent1”", indicant un altre cop que I'absorcié intestinal de la
dCtd i la dThd és similar en preséncia i en abséncia del transportador ENT1. Els Unics
compostos que es van veure afectats de forma diferent entre un Ent1** i Ent1” van ser la
dThdilaThy, on la primera presentava una tendéncia no estadisticament significativa a tenir

una area més gran i la segona a tenir-la més baixa en els ratolins Ent1” (Figura 5.56).
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Figura 5.55. Farmacocinética en ratolins WT i KO per Entl. El grafic mostra les concentracions (uM)
en plasma de dCtd i dThd (linia continua) i els seus primers productes de degradacio (linia discontinua),
dUrd i Thy, respectivament al llarg d’aproximadament 8 hores en ratolins Ent1*/* (WT) (a) (n=2) o
Entl”/- (KO) (b) (n=4) de 9 — 12 setmanes d’edat que han rebut una dosi per via oral de 500 mg/kg de

dCtd + dThd.
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Figura 5.56. Area sota la corba dels compostos mesurats en la farmacocinética. Area sota la corba
(umol x min x LX) de dCtd, dThd, dUrd i Thy en la farmacocinética de ratolins Ent1*/* (WT) o Ent17- (KO).
La barra indica la mitjana i cada punt el valor individual. Test estadistic: Mann-Whitney.
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5.3.3. Contingut de dNs en diferents organs en ratolins de 8 — 12

setmanes

Per tal de veure quin paper tenia ENT1 en I'entrada del tractament amb dCtd i dThd en els
diferents teixits es va fer un experiment d’administracié dels dos compostos i de mesura
d’aquests i dels seus primers productes de degradacié, dUrd i Thy en plasma i diferents
organs (fetge, muscul esquelétic i cervell). Les mostres de teixit es van recollir dues hores
després d’administrar el tractament a una dosi de 500 mg/kg per via oral en ratolins de 8 —
12 setmanes d’edat (Secci6 4.1.5.2). Donat que els ratolins Ent1**Tk2”" i Ent17-Tk2”" moren
als 17 i 24 dies de mediana, respectivament (Seccio 5.3.1), I’analisi dels dNs en adults només
es va poder fer en ratolins Ent1*/*Tk2** (Ent1*/*) i Ent17/ Tk2** (Ent1”"), que s6n els mateixos

genotips estudiats en la farmacocinética (Seccid 5.3.2).

5.3.3.1. Concentracions de dNs en plasma

En condicions basals, sense tractament, no hi havia diferéncies en la concentracio plasmatica
de dCtd (Figura 57 a) i dThd (Figura 5.57 b) entre els dos genotips estudiats. En canvi, si que
es va veure una reduccié en la concentracié de dUrd en el ratoli Ent1” (Figura 5.57 c),
suggerint que la dCtd endogena pot entrar als teixits a través d’ENT1 i es pot degradar a dUrd
i aguesta es pot exportar al plasma, potser també a través d’ENT1. Les concentracions de

Thy en ratolins tractats amb PBS van resultar indetectables (Figura 5.57 d).

Quan es va administrar el tractament de dCtd + dThd va haver un increment en les
concentracions de dCtd i dThd en els ratolins dels dos genotips (Figura 5.57 a i Figura 5.57
b), tal com s’havia vist en la farmacocinética (Seccid 5.3.2). La concentracio de dCtd va ser
superior en els animals que mancaven ENT1, suggerint que aquest compost entra menys en
els teixits degut a la falta d’ENT1 i es manté més temps en plasma (Figura 5.57 c). A més,
I’entrada limitada d’aquest dN en cel-lules probablement fa que la seva degradacio (que té
lloc per enzims intracel-lulars) sigui més lenta, la qual cosa pot explicar que les
concentracions plasmatiques de dUrd siguin més baixes en aquests ratolins. La concentracio
de Thy, va mostrar una tendéncia a ser més baixa en els ratolins Ent17, tot i no ser

estadisticament significativa (Figura 5.57 d).
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Figura 5.57. Concentracions de dCtd, dThd, dUrd i Thy en plasma de ratolins de 8 — 12 setmanes
d’edat. Concentracions (uM) en plasma de dCtd (a) i dThd (b) i els seus primers productes de
degradacio, dUrd (c) i Thy (d) en ratolins Ent1*/* (WT) o Ent1/- (KO) de 8 — 12 setmanes d’edat tractats
per sonda oral amb PBS (en negre) o amb dCtd + dThd a una dosi de 500 mg/kg (en blau) analitzats 2
hores després de I'administracio. Test estadistic: Mann-Whitney. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005,
ns: no significatiu. Els valors de Thy van ser indetectables en la condicid de tractament amb PBS i es

representen amb valor O.

Addicionalment, donat que en la sang es dona un intercanvi constant de diferents compostos
amb els organs es va calcular la ratio de producte de degradacié entre producte administrat
(dUrd/dCtd i Thy/dThd) (Figura 5.58 a i Figura 5.58 b). Quan es va estudiar aquesta ratio es
va veure que els ratolins Ent17- mostraven sempre una ratio inferior, tot i només ser
estadisticament significatiu per la ratio de dUrd/dCtd (Figura 5.58 a i Figura 5.58 b). Aix0 esta
d’acord amb la interpretacié que els ratolins Ent1”- tenen concentracions plasmatiques més
elevades de dCtd, aquest entra menys a les cél-lules i, per tant, es degrada menys cap a dUrd.
Aquesta ratio no es va poder calcular en el cas de la Thy/dThd en animals tractats amb PBS

perque la Thy era indetectable i se li va atribuir el valor de zero per a la seva analisi.
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Figura 5.58. Ratio de les concentracions dUrd/dCtd i Thy/dThd en plasma de ratolins de 8 — 12
setmanes d’edat. Ratio de la concentracié (uM) de dUrd/dCtd (a) i Thy/dThd (b) en plasma de ratolins
Ent1** (WT) o Ent1/- (KO) de 8 — 12 setmanes d’edat tractats per sonda oral amb PBS (en negre) o amb
dCtd + dThd a una dosi de 500 mg/kg (en blau) analitzats 2 hores després de I'administracié. Test
estadistic: Mann-Whitney. *p<0,05 ***p<0,0005, ns: no significatiu. Els valors de la ratio Thy/Thd no
es van calcular per que els valors de Thy van ser indetectables i es representen amb valor O.

5.3.3.2. Contingut de dNs en fetge

En abséncia de tractament les quantitats dels 4 compostos analitzats van ser similars en els
ratolins Ent17" i Ent1**, excepte per a la dCtd, que va resultar lleugerament superior en el
genotip Ent17 (Figura 5.59). Tot i aixi, la magnitud de |a diferéncia era molt discreta.

El tractament va incrementar la quantitat de dThd en els dos genotips i també la de dCtd en
ratolins Ent1”, indicant que aquest dN pot entrar al fetge en aquests ratolins. En canvi el
tractament no va incrementar el contingut de dCtd en el fetge dels animals que expressen
ENT1 (Figura 5.59 a). Aquesta observacid no es va donar per la dThd (Figura 5.59 b) ni per la
Thy, que augmentaven assolint concentracions similars en el fetge dels dos genotips (Figura

5.59d).

Donat que en aquest cas s’esta estudiant un organ, on es donen tant I'entrada del compost
administrat com la seva degradacid, es va calcular la suma del producte administrat més el
seu primer producte de degradacid i es va analitzar aquesta variable com a un indicador més
representatiu del total de I’entrada del tractament al teixit. Aquesta analisi va mostrar una
entrada similar de dCtd al fetge (estimada com la suma dCtd + dUrd) en preséncia i abséncia
d’ENT1, mentre que el valor de la suma de dThd + Thy era significativament inferior en fetge
de ratolins sense ENT1 quan es tractaven, indicant menys entrada i degradacio de la dThd

cap a Thy (Figura 5.60).
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Figura 5.59. Quantitat de dCtd, dThd, dUrd i Thy en fetge de ratolins de 8 — 12 setmanes d’edat.
Quantitat (pmols/mg proteina) en fetge de dCtd (a) i dThd (b) i els seus primers productes de
degradacio, dUrd (c) i Thy (d) en ratolins Ent1*/* (WT) o Entl/- (KO) de 8 — 12 setmanes d’edat tractats
per sonda oral amb PBS (en negre) o amb dCtd + dThd a una dosi de 500 mg/kg (en blau) analitzats 2
hores després de I'administracié. Test estadistic: Mann-Whitney. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005,
ns: no significatiu. Els valors de Thy van ser indetectables en la condicié de tractament amb PBS i es
representen amb valor 0.
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Figura 5.60. Suma de la quantitat de dCtd + dUrd i dThd + Thy en fetge de ratolins de 8 — 12 setmanes
d’edat. Suma de la quantitat (pmols/mg proteina) de dCtd + dUrd (a) i dThd + Thy (b) en fetge de
ratolins Ent1*/* (WT) o Entl”/- (KO) de 8 — 12 setmanes d’edat tractats per sonda oral amb PBS (en
negre) o amb dCtd + dThd a una dosi de 500 mg/kg (en blau) analitzats 2 hores després de
I'administracio. Test estadistic: Mann-Whitney. *p<0,05, ***p<0,0005, ns: no significatiu.
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5.3.3.3. Contingut de dNs en muscul esqueletic

En condicions basals, sense tractament, es va veure que els ratolins que no expressaven
ENT1 tenien continguts més elevats de dCtd (Figura 5.61 a), tal com passava en el fetge
(Seccid 5.3.3.2), pero quantitats més baixes de dUrd (Figura 5.61 b). Tot i aixi, la magnitud
de les diferencies era molt discreta en ambdds casos. La quantitat de dThd va resultar similar
en els dos grups, mentre que la quantitat de Thy va resultar indetectable en els dos genotips

no tractats.
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Figura 5.61. Quantitat de dCtd, dThd, dUrd i Thy en muscul esquelétic de ratolins de 8 — 12 setmanes
d’edat. Quantitat (pmols/mg proteina) en muscul esquelétic (gastrocnemi + soli) de dCtd (a) i dThd (b)
i els seus primers productes de degradacid, dUrd (c) i Thy (d) en ratolins Ent1*+* (WT) o Ent1”/- (KO) de 8
— 12 setmanes d’edat tractats per sonda oral amb PBS (en negre) o amb dCtd + dThd a una dosi de 500
mg/kg (en blau) analitzats 2 hores després de I'administracio. Test estadistic: Mann-Whitney. *p<0,05,
**p<0,005, ***p<0,0005, ns: no significatiu. Els valors de Thy van ser indetectables en la condicio de
tractament amb PBS i es representen amb valor 0.

L’administracid del tractament va provocar un augment dels dos dNs administrats, aixi com

dels seus productes de degradacié en els dos genotips estudiats i no es van observar
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diferéncies en les quantitats dels dNs i dels seus productes de degradacio entre els genotip
Ent1** i Ent1”7 (Figura 5.61) apuntant a la poca dependéncia del muscul esquelétic per

aquest transportador per a internalitzar dCtd o dThd.

La suma dels productes administrats més els seus productes de degradacié va mostrar que
no hi havia diferéncies entre els ratolins Ent1** i Ent17- quan aquests havien estat tractats
amb PBS o dCtd + dThd apuntant a la poca dependéncia que té el muiscul esquelétic per ENT1

per internalitzar o externalitzar la dCtd, dThd, dUrd o Thy (Figura 5.62).
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Figura 5.62. Suma de la quantitat de dCtd + dUrd i dThd + Thy en muscul esquelétic de ratolins de 8
— 12 setmanes d’edat. Suma de la quantitat (pmols/mg proteina) de dCtd + dUrd (a) i dThd + Thy (b)
en muscul esquelétic (gastrocnemi + soli) de ratolins Ent1*/* (WT) o Entl/- (KO) de 8 — 12 setmanes
d’edat tractats per sonda oral amb PBS (en negre) o amb dCtd + dThd a una dosi de 500 mg/kg (en
blau) analitzats 2 hores després de I'administracid. Test estadistic: Mann-Whitney. ***p<0,0005, ns:
no significatiu.

5.3.3.4. Contingut de dNs en cervell

A diferéncia del fetge (Seccid 5.3.3.2) i del muscul esquelétic (Seccid 5.3.3.3), en abséncia de
tractament els ratolins Ent17" van mostrar quantitats similars de dCtd als dels Ent1** (Figura
5.63 a), pero quantitats més baixes de dUrd (Figura 5.63 c). A més, a diferéncia del fetge
(Seccié 5.3.3.2) i del muscul (Seccié 5.3.3.3) els ratolins Ent17- van mostrar continguts més
baixos de dThd (Figura 5.63 b), mentre que la Thy va ser indetectable en els dos genotips

(Figura 5.63 d).

L’administracio del tractament no va causar un increment en la dCtd en cap dels dos genotips
estudiats (Figura 5.63 a), mostrant els dos quantitats semblants de dCtd, pero la dUrd va ser

clarament superior en els ratolins Ent1** (Figura 5.63 c) indicant que la dCtd pot entrar al
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cervell i degradar-se rapidament en els ratolins que expressen ENT1, pero no en els ratolins
gue no expressen aquest transportador. Per tant, aquests ratolins no importen la dCtd al
cervell i aguesta no és degradada cap a dUrd. L’administracié del tractament també va
mostrar una diferencia equivalent entre els dos genotips per a la dThd i Thy: tant la dThd
com la Thy van ser més altes en ratolins que expressaven ENT1, indicant I'alta dependencia

del cervell per ENT1 per a importar la dThd (Figura 5.63 b).
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Figura 5.63. Quantitat de dCtd, dThd, dUrd i Thy en cervell de ratolins de 8 — 12 setmanes d’edat.
Quantitat (pmols/mg proteina) en cervell de dCtd (a) i dThd (b) i els seus primers productes de
degradacio, dUrd (c) i Thy (d) en ratolins Ent1*/* (WT) o Ent1/- (KO) de 8 — 12 setmanes d’edat tractats
per sonda oral amb PBS (en negre) o amb dCtd + dThd a una dosi de 500 mg/kg (en blau) analitzats 2
hores després de I'administracio. Test estadistic: Mann-Whitney. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005,
***%p>0,0001, ns: no significatiu. Els valors de Thy van ser indetectables en la condicio de tractament
amb PBS i es representen amb valor 0.

Quan es va fer la suma del producte administrat més el seu producte de degradacid es va
veure la mateixa diferéencia en els dos compostos i els seus dos productes de degradacid i en

les dues condicions (en preséncia o abséncia de tractament): els ratolins amb manca d’ENT1
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tenien sempre continguts més baixos de dCtd + dUrd i dThd + Thy (Figura 5.64) apuntant a
I'alta dependencia d’ENT1 per part del cervell per a poder importar la dCtd i dThd

administrades.
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ELTY Rk

£ i

600

£ . g
3 : §
o 400 . ]
a e a
o
£ . g
B 200 2
N it :
a [ H a
) 23 > >
& & & K
\‘i\ *.0 ® ®
® ®
&0
+

Figura 5.64. Suma de la quantitat de dCtd + dUrd i dThd + Thy en cervell de ratolins de 8 — 12 setmanes
d’edat. Suma de la quantitat (pmols/mg proteina) de dCtd + dUrd (a) i dThd + Thy (b) en cervell de
ratolins Ent1*/* (WT) o Entl”/- (KO) de 8 — 12 setmanes d’edat tractats per sonda oral amb PBS (en
negre) o amb dCtd + dThd a una dosi de 500 mg/kg (en blau) analitzats 2 hores després de
I"administracio. Test estadistic: Mann-Whitney. **p<0,005, ***p<0,0005, ****p<0,0001, ns: no

significatiu.
5.3.4. Contingut de dNs en diferents organs en ratolins de 12 dies d’edat

Tal com s’ha observat anteriorment I'abséncia d’ENT1 anul-la virtualment I'efecte del
tractament amb dCtd + dThd sobre la supervivencia en el deficit de TK2 (Secci¢ 5.3.1). Per
aquest motiu, es va voler estudiar si les diferencies en la supervivencia es podien deure al
contingut tissular dels dNs. Com que I'abséncia de TK2 en els ratolins fa que no visquin més
de 17 dies (Seccio 5.3.1) ens obliga a estudiar la quantitat de dNs en ratolins menors a
aquesta edat. Aixi doncs, aquests estudis de biodistribucié es van fer administrant PBS o
dCtd + dThd a una dosi de 400 mg/kg en ratolins Ent1**Tk2” i Ent17/"Tk27  de 12 dies d’edat.
Les mostres de plasma i organs (fetge, muscul esquelétic i cervell) es van recollir dues hores
després de I'administracié per mesurar el contingut de dCtd i dThd, aixi com dels seus

primers productes de degradacié (dUrd i Thy, respectivament) (Seccio 4.1.5.2).

5.3.4.1. Concentracions de dNs en plasma

En condicions basals, sense tractament, les concentracions dels dNs analitzats, especialment

la dCtd, van resultar superiors tant en el plasma com en els teixits de ratolins de 12 dies
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d’edat respecte als ratolins de 8 — 12 setmanes d’edat (Seccio 5.3.3). Aquestes diferéncies
es feien encara més grans quan s’administrava el tractament. Aquesta observacio ja s’havia
descrit préviament i un dels possibles motius que expliquen aquest fet és que amb I'edat hi
ha un augment de I'expressid i activitat en intesti dels enzims catabolics TP i CDA3Y, que

degraden els dNs, reduint d’aquesta manera les seves concentracions amb |’edat.

