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RESUMEN

La precision con la que la célula lleva a cabo la replicacién de su material genético es
esencial para su supervivencia y un factor clave en la fidelidad de dicha replicacién es la
concentraciéon absoluta y relativa de cada uno de los cuatro desoxirribonucleétidos
trifosfato (ANTPs) (Mathews, 2006). Asi, desequilibrios en el pool de dNTPs pueden
promover errores durante la replicaciéon (Kumar et al., 2011). Mas atn, la falta de alguno
de los precursores del DNA provoca una severa inestabilidad mitocondrial y cromos6mica
en células eucariotas, especialmente después de producirse dafios en el genoma, ya que los
mecanismos de reparacion requieren nucleétidos para la sintesis de DNA. Por tanto, es
necesario un control estricto de las rutas de sintesis y de catabolismo de dNTPs ya que
cualquier defecto en su regulacion causa fendmenos de estrés replicacional y compromete

la estabilidad del genoma (Mathews, 2014; Pai & Kearsey, 2017).

Las enzimas implicadas en metabolismo de nucledtidos desempefian un papel
fundamental en la regulacién y control del pool de nucleétidos, tanto en situaciones
fisiolégicas normales como patogénicas. Estas enzimas pueden ademas jugar un papel
relevante en la activacidn y/o degradacion de farmacos. Todo ello confiere especial interés
al estudio y caracterizacidon de nuevas enzimas implicadas en estas rutas metabdlicas y su
regulacion a nivel bioquimico y celular. Es el caso de la nucleotidohidrolasa humana
DCTPP1. DCTPP1 hidroliza dCTP dando lugar a dCMP y pirofosfato, controlando de esta
manera los niveles intracelulares de dCTP (Requena et al, 2014). Ademas presenta una
alta afinidad por derivados de desoxicitidina modificados en posicion 5 de la base como el
5-formil-dCTP, 5-yodo-dCTP o el 5-metil-dCTP. En correlacion con su actividad
bioquimica, las células deficientes en esta nucleotidohidrolasa presentan altos niveles de
dCTP y son hipersensibles a la exposiciéon a los analogos 5-yodo-2’-desoxicitidina y 5-

metil-2’-desoxicitidina.



En este trabajo se ha confirmado el papel de DCTPP1 en la homeostasis de dCTP, pero
ademas se ha descrito una nueva funcién en el mantenimiento de los niveles de dTTP. En
ausencia de DCTPP1, las células presentan un pool de dCTP elevado, una disminucion del
pool de dTTP y la aparicién de un pool de dUTP, cuya incorporaciéon al DNA es
potencialmente genotéxica. Como consecuencia del aumento del ratio dUTP/dTTP, las
células deficientes en DCTPP1 acumulan uracilo en el DNA y muestran una activacién de la
respuesta a dafos en el DNA, alteraciones en el ciclo celular y un fenotipo hipermutador
que afecta tanto al DNA nuclear como al mitocondrial. Asimismo, en ausencia de DCTPP1,
las células son altamente dependientes del salvamento de nucledsidos para el
mantenimiento de los niveles de dTTP. Nuestros resultados indican un papel prominente
de DCTPP1 en la provisiéon de dTTP via la sintesis de novo y en el equilibrio del pool de
nucledtidos pirimidinicos, una funcién que estd intrinsecamente relacionada con la
preservacion de la integridad genética. Nuestro estudio identifica a la enzima DCTPP1
como un factor fundamental a tener en cuenta a la hora de analizar las causas moleculares
que subyacen a patologias humanas causadas por desbalances del pool de dNTPs. Ademas,
dado que la modulacién de la actividad de DCTPP1 permite alterar la sintesis de novo y la
homeostasis de nucleétidos pirmidinicos, puede ser una herramienta terapéutica en
células tumorales donde existe una alta demanda de nucleétidos asociada a su elevada

capacidad replicativa.

Por otra parte se ha establecido un modelo de quiescencia para el estudio del
metabolismo de dNTPs en células no replicativas. En tejidos diferenciados, donde no hay
replicacién del DNA nuclear y por tanto la sintesis de novo y la via de recuperaciéon
citosélica no son funcionales, la integridad y replicaciéon del DNA mitocondrial depende en
gran medida de la ruta de salvamento mitocondrial (Hakansson et al., 2006; Saada, 2009).
DCTPP1 presenta una localizacidon ubicua en ntcleo, citosol y mitocondria (Requena et al.,
2014). En células no replicativas la expresion de DCTPP1 en nucleo y citosol desaparece y

solo se detecta la proteina en mitocondria. Este modelo permitird profundizar en el papel



de DCTPP1 en el mantenimiento del pool mitocondrial de dNTPs, su posible implicacién en
el desarrollo de los sindromes de deplecién mitocondrial y su utilidad en terapias que

modulen la provision y el equilibrio del pool de nucleétidos en este organelo.
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ABREVIATURAS

A

AGS. Sindrome de Aicardi-Goutieres.
Amp. Ampicilina.

ANOVA. Andlisis de la varianza.

AP. Abasico.

APC/C. Anaphase promoting complex/
cyclosome o complejo promotor de la
anafase/ciclosoma.

ATCasa. Aspartato transcarbamilasa.
ATCC. American Type Culture Collection.

ATM. Ataxia-telangiectasia mutated gene
o gen mutado en la ataxia telangiectasia.

ATR. ATM-Rad3-related gene o gen
relacionado con ATM-Rad3.

5Aza-dCyd. 5-aza-desoxicitidina o
decitabina.

5Aza-dCTP. 5’-aza-2’-deoxicitidina-5’-
trifosfato.

B

BER. Base excision repair o reparacion
por excision de bases.

BHD. Brazo de homologia derecho.
BHI. Brazo de homologia izquierdo.

BR. Blocking reagent o reactivo de
bloqueo.

5Br-dCTP. 5-bromo-dCTP.

BrdU. Bromodesoxiuridina.

C

CAD. Carbamil fosfato  sintetasa;
aspartato transcarbamilasa;
dihidroorotasa.

CAP. Cloranfenicol.

Carbamil-P. Carbamil fosfato.

CDA. Citidina desaminasa.

Cdh1. Cadherina 1.

CDK. Quinasa dependiente de ciclina.
Chk1. Quinasa de checkpoint 1.
Chk2. Quinasa de checkpoint 2.

CML. Chronic myeloid leukemia o
leucemia mieloide crénica.

CMPK. UMP/CMP quinasa.

CMPK2. UMP/CMP
mitocondrial.

quinasa 2,

CPSII. Carbamil fosfato sintetasa.

CRISPR. Clustered regularly interspaced
short palindromic repeats o repeticiones
palindrémicas cortas agrupadas vy
regularmente interespaciadas.

CTCF. Corrected total cell fluorescence o
fluorescencia total corregida.

CTPS. CTP sintetasa.

D

DAPI. Diclorohidrato de 4’,6-diamidina-
2-fenilindol.

(d)ADP. (Desoxi)adenosina-5’-difosfato.

(d)AMP. (Desoxi)adenosina-5’-
monofosfato.

(d)ATP. (Desoxi)adenosina-5’-trifosfato.
(d)CDP. (Desoxi)citosina-5’-difosfato.
dCK. Desoxicitidina quinasa.

(d)CMP.
monofosfato.

(Desoxi)citosina-5'-

DCTD. dCMP desaminasa.

(d)CTP. (Desoxi)citosina-5’-trifosfato.
DCTPP1. dCTP pirofosfatasa 1.
(d)Cyd. (Desoxi)citidina.

Vi



viii

DDR. DNA damage response o respuesta
a dafio en el DNA.

DF. Dilution factor o factor de dilucidn.

(d)GDP. (Desoxi)guanosina-5’-difosfato.

dGK. Desoxiguanosina quinasa.

(d)GTP. (Desoxi)guanosina-5’-trifosfato.
DHF. Dihidrofolato.

DHFRL1. Dihidrofolato reductasa L1.
DHOasa. Dihidrootasa.

DHODH. Dihidroorotato deshidrogenasa.
DHP. Dihidropirimidinasa.

(d)IDP. (Desoxi)inosina-5’-difosfato.
(d)ITP. (Desoxi)inosina-5’-trifosfato.
(d)ITPasa. (Desoxi)ITP hidrolasa.

DNA. Acido desoxirribonucleico.
(d)NDP. (Desoxi)nucledtido-5'-difosfato.

(d)NMP. (Desoxi)nucleodtido-5'-
monofosfato.

DNMT. DNA metiltransferasa.

(d)NTP. (Desoxi)nucleétido-5'-trifosfato.
DMSO. Dimetilsulféxido.

DPD. Dihidropirimidina deshidrogenasa.

DSBs. Double strans breaks o roturas
dobles de cadena.

DTT. Ditiotreitol.
dTDP. (Desoxi)timidina-5’-difosfato.
dThd. Timidina.

dTMP. (Desoxi)timidina-5"-monofosfato
o timidilato.

dTTP. (Desoxi)timidina-5'-trifosfato.

(d)UDP. (Desoxi)uridina-5’-difosfato.

(d)UMP.
monofosfato.

(Desoxi)uridina-5’-

(d)Urd. (Desoxi)uridina.
(d)UTP. (Desoxi)uridina-5’-trifosfato.

dUTPasa. dUTP hidrolasa.

E

EAR. Epilepsy associated repeat o
repeticion asociada a epilepsia.

EDTA. Acido etilén diamino tetraacético.

EMBL-EBI. Laboratorio Europeo de
Biologia Molecular - Instituto Europeo
de Bioinformatica.

F

FACS. Fluorescence activated cell sorting.

FIA. Flux injection analysis o andlisis por
inyeccidn de flujo.

FITC. Isotiocianato de fluoresceina.
5-FdUrd. 5'-fluoro-2’-desoxiuridina.
5-FU. 5-fluorouracilo.

F(d)UMP. 5-fluoro-2’-(desoxi)uridina-5’-
monofosfato.

F(d)UTP. 5-fluoro-2’-(desoxi)uridina-5'-
trifosfato.

G

GAPDH.
deshidrogenasa.

Gliceraldehido-3-fosfato

gDNA. DNA gendmico.

GFP. Green fluorescent protein o proteina
verde fluorescente.

H

3H. Tritio.
H2AX. Histona H2A.

HAT. Hipoxantina,
timidina.

aminopterina,



hENT1. Transportador humano de
equilibrio de nucleétidos.

HEPES. Acido N-(2-Hidroxietil)-
piperazina-N-(2-etanosulfénico).

HPLC. High  performance  liquid
chromatography o cromatografia liquida
de alta resolucion.

HPRT. Hipoxantina fosforribosil

transferasa.

HT. Hipoxantina, timidina.

I

IC50. Concentracion de inhibicion 50.
5I-dCyd. 5-iodo-desoxicitidina.

5I-dCTP.
trifosfato.

5-iodo-2’-deoxicitidina-5’-

IF. Inmunofluorescencia.
IgG. Inmonoglobulina G.

IMDM. Iscove’s modified Dulbecco’s
medium o medio de Dulbecco modificado
por Iscove.

ITPA. ITP hidrolasa humana.

K

m-dUTPasa. dUTPasa mitocondrial.
5Me-dCyd. 5-metil-2’-desoxicitidina.

5Me-dCTP. 5-metil-2’-deoxicitidina-5’-
trifosfato.

MEM. Minimum essential medium o
medio minimo esencial.

MF. Mutation frequency o frecuencia de
mutacion.

MMR. Mismatch repair o reparacién de
errores en emparejamiento.

MNGIE. Mitochondrial  neurogastro-
intestinal encephalopaty 0
encefalomiopatia neurogastrointestinal
mitocondrial.

MRM. Multiple reaction monitoring o
monitorizado de reacciones multiples.

mRNA. RNA mensajero.

mtDNA. DNA mitocondrial.

N

Kan. Kanamicina.
K. Constante de Michaelis-Menten.

KO. Knockout.

L

LB. Lysogeny broth o medio LB.

LC. Liquid chromatography o
cromatografia liquida.

LC3. 0 MAP1LC3, microtubule-associated
protein 1A/1B-light chain 3.

M

NCBI. National Center for Biotechnology
Information.

NDK. Nucleétido difosfato quinasa.
nDNA. DNA nuclear.

NDPK-D. Nucleétido difosfato quinasa D.
n-dUTPasa. dUTPasa nuclear.

NTP. Nucleotido trifosfato.

Nudix. Nucleoside diphosphate-linked
moiety X.

NUDT. Enzima tipo Nudix.

o

mdN. Desoxinucleasa mitochondrial.

MDS. Mitochondrial depletion syndrome o
sindrome de depleciéon mitocondrial.

O/N. Overnight o durante la noche.
OMP. Orotidilato.

OMPDC. Orotidina
descarboxilasa.

monofosfato

OPRT. Orotato fosforribosil transferasa.



ORF. Open reading frame o pauta abierta
de lectura.

P

p53R2. Subunidad 2 de la ribonucleétido
reductasa inducible por p53.

PBS. Phosphate buffered saline o tampdn
fosfato salino.

PBS-T. PBS con Tween 208,

PCR. Polymerase chain reaction o
reaccion en cadena de la polimerasa.

PE. Eficiencia de plaqueo.

PEOQ. Progressive external ophtalmoplegia
o oftalmoplegia externa progresiva.

Pl. Propidium iodide o yoduro de
propidio.

PNC1. Transportador de nucleétidos de
pirimidina 1.

PPi. Pirofosfato.

PRPP. Fosforribosil pirofosfato.
PRPS2. PRPP sintetasa 2.

Puro. Gen de resistencia a puromicina.

PVDF. Polifluoruro de vinilideno.

R

RPA. Replication Protein A o proteina de
replicacion A.

RPD. Relative population doubling o
duplicacidn relativa de la poblacion.

RRM2B. RNR formada por la subunidad
R1 y la subunidad p53R2.

rRNA. RNA ribosémico.

S

R1. Subunidad 1 de la RNR, subunidad
grande.

R2. Subunidad 2 de la RNR, subunidad
pequeia.

Rad52. DNA repair protein RAD52
homolog u homoélogo de la proteina de
reparacion de DNA RAD52.

RNA. Acido ribonucleico.
RNasa. Ribonucleasa.
RNR. Ribonucledtido reductasa.

ROI. Region of interest o region de
interés.

TMPK2. Timidilato quinasa mitocondrial.

SAMHD1. Proteina que contiene los
dominios SAM (Sterile Alpha Motif) y HD
(Histidine-Aspartate).

SBF. Suero bovino fetal.

sgRNA. Single guide RNA o RNA guia de
cadena sencilla.

SHMT2. Serina hidroximetil transferasa
2.

siRNA. Small interference RNA o RNA
pequeiio de interferencia.

SD. Standard deviation o desviacion
estandar.

SDS. Dodecil sulfato sédico.

SDS-PAGE. Electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato sédico.

SLC. Transportadores solute carrier.

T

TAE. Tris, acido acético, EDTA.

TCA. Acido tricloroacético.

6-TG. 6-tioguanina.

6-TGMP. 6-tioguanosina monofosfato.
6-TGTP. 6-tioguanosina trifosfato.
THF. Tetrahidrofolato.

TK1. Timidina quinasa 1, nuclear.
TK2. Timidina quinasa 2, mitocondrial.

TMPK. Timidilato quinasa.



Tris. Tris(hidroximetil)-amino metano. UV. Ultravioleta.

TS. Timidilato sintasa. Vv

TP. Timidina fosforilasa. VIH. Virus de inmunodeficiencia humana.
U W

UCK. Uridina-citidina quinasa. WB. Western blot.

UMPH-1. UMP hidrolasa. WT. Wild type o silvestre.

UMPS. UMP sintasa. X

UNG. Uracil DNA glicosilasa. XTP. Xantosina-5’-trifosfato.

UP. Ureidopropionasa. XTP3TPA. XTP3 transactivated protein A

o} DCTPP1
UPasa. Uridina fosforilasa.

USP7. Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase o ubiquitina carboxi-terminal
hidrolasa.
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A. INTRODUCCION

A.1. METABOLISMO DE PIRIMIDINAS

Los nucleotidos son los precursores de los acidos nucleicos, por ello juegan un papel

crucial en el almacenamiento y expresion de la informacién genética, ademas, llevan a

cabo otra gran variedad de funciones en el metabolismo celular. Por ejemplo, el ATP es el

principal transportador de energia, sirve como donador de grupo fosfato en reacciones de

fosforilacién y participa como transmisor de sefales extracelulares. El GTP participa en

rutas de transduccion de sefiales y como inhibidor del complejo de la traducciéon. Ademas,

el CTP y el UTP actian de precursores del CDP-diacilglicerol y de la formaciéon de UDP-

azucares respectivamente (Evans & Guy, 2004).
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Figura A.1. Estructura bioquimica de los diferentes elementos que componen un

nucledtido. A. Estructura de un (desoxi)rribonucledtido con sus tres componentes

caracteristicos: la base nitrogenada, el azucar y los correspondientes residuos de fosfato.

B. Bases nitrogenadas del DNA. Derivados de purina: adenina y guanina; derivados de

pirimidina: citosina, uracilo y timina.

Existen dos rutas de sintesis de nucleétidos, bien pueden ser sintetizados de novo o

ser reciclados por la via de recuperacion. La sintesis de novo utiliza aminodcidos, ribosa-5-

P, HCOs- y NHs*. En la via de recuperacién o salvamento las bases y los nucledsidos



provenientes de la degradacion de los acidos nucleicos o importados del exterior celular se
reciclan para formar nucleétidos trifosfato de nuevo. Ambas vias de sintesis se encuentran
interconectadas y rigurosamente reguladas y su contribucion relativa depende del tipo
celular y del estado de la célula. Por regla general la sintesis de novo es mas activa en
células altamente proliferativas, donde hay una alta demanda de precursores para la

sintesis de DNA, mientras que su actividad es minima en células y tejidos diferenciados.

A.1.1. Biosintesis de novo de nucledtidos pirimidinicos

En la sintesis de novo los nucleétidos se sintetizan a partir de precursores simples. Las
primeras reacciones de sintesis del anillo pirimidinico las lleva a cabo la enzima
trifuncional citoplasmatica denominada CAD, partiendo de bicarbonato, glutamina,
aspartato y ribosa-5-P (Evans & Guy, 2004). En primer lugar se forma el carbamil fosfato
(carbamil-P) citosdlico a partir de bicarbonato, un grupo amino procedente de la
glutamina y dos moléculas de ATP (Figura A.2). Esta primera reaccion es el paso limitante
de la biosintesis y esta catalizada por la actividad carbamil fosfato sintetasa II (CPSII). El
aspartato es el donador del resto del anillo de pirimidina en una reaccién llevada a cabo
por la aspartato transcarbamilasa (ATCasa). El dltimo paso de las reacciones catalizadas
por CAD, es la produccién de dihidroorotato por accidn de la dihidroorotasa (DHOasa) que

permite el cierre del anillo aromatico de pirimidina.