En condicions d’abséncia de tractament els ratolins Ent1/Tk2/ presentaven unes
concentracions significativament més elevades de dCtd i dThd (Figura 5.65 a i Figura 5.65 b),
possiblement perqué en no tenir expressié d’'ENT1, aquests compostos no poden entrar tan
eficientment en els organs i estan més temps en circulacié sanguinia. En consonancia, les
concentracions de dUrd van resultar més altes en el plasma de ratolins Ent1**Tk2” (Figura
5.65 c), suggerint que ENT1 contribueix a I’entrada de la dCtd en els teixits, on es degrada a
dUrd, essent aquesta una possible explicacio per a I'elevacié de la concentracio circulant de
dCtd en absencia d’ENT1. Les concentracions de Thy van resultar indetectables en el plasma

de tots els ratolins no tractats (concentracions menors a 0,05 uM).

El tractament amb dCtd + dThd administrat per via oral va augmentar notablement la
concentracio plasmatica de dCtd i dThd en els dos grups de ratolins estudiats (Figura 5.65 a
i Figura 5.65 b). En consonancia, les concentracions dels productes de degradacid, dUrd i
Thy, també van incrementar en els dos genotips de ratolins tractats (Figura 5.65 c i Figura
5.65 d). A més, tal com passava en la condicié sense tractament, els ratolins Ent17-Tk27
presentaven més quantitat de dCtd (Figura 5.65 a) i dThd (Figura 5.65 b) perd menor de dUrd
(Figura 5.65 ¢) i Thy (Figura 5.65 d), tot i no ser estadisticament significativa en el darrer cas.
Aquest fet, segurament és degut al mateix motiu que per la dCtd i dUrd observat en ratolins

no tractats.

Quan es van estudiar les ratios de dUrd/dCtd es va veure la mateixa reduccié significativa en
els ratolins Ent17-Tk27- amb i sense tractament, indicant que aquest ratoli té concentracions
plasmatiques més altes de dCtd i els degrada menys cap a dUrd (Figura 5.66 a). La mateixa
tendéncia es va veure en la ratio Thy/dThd en ratolins tractats (Figura 5.66 b). Aquesta ratio
no es va poder calcular en ratolins no tractats, ja que les concentracions plasmatiques de

Thy eren indetectables.
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Figura 5.65. Concentracions de dCtd, dThd, dUrd i Thy en plasma de ratolins de 12 dies d’edat.
Concentracions (uM) en plasma de dCtd (a) i dThd (b) i els seus primers productes de degradacid, dUrd
(c) i Thy (d) en ratolins Ent1*+Tk2/- (Entl WT Tk2 KO) o ratolins Ent17/Tk2/- (Entl KO Tk2 KO) de 12
dies d’edat tractats per sonda oral amb PBS (en negre, escala a I'esquerra del grafic) o amb dCtd + dThd
a una dosi de 400 mg/kg (en blau, escala de la dreta del grafic) analitzats 2 hores després de
I'administracio. Test estadistic: Mann-Whitney. *p<0,05, ***p<0,0005, ****p<0,0001, ns: no
significatiu. Els valors de Thy van ser indetectables en la condicido de tractament amb PBS i es
representen amb valor 0.
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Figura 5.66. Ratio de les concentracions dUrd/dCtd i Thy/dThd en plasma de ratolins de 12 dies
d’edat. Ratio de la concentracié (uM) de dUrd/dCtd (a) i Thy/dThd (b) en plasma de ratolins
Ent1*/*Tk27 (Entl WT Tk2 KO) o ratolins Ent1/-Tk2"/- (Entl KO Tk2 KO) de 12 dies d’edat tractats per
sonda oral amb PBS (en negre, escala a I'esquerra del grafic) o amb dCtd + dThd a una dosi de 400
mg/kg (en blau, escala de la dreta del grafic) analitzats 2 hores després de I'administracio. Test
estadistic: Mann-Whitney. ***p<0,005, ****p<0,0001, ns: no significatiu. Els valors de la ratio Thy/Thd
no es van calcular per que els valors de Thy van ser indetectables i es representen amb valor O.

5.3.4.2. Contingut de dNs en fetge

De forma similar al que s’observava en plasma (Secci¢ 5.3.4.1), en condicions basals, sense
tractament, la dCtd i dThd en fetge de ratolins de 12 dies d’edat van resultar més altes en
animals que no expressaven ENT1 (Figura 5.67 a i Figura 5.67 b). En conseqiiéncia a
I"'augment de dCtd, aquesta es degrada més cap a dUrd augmentant la seva quantitat (Figura
5.67 c), cosa que no es pot observar per la Thy, ja que resulta indetectable en aquestes

condicions en els dos genotips (Figura 5.67 d).

El tractament amb dCtd + dThd va augmentar aquests compostos i dels seus productes de
degradacid en els dos genotips estudiats (Figura 5.67 a i Figura 5.67 b) tot i que I'increment
de dThd va ser lleugerament menor en el ratoli Ent17/"Tk27 (Figura 5.67 b). A més, sota
tractament els ratolins que no expressaven ENT1 tenien quantitats més altes de dCtd (Figura
5.67 a), mentre que no hi havia diferéncies en la quantitat de dThd en els dos genotips
estudiats (Figura 5.67 b), la qual cosa suggereix que gran part de la dThd és internalitzada

independentment d’ENT1.
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La suma del dN administrat més el seu producte de degradacié va mostrar la mateixa
tendéncia que pels compostos separats: els ratolins amb manca d’ENT1 en condicions basals
sense tractament tenen majors quantitats de dCtd i dThd i dels seus productes de degradacid
(Figura 5.68 a i Figura 5.68 b). Aquesta situacio es repeteix quan s’administra el tractament
només en el cas de la dCtd (Figura 5.68 a), suggerint que I’entrada de dThd en fetge no és
altament depenent d’ENT1, participant altres transportadors en la seva internalitzacié o

externalitzacié (Figura 5.68 b).
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Figura 5.67. Quantitat de dCtd, dThd, dUrd i Thy en fetge de ratolins de 12 dies d’edat. Quantitat
(pmols/mg proteina) en fetge de dCtd (a) i dThd (b) i dels seus primers productes de degradacic, dUrd
(c) i Thy (d) en ratolins Ent1*+*Tk2"/- (Entl WT Tk2 KO) o ratolins Ent17/Tk2/- (Entl KO Tk2 KO) de 12
dies d’edat tractats per sonda oral amb PBS (en negre, escala a I’esquerra del grafic) o amb dCtd + dThd
a una dosi de 400 mg/kg (en blau, escala de la dreta del grafic) analitzats 2 hores després de
I'administracio. Test estadistic: Mann-Whitney. **p<0,005, ***p<0,0005, ****p<0,0001, ns: no
significatiu. Els valors de Thy van ser indetectables en la condicié de tractament amb PBS i es
representen amb valor 0.
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Figura 5.68. Suma de la quantitat de dCtd + dUrd i dThd + Thy en fetge de ratolins de 12 dies d’edat.
Suma de la quantitat (pmols/mg proteina) de dCtd + dUrd (a) i dThd + Thy (b) en fetge de ratolins
Ent1*+Tk27/- (Entl WT Tk2 KO) o ratolins Ent1/-Tk2/- (Entl KO Tk2 KO) de 12 dies d’edat tractats per
sonda oral amb PBS (en negre, escala a I'esquerra del grafic) o amb dCtd + dThd a una dosi de 400
mg/kg (en blau, escala de la dreta del grafic) analitzats 2 hores després de I'administracio. Test
estadistic: Mann-Whitney. **p<0,005, ***p<0,0005, ****p<0,0001, ns: no significatiu.

5.3.4.3. Contingut de dNs en muscul esqueletic

De nou, tal com passava en plasma (Seccid 5.3.4.1) i fetge (Seccid¢ 5.3.4.2) en abséncia de
tractament, el contingut de dCtd i dThd en muscul era més elevat en ratolins que no
expressaven ENT1 (Figura 5.69 a i Figura 5.69 b). Pel que fa als productes de degradacio
(dUrd, Thy), no es van veure diferéncies en la seva quantitat en abséncia de tractament

(Figura 5.69 c), encara que la Thy en muscul, de nou, va ser indetectable (Figura 5.69 d).

Quan els ratolins van ser tractats es va observar un increment de la quantitat dels compostos
administrats i dels seus productes de degradacio en tots els ratolins, independentment del
genotip. A més, en aquestes condicions es va observar el mateix comportament que en
abséncia de tractament: els dNs administrats van ser superiors en els ratolins que mancaven
ENT1 (Figura 5.69 a i Figura 5.69b). Contrariament a I'esperat, els ratolins Ent1/Tk27", que
presenten més dCtd i dThd, tenien menys productes de la seva degradacié (Figura 5.69 c i
Figura 5.69 d). Aquestes dades suggereixen que aquest tractament entra al muscul, en part,
a través d’ENT1, encara que hi podria haver algun altre transportador que juga un paper en

la seva internalitzacio.
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Figura 5.69. Quantitat de dCtd, dThd, dUrd i Thy en muscul esquelétic de ratolins de 12 dies d’edat.
Quantitat (pmols/mg proteina) en muscul esquelétic (gastrocnemi + soli) de dCtd (a) i dThd (b) i dels
seus primers productes de degradacid, dUrd (c) i Thy (d) en ratolins Ent1*+Tk2"/- (Entl WT Tk2 KO) o
ratolins Ent1/Tk2/- (Entl KO Tk2 KO) de 12 dies d’edat tractats per sonda oral amb PBS (en negre,
escala a I'esquerra del grafic) o amb dCtd + dThd a una dosi de 400 mg/kg (en blau, escala de la dreta
del grafic) analitzats 2 hores després de I'administracio. Test estadistic: Mann-Whitney. *p<0,05,
**p<0,005, ***p<0,0005, ns: no significatiu. Els valors de Thy van ser indetectables en la condicio de

tractament amb PBS i es representen amb valor 0.

Quan es va estudiar la suma del producte administrat més el seu producte de degradacid es

va veure que el ratolins Ent17/-Tk27- sempre tenien quantitats més elevades de dThd + Thy,

tant si havien estat tractats com si no (Figura 5.70), el mateix passava per a la dCtd + dUrd,

tot i només ser estadisticament significatiu en el cas de ratolins no tractats.
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Figura 5.70. Suma de la quantitat de dCtd + dUrd i dThd + Thy en muscul esquelétic de ratolins de 12
dies d’edat. Suma de la quantitat (pmols/mg proteina) de dCtd + dUrd (a) i dThd + Thy (b) en muscul
esquelétic (gastrocnemi + soli) de ratolins Ent1*/*Tk2/- (Entl WT Tk2 KO) o ratolins Ent1/-Tk27/- (Entl
KO Tk2 KO) de 12 dies d’edat tractats per sonda oral amb PBS (en negre, escala a I'esquerra del grafic)
o0 amb dCtd + dThd a una dosi de 400 mg/kg (en blau, escala de la dreta del grdfic) analitzats 2 hores
després de I'administracio. Test estadistic: Mann-Whitney. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005, ns: no
significatiu.

5.3.4.4. Contingut de dNs en cervell

A diferéncia del que passava en plasma (Seccié 5.3.4.1), fetge (Seccio 5.3.4.2) i muscul
esquelétic (Seccio 5.3.4.3), en abséncia de tractament els ratolins dels dos genotips
presentaven quantitats similars de dCtd i dThd (Figura 5.71 a i Figura 5.71 b), pero més altes
dels productes de degradacié dUrd i Thy en els ratolins que expressaven ENT1 (Figura 5.71 ¢

i Figura 5.71 d).

Quan es va administrar el tractament, tant la dCtd com la dThd, aixi com els seu productes
de degradacié (especialment la dUrd) van augmentar molt més en els ratolins que
expressaven ENT1 en comparacié amb els que en mancaven (Figura 5.71), indicant que el
cervell era molt depenent d’ENT1 per a la importacié dels dNs. Aquestes dades indiquen que
tot i que el tractament amb dCtd + dThd entra en el cervell de tots els ratolins, ho fa de forma
molt més eficient quan hi ha ENT1, indicant la importancia d’aquest transportador en
I’entrada dels dos dNs en aquest organ. Aquestes dades repliquen el que s’havia vist en els

ratolins adults amb els genotips Ent1** i Ent1” (Secci6 5.3.3.4).
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Figura 5.71. Quantitat de dCtd, dThd, dUrd i Thy en cervell de ratolins de 12 dies d’edat. Quantitat
(pmols/mg proteina) en cervell de dCtd (a) i dThd (b) i dels seus primers productes de degradacio, dUrd
(c) i Thy (d) en ratolins Ent1*/*Tk2"/- (Entl WT Tk2 KO) o ratolins Ent17/-Tk2/- (Entl KO Tk2 KO) de 12
dies d’edat tractats per sonda oral amb PBS (en negre, escala a I’esquerra del grafic) o amb dCtd + dThd
a una dosi de 400 mg/kg (en blau, escala de la dreta del grafic) analitzats 2 hores després de
I'administracio. Test estadistic: Mann-Whitney. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005, ****p<0,0001, ns:
no significatiu.

La suma dels productes administrats més els seus productes de degradacid va confirmar que
en abséencia de tractament la quantitat de dCtd + dUrd i dThd + Thy era igual en els ratolins
que expressaven o mancaven ENT1 (Figura 5.72), apuntant a la poca dependéncia d’ENT1
per part del cervell en condicions basals. Per contra, en preséncia de tractament
s'incrementaven molt significativament les quantitats de dCtd + dUrd i dThd + Thy en el

ratolins que expressaven ENT1 respecte als que no I'expressaven, indicant que I'entrada de

la dCtd i dThd en cervell és altament depenent d’ENT1.
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Figura 5.72. Suma de la quantitat de dCtd + dUrd i dThd + Thy en cervell de ratolins de 12 dies d’edat.
Suma de la quantitat (pmols/mg proteina) de dCtd + dUrd (a) i dThd + Thy (b) en cervell de ratolins
Ent1*+Tk27/- (Entl WT Tk2 KO) o ratolins Ent1/Tk2/- (Entl KO Tk2 KO) de 12 dies d’edat tractats per
sonda oral amb PBS (en negre, escala a I'esquerra del grafic) o amb dCtd + dThd a una dosi de 400
mg/kg (en blau, escala de la dreta del grafic) analitzats 2 hores després de I'administracio. Test
estadistic: Mann-Whitney. **p<0,05, ***p<0,0005, ****p<0,0001, ns: no significatiu.

5.3.5. Contingut de ribonucleosids (rNs) en diferents organs en ratolins

de 12 dies d’edat

ENT1 transporta tant ribonucleosids (rNs) com dNs i, de fet, s’"ha observat que el ratoli
Ent1” té alterat el metabolisme de I’Ado™®. Per tant, es va estudiar la quantitat dels rNs en

fetge, muscul esquelétic i cervell en ratolins de 12 dies d’edat.

En el fetge, en absencia de tractament, I’Gnic rN que es va veure afectat pel genotip va ser
la Ctd, que era lleugerament superior en ratolins Ent17/-Tk27 respecte als ratolins
Ent1**Tk2”- (Figura 5.73 b). El tractament amb dCtd + dThd va causar un augment en la Urd
en els dos grups de ratolins estudiats respecte al grup de ratolins tractat amb PBS (Figura
5.73 d) i un augment en la Ctd en els ratolins Ent17Tk27, perd no en els ratolins
Ent1**Tk2”, (Figura 5.73 b). A més, en condicions de tractament amb dCtd + dThd es
mantenia "augment de Ctd en el grup de ratolins Ent17/Tk27" respecte als Ent1**Tk27 i
també es va veure un augment de I'Ado en els ratolins Ent17'Tk2”/- respecte als

Ent1**Tk2".

En muscul esquelétic (gastrocnemi + soli) només es va veure un increment estadisticament

significatiu en la Ctd en els ratolins Ent17/"Tk27 respecte als Ent1*/*Tk27 (Figura 5.74 b)
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tractats amb PBS, tal com s’havia vist en fetge. Per altra banda, el tractament amb dCtd +
dThd no va afectar la quantitat de cap dels 4 compostos en aquest organ (Figura 5.74). En el
cervell, ni el genotip ni el tractament van tenir cap efecte detectable en el contingut de rNs

(Figura 5.75).
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Figura 5.73. Quantitat de ribonucleosids en fetge de ratolins de 12 dies d’edat. Quantitat (pmols/mg
proteina) en fetge d’Ado (a), Ctd (b), Guo (c) i Urd (d) en ratolins Ent1*/*Tk27/- (Entl WT Tk2 KO) o
ratolins Ent17/-Tk27/- (Entl KO Tk2 KO) de 12 dies d’edat tractats per sonda oral amb PBS (en negre) o
amb dCtd + dThd a una dosi de 400 mg/kg (en blau) analitzats 2 hores després de I'administracio. Test
estadistic: Mann-Whitney. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005, ns: no significatiu.
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Figura 5.74. Quantitat de ribonucledsids en muscul esquelétic de ratolins de 12 dies d’edat. Quantitat
(pmols/mg proteina) en muscul esquelétic (gastrocnemi + soli) d’Ado (a), Ctd (b), Guo (c) i Urd (d) en
ratolins Ent1*/*Tk2/- (Entl WT Tk2 KO) o ratolins Ent17/-Tk27- (Entl KO Tk2 KO) de 12 dies d’edat
tractats per sonda oral amb PBS (en negre) o amb dCtd + dThd a una dosi de 400 mg/kg (en blau)
analitzats 2 hores després de I'administracio. Test estadistic: Mann-Whitney. *p<0,05, ns: no
significatiu.
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Figura 5.75. Quantitat de ribonucleosids en cervell de ratolins de 12 dies d’edat. Quantitat (omols/mg
proteina) en cervell d’Ado (a), Ctd (b), Guo (c) i Urd (d) en ratolins Ent1*/*Tk27/- (Entl WT Tk2 KO) o
ratolins Ent17/-Tk2/- (Entl KO Tk2 KO) de 12 dies d’edat tractats per sonda oral amb PBS (en negre) o
amb dCtd + dThd a una dosi de 400 mg/kg (en blau) analitzats 2 hores després de I'administracio. Test
estadistic: Mann-Whitney. ns: no significatiu.

5.3.6. Estudi del nombre de copies d’ADNmt

Per intentar veure si la diferéncia de supervivéncia entre ratolins Ent1**Tk27" i Ent17/-Tk2”"
no tractats (17 dies vs. 24 dies) (Seccit 5.3.1) tenia relacié amb el nombre de copies d’ADNmt
es va estudiar aquesta variable en diferents organs en ratolins de dues edats diferents: una
edat propera a la mediana de supervivencia del grup que viu menys (12 dies d’edat) i una

edat més primerenca (5 dies d’edat).

5.3.6.1. Nombre de copies d’ADNmt en ratolins de 12 dies d’edat

Els ratolins Ent17/-Tk2*/* presentaven un nombre de copies d’ADNmt similar al dels animals

Ent1*/*Tk2** en els 4 teixits analitzats, tot i mostrar un lleu augment no significatiu en el
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nombre de copies d’ADNmt en el fetge i muscul (Figura 5.77). Els ratolins Ent1**Tk27 i els
Ent1”/Tk27" presentaven un mateix grau de deplecié als 12 dies d’edat en cervell, tal com
s’havia reportat préviament en els dos models de déficit de TK23163%7, Tot i que en el model
KO també es va descriure una lleu deplecié en muscul esquelétic3?’, 'experiment actual no
la mostra, tot i haver una tendéncia no estadisticament significativa a tenir menys copies
d’ADNmt en abséncia de TK2 (Figura 5.76 d). El fetge i cor dels ratolins Ent1**Tk27" i
Ent1”/Tk27" no van mostrar deplecié de TADNmt (Figura 5.76).

Aixi doncs, les diferéncies de supervivéncia observades entre els genotips Ent1*/*Tk27" i
Ent17Tk27-, (Seccié 5.3.1) no s’expliquen per diferéncies en el nombre de copies d’ADNmt

en els dos genotips als 12 dies d’edat en els 6rgans estudiats.
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Figura 5.76. Nombre de copies d’ADNmt en ratolins de 12 dies d’edat. Nombre de copies d’ADNmt
per cel-lula en mostres de cervell (a), fetge (b), cor (c) i muscul esquelétic (gastrocnemi + soli) (d) de
ratolins Ent1*/+Tk2*/+ (Entl WT Tk2 WT), Ent1/Tk2*/* (Ent1l KO Tk2 WT), Ent1*/+Tk2/- (Entl WT Tk2 KO)
0 Ent1/Tk2/- (Ent1l KO Tk2 KO) als 12 dies d’edat. Els punts corresponen als valors individuals de cada
ratoli i la linia a la mediana del grup. Test estadistic: Kruskal-Wallis. Quan hi ha diferéncies
estadisticament significatives (p<0,05) s’aplica el test de Dunn per comparar els diferents grups.
*p<0,05, **p<0,005, ns: no significatiu.
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5.3.6.2. Nombre de copies d’ADNmt en ratolins de 5 dies d’edat

Com que no es van observar diferéncies en el nombre de copies d’ADNmt en ratolins de 12
dies d’edat que poguessin explicar les diferéncies en la supervivencia dels ratolins
Ent1**Tk2”-i Ent17/'Tk27", es va explorar si aquesta podia estar relacionada amb la quantitat

d’ADNmt en una edat més primerenca (5 dies d’edat).

El nombre de copies d’ADNmt en cervell en ratolins de 5 dies d’edat va ser similar entre
ratolins Ent1**Tk2*/* i Ent17/"Tk2"*, mentre que els ratolins Ent1**Tk2”" i Ent1”/Tk2”
presentaven el mateix grau de deplecié (Figura 5.77 a). En fetge (Figura 5.77 b) i en cor

(Figura 5.77 c) cap dels grups de ratolins estudiats presentava deplecié.
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Figura 5.77. Nombre de copies d’ADNmt en ratolins de 5 dies d’edat. Nombre de copies d’ADNmt per
cél-lula en mostres de cervell (a), fetge (b) i cor (c) de ratolins Ent1*/*Tk2*/* (Entl WT Tk2 WT),
Ent1/Tk2*/* (Entl KO Tk2 WT), Ent1*/*Tk2"/- (Entl WT Tk2 KO) 0 Ent1/-Tk2"- (Entl KO Tk2 KO) als 5 dies
d’edat. Els punts corresponen als valors individuals de cada ratoli i la linia a la mediana del grup. Test
estadistic: Kruskal-Wallis. Quan hi ha diferéncies estadisticament significatives (p<0,05) s’aplica el test
de Dunn per comparar els diferents grups. *p<0,05, ns: no significatiu.

En resum, exceptuant la deplecié d’ADNmt en cervell als 5 i 12 dies d’edat deguda a
I'abséncia de TK2 (que és igual tant en preséncia com en abséncia d’ENT1), no es van
observar diferéncies importants en la quantitat d’ADNmt en els altres teixits estudiats, ni es
va veure cap efecte rellevant degut a I'absencia d’ENT1 en cap teixit. Aquestes dades
indiquen que les diferéncies de supervivéncia entre els ratolins Ent1**Tk27 i Ent1/'Tk2” no
s’expliquen per diferéncies en el nombre de copies d’ADNmt en els teixits analitzats, almenys

en les dues edats estudiades.
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Les MDDS constitueixen un grup de malalties causades per mutacions en gens de codificacié
nuclear que participen en el manteniment de ’ADNmt a través de diferents mecanismes. A
nivell molecular, aquestes sindromes causen deplecid, delecions multiples o mutacions
puntuals sobre I’ADNmt en els teixits més afectats que porten a una disfuncié mitocondrial
i a les diferents patologies associades’. A més, les MDDS tenen una incidéncia i prevalenca
molt baixa, fet que les converteix en malalties minoritaries. Aixd, sumat a la seva gran
variabilitat fenotipica, fa que siguin dificils de diagnosticar. Tot i aixi, en els ultims anys
gracies al desenvolupament de la seqlienciacidé massiva, que permet seqiienciar diversos
gens associats a aquestes sindromes en pacients amb sospita clinica de patir-les, s’"ha pogut
donar un diagnostic en molts casos. Igualment, es van descrivint casos de MDDS associats a

nous gens.

El fet que aquestes malalties siguin minoritaries té una segona conseqiiéncia, que és la
dificultat en la seva recerca, ja sigui en la identificacid dels seus mecanismes fisiopatologics
com en el desenvolupament de terapies, ja que el nombre de pacients, mostres i estudis que
es poden realitzar és limitat. Tant és aixi, que s’han identificat alguns gens que causen MDDS
pero no es sap com aquests participen en el manteniment de ’ADNmt, cosa que dificulta el
desenvolupament de terapies dirigides a corregir-ne I'alteracié molecular. A més, la recerca
i desenvolupament de terapies especifiques és molt escassa degut al nombre reduit de
pacients i els tractaments actuals es limiten a corregir alguns dels simptomes associats a la

malaltia.

Un dels tractaments que té potencial per a tractar les MDDS soén els dNs. L'Us de dNs s’ha
proposat com a terapia per a MDDS causades per mutacions en gens associats al
metabolisme de dNTPs com sén DGUOK®>312, TK2316317 o RRM2B3?!, de manera que aquests
compostos son convertits a dNTPs per la via de salvament citosolica i posteriorment entren
al mitocondri estimulant la replicacié de ’ADNmt. De fet, aquest tractament s’ha donat de
forma compassiva en pacients amb déficit de TK2 obtenint bons resultats3!® i actualment

esta en fase d’assaig clinic.

En el laboratori on s’ha desenvolupat aquesta tesi es va veure que el tractament amb dNs

també estimulava la replicacié de ’ADNmt en cél-lules portadores de mutacions en POLG?%3,
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que codifica la polimerasa gamma i que no participa directament en el metabolisme de
dNTPs (entenent com a tal la seva sintesi o degradacid). Aquestes dades suggereixen que els
dNs actuen de dues formes que poden ser complementaries. Per una banda, els dNs causen
un augment de dNTPs revertint la falta d’aquells causada pel defecte molecular. Aquest seria
el cas del tractament amb dCtd + dThd per al déficit de TK2316317 o el cas del tractament amb
dAdo + dGuo en cél-lules amb déficit de dGK®>312, Per altra banda, 'increment dels dNTPs,
que son el substrat del replisoma, podria estimular la replicacié de ’ADNmt. Aquest seria el
cas del tractament amb els 4 dNs en les cél-lules amb déficit de POLG?33. De fet, el tractament
amb dNs (dCtd + dThd) aconsegueix augmentar la quantitat d’ADNmt en fetge i muscul
esquelétic fins i tot en animals WT3, fet que dona suport al caracter estimulador de la
replicaciéo de ’ADNmt per part dels dNTPs, inclis quan no hi ha cap gen mutat. Com que
aquest ultim efecte és independent de si els gens afectats participen en el metabolisme de
dNTPs o en altres funcions relacionades amb el manteniment de ’ADNmt, en aquesta tesi
s’ha proposat i estudiat I'expansid6 del tractament amb dNs en altres MDDS,
independentment del rol que té el gen mutat sobre el manteniment de '’ADNmt i s’ha
avaluat la seva eficacia en diferents models in vitro (fibroblasts amb mutacions en diferents

gens associats a MDDS, Taula 4.1) i un model in vivo (ratoli Dguok™").

Tal com s’ha indicat, el tractament amb dNs causa un increment de les concentracions dels
dNTPs. En el cas del tractament amb el dN o dNs relacionats amb el gen mutat, com és el cas
de I'administracio dels dNs de pirimidina en el déficit de TK2 o dels dNs de purina en el déficit
de dGK, es produeix un increment asimétric de les concentracions dels dNs3'7 i, en
consequiéncia, dels dNTPs a favor del compost administrat. Aquest increment asimeétric

també s’ha observat in vitro quan es donen els 4 dNTPs?33

, probablement, per diferéncies en
I'entrada i/o metabolisme d’aquests en la cél-lula. Tant I'increment dels 4 dNTPs com
I'increment d’algun d’ells i la conseglient alteracié de I'estequiometria entre els dNTPs pot

resultar genotodxical?®

, per aquest motiu una part substancial d’aquesta tesi ha estat
dedicada a explorar la seguretat géenica del tractament en models in vitro, in vivo i en sang

de pacients amb deficit de TK2 que han estat tractats de forma compassiva.

Finalment, tenint en compte que la baixa biodisponibilitat dels dNs és una de les dificultats

que poden determinar la viabilitat d’aquest tractament3’, en aquesta tesi hem intentat
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aportar algun resultat que ajudi a entendre millor com els dNs poden arribar als teixits
afectats. Donat que els dNs entren a la cel-lula i al mitocondri per transportadors especifics
i aprofitant que teniem accés a un ratoli KO per un d’aquests transportadors (el ratoli
Ent1”7) s’ha estudiat el paper que juga aquest transportador en I'entrada dels dNs

administrats com a tractament.

6.1. Eficacia dels dNs per al tractament de MDDS

En aquesta tesi |'eficacia del tractament amb dNs ha estat explorada in vitro en fibroblasts
primaris de pell de pacients en estat de quiescéncia. Aquest tipus cel-lular s’ha utilitzat en
multitud d’estudis de MDDS, ja que sén unes cél-lules facils d’obtenir mitjangant una biopsia
relativament poc invasiva. El model cel-lular de fibroblasts té dos principals inconvenients

quan s’estudia la fisiopatologia de les MDDS.

El primer inconvenient és que aquestes cel-lules no formen part dels principals organs
afectats en la malaltia i, per tant, moltes vegades no mostren els trets caracteristics de les
MDDS com son la deplecid, delecions multiples o mutacions puntuals sobre I’ADNmt. Tant
és aixi, que cap linia de fibroblasts utilitzada en aquesta tesi ha presentat delecions multiples,
mentre que aquestes si que son presents en el muscul esqueletic de molts dels pacients amb
MDDS. A més, només un nombre reduit de fibroblasts ha mostrat deplecié de I’ADNmt sense
necessitat d’induir-la (el que s’anomena deplecié espontania), que han estat les cél-lules
amb mutacions en DGUOK i MPV17, tal com s’havia reportat préviament®?%7 i una de les
tres linies cel-lulars amb mutacions en SUCLG1. El fet que totes les cel-lules analitzades amb
mutacions en DGUOK i MPV17 mostrin deplecié espontania, mentre que la resta de cél-lules
amb mutacions en altres gens no la mostren, semblaria indicar que la funcié d’aquests dos
gens és molt important per al correcte manteniment de I’ADNmt tant en fibroblasts com en
els teixits més afectats dels pacients. El fet que només una de les tres linies analitzades amb
mutacions en SUCLG1 mostri deplecié espontania podria ser degut a que diferents
mutacions s’associin a diferent afectacié dels teixits i/o gravetat, tot i que no hem trobat cap
treball que estudii aquesta possible correlacié genotip/fenotip en una malaltia tan poc
freqiient com la causada per mutacions en SUCLG1. També pot ser que els pacients que

manifesten deplecié de ’ADNmt en fibroblasts siguin portadors de polimorfismes en algun
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gen relacionat amb el el manteniment de ’ADNmt que afavoreix la preséncia del fenotip de
la malaltia en fibroblasts. Pel que fa a I'aparici6 de mutacions puntuals somatiques sobre
I’ADNmt, només les hem observat clarament augmentades en els fibroblasts amb mutacions

133 | La resta de

en TYMP (que causen MNGIE), tal com passa en altres teixits dels pacients
fibroblasts dels pacients no han mostrat un increment de mutacions puntuals somatiques
sobre 'ADNmt, la qual cosa concorda amb que tampoc s’hagi descrit a la literatura un
augment de mutacions sobre el genoma mitocondrial en altres teixits dels pacients causats

per les mutacions patogeniques en el gens associats a MDDS.

Encara que no esta clar perqué els fibroblasts no mostren els trets fenotipics moleculars
(deplecid, delecions multiples i mutacions puntuals) que si que manisfesten els teixits més
afectats en els pacients, una possible explicacio podria estar relacionada amb les diferéencies
en el metabolisme de dNTPs, que varia segons el tipus cel-lular. D’aquesta manera, els
fibroblasts tindrien un metabolisme que aportaria els dNTPs suficients per al correcte
manteniment de ’ADNmt, mentre que les cél-lules més afectades no. Aquestes diferencies
també podrien ser degudes a diferéncies d’expressid tissular de proteines clau per al

correcte manteniment de ’ADNmt.

La segona limitacié dels fibroblasts per estudiar les MDDS és que aquests son cel-lules
replicatives, tot i tenir una taxa replicativa baixa i proporcions modestes de cel-lules en fase
S en el cultiu. Per contra, la majoria dels teixits afectats en els pacients sén teixits
postmitotics, com el cervell o el muscul esquelétic. Aquesta limitacid s’ha superat cultivant
les cél-lules en abséncia de factors de creixement, és a dir, posant el FBS a una concentracié
molt baixa (0,1%) i portant a terme els experiments en cultius confluents, que inhibeixen el
creixement cel-lular per contacte. Aquestes dues condicions fan que els fibroblasts entrin en

guiescencia.