El dihidroorotato difunde a la mitocondria donde la dihidroorotato deshidrogenasa
(DHODH) lo convierte en orotato. Concretamente la DHODH se encuentra en la membrana
interna de la mitocondria orientada hacia el espacio intermembranal. En paralelo a la
oxidacién de dihidroorotato a orotato, la ubiquinona es reducida, de forma que la

biosintesis de nucleétidos queda acoplada a la cadena respiratoria mitocondrial.



De nuevo en el citoplasma la enzima bifuncional UMP sintasa (UMPS) es la encargada
de catalizar las dos ultimas reacciones para dar lugar como producto final UMP. Primero,
mediante su actividad orotato fosforribosil transferasa (OPRT) transfiere el grupo
fosforribosil pirofosfato (PRPP) al orotato, generando orotidilato (OMP). Finalmente, la
actividad OMP descarboxilasa (OMPDC) genera, a partir de OMP, el precursor de los

nucleétidos de pirimidina, el UMP.
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Figura A.2. Biosintesis de novo de pirimidinas. Las reacciones catalizadas por CAD se
encuentran recuadradas en rojo y en azul las reacciones catalizadas por la UMP sintasa (UMPS).
CPSII: carbamil fosfato sintetasa II; ATCasa: aspartato transcarbamilasa; DHOasa:
dihidroorotasa; DHODH: dihidroorotato deshidrogenasa; OPRT: orotato fosforribosil
transferasa; OMPDC: OMP descarboxilasa; CMPK: UMP/CMP quinasa; NDK: nucleétido difosfato
quinasa; CTPS: CTP sintetasa.

El UMP es fosforilado por las quinasas dependientes de ATP, UMP/CMP quinasa
(CMPK) y nucleésido difosfato quinasa (NDK), a UDP y UTP respectivamente. CMPK es
capaz de fosforilar ademas de UMP, CMP y dCMP y con menor eficiencia dUMP, AMP y
dAMP, mientras que NDK fosforila ribonucleétidos y desoxirribonucleétidos tanto

pirimidinicos como purinicos.



La enzima CTP sintetasa (CTPS) es la encargada de sintetizar CTP a partir de UTP. En
la reaccién, dependiente de ATP, el grupo amino de la glutamina es transferido a la
posicién C-4 del UTP para dar lugar a CTP. Esta enzima supone otro paso clave de la

sintesis de novo al ser el punto limitante para la sintesis de nucledtidos de citosina.

La conversion de ribonucleétidos a desoxirribonucleétidos tiene lugar por medio de la
ribonucle6tido reductasa (RNR), que cataliza la reduccién de los ribonucleé6tidos difosfato
(NDPs), tanto de purinas como de pirimidinas, a desoxirribonucledtidos difosfato (dNDPs)
(Figura A.3). Se trata de otra enzima clave de la biosintesis de nucleé6tidos. La RNR lleva a
cabo la reduccién del atomo de carbono en posiciéon 2’ de la ribosa del UDP y el CDP,
generando dUDP y dCDP respectivamente. NDK es la enzima encargada de la ultima

fosforilacion dando lugar a los correspondientes nucleétidos trifosfato dUTP y dCTP.

CcOP > dCDP >

TMPK

UubP ——>» dubP ——> dUMP

duTp dTMP > > .-dTTP

Figura A.3. Sintesis de dNTPs a partir de CDP y UDP. RNR: Ribonucleétido reductasa. CMPK:
UMP/CMP quinasa; NDK: nucleétido difosfato quinasa; TMPK: timidilato quinasa; TS: timidilato
sintasa; DCTD: dCMP desaminasa.

La sintesis de nucledtidos de timidina requiere de la actividad timidilato sintasa (TS)
que cataliza la metilacion del dUMP para dar lugar a timidilato (dTMP), precursor de la
sintesis de dTTP. El dUMP puede provenir de dos fuentes distintas. Se puede generar por

la hidroélisis de dUTP por la dUTPasa o puede provenir de la desaminacién de dCMP, via



dCMP desaminasa (DCTD). Una vez sintetizado, el dTMP es fosforilado a dTDP por la

timidilato quinasa (TMPK) y finalmente a dTTP por la NDK.

A.1.2. Rutade recuperacion de nucleétidos pirimidinicos

En la ruta de recuperacion de pirimidinas los nucle6sidos generados por la
degradaciéon del DNA y el RNA o provenientes de fuentes exdgenas como la dieta, son
convertidos en nucle6tidos monofosfato ((d)NMPs), permitiendo su incorporacién a la
sintesis de pirimidinas. La recuperacion de pirimidinas es un proceso energéticamente
favorable, se requiere un mol de ATP para la formacién de un mol de nucledtido, frente a
los 5 moles de ATP necesarios en la sintesis de novo. A nivel de base las células solo son
capaces de recuperar uracilo (Figura A.4). La transferencia de la ribosa-5-P al uracilo a
partir de PRPP es catalizada por la OPRT, dando lugar a la formacién de UMP y pirofosfato
(PPi). La recuperacion también puede ocurrir a nivel de nucleésido mediada por quinasas
especificas (Figura A.4). En el citosol, la timidina (dThd) y la desoxiuridina (dUrd) son
recicladas por la timidina quinasa 1 (TK1). La desoxicitidina quinasa (dCK) fosforila
desoxicitidina (dCyd) y la uridina-citidina quinasa (UCK) fosforila uridina (Urd) y citidina
(Cyd). Ademas, la citidina y la desoxicitidina pueden ser desaminadas por la citidina
desaminasa (CDA) a uridina y desoxiuridina respectivamente, para ser fosforiladas por la
quinasa correspondiente. Esta via de recuperacién a partir de los nucledsidos es la
principal ruta de reciclaje de pirimidinas, mientras que la recuperacion de purinas ocurre
principalmente a nivel de base (Loffler et al, 2005). Cabe destacar que en condiciones
normales la uridina es la principal pirimidina circulante y que las pirimidinas aportadas

por la dieta son captadas por transportadores de nucledsidos (Balestri et al., 2007).
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Figura A.4. Ruta de recuperacion de pirimidinas. OPRT: orotato fosforribosil transferasa;
UCK: uridina-citidina quinasa; CDA: citidina desaminasa; dCK: desoxicitidina quinasa; TK1:

timidina quinasa 1.

A.1.3. Catabolismo de nucleétidos pirimidinicos

La sintesis de nucleétidos estd asociada a una serie de actividades catabdlicas que
limitan y regulan la recuperacion de nucledsidos. Los nucledtidos monofosfato (ANMPs)
sintetizados por accién de las quinasas especificas son reconvertidos a desoxinucledsidos
por accién de 5’-nucleotidasas (Rampazzo et al, 2010). Se han descrito seis 5’-
nucleotidasas diferentes en células humanas, de las cuales todas tienen localizacién
citosolica salvo la 5’(3’)-desoxinucleotidasa mitocondrial (mdN). Como ocurre con la
enzima mitocondrial, las enzimas citosolicas (cN-IA, cN-IB, cN-II, cN-III y cdN) presentan
una amplia especificidad de sustrato (Bianchi & Spychala, 2003). La accién simultanea de
las desoxinucledsido quinasas y las 5’-nucleotidasas origina los denominados ciclos de

sustrato, en los que la concentracién de dNTPs se regula a expensas del consumo de ATP.

Una vez completada la sintesis del DNA los niveles requeridos de nucleétidos no son
tan elevados como durante la fase de sintesis y son degradados por la nucleotidohidrolasa
SAMHD1. Su funcién y regulacién es contrapuesta a la de la RNR. Ambas enzimas son
oligoméricas, con afinidad por cuatro sustratos distintos que actian ademdas como
reguladores alostéricos que determinan la especificidad de sustrato. SAMHD1 es capaz de

hidrolizar dCTP, dTTP, dATP y dGTP generando el correspondiente nucleésido y una



molécula de trifosfato (Goldstone et al, 2011). Se ha descrito que SAMHD1 actda como
factor de restriccion en la infeccién por VIH, bloqueando la replicacién del virus en etapas

tempranas (Laguette et al, 2011).

Las fosforilasas de nucledsidos son otro tipo de enzimas metabélicas que compiten
con las desoxinucledsido quinasas y limitan la expansion del pool de nucleétidos. Estas
enzimas catalizan la hidroélisis de los nucledsidos, dando lugar a la base y la ribosa-1-P. En
células humanas estan presentes la timidina fosforilasa (TP), encargada de hidrolizar
timidina y la desoxiuridina la uridina fosforilasa (UPasa) que hidroliza uridina. Para la
degradacién de citidina y desoxicitidina es necesario un paso previo de desaminacion

llevado a cabo por la CDA.