A més, el cultiu de les cél-lules en estat de quiescéncia presenta una altra peculiaritat que
resulta adient per al tipus d’estudis desenvolupats en aquesta tesi. Durant la fase S les
concentracions dels dNTPs sén més altes que en la resta del cicle cel-lular degut a la
contribucié de la sintesi de novo®. En condicions replicatives I’aportacié exdgena de dNs no

causaria un increment molt pronunciat dels dNTPs (expandits a través de la ruta de
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salvament a partir dels dNs), ja que aquest increment es veuria diluit per la sintesi de novo,
que com s’ha mencionat anteriorment, és quantitativament més important en la fase S. En
canvi, en condicions de quiescéncia, la ruta de novo és minoritaria en comparacié amb la
ruta de salvament i els dNTPs son més baixos, de manera que la suplementacié amb dNs té
un impacte en les concentracions de dNTPs a través de la seva fosforilacid per la via de
salvament citosolica i mitocondrial. Cal puntualitzar que tot i que en aquesta tesi no s’han
mesurat els dNTPs en les cél-lules quan s’administrava el tractament amb dNs, es tenen
dades prévies en el laboratori, on utilitzant el mateix disseny experimental, s’observaven
increments en els dNTPs intracel-lulars derivats de la suplementaci6 amb dNs, tant en
fibroblasts controls com en fibroblasts amb mutacions en POLG?33. També es tenen dades
d’un altre treball que mostren que els dNs administrats marcats amb diferents isotops

s’acaben incorporant a I’/ADN3%8,

En aquesta tesi es volia estudiar I'efecte dels dNs sobre la deplecié de 'ADNmt i, per tant,
era necessari que les cel-lules mostressin aquest fenotip molecular. Com que només 6 linies
de fibroblasts mostraven deplecié espontania, només s’ha pogut estudiar directament
I'efecte dels dNs sobre el nombre de copies d’ADNmt en aquestes linies, sense necessitat
d’induir la deplecié amb BrEt. Els resultats mostren que el tractament amb dNs reverteix la
deplecid en tots els casos, coincidint amb el que s’havia reportat préviament per mutacions
en DGUOK® i en MPV17?Y. En aquesta tesi mostrem per primera vegada que els dNs eviten
la deplecié d’ADNmt en cel-lules amb mutacions en SUCLG1, tot i que només ho hem pogut
observar en una de les tres linies estudiades amb mutacions en aquest gen, que també era
I"Gnica de les 3 linies que mostrava un fenotip de replicacié disfuncional de ’ADNmt (tant en

el disseny de deplecid espontania com induida).

En tot cas, aquests resultats indiquen que els dNs poden ser utilitzats per evitar la deplecié
de 'ADNmt causada per mutacions en gens associats al metabolisme de dNTPs, com és el
cas de DGUOK, pero també en MDDS causades per mutacions en gens no relacionats
directament amb el metabolisme de dNTPs, com és el cas de mutacions en MPV17 i per

determinades mutacions en SUCLG1.
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Per a la resta de linies de fibroblasts, que no han presentat deplecié espontania, ha calgut
induir deplecié de 'ADNmt amb BrEt. Aquest compost és un agent intercalant que indueix
superenrotllament sobre I’ADN, cosa que impedeix I'accés dels factors de transcripcid i que
es creu que també ho fa per a la replicacié?>>%>3, Aixd afecta al manteniment de I’ADNmt, ja
que s'impedeix la seva sintesi perdo no necessariament la seva degradacid, cosa que porta a
la deplecid. De fet, experiments portats a terme en aquesta tesi i en altres grups®>? han
mostrat que la coadministracié de dNs amb BrEt no evita la deplecié de TADNmt induida per
aquest agent intercalant, contrariament al que passa quan primer s’incuba solament amb
BrEt, s’elimina i posteriorment s’incuba amb dNs?3. Tal i com es pot veure en els nostres
resultats, si existeix un efecte estimulador de la replicacié de I’ADNmt per part dels dNs es
dona exclusivament en la fase de recuperacid, en absencia de BrEt. Aquest efecte,
segurament, es deu a que encara que els dNs puguin estimular la maquinaria de replicacio,
aquesta no pot accedir a ’ADNmt degut al superenrotllament induit per I'exposicié continua

al BrEt.

A part de la interferencia en la replicacié de ’ADNmt, que és el que interessa per estudiar
I’efecte dels dNs sobre 'ADNmt, s’ha observat que el BrEt té influencia sobre I'expressid
génica en cél-lules en cultiu. En estudis portats a terme en cel-lules mare neurals induides
(iNSCs) a partir de fibroblasts s’ha observat una expressio diferencial en gens relacionats
amb l'autofagia, mitofagia i gens implicats en vies metaboliques, entre les quals es troben

252 Aquest efecte, perd, és transitori i en

les vies de metabolisme de purines i pirimidines
retirar el BrEt, els gens diferencialment expressats tornen als mateixos nivells d’expressié

gue abans d’incubar amb aquest agent quimic.

Com que el possible efecte dels dNs en I’estimulacié de la replicacié de 'ADNmt només es
pot veure incubant primer amb BrEt per induir deplecié de I’ADNmt i eliminant-lo després
per incubar amb els dNs, s’ha seguit aquesta estratégia per estudiar I'efecte dels dNs sobre
I’ADNmt en cél-lules que no presenten deplecié espontania. Un cop induida la deplecié i

retirat el BrEt del cultiu els fibroblasts han actuat de dues maneres diferents.

El primer comportament observat en retirar el BrEt s’ha donat en la majoria de fibroblasts

estudiats (totes les cel-lules amb mutacions en TWNK, DNA2, RRM2B, SPG7, SUCLA2 i la
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majoria de cel-lules amb mutacions en OPA1 i SUCLG1) i consisteix en que les cél-lules son
capaces de recuperar el nombre inicial de copies d’ADNmt en retirar el BrEt i no mantenen
la deplecié al llarg del temps. Aquest comportament és idéntic al que presenten les cél-lules

derivades de controls sans i no evidencia cap defecte en la recuperacié de ’ADNmt.

El segon comportament observat en retirar el BrEt del medi de cultiu s’ha donat en només 3
linies de pacients: I'Ginica linia amb mutacions en RNASEH1 (P5), una de les cinc linies amb
mutacions en OPA1 (P22) i una de les tres linies amb mutacions en SUCLG1 (P31). Aquest
comportament consisteix en que les cél-lules no sén capaces de revertir la deplecié de
'ADNmt quan es retira el BrEt del medi de cultiu. Aquesta observacié ja s’havia fet
préviament en el laboratori pel cas de cél-lules portadores de mutacions en RNASEH13%
s’havia reportat una recuperacié parcial en uns fibroblasts amb unes mutacions diferents’4,

També és un comportament que hem observat sempre en fibroblasts derivats de pacients

amb variants patogéniques en POLG?*,

Els motius pels quals unes cel-lules mostren fenotip de deplecié i altres no en retirar el BrEt,
no estan clars. El fet que la deplecié es mantingui en una de les tres linies amb mutacions en
SUCLG1 i en una de les cinc linies amb mutacions en OPA1 suggereix que la capacitat de
revertir la deplecid després d’eliminar el BrEt no és Unicament depenent del gen, sind que
poden participar altres factors, entre els qual es troba la mutacié concreta que afecta al gen.
De fet, les cel-lules amb mutacions en SUCLGI que han mantingut la deplecié després
d’eliminar el BrEt han estat les mateixes que mostraven deplecié espontania de '’ADNmt i
aquestes tenen les variants patogeniques en homozigosi, mentre que les cél-lules que no
han mostrat fenotip de deplecid les tenen en forma d’heterozigosi. Pel cas d’OPA1, la
preseéncia de deplecié en retirar el BrEt també es podria deure al tipus de mutacidé i a la
gravetat de la malaltia que causa, ja que les cel-lules que presenten deplecié en retirar el
BrEt provenen d’un pacient infantil. Un factor addicional que podria explicar la preséncia o
abséncia de fenotip de deplecié en retirar el BrEt seria la preséncia de polimorfismes en
altres gens que participen en el manteniment de I’ADNmt que predisposessin o protegissin

contra la deplecid, tal com s’ha comentat anteriorment.
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Les cel-lules que no mostraven fenotip de deplecid en retirar el BrEt han impedit estudiar
I'efecte dels dNs sobre ’ADNmt utilitzant aquesta aproximacié experimental. En aquests
casos caldria fer us d’altres models cel-lulars o de models in vivo que mostressin una clara
deplecié mantinguda en el temps per obtenir dades concloents. Un exemple d’aquesta
situacid no concloent és el déficit de TK2: els fibroblasts de pacients amb mutacions en Tk2
sén capacos de revertir la deplecidé quan es retira el BrEt en abséncia de dNs2*®
impossibilitant veure I'efecte dels dNs in vitro (Figura Suplementaria 21), pero fent Us de dos
models diferents de ratolins amb déficit de TK2 que mostren un clar fenotip de deplecié en
alguns teixits s’ha vist que aquests compostos tenen un paper estimulador en la replicacié
de TADNmt316317 i de fet, el seu Us en pacients ha demostrat ser eficag a nivell clinic, tot i no
haver-se pogut mesurar la quantitat d’ADNmt en els pacients38, Aixi doncs, I'abséncia de
fenotip de deplecid en retirar el BrEt no és indicatiu de que el tractament amb dNs no pugui
ser efectiu en I'estimulacio de la replicacié de ’ADNmt. De fet, malgrat aquesta abséncia de
fenotip, en alguns casos s’ha pogut observar un cert efecte estimulador per part dels dNs (el

cas de cel-lules amb mutacions en DNA2 (P4) i RRM2B (P6 i P7) discutit més endavant).

El comportament de les 3 linies de pacients que no recuperaven el nombre de copies
d’ADNmt en retirar el BrEt ha permes veure si els dNs estimulen la replicacié de 'ADNmt. En
el cas dels fibroblasts amb mutacions en SUCLG1 i OPA1 el tractament ha revertit la deplecid
totalment o parcial, apuntant a I'eficacia dels dNs en I'estimulacié de ’ADNmt en MDDS
causades per mutacions en gens no involucrats directament en el metabolisme de dNTPs. El
fet que algunes cél-lules amb unes mutacions en el mateix gen mostrin deplecid i la
reverteixin amb |’Us de dNs mentre que altres cel-lules amb mutacions diferents en el mateix
gen no mostrin deplecié i no es pugui veure I'efecte dels dNs, obre la porta a pensar que
I’eficacia dels dNs pugui ser depenent de la mutacio, fent que alguns pacients es puguin
beneficiar del tractament mentre que d’altres no, cosa que caldria corroborar en algun altre
model experimental que mostri una clara deplecié de I’ADNmt. Pel cas de SUCLG1 no hi ha
cap model animal on es pugui estudiar I'efecte dels dNs pero pel cas d’OPA1, si. El model de
ratoli d’Opal té alterat el splicing en heterozigosi i resulta en haploinsuficiencia de la
proteina®®. Tot i que quan s’ha analitzat el nombre de copies d’ADNmt en mostres d’orella

del ratoli no s’ha observat deplecié de I’ADNmt, podria ser que si que en tingués en altres
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teixits més greument afectats en el deficit d’OPA1, com podrien ser les cél-lules de la retina,

cosa que no s’ha estudiat.

Les altres cel-lules que han mostrat deplecié en retirar el BrEt, les cel-lules amb mutacions
en RNASEH1, no han revertit la deplecié amb la presencia dels dNs apuntant a la ineficacia
d’aquests en estimular la replicacié de I’ADNmt. Aquest ha estat I’Unic cas on havent fenotip
de deplecid després de retirar el BrEt no s’observa efecte terapeutic per part dels dNs. Aixo
es pot deure al mecanisme d’accid que postulem per als dNs, que consisteix en I'estimulacié
de I'activitat del replisoma a través de I'activacid de la polimerasa gamma per augment de
disponibilitat del seu substrat (els dNTPs). Com que la endonucleasa RNASAH1 actta en el
procés de replicacié de I’ADNmt abans que la POLG3? es tracta d’un pas limitant anterior al
moment en el qual els dNs tenen el seu efecte estimulador de la replicacié, de manera que
aquests ja no poden fer la seva funcid en les cél-lules amb variants patogéniques en

RNASAH1.

Tot i que, com s’ha indicat abans, les linies cel-lulars que restitueixen normalment el nombre
de copies d’ADNmt després de I'eliminacié del BrEt no constitueixen un bon model per a
estudiar 'efecte dels dNs, els nostres resultats obtinguts amb mutants en RRM2B i DNA2
ens van obligar a matisar aquesta afirmacid. En aquests casos, tot i que les cél-lules han estat
capaces de recuperar el nombre inicial de copies d’ADNmt sense preséncia de dNs, ho han
fet més rapid quan aquests hi eren presents. De fet, uns resultats similars es van obtenir en
un primer estudi sobre mutacions en RRM2B3%!. Aquests resultats suggereixen un efecte
estimulador en la replicacié de I’ADNmt per part dels dNs per a les mutacions en aquests
gens. Tot i aixi, caldria confirmar aquests resultats en un model que presenti una clara
deplecid, ja sigui in vitro o in vivo. Encara que no hi ha descrit cap model animal amb
afectacions en DNA2, si que existeix un ratoli KO per RRM2B?”>, el qual no s’ha estudiat si té
deplecié de 'ADNmt, pero si que presenta deplecié de les quantitats de dNTPs i té una
superviveéncia de 85 dies, de manera que estudiant aquestes variables amb la preséncia de
tractament es podrien tenir dades precliniques sobre I'eficacia dels dNs en el déficit de

p53R2 (codificat per RRM2B).
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A part dels estudis d’eficacia dels dNs in vitro, en aquesta tesi s’ha explorat també la seva
eficacia in vivo en el model de ratoli KO per Dguok?®’, de forma similar al que s’havia fet pel
cas de TK2 en altres estudis®'®37, A nivell mitocondrial hi ha dos enzims que catalitzen el pas
limitant en la via de salvament del metabolisme de dNTPs. Per una banda, la TK2 s’encarrega
de fosforilar dCtd i dThd cap a dCMP i dTMP i per altra banda la dGK s’encarrega de fosforilar
dAdo i dGuo cap a dAMP i dGMP (Figura 2.4). Mutacions en qualsevol dels dos gens causen
MDDS8192 j en el cas de la TK2 la terapia amb dCtd i dThd ha allargat la supervivéncia i ha
incrementat la quantitat d’ADNmt en dos models diferents de ratolins amb déficit de
TK23163%7 En vista d’aquests resultats i d’altres obtinguts en cél-lules amb mutacions en
DGUOK tractades amb dNs de purina®® s’esperaria que el tractament amb dAdo i dGuo

també funcionés pel déficit de dGK d’igual forma que ho ha fet pel déficit de TK2316317,

El model de ratoli Dguok”- presenta una deplecié quasi total de 'ADNmt en fetge i molt
pronunciada en muscul esquelétic i cervell, tal com es va reportar en la descripcid inicial
d’aquest model®®’. Aprofitant aquest tret fenotipic hem fet Us d’aquests ratolins per estudiar
I’efecte dels dNs sobre el nombre de copies d’ADNmt com a biomarcador de la seva eficacia.
Quan hem estudiat la quantitat d’ADNmt en abséncia de tractament en aquests ratolins hem
trobat uns graus de deplecié de 'ADNmt en fetge, muscul esquelétic i cervell similars als
reportats originalment?®’. En canvi, no hem trobat deplecié en cor, a diferéncia del que
s’havia descrit pels autors que van generar el model®®’. El nombre de ratolins estudiats en el
report original era molt reduit (n=3), en comparacié al nostre (n=10), la qual cosa suggereix
que la deplecié en cor originalment reportada podria ser un artefacte degut a una mostra
reduida. Resulta molt remarcable que, tot i que vam trobar una deplecid del 55% en cervell
i del 75% en el muscul esqueletic, els ratolins no presenten alteracions en la mobilitat o
comportament, encara que aquest Ultim no ha estat estudiat en profunditat?®”-?%°, Resulta
encara més sorprenent que amb una deplecidé quasi total en el fetge (superior al 95%) els
ratolins tinguin una supervivéncia normal sense afectacions hepatiques greus, tret
d’alteracions en les transaminases i augment de la proliferacié cel-lular?72%, Aquestes
dades indiquen la preséncia de mecanismes compensatoris molt eficacos per a la falta
d’ADNmt en aquests tres teixits, com podria ser 'augment de la vida mitjana dels ARNm i

proteines que sén codificades per aquest genoma?®’. ’altre model de ratoli amb déficit de
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dGK?”, el KI Dguok1805/F18%5 & una deplecié en cervell i fetge similar a 'observada en el
model KO utilitzat en aquesta tesi, pero té quantitats normals d’ARNm de gens codificats en
I’ADNmt?7°, Aquest fet explica que els animals siguin viables tot i tenir una deplecié molt

profunda.

La mesura dels dNTPs mitocondrials en els ratolins Dguok”" en abséncia del tractament ha
mostrat que tant en el fetge com en el cervell hi ha una davallada de la quantitat de dGTP,
pero no de dATP, ni de la resta de dNTPs, apuntant a que la deplecié en TADNmt en el deficit
de dGK esta causada per la depleci6 del dGTP, que és el dNTP majoritari en els mitocondris
dels dos teixits estudiat en animals WT. Aquesta troballa també ha estat descrita préviament
en fibroblasts d’un pacient amb mutacions en DGUOK3!2, Un resultat addicional que recolza
que la reduccio del dGTP causa la deplecié de 'ADNmt és que la reduccié del dGTP

correlaciona amb el grau de deplecid en dos teixits diferents (fetge i cervell).

En aquests ratolins s’ha descrit I'augment de I'expressié de les subunitats RRM1 i RRM2 de
la RNR (enzim regulador de la sintesi de novo dels dNTPs) com a possible mecanisme
compensatori de I'alteracié del metabolisme dels dNTPs2%’. Aquest mecanisme, perd, no
sembla suficient per corregir les alteracions en els dNTPs mitocondrials, o almenys, la
caiguda de la quantitat del dGTP i en conseqliéncia la deplecié de 'TADNmt. En canvi, no
podem descartar que aquest mecanisme contribueixi a evitar el deficit de dATP, almenys en
el fetge, ja que, paradoxalment, en aquest organ els ratolins Dguok”” tenen quantitats de

dATP més elevades que als animals Dguok*/*.

En aquesta tesi hem assajat I'Us de dAdo + dGuo com a tractament pel deficit de dGK en
ratolins. El fet de que els ratolins Dguok”" tinguin només el dGTP reduit en fetge i cervell i
que I'administracié de només la dGuo en fibroblasts de pacients amb variants patogeniques
en DGUOK hagi evitat la deplecié® sembla indicar que només amb I'administracié de dGuo
es podria corregir el déficit de dGK. El deficit aillat de dGTP (i no de dATP) in vivo es va
observar per primer cop quan s’analitzaven les dades de ratolins tractats en paral-lel amb
vehicle o dAdo + dGuo i no s’hi havia introduit en el disseny un tercer grup tractat només
amb dGuo, cosa que valdria la pena explorar en el futur. Tot i que es tracta d’un organisme

totalment diferent, és interessant esmentar que quan s’ha administrat dGuo sola en el
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model de deficit de dGK en peix zebra s’ha produit deplecié de '’ADNmt en larves i quan s’ha
administrat la combinacié de dAdo + dGuo s’ha revertit la deplecié només en el fetge de
peixos adults. En aquest model, pero, no s’han mesurat els dNTPs i no es sap quins es troben
reduits?®*. Tot aixd posa de manifest la complexitat de les xarxes de sintesi, salvament i
degradacié dels dNs en la seva regulacid i interconnexions, i la dificultat de treure

conclusions valides per a tots els organs i organismes.

L’administracié de dAdo + dGuo en ratolins Dguok** i Dguok”- no ha tingut cap impacte
sobre 'ADNmt en cap dels organs analitzats (fetge, muscul esquelétic, cervell i cor), de
manera que els animals amb deficit de dGK seguien mostrant la mateixa deplecié de ’ADNmt
en els teixits que inicialment la mostraven (fetge, muscul esquelétic i cervell). Aquest va ser
un resultat inesperat, ja que totes les dades obtingudes amb cel-lules de pacients amb déficit
de dGK havien mostrat eficacia del tractament amb dNs, tant en aquesta tesi com en estudis
previs®>312, Els animals WT tractats amb dAdo + dGuo, a diferéncia del que passa quan es

tracta amb dNs de pirimidina3'’, tampoc han augmentat la quantitat d’ADNmt.

Entre els factors que podrien contribuir a la manca d’efecte dels dNs purinics sobre ’ADNmt
es troba la seva reduida biodisponibilitat, molt inferior a la dels dNs pirimidinics, tal i com
indiquen els nostres resultats en comparacid amb els obtinguts per a pirimidines en

experiments similars3Y’.

La baixa biodisponibilitat dels dNs de purina ha estat confirmada quan s’han mesurat les
guantitats de dAdo + dGuo en plasma i fetge, després de la seva administracioé oral. Hem vist
que les concentracions d’aquests sén indetectables en el plasma d’ambdds genotips
(Dguok** i Dguok”’). Tot i que en fetge si que els hem pogut detectar, no vam trobar un
augment de la seva quantitat degut al tractament. De fet, I'impacte de la dAdo + dGuo
exogena ha estat tan baix que el lleuger augment de dAdo observat en ratolins Dguok” és
el mateix siguin tractats o no tractats. A més, en el plasma dels animals tractats hem detectat
un augment dels productes de degradacié dino en els dos genotips i de xantina i hipoxantina,
en els animals Dguok”", indicant que els dNs administrats s’estan degradant. En fetge, per
contra, no hem observat un augment dels productes de degradacio, suggerint que aquesta

no es dona només a nivell hepatic. De fet, experiments recents portats a terme en el nostre
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laboratori on s’administra dAdo + dGuo per sonda oral a ratolins WT i es mesura una hora
després la seva concentracio en sang obtinguda de la vena porta (que representa la sang que
conté el que s’ha absorbit a nivell intestinal abans de passar pel fetge) mostren que aquests
compostos pateixen una rapida degradacié durant el procés d’absorcié intestinal i/o en sang

abans d’arribar al fetge.

Per tant, la baixa biodisponibilitat dels dNs purinics és molt probablement un factor
determinant de la seva absencia d’efecte in vivo. A més, un altre factor que cal tenir en
compte i que pot tenir influéncia és que el tractament amb dNs de pirimidina d’estudis
anteriors que va estimular la replicacié de ’ADNmt es va administrar a una dosi de 400
mg/kg/dia3!’, mentre que el tractament amb dNs de purina d’aquesta tesi s’ha administrat
a una dosi de 200 mg/kg/dia, degut a la reduida solubilitat d’aquests compostos en

comparacié amb els dNs pirimidinics.

De tota manera, la baixa biodisponibilitat no pot ser I'Gnica causa de la manca d’efecte del
tractament en aquest model, ja que el tractament amb dAdo + dGuo si que va induir un
augment de dGTP (perd no pas de dATP) en el fetge dels ratolins Dguok**. Aquest augment,
perd, no es va observar en ratolins Dguok”", posant de manifest que I'activitat de dGK és
necessaria per I'expansié del dGTP observada en ratolins WT en resposta a I'administracié
de dAdo + dGuo. El fet que el dATP no hagi patit un augment (a diferéncia del dGTP) es pot

deure a que la dGK (almenys la humana) té més afinitat per fosforilar la dGuo que la dAdo33°.

En aquest punt, cal recordar que el mecanisme terapéutic dels dNs pirimidinics per al deficit
de TK2 té lloc mitjancat la fosforilacié de dThd i dCtd a través de TK1 i dCK (enzims citosolics
equivalents de la TK2). En el cas del deficit de dGK, els dNs purinics dAdo i dGuo administrats
haurien de ser fosforilats per I'equivalent citosolic de la dGK, la dCK. D’aquesta manera,
s’obtindrien monofosfats de purina que serien addicionalment fosforilats cap a dNTPs,
disponibles per a entrar com a nucleotids, en els seus diferents graus de fosforilacio, al
mitocondri tot augmentant el contingut mitocondrial de dATP i dGTP, suplint la manca
d’activitat de la dGK. Un mecanisme addicional que contribuiria a la manca d’efecte dels dNs
de purina en el context del ratoli amb déficit de dGK podria estar relacionat amb I'enzim

implicat en el seu efecte terapeutic: la dCK. Una insuficiencia de la dCK (degut a una baixa
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expressio o a les seves propietats cinetiques), podria justificar que en el fetge dels ratolins
Dguok”- el tractament no aconsegueixi expandir el dGTP, a diferéncia del que s’observa en
els ratolins Dguok**. Existeixen molt poques dades del grau d’expressié o cinética enzimatica
de les formes murines d’aquests enzims. Pel que fa a les formes humanes, I'enzim dGK
mostra una Km inferior per la dGuo (Km de 0,5 uM) en comparacié amb la dCK (Km de 100
uM)33L, Si assumim, amb totes les precaucions, que les formes murines presenten afinitats
relatives similars a les formes humanes, podem suposar que la dGuo administrada és
fosforilada principalment per la dGK en els animals Dguok** causant I'laugment del dGTP
observat en fetge d’aquests animals. Per contra, en els ratolins Dguok” la dGuo només pot
ser fosforilada per la dCK, que té menys afinitat que la dGK per la dGuo, fet que pot explicar
gue no hi hagi un augment del dGTP en aquests animals. D’altra banda, les dades que podem
trobar en el recurs Human Protein Atlas (proteinatlas.org)33?, indiquen que dCK es troba molt

poc expressada en fetge, en comparacié amb altres teixits.

En conjunt, les dades obtingudes en el model de ratoli de deficit de dGK semblen indicar que
la deplecié de ’ADNmt en els ratolins Dguok” es deu a la deplecié del dGTP, suggerint que
només amb I'administracié de dGuo es podria corregir aquesta, tot i que caldria comprovar-
ho experimentalment. Per altra banda, I'administracié de dAdo + dGuo ha resultat ineficag
en la reversid de la deplecié manifestada en el model animal i entre els factors que podrien
justificar la manca d’eficacia es troben la seva baixa biodisponibilitat i la possible
insuficiencia de I'enzim citosolic dCK. Aixi doncs, caldria buscar alguna alternativa per
augmentar la biodisponibilitat dels dNs de purina, que a diferéncia dels de pirimidina3'’, sén
molt inestables in vivo. Una forma seria la coadministracié dels dos dNs amb inhibidors de
la seva degradacié (EHNA per a evitar la degradacio de la dAdo per I'enzim ADA i immucilina
H per evitar la degradacié de la dGuo per I'enzim PNP). Aquesta estrategia cal explorar-la de
forma cauta, ja que deficits de [Iactivitat ADA i PNP donen lloc a greus
immunodeficiéncies333334, Altres opcions podrien ser I’encapsulacié dels dNs per evitar la
seva rapida degradacio o I'Us de prodrogues que consisteix en I'is del compost actiu amb
alguna modificacidé quimica que li dona estabilitat, pero que en entrar a la cél-lula, els enzims

d’aquesta modifiquen la molécula convertint-la en el compost actiu, en aquest cas els dNs.
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De fet, s’ha vist que una prodroga del dGMP aconsegueix rescatar la deplecié de ’ADNmt en

cél-lules obtingudes de fetge de rata KO per Dguok, tot i que no s’ha provat in vivo3®,

6.2. Seguretat genica del tractament amb dNs

Tot i que I'Us de dNs i dNMPs s’ha assajat en multiples linies cel-lulars amb mutacions en
gens associats a MDDS, només dos treballs han explorat la seva seguretat genica reportant
abséncia d’induccié de mutacions sobre ’ADNmt233 0 ADNn?>8, Com que en aquesta tesi s’ha
avaluat l'eficacia del tractament en multiples models in vitro de MDDS causades per
mutacions en diferents gens s’han pogut obtenir dades sobre la seguretat génica dels dNs

sobre ’ADNmt mitjancant NGS.

Tal com s’ha indicat en la introduccié (Seccio 2.2.5), 'augment de dNTPs pot resultar
mutagenic per dos motius. El primer, per competicié entre el dNTP complementari a la
cadena motlle i la resta de dNTPs presents en excés que no sén complementaris i el segon,
per |'efecte de nucleodtid seglient. Aquestes dues situacions només poden tenir lloc durant
la replicacid i/o reparacid de ’ADN. Donat que el disseny experimental dels estudis d’eficacia
i seguretat génica del tractament amb dNs in vitro s’han fet en condicions de quiescéncia on
la divisid cel-lular i, per tant, la replicacié de I’ADNn és nul-la, no s’espera que I’ADNn es vegi
afectat per aquests mecanismes mutagenics derivats de I'excés de dNTPs, a excepcid dels
mecanismes de reparacio de I'ADN. Per contra, com que I'ADNmt es replica
independentment al cicle cel-lular®, tant en condicions de proliferacié com de quiescéncia,
els dos mecanismes de mutagénesi per excés de dNTPs si que poden tenir lloc en aquest
genoma. Es per aquest motiu que els estudis de seguretat génica in vitro s’han limitat només

a ’ADNmt.

Els nostres estudis de seguretat genica in vitro sobre I’ADNmt utilitzant el model de deplecié
induida de ’ADNmt han mostrat que el BrEt no resulta mutageénic sobre 'ADNmt, almenys
a la concentracid utilitzada (25 ng/mL). Per altra banda, els estudis utilitzant el model de
deplecid espontania o induida de I’ADNmt han mostrat que els dNs, tot i causar increments

23 no indueixen delecions mdltiples

en les quantitats dels dNTPs d’acord amb treballs previs
ni mutacions noves sobre ’ADNmt. A més, observant els graus d’heteroplasmia de les

variants ja presents en les cél-lules abans del tractament, tampoc s’han vist canvis en els
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seus percentatges indicant que no s’expandeixen les variants preexistents en la mostra.
Aquestes dades son d’especial interes en aquells casos on s’ha observat una estimulacié de
la replicacio de I’ADNmt (cel-lules amb mutacions en DGUOK, MPV17, SUCLG1 (P31) i OPA1
(P22)) i, per tant, una estimulacié del replisoma pel seu substrat (els dNTPs), ja que
I"augment de la seva activitat, ja sigui per la seva acceleracié o per algun altre mecanisme,

no compromet la seva fidelitat i/o activitat correctora.

Aquestes dades contrasten amb estudis in vitro previs on s’ha reportat que I'excés de dNTPs
pot resultar genotoxic'?®. Aquesta discrepancia pot ser deguda a que, tot i que les
concentracions dels dNs utilitzades en el nostre estudi son suficients per causar un augment
dels dNTPs, aquest no és de suficient magnitud com per tenir un efecte deleteri en la
replicaciéo de '’ADNmt. D’aquesta manera, si s’utilitzessin concentracions més altes de dNs
gue causessin un impacte més gran en l'laugment dels dNTPs potser si que esperariem
induccié de mutacions sobre I’ADNmt i si les cel-lules es trobessin en condicions de
replicacié, s’esperaria una aturada del cicle cel-lular33®. Aquest podria ser el cas del treball
que utilitza concentracions de dNs 4 vegades més altes (200 uM) que en aquesta tesi (50
KUM), cosa que causa estimulacié de la replicacié de ’ADNmt, pero també una reduccié del
potencial de membrana mitocondrial i més mortalitat cel-lular, és a dir, que resulten toxics,
encara que el mecanisme de la seva toxicitat no ha esta explorat3?®. En el mateix treball,
utilitzant concentracions de 50 uM, van desapareixer els efectes toxics, perd es van mantenir
els efectes estimuladors sobre la replicacio de ’ADNmt, apuntant a I'eficacia i seguretat
geénica dels dNs a concentracié 50 uM en els models in vitro, que sén les condicions

emprades en aquesta tesi.

L’estudi de la seguretat génica en els models in vitro també ha permeés veure, que tot i que
les mutacions en TK2 presumiblement causen alteracions en els dNTPs i les mutacions en
DGUOK3'2 0 RRM2B3?! causen alteracions observades en els dNTPs, aquestes no s’associen
a un increment de mutacions sobre ’ADNmt, almenys en els fibroblasts, de forma contraria

al que passa en les cél-lules portadores de mutacions en TYMP que causen MNGIE!33,

Els estudis in vitro realitzats en aquesta tesi presenten una limitacié que és I'exposicio curta

al tractament amb dNs i que obre la porta a preguntar-se si una exposicid continua als dNs
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durant periodes de temps més llargs podria donar lloc a mutacions sobre I’ADNmt. En el
model de deplecid espontania I'exposicié maxima al tractament ha estat de només 30 dies,
tot i que la qualitat de FADNmt s’ha estudiat als 20 dies d’exposicié (t20), ja que als 30 dies
(t30) algunes linies cel-lulars presentaven signes d’estres i alta mortalitat (Figura 4.3). En el
model d’induccié de deplecié amb BrEt I'exposicio maxima als dNs ha estat de 20 dies, pero
la qualitat de 'ADNmt s’ha estudiat als 10 dies d’exposicié (t20) perque als 20 dies
d’exposicié (t30) també hi havia signes d’estrés i mort cel-lular en algunes linies cel-lulars

(Figura 4.2).

Fins on es tenen dades, I'associacié entre I'excés de dNTPs i la seva mutagenicitat només
s’ha estudiat ampliament in vitro o in vivo utilitzant models unicel-lulars. L'efecte que pot
tenir 'augment de dNTPs sobre la integritat o fidelitat de copia de 'ADNmt en el context
d’un organisme pluricel-lular ha estat menys estudiat i només coneixem dues situacions
diferents. La primera, és el model de ratoli Tk27- on s’ha introduit el transgén que expressa
la desoxinucleosid kinasa de Drosophila melanogaster (Dm-dNK), ortoleg de Tk2 en aquest
organisme?®728_ | 3 segona situacid, son els pacients de MNGIE, on degut a mutacions en el

133 Donat el limitat nombre

gen TYMP hi ha un excés de dThd que resulta mutagenic
d’estudis en organismes pluricel-lulars vam aprofitar que en el laboratori on s’ha
desenvolupat aquesta tesi s’havien tractat ratolins Tk2*/*i Tk2”- amb dCtd + dThd per avaluar
la seva eficacia (Figura 4.5), en el context d’una tesi anterior'’. Com que disposavem d’una
col-leccio de teixits d’aquell estudi fet en ratolins, vam estudiar la integritat i la seqliéncia de
’ADNmt en aquestes mostres. Aquest model representa una aproximacié més realista de
I'exposicid a dNs, ja que és en el context fisiologic i per via oral, que és la via d’administracid
utilitzada en els pacients amb déficit de TK23!8, A més, utilitzant les mostres obtingudes en

ratolins Dguok” tractats amb dAdo + dGuo per als experiments d’eficacia d’aquest

tractament (Figura 4.6), també vam estudiar la seva possible genotoxicitat sobre ’ADNmt.