La uridina no reciclada es transportada al higado, donde es degradada por la UPasa 1.
Existe una segunda uridina fosforilasa, la UPasa 2, que se expresa predominantemente en
el rinén, donde lleva a cabo su funcién. Por su parte, la TP tiene una expresion ubicua en
los distintos tejidos y su actividad se encuentra aumentada en tumores, lo que implica que
tiene un papel importante en la sensibilidad a fluoropirimidinas que se usan como agentes
antitumorales (de Bruin et al, 2003). Durante este proceso de degradacion el anillo de
pirimidinas es completamente hidrolizado hasta intermediarios metabdlicos de otras vias

metabolicas como la sintesis de acidos grasos o el ciclo de Krebs.

A.1.4. Regulacion del metabolismo de pirimidinas

Los desoxinucle6tidos son los precursores esenciales para la sintesis de DNA. El pool
de dNTPs es asimétrico, siendo dATP y dTTP los mas abundantes seguidos por el dCTP. El
dGTP es el minoritario en los distintos tipos celulares estudiados hasta la fecha (Martomo
& Mathews, 2002). Tanto los niveles absolutos como relativos de los distintos nucleé6tidos

estan estrictamente regulados, ya que un exceso o defecto de alguno de ellos puede tener



consecuencias genotoxicas. Por este motivo los niveles de proteina y actividad de las
enzimas del metabolismo de dNTPs estan sujetos a distintos tipos de regulacién lo que
permite, por ejemplo, coordinar los procesos de replicacién y reparaciéon del DNA con una
mayor disponibilidad de dNTPs (Figura A.5). La pérdida o defecto en alguno de los
mecanismos de control supone un desbalance del pool de dNTPs lo cual puede conducir a
distintos tipos de dafios genotdxicos como mutaciones, roturas de cadena, anomalias

cromosoOmicas, etc. (Kunz et al., 1994).

A.1.4.1. Regulacion a nivel de ciclo celular del metabolismo

de nucleotidos

Durante la fase de sintesis del DNA, donde se requiere un mayor aporte de dNTPs, el
pool de nucleotidos se expande de forma drastica, llegando a niveles 20 veces por encima
de los existentes en fase G1 (Hakansson et al., 2006). La concentraciéon de dNTPs en el
nicleo aumenta de tal forma que los replisomas trabajan en condiciones de saturacion por
sustrato (Mathews & Sinha, 1982). Esta expansion del pool de dNTPs se debe
principalmente a la RNR cuya actividad es maxima durante la fase S (Nordlund & Reichard,
2006). La RNR esta sujeta a varios mecanismos de control y regulaciéon: regulacion
alostérica, control de la transcripcion, modificaciones post-traduccionales y regulacion de
la localizacién intracelular (Niida et al, 2010). La enzima forma heterotetrdmeros
compuestos por dos subunidades grandes (R1) y dos subunidades pequefias (R2). R1
contiene el sitio catalitico para la reduccion de la ribosa y R2 presenta un radical libre
tirosilo necesario para la catdlisis. Las dos subunidades R1 y R2 se regulan de forma
distinta, siendo esta ultima limitante para la actividad de la enzima. La subunidad R1 se
expresa de forma constitutiva y estable mientras que la expresion de R2 estid sometida a
distintas regulaciones. Durante la fase sintesis del DNA la transcripcién de R2 esta activa 'y

una vez se ha completado la replicaciéon del DNA sufre un proceso de degradacién. La



degradacién de R2 estd mediada por el complejo promotor de la anafase/ciclosoma
(APC/C) y cadherina 1 (Cdh1). Cdh1 se une al dominio KEN de R2 y estabiliza la proteina
durante fase S y mitosis. Durante fase S y mitosis temprana Cdhl es fosforilada
inactivando APC/C impidiendo de esta forma la degradacién de R2 (Jaspersen et al., 1999;
Chabes et al., 2003). En células quiescentes la subunidad R2 no se transcribe, en su lugar
se expresa la subunidad R2 inducible por p53 (p53R2) que junto con R1 forma el complejo
RRM2B (RNR formada por las subunidades R1 y p53R2). La proteina p53R2 se expresa de
forma constitutiva, al carecer del dominio KEN no es degradada durante la mitosis por el
complejo Cdh1-APC/C. P53R2 no solo tiene papel en proteger a la célula ante dafo en el
DNA, sino que juega un papel importante en la replicaciéon del DNA mitocondrial (mtDNA)
y su expresion es inducida por el gen supresor de tumores p53 en respuesta a dafio en el

DNA (Nordlund & Reichard, 2006; Bourdon et al., 2007; Pontarin et al., 2012).

Células Células en
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Figura A.5. Enzimas del metabolismo de pirimidinas reguladas a nivel de ciclo celular.
SAMHD1: proteina con dominios SAM y HD; CAD: proteina multifuncional de sintesis de novo;
R2: subunidad 2 de la ribonucledtido reductasa; TS: timidilato sintasa; DCTD: dCMP

desaminasa; TK1: timidina quinasa 1; n-dUTPasa: dUTPasa nuclear; TMPK: timidilato quinasa.

Otras enzimas que participan en el metabolismo de pirimidinas también se
encuentran reguladas a nivel de ciclo celular. Enzimas implicadas en la sintesis de novo o

en la recuperacion de nucledsidos presentan un aumento de su actividad en fase S. Es el
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caso por ejemplo de la enzima multifuncional CAD (Sigoillot et al, 2003), la dCMP
desaminasa (Gelbard et al., 1969), timidilato sintasa (Ayusawa et al., 1986; Le Francois et
al, 2007), timidina quinasa 1 (Sherley & Kelly, 1988; Ke & Chang, 2004) y la isoforma

nuclear de la dUTPasa (n-dUTPasa) (Ladner & Caradonna, 1997) (Figura A.5).

El caso de SAMHD1 es contrario al de las enzimas arriba mencionadas, esta enzima
presenta su maxima actividad en la fase G1 hidrolizando los cuatro dNTPs cuando ya no
son necesarios para la sintesis de DNA. Durante la fase S, donde los requerimientos de
dNTPs son maximos, su actividad esta inhibida (Goldstone et al., 2011; Franzolin et al,
2013). Esta regulaciéon de SAMHD1 en distintas etapas del ciclo celular parece estar
asociada a la fosforilacion de la treonina 592. La fosforilacion en T592 es dependiente de
ciclo celular pues esta mediada por las quinasas dependientes de ciclina 1 y 2 (CDKs). Se
ha observado que SAMHD1 desfosforilada es la forma predominante en células
quiescentes, correspondiéndose con bajos niveles de dNTPs, mientras que se fosforila al
pasar de GO a G1. Una vez finalizada la replicacion del DNA, disminuye la demanda de
dNTPs y muchas de las enzimas que participaban en la sintesis de nucle6tidos son
degradadas. Este es el caso de la subunidad R2 de la RNR, TK1 o TMPK que son
degradadas por protedlisis mediadas por el APC/C al terminar la mitosis y previa entrada
en G1 (Chabes et al, 2003; Ke & Chang, 2004; Hu & Chang, 2007). TK1 también se regula
por fosforilacion por Cdk1, perturbando su estructura tetramérica activa y disminuyendo

la afinidad por el sustrato (Z. F. Chang et al., 1994; Li et al., 2004).

A.1.4.2. Regulacion alostérica de enzimas del metabolismo de

nucleodtidos

La regulacion alostérica es otro mecanismo importante de control de la sintesis de
dNTPs. Este tipo de control permite mantener el equilibrio del pool de dNTPs ante

cambios repentinos en la concentracién de cualquiera de los nucledtidos o de algin otro



sustrato. De nuevo la RNR es la enzima clave en mantener la homeostasis del pool de
dNTPs a través de una precisa regulacién alostérica. La subunidad R1 presenta dos sitios
de regulacion, el sitio de actividad (a) y el sitio de especificidad (s). Es la regulaciéon
ejercida por el sitio de especificidad lo que impide la expansion del pool de uno de los
nucleétidos respecto a los demas. Cuando el ATP o el dATP se unen al sitio s, la enzima
acepta UDP o CDP en el sitio catalitico. Cuando es dTTP lo que se une al sitio s, se favorece
la reduccién de GDP y cuando se une dGTP se fomenta la reduccién de ADP (Nordlund &
Reichard, 2006; Hofer et al., 2012). El dCTP no se une de forma especifica al sitio s por lo
que su regulacidn tiene lugar a nivel de dCMP desaminasa. La actividad DCTD se estimula
por dCTP y se inhibe por dTTP. Siendo asi, altos niveles de ATP y bajos niveles de dATP
favorecen la reduccién de CDP y UDP por unién del ATP al sitio a. Un incremento en los
niveles de dCTP activa la DCTD favoreciendo la desaminaciéon de dCMP a dUMP que acaba
dando lugar a dTTP. Cuando se alcanzan altos niveles de dTTP, este actiia como inhibidor
de la DCTD (Maley & Maley, 1968). El dTTP actta a la vez favoreciendo la reduccién de
GDP y la sintesis de dGTP que a su vez activa la reduccion de ADP. Por ultimo, un
incremento en los niveles de dATP favorece su union al sitio de regulacion a inhibiendo la

RNR (Figura A.6).
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GDP———>» dGDP ————>» dGTP ————>» dGMP ————>» dGuo

ADP——>» dADP ———>» dATP ——>» dAMP ——> dAdo

~_ __—

Figura A.6. Regulacion alostérica de la ribonucleétido reductasa (RNR). RNR esta regulada
por cuatro efectores alostéricos: ATP, dATP, dGTP y dTTP. DCTD: dCMP desaminasa; TK1:

timidina quinasa 1. Las lineas verdes indican activacién y las lineas rojas indican inhibiciéon.
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Existen otras enzimas importantes en la regulacidon alostérica del metabolismo de
pirimidinas. El primer punto de control esta en la enzima multifuncional CAD, que también
esta regulada a nivel transcripcional y post-traduccional. CAD se activa alostéricamente
por PRPP y se inhibe por UTP. Ademas, se activa por fosforilaciéon en respuesta a factores
de crecimiento que favorecen su transcripcién. La fosforilacion de CAD favorece la
activacion por PRPP a la vez que disminuye la inhibicién por UTP (Huang & Graves, 2003).
La CTP sintetasa (CTPS) es el siguiente punto de control, su regulaciéon controla los pools
de CTP y UTP. La CTPS se activa por GTP y se inhibe por su producto de reaccién, el CTP

(Pappas et al., 1998) (Figura A.7).