Quan es va estudiar I'eficacia del tractament amb dCtd + dThd en el model Tk2” es va veure
un augment en la quantitat dels dNs en plasma i teixits, aixi com en I'ADNmt i en la
supervivéncia®’. Com que aquestes dades confirmaven I'eficacia del tractament no es van
quantificar els dNTPs, tenint en compte que en altres estudis ja s’havia comprovat que

I’administracié oral de dNs indueix expansié dels dNTPs mitocondrials3®®. Els resultats

265



Discussio

d’aquesta tesi indiquen que el tractament amb dCtd + dThd no indueix mutacions puntuals
ni delecions multiples sobre 'ADNmt en fetge o muscul esquelétic de ratolins exposats al
tractament durant 8 o 25 dies, independentment del seu genotip. Aquests resultats
coincideixen amb els observats en aquest mateix model quan es sobreexpressa |'ortoleg de
Tk2 en Drosophila melanogaster (Dm-dNK)?®”. Aquest model, tot i presentar una clara
asimetria entre els dNTPs en muscul esquelétic (increment de més de 100 vegades en les
quantitats de dTTP, 5 vegades en les del dCTP i 2 vegades en les del dGTP i del dATP)?%, no
va mostrar delecions multiples sobre ’ADNmt ni tampoc un increment en la freqiéncia de
mutacions puntuals sobre ’ADNmt, almenys en les dues regions analitzades: en el gen Cytb
i la regid D-loop. En conjunt, tots aquests resultats semblen indicar que els organismes
pluricel-lulars tenen molta tolerancia als desequilibris en els dNTPs, ja que aquests no

resulten mutagenics.

Pel cas dels ratolins amb déficit en dGK, tampoc s’ha observat un efecte mutagénic sobre
I’ADNmt per part dels dNs administrats. En aquest cas, tampoc sorprén el resultat, ja que tal
com s’ha indicat anteriorment (Seccio 6.1) els dNs utilitzats en aquest estudi (dAdo + dGuo)
sén molt poc biodisponibles i només causen un lleuger increment en els dNTPs en ratolins
WT on no estimulen la replicacid de ’ADNmt. Aixi doncs, els dNs de purina tenen poc

potencial mutagénic degut a la seva baixa biodisponibilitat.

L’estudi de les mutacions puntuals i delecions multiples en ’ADNmt en aquests models in
vivo ens ha permés obtenir dades addicionals que no estan directament relacionades amb
la possible mutagenicitat del tractament amb dNs. De la mateixa manera que hem discutit
anteriorment sobre I'abséncia de mutacions en cél-lules de pacients amb MDDS, els resultats
obtinguts en models in vivo també apunten a una abséncia d’induccié de mutacions sobre
I’ADNmt originades per la disfuncié de la proteina causant de la malaltia. D’aquesta manera,
per al cas del ratoli KO per a Tk2, la perdua de funcié de I’enzim, que teoricament resulta en
un desequilibri en les quantitats dels dNTPs mitocondrials (demostrat en el model analeg Kl
per Tk2%78), no resulta en mutagénesi sobre I’ADNmt, tal com indiquen els nostres resultats
i com s’ha reportat en la descripcié del model animal?®’. En el cas del déficit de dGK hem
observat un lleu increment en el nombre de mutacions sobre TADNmt en el fetge de ratolins

Dguok”, perd les peculiaritats de les mutacions trobades i la seva segregacié amb les
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ventrades dels animals suggereixen que la deteccié d’aquests canvis sdn més aviat deguts a
un artefacte causat per la profunda deplecié de ’ADNmt que experimenten aquests ratolins,
creant biaixos en I’heteroplasmia i en el nombre de variants trobades. En conjunt, totes
aquestes dades indiquen que les MDDS causades per mutacions en TK2 i DGUOK cursen amb
abséncia de mutacions puntuals sobre ’ADNmt, almenys en els models animals, i com s’ha
discutit anteriorment, també en fibroblasts de pell. Caldria estudiar-ho en teixits afectats
dels pacients, ja que hi ha clares diferéncies en la malaltia entre humans i ratolins. Un
exemple d’aquestes diferéncies és que el model de ratoli Tk2” no ha mostrat delecions
multiples en muscul esquelétic mentre que els pacients si que les manifesten3%. De tota
manera, els ratolins Tk2”- moren prematurament, la qual cosa no permet analitzar si el
deficit de TK2 podria generar delecions multiples en edats més avancades. La preséncia de
delecions multiples tampoc no s’ha observat en el cervell o el fetge dels ratolins Dguok” a
les edats analitzades, tot i que en pacients amb deficit de dGK només s’ha estudiat aquesta

caracteristica en muscul esquelétic®®3,

La principal limitacié de I'estudi de ’ADNmt en ratolins tractats amb dNs ha estat el temps
d’exposicio al tractament, que en el cas del model de déficit de TK2 ha estat de 8 o 25 dies
(Figura 4.5), mentre que en el model de déficit de dGK ha estat de quasi 6 setmanes (Figura
4.6). Per al cas del deéficit de TK2, aquesta limitacié deriva del model, ja que no és possible
perllongar la vida dels ratolins Tk2”- molt més enlla de 30 dies. No obstant, podria tenir sentit
ampliar I'estudi amb tractaments més perllongats en ratolins WT, en un disseny de
tractament amb aquests compostos a llarg termini. Tot i aix0, el nostre estudi és el primer
on s’explora aquest possible efecte del tractament in vivo en diferent teixits, cosa que
resultaria impossible de portar a terme amb pacients. D’altra banda, 'estudi en aquests
models s’ha limitat a 'ADNmt, pero també tindria sentit estudiar I’ADNn, almenys pel

tractament amb la biodisponibilitat més alta (dCtd + dThd) en el model Tk27".

A banda dels estudis de seguretat genica a nivell preclinic, hem estudiat la seguretat génica
del tractament amb dCtd + dThd en pacients amb deéficit de TK2, ja que hem tingut accés a
ADN de mostres de sang d’aquests pacients abans i després de rebre tractament. Aquest
estudi presenta una gran avantatge enfront als estudis preclinics in vitro i in vivo realitzats

en aquesta tesi i és que suposen un model d’exposicié llarga al tractament real diari amb
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dCtd + dThd que va des de 9 mesos fins a més de 6 anys. Per contra, té la limitacié que s’ha
estudiat en sang, que no és un teixit afectat en els pacients. L'obtencié d’una biopsia de
muscul (teixit afectat en els pacients) per extreure ADN i realitzar aquest estudi hauria
resultat més informativa pero es tracta d’un procediment molt més invasiu que I'obtencié
de sang. Aix0 hauria requerit una justificaciéo molt més fonamentada davant els comites etics
i, en tot cas, hauria reduit drasticament el nombre de pacients estudiats, ja que en molts
d’ells no es va fer bidpsia préevia al tractament i d’altres potser no haurien volgut tornar a
sotmetre’s a aquest procediment. L'estudi de ’ADNmt en sang es veu limitat també pel fet
que és un teixit molt replicatiu i en renovacié constant, de manera que la via de novo estara
molt activa i I'impacte dels dNs administrats sobre les quantitats de dNTPs no sera tan alt

com en un teixit amb una taxa de replicacio baixa, com és el muscul esquelétic.

L’estudi de ’ADNmt de mostres de sang de pacients ha revelat que el tractament no causa
delecions multiples ni tampoc mutacions puntuals, aportant una evidéncia més de la
seguretat genica del tractament amb dCtd + dThd sobre TADNmt més a llarg termini. A més,
el fet que ’'ADNmt de sang de controls sans tingui un nombre de mutacions similar al dels
pacients amb déficit de TK2 no tractats indica que els desbalangos esperats en els dNTPs
mitocondrials ocasionats pel déficit de TK2 tampoc resulten genotoxics, tal com s’ha vist en
els fibroblasts dels pacients i en el muscul esquelétic i en el fetge del model de ratoli de la
malaltia. Cal indicar, pero, que hi ha una gran variabilitat en I'edat de la cohort de pacients
estudiada (Taula 4.2), en canvi, el rang d’edats dels controls sans dels quals s’ha pogut

disposar esta comprés entre uns 40 — 50 anys.

A part de I'estudi de I’ADNmt, aprofitant que la sang i, estrictament, el teixit hematopoétic
dels pacients, ha estat exposat durant llargs periodes de temps als dNs s’ha estudiat la
seguretat genica sobre 'ADNn. Tot i que la situacid ideal hagués estat utilitzar un exoma
complet, la realitat és que, per limitacié de pressupost, només hem pogut seqiienciar un
panell que inclou gens associats a cancer (Human Comprehensive Cancer Panel), que seria
una de les principals conseqiéncies i una de les més greus de tenir inestabilitat genomica en
el cas que fos causada pel tractament. A més, aquest panell cobreix un conjunt de gens que
sén més susceptibles de ser mutats i, per tant, seria més facil trobar-hi variants si el

tractament fos mutagénic. La sang i, per extensio, el teixit hematopoetic del qual deriva, és
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un teixit amb una alta taxa de renovacio (i per tant de replicacid). Aixo fa que sigui un bon
model per estudiar I'efecte mutagénic de I'excés de dNTPs sobre 'ADNn, ja que els
mecanismes de mutagenicitat per desequilibris en els dNTPs es donen, majoritariament,
durant el procés de replicacio6 de 'ADN (amb menor contribucid dels processos de
reparacid). Aquest estudi no ha mostrat cap indici d’'induccié de mutacions, ja sigui de novo
o alterant les freqliéncies de les mutacions somatiques presents en baix grau en els 275 gens

inclosos en el Human Comprehensive Cancer Panel.

Fins aquest punt s’ha comentat que, en tots els sistemes estudiats (cel-lules, ratolins i
mostres de sang de pacients), el tractament amb dNs no causa alteracions qualitatives sobre
’ADNmt, és a dir, delecions multiples o mutacions puntuals. Cal indicar també que el
tractament amb dNs no ha causat alteracions quantitaves de I’ADNmt, és a dir, no ha afectat
negativament a la seva quantitat i no ha causat deplecid, tot i que el nombre de copies no
ha estat mesurat en I’ADNmt de sang dels pacients. Aquests resultats contrasten amb el que
s’ha vist quan es tracten els fibroblasts en cultiu amb només dThd a concentracié 40 pM?*3°,
En aquest cas, la deplecié de ’ADNmt esta causada perque la dThd inhibeix competitivament
la fosforilacio de la dCtd per part de la TK2, causant deplecié de dCTP. Quan s’administra la
combinacié de dCtd + dThd (igual que en els experiments d’aquesta tesi) no s’observa

deplecid.

Gracies als estudis de seguretat genica, s’evidencia que les concentracions assolides de
dNTPs, si bé estimulen la replicacié de ADNmt, no sembla que afectin a la fidelitat en la
replicacid i, per tant, no sén genotoxics ja que no s’ha trobat un augment de mutacions sobre

I’ADNmt o sobre ’ADNnN en els diferents models estudiats.

6.3. Paper d’ENT1 en el fenotip del deficit de TK2 i la resposta

al tractament amb dNs

Un dels processos implicats de manera necessaria en els mecanismes terapeutics dels dNs
és el seu transport a través de les membranes cel-lulars. Aprofitant que disposavem d’un
ratoli KO per a Ent1''®, transportador de nucledsids que, a més, es localitza tant en la

membrana plasmatica® com en la membrana interna mitocondrial®’, el vam aparellar amb
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el ratoli KO per Tk22%¢ que permet veure de forma clara I'efecte del tractament amb dCtd +

317 Aixd ens va permetre comprovar si aquest

dThd sobre la seva supervivéncia
transportador tenia algun rol en el fenotip del model i en I'efecte terapéutic dels dNs. La
informacié més notable i rellevant d’aquesta part de la tesi es va obtenir en els estudis de
supervivéncia, que van revelar que I'absencia de transportador ENT1 anul-lava virtualment
I'efecte del tractament amb dNs, mentre que sense tractament, I'abséncia d’aquest
transportador té un lleuger efecte protector. Discutirem, en primer lloc, les observacions
associades a aquest petit efecte protector, i en segon lloc analitzarem i discutirem aquells

factors relacionats amb el rol necessari d’ENT1 en el mecanisme terapéutic del tractament

amb dNs.

Els experiments de supervivéncia portats a terme en aquesta tesi amb ratolins Tk27" que
expressen ENT1 van mostrar una supervivéncia mediana de 17 dies, similar als 16 dies que
s’havien reportat préviament?®%3%7, Tot i que la causa de la mort d’aquests ratolins no ha
estat investigada en profunditat, alguns estudis i les nostres propies observacions semblen
indicar que la mort esta relacionada amb I'afectacié cerebral i, en menor mesura, muscular
(associades a una clara depleci6 de 'ADNmt en el cervell i més lleu en el mduscul
esquelétic)?6%317, D’altra banda, nosaltres no hem observat cap afectacié en la supervivéncia
del ratoli Ent1”-, tal com s’havia descrit préviament!®. Notablement, els ratolins
Ent17°Tk27 han viscut més (24 dies) que els ratolins Ent1**Tk27", que si que expressen ENT1
(17 dies). Aixo indica que, almenys en les soques de ratolins i les condicions que hem

estudiat, 'absencia d’ENT1 té un cert rol protector davant el déficit de TK2.

Existeix la possibilitat que aquest rol protector estigui relacionat amb un increment del
contingut tissular de dNs en els ratolins Ent17 Tk27". Als 12 dies d’edat i en condicions basals
(sense tractament) les quantitats de dCtd i dThd en fetge i muscul esquelétic han resultat
més altes en els ratolins que no expressen ENT1, possiblement perque els dNs no es poden
exportar a través d’aquest transportador. Aquesta explicacidé és coherent amb el fet que
I’expressié dels transportadors ENT2 i ENT3 en aquests dos teixits és inferior a la d’ENT1%2,
de manera que aquests altres transportadors equilibratius dificilment podrien compensar

I'abséncia d’ENT1. Alternativament, el contingut més elevat d’aquests dNs en els teixits
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esmentats podria ser un reflex de I'increment d’aquests dos compostos en sang, també

observat en el ratoli Ent17".

Sigui com sigui, en el context d’abséncia d’ENT1, el contingut més elevat d’aquests dos
nucleosids podria compensar parcialment el deficit en dNTPs pirimidinics associats al déficit
de TK2. Aixo estimularia la replicacié de '’ADNmt i revertiria la seva deplecid associada al
deficit de TK2. Quan s’ha analitzat la quantitat d’ADNmt s’ha observat que el ratoli doble KO
no mostra deplecié en fetge i tampoc en muscul esquelétic (encara que es veu certa
tendeéncia a la deplecié en I'tltim teixit). L'abséncia de deplecid també s’ha observat en els
ratolins KO per Tk2. D’aquesta manera veiem que l'increment dels dNs associat a la falta
d’ENT1 no ha causat una estimulacié en la replicaciéo de 'ADNmt en ratolins de 5 o 12 dies
d’edat. Aquesta observacié indica que la diferéncia de supervivencia entre els dos genotips
en abséncia de tractament no s’explica per una estimulacié de la replicacié de I’ADNmt en
aquests teixits deguda a la major disponibilitat de dCtd i dThd, que no té cap efecte sobre el
nombre de copies d’ADNmt. El fet que I'augment dels dNs en els dos organs no hagi causat
un augment en el nombre de copies d’ADNmt no és estrany, tenint en compte que I'augment
tissular de dNs degut a la falta d’ENT1 és molt inferior a I'augment aconseguit amb
I’administracio del tractament (dCtd + dThd) per via oral que té un impacte en la
supervivéncia d’acord amb estudis anteriors3!’ i als observats en aquesta tesi (discutit més

endavant).

L'efecte de la manca d’ENT1 en la supervivéncia dels ratolins Tk27- tampoc sembla associat
a canvis en el cervell, ja que a diferencia del fetge i muscul esqueletic, I'abséncia d’ENT1 no
produeix alteracions en el contingut de dCtd i dThd en aquest organ. Aixo indica que ENT1
no és imprescindible per a mantenir 'homeostasi dels dNs pirimidinics endogens en aquest
organ. A més, quan s’ha mesurat el nombre de copies d’ADNmt en aquest organ s’ha

observat el mateix grau de deplecié en ratolins Tk27" tant si s’expressa o no Ent1.

Com que I'augment de supervivencia dels ratolins deguda a I'abséncia d’ENT1 no sembla
mitjancada per un increment del numero de copies d’ADNmt en aquesta edat (almenys en
els teixits estudiats), I'explicacié d’aquest efecte resta oberta. Es poden plantejar algunes

hipotesis que no han pogut ser explorades en aquesta tesi, pero que val la pena considerar
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en el futur. Una d’elles esta relacionada amb I'alletament. Cal recordar que en el disseny dels
aparellaments de ratolins per a aquests experiments, les mares de les cries Ent17/ Tk27"
sempre eren Entl”", mentre que les mares de les cries Ent1**Tk27" sempre eren Ent1**.
Podria ser que les mares que no expressen Entl sintetitzessin llet amb quantitats de dNs
més altes, de manera que les cries Ent17-Tk27" ingeririen llet més rica en dNs. Aixd podria
explicar 'augment dels dNs plasmatics en les cries Ent17-Tk27- (que hem observat en aquesta
tesi) i una estimulacio de la replicacié de 'ADNmt a edats molt primerenques. Tot i que en
aquesta tesi no s’ha vist una estimulacio de la replicacié de 'ADNmt en cap dels teixits
estudiats en cries de 5 0 12 dies que no expressen Entl, podria ser que els dNs en la llet
estimulessin la replicacié de ’ADNmt durant un periode de temps anterior als 5 dies, de
manera que la deplecié de 'ADNmt trigaria uns dies més a donar-se en les cries d’aquest
genotip, allargant uns dies la seva supervivencia. Una forma de comprovar aquesta hipotesi
seria mesurar els dNs presents en la llet de mares Ent1** i Entl” o posar les cries
Ent1**Tk2”- a alletar de mares Ent17 i les cries Ent17/Tk2”/" a alletar de mares Ent1** i

analitzar-ne la supervivéncia.

Tampoc no podem descartar que I'efecte es pugui arrossegar des de les etapes embrionaries
del desenvolupament. Els transportadors de nucledsids s’expressen en la placenta33®, entre
ells ENT13%, de fet, els dNs poden creuar-1a3*°. D’aquesta manera podria ser que la manca
d’ENT1 fes que els dNs s’acumulessin en els embrions Ent17-Tk27, donant lloc a I'estimulacié
de la replicacido de 'ADNmt en estadis prenatals, cosa que no passaria en els embrions
Ent1**Tk27". En el moment del naixement, aquesta situacié canviaria i la sobrecarrega de
dNs es podria moderar o desapareixer i per tant es donaria la deplecié de forma retardada
en les cries Ent17/-Tk2”7 conferint-les uns dies més de supervivéncia. Aquesta hipotesi encaixa
amb el fet que als 5i 12 dies ja no s’apreciin diferéncies en el nombre de copies d’ADNmt i
amb que les cries Ent17"Tk27" tinguin una tendéncia a tenir el nombre de copies d’ADNmt
més alt en muscul esqueletic, tot i que caldria mesurar el contingut de dNs i d’ADNmt en
embrions per confirmar-ho. També seria interessant analitzar la funcionalitat dels
mitocondris, aixi com quantitat de proteines i ARN codificats per TADNmt, ja que poden ser

un reflex de diferéncies previes en el nombre de copies d’ADNmt.
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Abans d’abordar la implicacié d’ENT1 en els mecanismes terapeutics dels dNs pirimidinics
(dThd i dCtd) sobre el deficit de TK2, hem de parar atencié a algunes diferéncies en les
supervivencies observades en ratolins tractats en aquesta tesi, en comparacié amb

observacions prévies d’estudis desenvolupats al nostre laboratori®' i per un altre grup31®.

En els treballs d’aquesta tesi, el tractament amb dCtd + dThd ha incrementat la supervivencia
dels ratolins Ent1*/*Tk27- dels 17 als 51 dies, la qual cosa contrasta amb les dades obtingudes
préviament en el laboratori utilitzant el mateix model animal®'’, on el tractament va allargar
la supervivencia dels ratolins fins a 34 dies. Els nostres resultats també contrasten amb un
altre treball que va utilitzar el model KI per Tk2 tractat amb dues dosis diferents de dCtd i
dThd3!® que va allargar la supervivéncia fins a 31 i 43 dies, depenent de la dosi. Les causes
d’aquesta diferencia en la supervivencia amb el tractament no son clares, pero podrien estar
relacionades amb diversos factors. Un d’ells pot ser les condicions d’estabulacid, ja que els
dos estudis amb els ratolins KO per Tk2, tot i donar-se en el mateix centre de recerca, es van
fer en dos estabularis diferents. Un altre factor pot ser I’hora d’administracié del tractament.

En el primer estudi®'’

el tractament s’administrava a qualsevol hora al llarg del mati, mentre
que en el segon experiment (realitzat en aquesta tesi) el tractament s’administrava sempre
a primera hora del mati. Tot i que I'efecte terapeutic dels dNs pogués estar condicionat per
I’'hora d’administracio, i per tant pels ritmes circadians, no es tenen dades sobre I'efecte
d’aquests en transportadors involucrats en I'absorcié intestinal o en I'activitat o expressié
de TK1 i dCK (que sén els enzims encarregats de |'efecte terapéutic dels dNs en aquest
model). L'efecte de I’hora d’administracio entre els dos estudis també es podria deure als
habits alimentaris dels ratolins, ja que aquests ingereixen la majoria dels aliments durant les
hores de nit3*! i, per tant, el contingut estomacal i I'absorcié, no seran iguals a primera hora
del mati que al llarg de tot el mati, fet que pot afectar I'absorcié del tractament administrat
per via oral. Finalment, un tercer factor, podria ser la deriva genética. Tot i que tant el
ratolins Tk27- com els Ent1”- procedien del mateix fons genétic C57BL/6, aquests han estat
mantinguts de forma independent en diferents estabularis i en aparellar les dues linies s’han
pogut introduir variants genétiques que poden afectar I'absorcio, distribucié o eficacia del

tractament.
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Passem ara a discutir la implicacié d’ENT1 en els mecanismes terapeutics del tractament
amb dNs de pirimidina. Si sense tractament lI'efecte de I'abséncia d’ENT1 sobre la
supervivéncia dels ratolins Tk27" és positiu i relativament moderat (un increment de
supervivéncia mediana de 7 dies, sense afectar la supervivéncia maxima), I'efecte de
I"'absencia d’ENT1 sobre I'eficacia del tractament amb dNs és negatiu i drastic en ratolins
Tk27-. La manca d’ENT1 en ratolins Tk27" ha reduit notablement I'eficacia dels dNs, ja que els
ratolins passen de tenir una supervivencia de 24 dies sense tractar a 27 dies amb tractament
(incrementant la supervivéncia només 3 dies). En canvi, els ratolins Tk27" que si que
expressen Entl responen al tractament i passen d’una supervivéncia de 17 dies sense
tractament a 51 dies amb tractament (incrementant la supervivéncia 34 dies). Tot i que en
aquest ultim grup de ratolins s’allarga notablement la seva supervivencia, aquesta no és com
la d’un ratoli WT, ja que el tractament acaba perdent efecte. S’ha proposat que aquesta
pérdua de I'efecte del tractament es deu a canvis ontogénics que afecten la biodisponibilitat
dels dNs a través de dos mecanismes. Per una banda, els enzims catabolics de la dCtd i la
dThd, CDA i TP, augmenten la seva expressid i activitat amb I'edat en l'intesti. Per altra
banda, els enzims TK1 i dCK, encarregats de fosforilar a nivell citosolic els dNs, disminueixen

la seva expressié i activitat amb I'edat316:3%7,

Perintentar explicar les diferencies de supervivéncia degudes a ENT1 vam explorar I'absorcié
intestinal de la dCtd i dThd administrades per via oral mitjangant un estudi farmacocinetic
en ratolins Ent1** i Ent17-. Aquest estudi es va fer de forma independent a TK2, ja que els
ratolins KO per a Tk2 no arriben a adults (edat en que és més facil fer un estudi
farmacocinétic) i de fet TK2 no juga cap paper en el transport de dNs. A nivell de I'enterocit
els transportadors de nucleosids concentratius es troben a la part apical, en contacte amb el
lumen de l'intesti, de manera que els dNs administrats per via oral poden entrar en
I’enterocit de forma independent als transportadors equilibratius, entre els quals es troba
ENT1. En canvi, en la part basal de I'enterocit es localitzen els transportadors equilibratius,
entre ells, ENT1'%L, Quan vam comparar la farmacocinética de dThd i dCtd en ratolins Ent1**
i Ent17" no vam veure que l'abséncia d’ENT1 impedis 'absorcié d’aquests nucleosids, la qual
cosa indica que ENT1 no és un factor indispensable pel transport dels dNs des de I'enterocit

cap al torrent sanguini.
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Donat que ENT1 no juga un paper clau en I'absorcid intestinal de la dCtd i la dThd vam
explorar el seu rol en el transport dels dos dNs en diferents organs de ratolins Ent1** i
Ent17". De totes les mostres estudiades (plasma, fetge, muscul esquelétic i cervell), només
en cervell vam observar un bloqueig clar de I’entrada del tractament en absencia d’ENT1.
Aquest bloqueig es veu en la manca de biodisponibilitat cerebral de dThd després del
tractament. Addicionalment, quan s’estudien els productes de degradacid dels dos dNs
administrats (dUrd per al cas de la dCtd i Thy per al cas de la dThd) o la suma del producte
administrat més el seu producte de degradacié (com a indicador de la totalitat de compost
que ha entrat) s’observa un clar bloqueig de I'entrada dels dos compostos en aquest organ

quan no hi ha expressio d’Ent1.

En vista a les observacions fetes en ratolins Ent1** i Ent17- adults es va estudiar si aquests
resultats replicaven en els ratolins amb el mateix genotip que en els estudis de supervivéncia
i que, a més, tenien compromesa la seva supervivéncia (ratolins Ent1**Tk2”- i ratolins
Ent17/Tk27"). El fet de treballar amb animals que tenien una supervivéncia de 17 dies (ratolins
Ent1**Tk27") i 24 dies (ratolins Ent17/Tk27") en abséncia de tractament ens va obligar a
utilitzar ratolins molt joves per aquest estudi (12 dies d’edat). La primera diferéncia que hem
observat en comparar les concentracions entre els ratolins adults (8 — 10 setmanes d’edat)
amb més joves (12 dies d’edat) ha estat que les concentracions basals de dCtd i dThd sén
més altes en tots els teixits estudiats de ratolins joves. A més, el tractament aconsegueix
concentracions notablement més altes en ratolins més joves, ja que s’han descrit canvis
ontogeénics en ratolins adults que redueixen la biodisponibilitat dels dNs3!6317, tal com s’ha

comentat anteriorment.

Tot i les diferéncies pel que fa a la biodisponibilitat general, les observacions en els ratolins
més joves han mostrat els mateixos resultats que en els ratolins adults: en absencia del
transportador ENT1 la dCtd i dThd administrades veuen notablement bloquejada la seva
entrada al cervell tal i com indiquen les seves quantitats, aixi com les dels seus productes de
degradacid, que sén menors en aquest organ després del tractament. Aquesta observacio
no s’ha donat en fetge o muscul esqueléetic, tal com passava en ratolins adults. Aixi doncs,

les dades apunten a un rol primordial d’ENT1 per a I'entrada del tractament al cervell com a
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pas necessari per al seu efecte terapeutic. De fet, aix0 esta d’acord amb I'observacié que el

cervell és potser I'd0rgan més afectat en el model animal de déficit de TK2.

Un experiment addicional per acabar de demostrar la importancia d’ENT1 en I'entrada dels
dNs en el cervell i el seu impacte sobre ’ADNmt seria mesurar el nombre de copies d’ADNmt
en ratolins amb en els genotips Ent1**Tk2”" i Ent17/"Tk2” tractats didriament per comprovar

si la supervivencia i la quantitat de dNs correlaciona amb la quantitat d’ADNmt.

El fet que en estudis anteriors s’hagi vist que les concentracions dels dNs assolides en el
plasma i la seva eficacia en I'estimulacié de la replicacié de I’ADNmt canvien depenent de si
s’administra dThd sola o en combinacié amb dCtd3'’ obliga a, en un futur, estudiar el paper
d’ENT1 en el transport de la dCtd i dThd per separat, ja que aquests dos compostos podrien
competir entre ells. Donat que ENT1 juga un paper molt important en el transport de
nucleosids, aixi com d’analegs de nucleosids utilitzats per al tractament de cancer o
infeccions viriques es coneixen bé les afinitats d’aquest transportador i dels ENT2 i ENT3 per
molts d’aquests compostos i per a la dThd'?}, perd no es tenen dades per a la dCtd. Disposar
d’aquesta ultima Km ens ajudaria a establir I’especificitat preferencial del transportador per
un o altre dN. D’altra banda, podria ser que els transportadors de nucleosids estiguessin

t316,317

afectats per canvis ontogenics similars als comentats anteriormen , contribuint als

canvis en la biodisponibilitat, cosa que fins on tenim informacié no ha estat estudiada.

En aquesta tesi, totes les mesures dels dNs s’han fet sempre en homogenat total de teixit.
Donat que ENT1 s’expressa també en el mitocondri®’, de cara al futur valdria la pena explorar
el seu rol en I’entrada de dNs al mitocondri. Explorar aquesta via no seria tan interessant pel
deficit de TK2 o de dGK, ja que en aquests casos els dNs administrats es fosforilen
principalment en el citoplasma i entren com a nucleotids monofosfat, difosfat o trifosfat en
el mitocondri de forma independent a ENT1. Per contra, en els casos en que s’administren
dNs i aquests entren i es poden fosforilar en el mitocondri (com el cas del déficit de POLG o
de MPV17, SUCLG1 i OPA1) estudiar el paper d’ENT1 en aquesta entrada té més rellevancia,
ja que afectaria a les quantitats de dNs mitocondrials i per extensio a les quantitats de dNTPs
mitocondrials que estimularien la replicacié de 'ADNmt, afectant aixi de forma indirecta

I’eficacia del tractament amb dNs per a les MDDS.
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En conjunt, els experiments realitzats per estudiar la implicacié d’ENT1 en el mecanisme
terapeutic dels dNs administrats com a tractament del déficit de TK2 indiquen que aquest
transportador equilibratiu no resulta crucial per a I'absorcié intestinal quan s’administra
dCtd i dThd per via oral i tampoc resulta indispensable per al transport d’aquests dNs cap al
fetge o muscul esquelétic, perd si que és imprescindible per a I'entrada d’aquests dos
compostos en el cervell. Aquests resultats obren la porta a modular I'activitat d’ENT1 per

poder augmentar la biodisponibilitat del tractament amb dNs.
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Conclusions

1. Els dNs estimulen la replicacié de I’ADNmt in vitro sempre que s’observa una incapacitat
per mantenir el nombre de copies d’aquesta molécula, amb I'excepcié de les cel-lules amb
mutacions en RNASEH1. Aquesta estimulacié s’ha observat en cel-lules amb mutacions en
diversos gens, incloent-hi alguns no implicats en el metabolisme de nucleotids (DGUOK,
MPV17, SUCLG1 i OPA1). Per tant, el tractament amb dNs es podria ampliar a MDDS
causades per mutacions en gens que no estan funcionalment relacionats amb el

metabolisme de dNTPs.

2. El tractament oral amb dNs de purina no ha mostrat efectivitat per revertir la deplecié de
I’ADNmt observada en diversos organs del ratoli KO per Dguok. La baixa biodisponibilitat
dels dNs de purina, aixi com la possible insuficiencia de I'enzim dCK poden ser, almenys en
part, responsables de la manca d’eficacia del tractament, tot i que caldria fer més estudis

per consolidar aquesta conclusié.

3. Els fibroblasts de pell dels pacients amb mutacions en TWNK, DNA2, RNASEH1, RRM2B,
TK2, DGUOK, OPA1, SPG7, MPV17, SUCLA2 i SUCLG1 no presenten alteracions qualitatives
sobre ’ADNmt (ni delecions multiples ni mutacions puntuals). Els ratolins amb déficit de TK2
o dGK tampoc mostren cap alteracié sobre I’ADNmt en fetge i muscul esquelétic, en el primer
cas, o fetge i cervell en el segon cas, a les edats estudiades. Aquests resultats indiquen que
les disfuncions dels gens associats a MDDS que hem estudiat no causen mutacions puntuals

somatiques sobre I’ADNmt, a diferéncia del que s’ha observat en pacients amb MNGIE.

4. El tractament amb dNs, en les seves diferents combinacions, no resulta genotoxic sobre
I’ADNmt en els models in vitro de MDDS. Els dNs de pirimidina i de purina administrats per
via oral en els models in vivo de ratolins amb deficit de TK2 i de dGK tampoc resulten
genotoxics sobre el genoma mitocondrial. Els dNs de pirimidina tampoc han mostrat
genotoxicitat sobre I’ADNmt o sobre ’ADNn de mostres de sang de pacients amb déficit de
TK2 tractats durant llargs periodes de temps. En conjunt, aquestes dades apunten a la

seguretat genica del tractament amb dNs a les dosis emprades.