+GTP

-CTP
-utP vck | VP Carbamil-P «<——— 2 ATP
UCK | crp -cTP +PRPP
-utr GIn
CMP———CDP UDP<«<—UMP
+ ATP +(d)ATP
~dap 2 RNR S = _grcte
12
— dCTP dUTP — dTTP
A
DCTPP1
'dggp dcop duppP dTDP
- PPi .
DCTD
—>dCMP >dUMP< > dTMP
+dcTP A
dcK |-dcte ~dTTe TK1 | -dTTP TK1 | -dTTP
dCyd duUrd dThd

Figura A.7. Regulacién de enzimas del metabolismo de pirimidinas. CPSII: carbamil fosfato
sintetasa II; UCK: uridina/citidina quinasa; CTPS: CTP sintetasa; RNR: ribonucleétido reductasa;

DCTPP1: dCTP pirofosfatasa 1; DCTD: dCMP desaminasa; dCK: desoxicitidina quinasa; TK1:

timidina quinasa 1. -; inhibidor; +: activador.

Las quinasas que participan en la ruta de recuperacién de nucleésidos se inhiben
alostéricamente por el producto final de la ruta, lo que permite modular su actividad en
funcién de la necesidad de nucleétidos. UCK se inhibe por UTP y CTP (Liacouras &

Anderson, 1977), TK1 se inhibe por dTTP (Ives et al, 1963) y dCK por dCTP (Ives &



Durham, 1970). La dCK se regula ademas por fosforilacion de la serina en posicién 74 en

respuesta a estrés genotoxico (Beyaert et al.,, 2016).

Nuestra enzima de interés, DCTPP1, se inhibe por sus productos finales PPi y dCDP
(Requena et al., 2014). Cuando aumentan los requerimientos de dCTP se genera como
intermediario dCDP mediante dos rutas distintas: la reduccién del CDP via RNR o a través
de la recuperacion de dCyd que es fosforilada a dCMP por dCK. La expansion del pool de
dCDP no solo contribuye a la expansiéon del pool de dCTP sino que también inhibe la

actividad de DCTPP1, evitando asi ciclos futiles de sintesis y degradacién del dCTP.

La degradacion de nucleétidos también contribuye a la regulacion del pool (Rampazzo
et al, 2010). Entre las enzimas implicadas en catabolismo de dNTPs cabe destacar
SAMHD1. Esta enzima se activa por GTP o dGTP cuya unidn al sitio regulador 1 induce la
forma tetramérica activa. La unién de cualquier dNTP al sitio 2 modula la especificidad del
tetramero (Koharudin et al, 2014). Ademas, como se ha mencionado anteriormente,
SAMHD1 esta regulada a nivel post-traduccional, la fosforilacién de la treonina 592
aumenta la actividad dCTP hidrolasa y no modifica la actividad respecto al resto de los

sustratos (Jang et al., 2016).

A.1.5. Metabolismo mitocondrial de nucledtidos pirimidinicos

Las células eucariotas mantienen dos pools de nucleétidos funcionalmente distintos, un
pool citosélico de dNTPs para la replicaciéon del DNA y su reparacién principalmente
disponible en la fase S y un pool menor para la sintesis del mtDNA y que se encuentra
disponible a lo largo de todas las fases del ciclo y en células diferenciadas. Los nucledtidos
son sintetizados en el citosol y pasan al ntcleo a través de los poros nucleares. Aunque las
enzimas encargadas de la sintesis y el mantenimiento del pool de dNTPs se localizan

principalmente en el citosol, se han encontrado evidencias de translocacién al nucleo de
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enzimas citosoélicas en fase S o en respuesta a dafio, como ocurre con la TS, dCK y TK1 (Y.

L. Chen et al, 2010; Anderson et al., 2012).

En células en proliferacion el pool citosolico procedente de la sintesis de novo y de la
via de recuperacion es importado a la mitocondria por transportadores especificos,
contribuyendo de esta forma al pool mitocondrial junto con la recuperacién de
nucledsidos que tiene lugar en dicho organulo (Di Noia et al, 2014; Palmieri, 2014). Los
transportadores especificos entre citosol y la matriz mitocondrial conectan de forma
constante ambos compartimentos. Se ha descrito la existencia de transporte de
nucleésidos monofosfato, concretamente de timidilato (Ferraro et al, 2006). El
transportador PNC1 o SLC25A33 perteneciente a la familia de transportadores
mitocondriales SLC (solute carrier) transporta, por orden de afinidad, UTP, dTTP y CTP
(Floyd et al,, 2007). En un estudio llevado a cabo por Franzolin y colaboradores se ha
descrito el transporte de nucledtidos de timidina por parte del transportador PNC1
(Franzolin et al, 2012). Sin embargo, no se ha podido distinguir el nivel de fosforilacién
por lo que puede tratarse del transportador de dTMP previamente descrito (Ferraro et al.,
2006). En cuanto al transporte de nucledsidos purinicos y pirimidinicos, este es llevado a
cabo por el transportador humano de equilibrio de nucledtidos (hENT1) perteneciente a la
familia SLC29. El transportador hENT1 se localiza en la mitocondria ademas de en la
membrana plasmatica y se ha observado que su sobreexpresiéon aumenta la toxicidad
mitocondrial a farmacos antivirales como el nucleésido fialuridina (Figura A.8) (Lai et al,

2004; E.W. Lee et al,, 2006).

En células post-mitéticas y tejidos diferenciados no hay sintesis de DNA nuclear
(nDNA), por lo que la demanda de nucleétidos se reduce. Sin embargo, la sintesis de DNA
mitocondrial y la reparacién de dafios en el DNA ocurre de forma constante
independientemente del ciclo celular, por lo que se necesita un aporte continuo de

nucledtidos. En células quiescentes el aporte de dNTPs recae en la reduccién en el citosol



de NDPs por RRM2B, cuya expresion es constitutiva, y en las enzimas de recuperacion
mitocondriales (Arner & Eriksson, 1995; Hakansson et al, 2006). Tanto la timidina
quinasa 2 (TK2) como la desoxiguanosina quinasa (dGK) tienen una amplia especificidad
de sustrato, lo cual permite la fosforilacion de los cuatro nucledsidos por las dos enzimas.
La fosforilaciéon de dNMPs a dNDPs es llevada a cabo por la UMP/CMP quinasa (CMPK2)
que fosforila dUMP y dCMP y la timidilato quinasa 2 (TMPK2) que fosforila dTMP (Y. L.
Chen et al., 2008) (Y. Xu et al., 2008). La ultima fosforilacion hasta la forma trifosfato es
catalizada por la nucleédtido difosfato quinasa mitocondrial (NDPK-D). Esta enzima tiene
también una amplia especificidad de sustrato y se encuentra asociada a la membrana

interna de la mitocondria (Lacombe et al., 2009).
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g g 3 £
dCDP |5 dUDP |5 dTDP dCDP |5 dUDP |5 dTDP
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dcK TK1 TK1 TK2 TK2 TK2
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dCyd durd dThd [ hENTT | dCyd durd dThd

Mitocondria

Citosol

Figura A.8. Metabolismo de nucledtidos en citosol y mitocondria. nDNA: DNA nuclear;
mtDNA: DNA mitocondrial; NDK: nucleétido difosfato quinasa; DCTPP1: dCTP pirofosfatasa 1;
n-dUTPasa: dUTPasa nuclear; CMPK: UMP/CMP quinasa; TMPK: timidilato quinasa; dCK:
desoxicitidina quinasa; TK1: timidina quinasa ;DCTD: dCMP desaminasa; TS: timidilato sintasa;
NDPK-D: nucleétido difosfato quinasa D; m-dUTPasa: dUTPasa mitocondrial; CMPK2: UMP/CMP
quinasa 2; TMPK2: timidilato quinasa 2; TK2: timidina quinasa 2; PNC1: transportador de

nucleétidos de pirimidina 1; hENT1: transportador humano de equilibrio de nucleétidos.

La recuperaciéon de timidina por parte de TK2 no es suficiente para mantener la

replicacién del DNA mitocondrial, por lo que se requiere la conversién de dUMP en dTMP
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por parte de la timidilato sintasa. Aunque se ha descrito la presencia en mitocondria de
tetrahidrofolato (THF) y de las otras dos enzimas necesarias para la formacion del
dihidrofolato (DHF), la dihidrofolato reductasa L1 (DHFRL1) y la serina hidroximetil
transferasa 2 (SHMT?2), existen datos contradictorios sobre la presencia o no de TS en
mitocondria (Samsonoff et al., 1997; Ferraro et al., 2005; Morris et al., 2009; Kamath et al.,

2015).