5. L’absencia del transportador de nucleosids ENT1 té un impacte positiu en la supervivencia
dels ratolins amb déficit de TK2, tot i que els mecanismes que hi estan implicats sén encara

desconeguts.
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6. ENT1 és un mediador necessari per a I'efecte terapeutic dels dNs de pirimidina sobre la
supervivéncia dels ratolins amb deficit de TK2 i resulta imprescindible per a I'entrada de la
dCtd i dThd al cervell d’aquests animals. Aquesta associacié dona suport a laidea que I'efecte
del tractament sobre el sistema nervids central és crucial per a I'eficacia d’aquesta terapia
sobre la supervivéncia en ratolins. A més, en conjunt, els resultats sobre el rol d’ENT1 obren
la porta a considerar la modulacié de la seva activitat com a nova diana terapéutica en les

MDDS.
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Figura Suplementaria 1. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts de
controls sans i de pacients amb mutacions en OPA1, SPG7 i POLG quan s’incuben a la vegada amb
BrEtiels 4 dNs. La linia representa la quantitat d’ADNmt en els fibroblasts de controls sans (C6 i C12) i
en fibroblasts de pacients amb mutacions en gens associats a MDDS (P18, P29, P50 i P51) exposades a
BrEt 25 ng/mL durant 15 dies per induir la deplecié de 'ADNmt (regié marcada en gris) incubat en
presencia (en blau) o abséncia (en negre) del tractament amb els 4 dNs (dAdo, dGuo, dCtd, dThd) a
concentracié de 50 uM cada un i EHNA 5 uM. Els valors sén la mitjana i el rang de les dues repliques
del mateix experiment. En I'experiment s’han inclos quatre linies cel-lulars que, gracies a experiments
previs, es sap que reverteixen la deplecio de 'ADNmt en retirar el BrEt sense tractament amb dNs
(cél-lules C6, C12, P18 i P29) i dues linies cel-lulars que no reverteixen la deplecio en retirar el BrEt sense
el tractament amb dNs (cél-lules amb les mutacions p.[Leu623Trp];[Lys755Glu] en POLG (P50) i cél-lules
amb les mutacions p.[Tyr955Cys];[Y955Cys] en POLG (P51).
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Figura Suplementaria 2. Valors del control de métode de la qPCR. Nombre de copies d’ADNmt en els
controls de precisio del métode de les gPCR de mostres humanes (a) o de mostres de ratoli (b). Els punts
mostren els valors de cada determinacid independent en una placa de qPCR diferent, la linia horitzontal
representa la mitjana i les barres d’error la desviacié estandard.
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Figura Suplementaria 3. Valors del control de métode de la determinacio enzimatica dels dNTPs.
Quantitat de cada dNTP (nmols/mg proteina) mesurat en la mostra de fetge que serveix com a control
de precisio de la determinacié de dNTPs. Els punts mostren els valors de cada determinacio
independent, la linia horitzontal representa la mitjana i les barres d’error la desviacio estandard.
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Figura Suplementaria 4. Nombre de copies d’ADNmt en fibroblasts dels controls sans a t0. Nombre
de copies d’ADNmt de cada un dels controls (punts) amb la seva mitjana i desviacié estandard. La linia
discontinua marca el llindar a partir del qual s’ha considerat que unes cél-lules presenten deplecio
espontania de ’ADNmt (dues desviacions estandard inferiors a la mitjana).
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Figura Suplementaria 5. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts de
controls sans (C1-C10) utilitzant el model de deplecié de 'ADNmt induida amb BrEt. La linia
discontinua representa el nombre de copies d’ADNmt en les cél-lules que no s’han incubat amb BrEt per
veure si hi ha deplecid espontania de ’ADNmt. La linia continua representa la quantitat d’ADNmt en
les cel-lules exposades a BrEt durant 10 dies per induir la deplecié de '’ADNmt (regié marcada en gris) i
la quantitat d’ADNmt en abséncia (en negre) o presencia (en blau) del tractament amb els 4 dNs a
concentracio de 50 uM cada un i EHNA 5 uM. Els valors sén la mitjana i el rang de diferents experiments
(C1-C4, C6, €9, C10) o la mitjana i el rang de les dues répliques del mateix experiment (C5,C7,C8). Les
cel-lules del C5 es van recollir en I'ultim punt experimental a dia 28 (en comptes de dia 30) perque hi
havia molta mortalitat.
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Figura Suplementaria 6. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts de
controls sans (C1, C3, C6) tractats amb dGuo utilitzant el model de deplecié espontania de ’ADNmt.
La linia en negre mostra el nombre de copies d’ADNmt en fibroblasts no tractats i la linia en blau mostra
el nombre de copies d’ADNmt en fibroblasts tractats amb dGuo 50 uM. Els valors son la mitjana i el
rang de les dues répliques del mateix experiment. Les cél-lules es van recollir en I'iltim punt
experimental a dia 28 (en comptes de dia 30) perqué hi havia molta mortalitat.
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Figura Suplementaria 7. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts de
controls sans (C1, C3, C4, C9) tractats amb els 4 dNs utilitzant el model de deplecié espontania de
FADNmt. La linia en negre mostra el nombre de copies d’ADNmt en fibroblasts no tractats i la linia en
blau mostra el nombre de copies d’ADNmt en fibroblasts tractats amb els 4 dNs 50 uM i EHNA 5 uM.
Els valors son la mitjana i el rang de les dues répliques del mateix experiment. Les cel-lules es van recollir
en I’ultim punt experimental a dia 28 (en comptes de dia 30) perqueé hi havia molta mortalitat.
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Figura Suplementaria 8. Grau d’heteroplasmia de les mutacions trobades sobre 'ADNmt en
fibroblasts de controls sans i de pacients amb mutacions en TK2 tractats amb dCtd + dThd utilitzant
el model de deplecio induida de ’ADNmt. Grau d’heteroplasmia de les mutacions a dia 0 (t0), dia 20
sense tractament (t20 No tractat) i dia 20 amb tractament amb dCtd i dThd 50 uM cada un (t20 dCtd
+ dThd) en els fibroblasts de controls sans (C7, C11) i de pacients amb mutacions en TK2 (P8 — P15)
utilitzant el model de deplecié de ’'ADNmt amb BrEt. La regié marcada en blau indica els canvis a dia
20 sense tractament i amb tractament i, per tant, mostra [l'efecte dels dNs sobre el grau
d’heteroplasmia de les mutacions trobades sobre ’ADNmt. Test estadistic: Wilcoxon test (quan n>2),
negatiu en tots els casos, excepte en el P11, que va mostrar un increment en alguns percentatges
d’heteroplasmia entre t20 sense tractament i t20 amb tractament (p=0,0469) i P13, que va mostrar
una davallada en alguns percentatges d’heteroplasmia entre t20 sense tractament i t20 amb
tractament (p=0,0342).
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Figura Suplementaria 9. Grau d’heteroplasmia de les mutacions trobades sobre 'ADNmt en
fibroblasts de controls sans tractats amb els 4 dNs utilitzant el model de deplecié induida de ’ADNmt.
Grau d’heteroplasmia de les mutacions trobades sobre ’ADNmt en fibroblasts de controls sans (C1 —
C3, C6—(C9) a dia 0 (t0), dia 20 sense tractament (t20 No tractat) i a dia 20 amb tractament amb els 4
dNs 50 uM cada un i EHNA 5 uM (t20 4 dNs) utilitzant el model de deplecié de TADNmt amb BrEt. La
regio marcada en blau indica els canvis a dia 20 sense tractament i amb tractament i, per tant, mostra
I’efecte dels dNs sobre el grau d’heteroplasmia de les mutacions trobades sobre '’ADNmt. Test
estadistic: Wilcoxon test (quan n>2), negatiu en tots els casos, excepte en el C1, que va mostrar una
davallada en alguns percentatges d’heteroplasmia entre el t0 i t20 amb tractament (p=0,0105) i entre
t20 sense i amb tractament (p=0,0112).
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Figura Suplementdaria 10. Grau d’heteroplasmia de les mutacions trobades sobre ’ADNmt en
fibroblasts de pacients amb mutacions en diferents gens associats a MDDS tractats amb els 4 dNs
utilitzant el model de deplecio induida de ’ADNmt. Grau d’heteroplasmia de les mutacions trobades
sobre '’ADNmt en fibroblasts de pacients amb mutacions en diferents gens associats a MDDS (P1 — P7,
P18 —P22) a dia 0 (t0), dia 20 sense tractament (t20 No tractat) i dia 20 amb tractament amb els 4 dNs
50 uM cada un i EHNA 5 uM (t20 4 dNs) utilitzant el model de deplecié de ’ADNmt amb BrEt. La regio
marcada en blau indica els canvis a dia 20 sense tractament i amb tractament i, per tant, mostra
I'efecte dels dNs sobre el grau d’heteroplasmia de les mutacions trobades sobre '’ADNmt. Test
estadistic: Wilcoxon test (quan n>2), negatiu en tots els casos, excepte en el P2, que va mostrar una
davallada en alguns percentatges d’heteroplasmia entre entre el t0 i t20 sense tractament (p=0,0122)
i entre t0 i t20 amb tractament (p=0,0039).
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Figura Suplementaria 11. Grau d’heteroplasmia de les mutacions trobades sobre ’ADNmt en
fibroblasts de pacients amb mutacions en diferents gens associats a MDDS tractats amb els 4 dNs
utilitzant el model de deplecio induida de ’ADNmt. Grau d’heteroplasmia de les mutacions trobades
sobre '’ADNmt en fibroblasts de pacients amb mutacions en diferents gens associats a MDDS (P23 —
P28, P30 — P33) a dia 0 (t0), dia 20 sense tractament (t20 No tractat) i dia 20 amb tractament amb els
4 dNs 50 uM cada un i EHNA 5 uM (t20 4 dNs) utilitzant el model de deplecié de ’ADNmt amb BrEt. La
regio marcada en blau indica els canvis a dia 20 sense tractament i amb tractament i, per tant, mostra
I’efecte dels dNs sobre el grau d’heteroplasmia de les mutacions trobades sobre '’ADNmt. Test
estadistic: Wilcoxon test (quan n>2), negatiu en tots els casos.
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Figura Suplementaria 12. Grau d’heteroplasmia de les mutacions trobades sobre 'ADNmt en
fibroblasts de controls sans i de pacients amb mutacions en diferents gens associats a MDDS tractats
amb els 4 dNs utilitzant el model de deplecié espontania de ’ADNmt. Grau d’heteroplasmia de les
mutacions trobades sobre ’ADNmt en fibroblasts de controls sans (C1, C3, C4, C9) i de pacients amb
mutacions en MPV17 (P27, P28, P29) i SUCLG1 (P31) a dia O (t0), dia 20 sense tractament (t20 No
tractat) i dia 20 amb tractament amb els 4 dNs 50 uM i EHNA 5 uM (t20 4 dNs) utilitzant el model de
deplecio espontania de ’'ADNmt. La regié marcada en blau indica els canvis a t20 sense tractament i
amb tractament i, per tant, mostra I'efecte dels dNs sobre el grau d’heteroplasmia de les mutacions
trobades sobre ’ADNmt. Test estadistic: Wilcoxon test (quan n>2), negatiu en tots els casos, excepte
en el C1, que va mostrar un descens en alguns percentatges d’heteroplasmia entre entre el t0 i t20
sense tractament (p=0,0273) i entre t0 i t20 amb tractament (p=0,0039).
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Figura Suplementaria 13. Grau d’heteroplasmia de les mutacions trobades sobre ’ADNmt en
fibroblasts de controls sans i de pacients amb mutacions en DGUOK tractats amb dGuo utilitzant el
model de deplecio espontania de 'ADNmt. Grau d’heteroplasmia de les mutacions trobades sobre
I’ADNmt en fibroblasts de controls sans (C1, C3, C6) i de pacients amb mutacions en DGUOK (P16, P17)
a dia 0 (t0), dia 20 sense tractament (t20 No tractat) i dia 20 amb tractament amb dGuo 50 uM (t20
dGuo) utilitzant el model de deplecié espontania de ’ADNmt. La regio marcada en blau indica els canvis
a t20 sense tractament i amb tractament i, per tant, mostra I’efecte dels dNs sobre el grau
d’heteroplasmia de les mutacions trobades sobre ’ADNmt. Test estadistic: Wilcoxon test (quan n>2),
negatiu en tots els casos, excepte en el C1, que va mostrar un descens en alguns percentatges
d’heteroplasmia entre entre el t0 i t20 sense tractament (p=0,0273) i entre t0 i t20 amb tractament
(p=0,0078).
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Figura Suplementaria 14. Grau d’heteroplasmia en muscul i fetge de ratolins WT per Tk2 tractats
amb PBS o dCtd + dThd. Comparacio del grau d’heteroplasmia de les variants trobades sobre ’ADNmt
en muscul esquelétic (gastrocnemi + soli) i fetge de ratolins Tk2*/* (WT) tractats didgriament a partir del
dia 4 d’edat per via oral amb PBS o dCtd + dThd 400 mg/kg/dia fins al dia 12 o 29. Test estadistic:
Wilcoxon test (quan n>2), negatiu en tots els casos.
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Figura Suplementaria 15. Grau d’heteroplasmia en muscul i fetge de ratolins KO per Tk2 tractats amb
PBS o dCtd + dThd. Comparacio del grau d’heteroplasmia de les variants trobades sobre '’ADNmt en
muscul esquelétic (gastrocnemi + soli) i fetge de ratolins Tk2/- (KO) tractats diagriament a partir del dia
4 d’edat per via oral amb PBS o dCtd + dThd 400 mg/kg/dia fins al dia 12 o 29. Test estadistic: Wilcoxon
test (quan n>2), negatiu en tots els casos.
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Figura Suplementaria 16. Grau d’heteroplasmia en fetge i cervell de ratolins WT per Dguok tractats
amb PBS. Comparacio del grau d’heteroplasmia de les variants trobades sobre '’ADNmt en fetge i
cervell de ratolins Dguok*’* (WT) tractats diariament a partir del dia 8 d’edat amb PBS per via oral fins
a les 6 setmanes d’edat. Test estadistic: Wilcoxon test (quan n>2), negatiu en tots els casos.
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Figura Suplementaria 17. Grau d’heteroplasmia en fetge i cervell de ratolins WT per Dguok tractats
amb Ado + dGuo. Comparacio del grau d’heteroplasmia de les variants trobades sobre ’ADNmt en
fetge i cervell de ratolins Dguok** (WT) tractats diariament a partir del dia 8 d’edat amb dAdo + dGuo
per via oral a una dosi de 200 mg/kg/dia fins a les 6 setmanes d’edat. Test estadistic: Wilcoxon test

(quan n>2), negatiu en tots els casos, excepte el WTI18, que va mostrar uns percentatges
d’heteroplasmia superiors en el cervell (p=0,0195).
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Figura Suplementaria 18. Grau d’heteroplasmia en fetge i cervell de ratolins KO per Dguok tractats
amb PBS. Comparacio del grau d’heteroplasmia de les variants trobades sobre '’ADNmt en fetge i
cervell de ratolins Dguok”- (KO) tractats diariament a partir del dia 8 d’edat amb PBS per via oral fins a
les 6 setmanes d’edat. Test estadistic: Wilcoxon test (quan n>2), negatiu en tots els casos.
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Figura Suplementaria 19. Grau d’heteroplasmia en fetge i cervell de ratolins KO per Dguok tractats
amb dAdo + dGuo. Comparacio del grau d’heteroplasmia de les variants trobades sobre ’ADNmt en
fetge i cervell de ratolins Dguok”’- (KO) tractats diariament a partir del dia 8 d’edat amb dAdo + dGuo
per via oral a una dosi de 200 mg/kg/dia fins a les 6 setmanes d’edat. Test estadistic: Wilcoxon test
(quan n>2), negatiu en tots els casos.
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Figura Suplementaria 20. Distribucio del nombre de variants trobades amb el Human Comprehensive
Cancer Panel amb la seva freqiiéncia al-lélica en el control de validacio de la técnica i en el control
sa. Les variants representades tenen una freqiiencia entre el 1% i el 100% i s’han analitzat en ADN de

sang.

Taula Suplementaria 1. Resultat del test estadistic Mantel-Cox de les corbes de supervivéncia per

veure el paper d’ENT1. *p<0,05, ** p<0,005, ****p<0,0001, ns: no significatiu.

Entl WT Tk2 KO
vs.
Ent1 KO Tk2 KO No Tractats
Entl WT Tk2 KO
vs.

Ent1 KO Tk2 KO dCtd + dThd
Ent1 WT Tk2 KO No tractats
vs.

Entl WT Tk2 KO dCtd + dThd
Ent1 KO Tk2 KO No tractats
vs.

Ent1 KO Tk2 KO dCtd + dThd

diQ )
0,008 (*) 0,2152 (ns)
<0,0001 (*¥**¥) 0,0025 (**)
<0,0001 (¥**¥) 0,0051 (*)
<0,0001 (****) 0,0018 (**)
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Figura Suplementadria 21. Nombre de copies d’ADNmt per cél-lula al llarg del temps en fibroblasts de
controls sans i de pacients amb mutacions en TK2 utilitzant el model de deplecié de ’ADNmt induida
amb BrEt. La linia representa el nombre de copies d’ADNmt en els fibroblasts de controls sans (C7iC11)
i en fibroblasts de pacients amb mutacions en TK2 (P8 — P15) exposades a BrEt durant 10 dies per induir
la deplecio de 'ADNmt (regio marcada en gris) i la quantitat d’ADNmt en abséncia (en negre) o
preséencia (en blau) del tractament amb dCtd i dThd a concentracio de 50 uM cada un. Els valors son la
mitjana i el rang de les dues répliques del mateix experiment.
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