Otras enzimas a tener en cuenta en el metabolismo de nucledtidos mitocondrial son
las nucleétidohidrolasas dUTPasa y DCTPP1. La dUTPasa humana presenta dos isoformas,
fruto de splicing alternativo. La isoforma nuclear, n-dUTPasa, esta regulada a nivel de ciclo
celular, mientras que la isoforma mitocondrial, m-dUTPasa, se expresa de forma
constitutiva (Ladner & Caradonna, 1997). Por su parte DCTPP1 se expresa de forma
ubicua en la célula, incluida la mitocondria, aunque adin no se ha establecido su papel en

homeostasis de dNTPs mitocondriales (Requena et al., 2014).

A.2. NTP-PIROFOSFATASAS

Las nucleétido trifosfato (NTP) pirofosfatasas participan junto a fosforilasas,
nucleotidasas y trifosfohidrolasas en las vias catabdlicas que involucran la degradacion de
nucleétidos y nucleésidos. En su mayoria, las NTP-pirofosfatasas llevan a cabo una funcién
“house-cleaning” que consiste en eliminar del pool nucle6tidos modificados o dafiados que
son potencialmente mutagénicos para la célula. Por ello, la principal caracteristica de este
tipo de enzimas es la alta afinidad que presentan por sus sustratos naturales, con valores
bajos de K, lo que permite que puedan seleccionarlos de forma preferente frente a los

nucleétidos canénicos que se encuentran en exceso.



A.2.1. Clasificacion y tipos de NTP-pirofosfatasas

Se han descrito hasta la fecha cuatro superfamilias de NTP-pirofosfatasas
estructuralmente distintas: hidrolasas Nudix, dUTPasas triméricas, ITPasas y NTP

pirofosfatasas todo-a (Figura A.9).

¢ Hidrolasas Nudix. La superfamilia Nudix se extiende a eucariotas, bacterias,
arqueas y virus, y comprende principalmente pirofosfohidrolasas que actiian sobre
(d)NTPs (canénicos y oxidados), estructuras de nucle6tido difosfato como NDP-azticares y
CDP-alcoholes, dinucledsidos polifosfatos y mRNAs con caperuza (McLennan, 2006).
También se ha descrito actividad de este tipo de enzimas frente a sustratos que no son
nucledtidos como difosfoinositol polifosfatos, PRPP o tiamina pirofosfato. La catalisis
depende del motivo Nudix o caja Nudix: GX(5)EX(7)REUXEEXGU, donde U es un
aminoacido hidrofébico. La caja Nudix es responsable del reconocimiento del magnesio,
no de la base, lo cual explica el amplio abanico de sustratos (Galperin et al, 2006).
Mientras unas enzimas eliminan nucleétidos modificados otras mantienen niveles
equilibrados de intermediarios metabdlicos o compuestos de sefializacién. La primera
enzima reconocida como house-cleaning, MutT de E.coli, pertenece a esta familia. La
enzima humana MTH1 es funcionalmente similar a MutT y elimina 8-o0xo-dGTP, 2-oxo-
dATP y 8-0x0-dATP. Otra enzima de esta familia, NUDT16, ademas de estar implicada en la
eliminacion de la caperuza del extremo 5’ de los mRNAs, hidroliza (d)IDP y (d)ITP (Iyama

etal, 2010).

¢ dUTPasas triméricas. El mas comun de los nucledtidos no canénicos es el dUTP,
puesto que es un intermediario de la sintesis de pirimidinas. Debido a que la mayoria de
las DNA polimerasas no pueden distinguir entre timina y uracilo, es crucial que el ratio
dUTP/dTTP esté controlado. La dUTPasa se encarga de que los niveles de dUTP sean

minimos, presenta una elevada afinidad por el dUTP mientras que su actividad frente a
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otros nucleétidos es baja (Galperin et al, 2006). En el caso de que se produzca
incorporacién de uracilo, este es eliminado por mecanismos especificos de reparaciéon

iniciados por la uracil DNA glicosilasa (UNG).

¢ ITPasas. Las ITP pirofosfatasas son otra superfamilia de enzimas house-cleaning.
Todas las ITPasas caracterizadas hidrolizan de forma eficiente ITP y XTP pero no
nucleétidos canédnicos. La enzima humana ITPA hidroliza ademas dITP y es
completamente inactiva ante las formas monofosfato y difosfato. Junto con NUDT16
regulan los ratios dIDP/IDP y dITP/ITP, protegiendo de esta forma a la célula de la
inestabilidad gendémica generada por niveles anormales de dichos ratios (Iyama et al,

2010).

¢ NTP pirofosfatasas todo-«. Esta superfamilia se describid tras el descubrimiento
de una nueva familia de dUTPasas, las dUTPasas diméricas en los protistas Leishmania

majory Trypanosoma cruzi (Camacho et al, 1997; Harkiolaki et al., 2004).

A B 8 ' 1
A\ Na }’?&; L2
- %% Y T 'ayxs
g iy 5%
%7)’ S CNAR
| 3 G A v Al
J | P~ "§?f,'~c>
C > D

Figura A.9. Estructura de las cuatro superfamilias de NTP-pirofosfatasas. A. Hidrolasas

Nudix. B. dUTPasas triméricas. C. ITPasas. D. NTP pirofosfatasas todo-a. (Galperin et al., 2006).



A.2.2. NTP pirofosfatasas todo-«a

A través de un analisis estructural se identificaron 4 nuevas familias de NTP
pirofosfatasas todo-a ademdas de las dUTPasas diméricas: las NTP-pirofosfatasas
bacterianas MazG, las enzimas HisE implicadas en la sintesis de histidina, la familia
DR2231 y la familia RS21-C6. La principal caracteristica de las enzimas de esta

superfamilia es que estdn compuestas mayoritariamente por hélices a.

¢ dUTPasas diméricas. Este tipo de dUTPasa se ha descrito en otros kinetoplastidos
a parte de los ya mencionados, en bacterias y en algunos fagos (Greenberg, 1966; Bernier-
Villamor et al, 2002; Castillo-Acosta et al., 2008; Musso-Buendia et al, 2009). Difieren de
las dUTPasas triméricas en su estructura y en su capacidad de hidrolizar dUDP ademas de
dUTP.

¢ MazG. Esta familia de NTP-pirofosfatasas todo-a estd ampliamente extendida en
los tres dominios bacteria, arqueas y eucariotas. Se han descrito hasta 300 miembros de
esta familia. Las enzimas de E.coli y Thermotoga maritima hidrolizan nucleétidos con K,
en torno a 1 mM (J. Zhang & Inouye, 2002). Diversos estudios en diferentes organismos
han demostrado que el sitio de unién a sustrato de MazG no parece mostrar afinidad por
NTPs candnicos (Moroz et al., 2005). Por el contrario, igual que MutT y otras enzimas
Nudix, las enzimas de esta familia son altamente especificas frente a nucle6tidos no
canonicos. En Mycobacterium se ha descrito que MazG hidroliza 5-OH-dCTP y protege la
estabilidad genética evitando su incorporaciéon en el DNA. Mutantes en la enzima

presentan un incremento en transiciones CG a TA (Lyu et al,, 2013; Fan et al., 2018).

¢ HisE. La histidina es un aminoacido esencial para los mamiferos (no puede ser
sintetizado por las células y debe ser ingerido en la dieta), sin embargo, numerosos
microorganismos, plantas y hongos presentan en su metabolismo rutas para su sintesis. La

enzima HisE, también conocida como fosforribosil-ATP pirofosfatasa, cataliza la segunda
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reaccion de la biosintesis de histidina (Javid-Majd et al, 2008). Su estructura
tridimensional conserva la organizacién todo-a y en muchos casos se encuentra fusionada
con otras enzimas de la ruta de sintesis de histidina, como ocurre en Saccharomyces
cerevisiae, donde encontramos una enzima bifuncional, o en E.coli y Arabidopsis thaliana,
que presentan una HisE trifuncional (Smith & Ames, 1965; Keesey et al., 1979; Fujimori &

Ohta, 1998).

¢ DR2231. Esta familia engloba proteinas de origen bacteriano cuya funcién no ha
sido caracterizada hasta la fecha. Aunque presentan similitudes estructurales con la
familia MazG, tienen afinidad por dUTP asemejandose funcionalmente a las dUTPasas.
Estudios realizados con DR2231 de Deinoccocus radiodurans han puesto de manifiesto una
alta especifidad por dUTP frente al dTTP. Desde un punto de vista evolutivo se ha
propuesto a la enzima DR2231 como un precursor de las dUTPasas diméricas (Goncalves

etal,2011) (Motaetal, 2016).

¢ RS21-Cé6. Se han identificado miembros de esta familia en vertebrados, plantas, el
ascomiceto Gibberella zea y en varias bacterias (Moroz et al., 2005). La primera enzima
que se caracterizd de esta familia fue la proteina de ratén RS21-C6 y posteriormente el
ort6logo humano DCTPP1. Esta enzima es capaz de hidrolizar dCTP y 5Me-dCTP y también
presenta una alta afinidad por derivados halogenados especialmente por el 5-iodo-dCTP

(51-dCTP) y el 5-bromo-dCTP (5Br-dCTP) (Nonaka et al., 2009).

Wu y colaboradores establecieron la estructura de una forma truncada de RS21-Cé6
unida a 5Me-dCTP (Wu et al, 2007). La estructura del monémero RS21-C6 se compone
principalmente de 4 hélices a conectadas por lazos. La estructura tridimensional es un
tetramero formado por la unién de dos dimeros. En cada dimero las hélices a2 y a3

interactian a través de 17 pares de residuos hidrofébicos. Las cuatro hélices a2 forman un



haz que estabiliza la formacién del tetramero. Las cuatro hélices a estan ampliamente

conservadas en los distintos miembros de la familia (Figura A.10).

Se han identificado 7 residuos clave implicados en la unién de RS21-Cé6 al sustrato: los
residuos His38, Trp47, Trp73 y Tyr102. Por otra parte, Glu63, Glu66, Glu95 y Asp98 son
los residuos encargados de estabilizar los grupos de fosfato a través de la unién de Mg2+y
ademas participan en la reaccién catalitica de manera que una mutaciéon en cualquiera de
estos aminoacidos supone la inactivacién de la enzima.

A

Figura A.10. Estructura de la enzima NTP pirofosfatasa todo-a de ratén, RS21-C6. N: extremo
amino; C: extremo carboxilo. A. Estructura del mondémero, las 4 hélices a estdn numeradas del 1
al 4. B. Estructura del dimero. Las hélices a2 y a3 interaccionan entre si mediante residuos
hidrofébicos. A y B representan los dos monémeros. C. A la izquierda la vista horizontal y a la
derecha la vista vertical del tetrdmero resultante de la unién de dos dimeros. A, B, Cy D

representan los cuatro monémeros. (Wu et al., 2007).

La enzima forma una estructura trimérica con dos sitios activos. Cada sitio activo
presenta residuos de dos mondmeros distintos, a su vez localizados en diferentes dimeros.
El residuo de His38 esta localizado en la hélice al y el Trp47 esta en el loop que conecta
las hélices al y a2. Los residuos Glu63 y la Glu66 estan localizados en la hélice a2, y la
Glu95, el Asp98 y la Tyr102 estan en la hélice a3. Sin embargo, el Trp73 esta localizado en

la hélice a2 de una molécula perteneciente a un dimero adyacente, por lo que ambos
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dimeros contribuyen a cada sitio de unién al sustrato. De esta forma, la estructura

tetramérica resulta necesaria para la actividad nucleotidohidrolasa.

A.2.3. DCTPP1

A.2.3.1. Actividad nucleotidohidrolasa de DCTPP1

La enzima humana dCTP pirofosfatasa 1 (DCTPP1), inicialmente denominada XTP3-
TPA (XTP3-Transactivated Protein A), pertenece a la familia RS21-C6 de las NTP
pirofosfatasas todo-a. DCTPP1 consta de 170 aminoacidos e incluye el tipico dominio
MazG presente en las proteinas de esta familia (Figura A.11.A). Ademas, presenta un
dominio EAR (repeticiéon asociada a epilepsia) que solapa parcialmente con el anterior y

que puede estar implicado en interacciones proteina-proteina.
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dCTP 5X- dCTP
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Figura A.11. dCTP pirofosfatasa humana 1 (DCTPP1). A. Esquema del gen DCTPP1

mostrando los dominios EAR y MazG. B. Funcién dual propuesta para DCTPP1.

De igual forma que el ortélogo de raton RS21-C6, la enzima humana hidroliza dCTP de
forma preferente frente a los otros nucleétidos canénicos, con un valor de K, de 47 pM
(Requena et al, 2014). Este hecho convierte a DCTPP1 en la primera enzima descrita en
células humanas con actividad dCTP pirofosfatasa. La hidrdlisis de dCTP genera dCMP y

PPi, los productos caracteristicos de reacciones catalizadas por pirofosfatasas.



Ademas de su actividad sobre dCTP, DCTPP1 presenta una alta afinidad por derivados
de dCTP que presentan modificaciones en la posiciéon C5 de la base. Los derivados por los
que muestra una mayor afinidad son los halogenados, 5I-dCTP y 5-Br-dCTP y por el 5-
formil-dCTP con rangos de Ky, entre 9 y 35 uM. Estas Kn son inferiores a la del dCTP, lo
cual permite a DCTPP1 seleccionar especificamente estos derivados de entre el pool de
nucleétidos y de esta forma eliminarlos y evitar su incorporacién al DNA donde podrian
ejercer un efecto genotdxico. Los datos cinéticos apuntan a una funcién dual de DCTPP1 en
el mantenimiento de la homeostasis de dCTP y ademadas una funcidén house-cleaning
eliminando derivados modificados de desoxicitidina (Figura A.11.B), como ya se ha

descrito para otras NTP-pirofosfatasas (Requena et al.,, 2014).

A.2.3.2. Papel de DCTPP1 en la homeostasis de dCTP

Estudios realizados en cultivos celulares han mostrado que la ausencia de DCTPP1
induce la expansion del pool de dCTP. Esta observacion esta de acuerdo con los resultados
in vitro de hidrdlisis preferencial de dCTP frente a los otros nucleétidos candnicos y ponen
de manifiesto un posible papel de la enzima en el mantenimiento de la homeostasis de este
nucleétido. Ademas, en células deficientes en DCTPP1 se ha detectado un aumento de los
niveles intracelulares de dUTP para cuyo origen se han propuesto distintas hipétesis. Por
un lado, un incremento en la formaciéon de dUMP a partir de la desaminacién de dCMP a
consecuencia de la activacion alostérica de la DCTD por un exceso de dCTP (Maley &
Maley, 1968) o bien por un incremento de los niveles de dUDP proveniente de la reduccion
de UDP por la RNR. Ambos intermediarios, dUMP y dUDP, aunque inicialmente destinados

a elevar la sintesis de dTTP, darian lugar de forma colateral al dUTP (Requena et al,, 2014).

En estudios de silenciamiento transitorio de DCTPP1 y dUTPasa llevados a cabo en
células HeLa se ha establecido una relacion inversa entre los niveles de ambas enzimas. La

inhibicién de la expresion de una de ellas se compensa con un aumento en la expresion de
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la otra lo que sugiere un papel complementario en la provision de dUMP para la sintesis de
novo. Asimismo, la supresiéon de las rutas de recuperacion de nucleésidos mediante
silenciamiento génico de TK1 o dCK induce un aumento de expresién de DCTPP1, siendo

otro ejemplo claro de la estrecha coordinacion y regulacion de la ruta.

DCTPP1 presenta una localizacién intracelular ubicua, encontrandose en ntcleo,
citosol y mitocondria. El hecho de que la proteina presente localizacién mitocondrial
puede implicar que DCTPP1 tenga un papel adicional en la homeostasis del pool de dCTP
mitocondrial. En células no proliferativas, como es el caso de tejidos diferenciados, donde
el salvamento mitocondrial de nucle6sidos pasa a un primer plano, DCTPP1 podria jugar
un papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis de dNTPs y en el desarrollo de

enfermedades relacionadas con sindromes de deplecién mitocondrial (MDS).

A.2.3.3. Funcion house-cleaning de DCTPP1

Los estudios de cinética in vitro muestran una alta actividad de DCTPP1 frente a
analogos de nucleétidos de desoxicitosina con modificaciones en la posicion C5 de la base
indicando una posible funcién house-cleaning. En base a estos datos se evalud la
sensibilidad de células deficientes para DCTPP1 frente a derivados halogenados y
metilados de desoxicitosina. Asi, el silenciamiento de DCTPP1 sensibiliza las células frente
al efecto citotéxico de andlogos como 5I-dCyd y 5Me-dCyd. Ademas, en células tratadas
con 5Me-dCyd y donde la expresion de DCTPP1 esta inhibida se produce un aumento de la
metilacion global relativa lo que apoya el papel de la enzima en impedir la incorporacién

de 5Me-dCTP y por tanto su funcién house-cleaning (Requena et al., 2016).

Otra fuente de nucleétidos no canénicos, de origen exégeno en este caso, proviene de
la activacion de analogos de nucledsidos empleados en terapias antitumorales y
antivirales. Este tipo de compuestos interaccionan con un amplio niimero de enzimas del

metabolismo ya sea comportandose como sustratos o como inhibidores y compiten con los



sustratos canonicos por su incorporacion al DNA y/o al RNA (Rampazzo et al, 2016). Las
actividades catabdlicas pueden influenciar el metabolismo de estos analogos
antitumorales y antivirales disminuyendo su eficacia. La decitabina (5-aza-desoxicitidina,
5Aza-dCyd) es un andlogo de citidina que actiia como agente desmetilante del DNA y se
usa como farmaco para el tratamiento de sindromes mielodisplasicos y en la leucemia
mieloide aguda (Santos et al, 2010). Se activa metabdlicamente por fosforilaciones
consecutivas hasta formar 5’-aza-2’-deoxicitidina-5’-trifosfato (5Aza-dCTP) que puede
incorporarse al DNA. Una vez incorporado en el DNA la decitabina actiia como sustrato
suicida atrapando de forma covalente la DNA metiltransferasa 1 (DNMT1) y genera una
unién proteina-DNA que desencadena la maquinara de degradacién del proteasoma que
provoca la restriccion de las actividades de metilacion del DNA. Como consecuencia se
produce la hipometilacién de regiones promotoras y la reactivaciéon de genes reprimidos

epigenéticamente, incluyendo la de genes supresores de tumores (Khan et al., 2013).

DCTPP1 presenta actividad in vitro frente a 5Aza-dCTP con valores cinéticos similares
a los de su sustrato canénico dCTP. Esta actividad sugiere que DCTPP1 puede estar
impidiendo la incorporacién de azacitosina en DNA y por lo tanto manteniendo constantes
los niveles de metilacién del DNA. En ausencia de DCTPP1 el tratamiento con decitabina
produce una disminucién moderada de los niveles de metilaciéon global del genoma y
ademas la ausencia de DCTPP1 sensibiliza a las células frente al fArmaco. De acuerdo con
estos resultados la proporcién entre la actividad hidrolasa y las actividades quinasa podria
tener un valor predictivo en los tratamientos con este fairmaco (Requena et al., 2016).
Altos niveles de DCTPP1 podrian comprometer la respuesta del paciente a este tipo de
terapias por lo que el uso combinado de la decitabina con inhibidores de DCTPP1 podrian
ayudar a prevenir fenotipos de resistencia. Cabe destacar que tiene una importante
expresion nuclear en diferentes tipos de tumores, comparado con tejidos adyacentes al
tumor y se ha relacionado también con células madre cancerigenas (Y. Zhang et al., 2013).

Recientemente se han descrito los primeros inhibidores especificos de DCTPP1 y que estos
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pueden potenciar el efecto de firmacos basados en analogos de citidina aunque es
necesario profundizar en su estudio para explotar su potencial farmacolégico (Llona-

Minguez et al., 2016; Llona-Minguez et al., 2017a; Llona-Minguez et al., 2017b).

A.3. Metabolismo de nucleétidos e inestabilidad genética

El mantenimiento de niveles equilibrados de dNTPs para la replicaciéon del DNA, tanto
nuclear como mitocondrial, es critico para preservar la estabilidad del genoma en las
células. En estudios in vitro de sintesis de DNA se observo que desbalances en el pool de
dNTPs provocan fallos en su incorporacién causando cambios en la pauta de lectura o
inserciones errdéneas, por inhibiciéon de la actividad proofreading de la polimerasa
(Bebenek et al, 1992). Es por esto que las concentraciones, tanto absolutas como relativas,
de los cuatro nucledtidos deben estar estrechamente reguladas y controladas por
actividades anabdlicas y catabdlicas. De hecho, irregularidades o defectos en el
metabolismo de los precursores del DNA tienen amplias consecuencias genotoxicas, que
van desde un aumento en la mutagénesis y las recombinaciones genéticas hasta la
aparicién de aberraciones cromosdémicas, dafios que pueden finalmente conducir a la
muerte celular (Kunz et al, 1994). Se ha observado en ensayos in vitro con DNA
polimerasas purificadas que un desbalance en el pool de nucledtidos puede conducir a
mutagénesis por sustitucion, bien por competiciéon entre nucleétidos candnicos y no
canonicos, o bien por lo que se conoce como el efecto del siguiente nucleétido, en el que el
apareamiento correcto de bases tras un apareamiento erréneo impide la actividad
proofreading sobre el apareamiento incorrecto situado aguas arriba (Meuth, 1989;
Mathews, 2006). Igualmente se han observado en ensayos in vitro inserciones o

delecciones resultado de la estabilizacion de intermediarios.

La mutagénesis no solo se estimula por un desbalance en las concentraciones de uno

de los dNTPs, sino también por acumulacion de los cuatro (Martomo & Mathews, 2002). La



acumulacion simultanea de dATP, dCTP, dGTP y dTTP puede producirse en contextos de
reparacién de DNA o por sobreexpresion de la RNR y es ademads una caracteristica comuin
en células tumorales. El gen que codifica para la subunidad R2 de la RNR se encuentra
entre el 10% de los genes mas sobreexpresados en 73 de 168 tumores analizados (Aye et
al, 2015) y en un modelo de ratones transgénicos que sobreexpresan R2 se ha observado
el desarrollo de neoplasmas de pulmoén (X. Xu et al, 2008). Defectos en SAMHD1 también
son origen de un alto nivel de nucledtidos y pueden conducir a procesos tumorogénicos
(Kohnken et al, 2015). Mutaciones que inactivan solo uno de los alelos de SAMHD1
aumentan significativamente el pool de dNTPs y exacerba el fenotipo por mutaciones en la
reparacién de errores en emparejamiento (MMR) (Rentoft et al., 2016). Se ha relacionado
el oncogen c-Myc con el metabolismo de nucleétidos. Por un lado, la represion de la
expresion de c-Myc conlleva la reduccién en la expresion de diversas enzimas del
metabolismo como TS, TK1 o PRPP sintetasa (PRPS2), la reduccién del pool y el retraso de
la progresion del ciclo celular (Mannava et al., 2008). Por otra parte, la sobreexpresion de
c-Myc tiene el efecto contrario, lo que sugiere que un papel importante de c-Myc puede ser

regular genes asociados con la sintesis de nucledtidos.

A.4. Alteraciones del metabolismo de pirimidinas y su

implicacion en patologias humanas

Se han descrito hasta la fecha nueve enfermedades originadas por defectos en algunas
de las enzimas implicadas en el metabolismo de nucledtidos. Cabe destacar que ninguna
de las enfermedades descritas implica defectos en el salvamento de uridina, lo cual sugiere
que este pueda ser esencial para la supervivencia celular. La identificacién de estas
alteraciones es compleja debido a la heterogeneidad en la manifestacion clinica entre los

distintos sujetos.
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El primer trastorno del metabolismo de pirimidinas descrito en un defecto congénito
fue la deficiencia de tipo 1 en la UMPS, causante de la aciduria orética. En los 17 pacientes
identificados hasta la fecha se han detectado mutaciones en la orotato fosforribosil
transferasa (OPRT) (Loffler et al., 2005). Esta deficiencia es tratable con uridina a largo
plazo mientras que no se han observado mejoras tras tratamientos con uracilo lo que
evidencia que la recuperacion de pirimidinas ocurre a nivel de nucleésido y no a nivel de
base (Becroft et al, 1969). En la deficiencia de UMPS de tipo 2 es la actividad orotidina
monofosfato descarcarboxilasa (OMPDC) la que se encuentra alterada y se caracteriza por
la acumulacién de acido orético ademas de orotidina en orina en los pacientes, lo que

permite diferenciarla de la deficiencia de tipo 1.

En 2015 se identifico el primer caso de mutaciones en la enzima trifuncional CAD en
un nifio (Ng et al, 2015). Estudios metabolicos revelaron incorporacién de aspartato en
RNA y DNA y niveles reducidos de CTP, UTP y UDP-azucares, defectos revertidos por la
suplementacion con uridina. Recientemente se han descrito nuevas mutaciones en 4 nifios
(Koch et al, 2017). Pese a que no se han realizado estudios metabdlicos en profundidad, se
ha encontrado que los fibroblastos de uno de los pacientes mostraban niveles reducidos
de UDP, UDP-glucosa, UDP-GIcNac, CTP y UTP, los cuales fueron restablecidos mediante la
suplementacién con uridina. Asimismo, el tratamiento de dos de los pacientes con uridina

tuvo como resultado en una mejora de la patologia.

Ademas de los dos desérdenes genéticos asociados a la sintesis de pirimidinas se han
descrito otras enfermedades relacionadas con el catabolismo de nucleétidos pirimidinicos.
La deficiencia de la UMP hidrolasa (UMPH-1) causa acumulacién de nucledtidos de citidina

y uridina ademas de CDP-etanolamina y CDP-colina (Valentine et al., 1974).

La deficiencia de la CDP-colina fosfotransferasa se caracteriza por la acumulacién en
los glébulos rojos de CDP-etanolamina y CDP-colina de forma similar a lo que ocurre en la

deficiencia de UMPH-1 (Loffler et al, 2005).



Los defectos en dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD) y dihidropirimidinasa (DHP)
estdn asociados a trastornos neuroldgicos y se ha observado una heterogeneidad
importante en la presentacion clinica de los distintos casos. La DPD es la primera enzima
que participa en la hidrélisis de uracilo o timina a [3-alanina o 4cido -aminoisobutirico, y
deficiencias en dicha enzima causan acumulacién de timina y uracilo (van Gennip & van
Kuilenburg, 2000). Por otra parte, DHP hidroliza dihidrotimina y dihidrouracilo a acido f3-
ureidopropionico y acido -ureidoisobutirico respectivamente. Defectos en DHP resultan

en la acumulacion de 5,6-dihidrotimina y 5,6-dihidrouracilo (Hamajima et al., 1998).

La ureidopropionasa (UP) es la enzima que cataliza la hidrdlisis de acido [-
ureidopropionico y acido B-ureidoisobutirico a $-alanina y dcido B-aminoisobutirico. Se
detecta por acumulacién en orina, plasma y fluido cerebroespinal de dihidrotimina y
dihidrouridina ademas de un aumento moderado de N-carbamil-f-alanina y acido N-

carbamil-B-aminoisobutirico (Loffler et al, 2005).

Mutaciones en SAMHD1 también se han relacionado con patologias humanas. Por un
lado,
se han identificados mutaciones en SAMHD1 en pacientes del sindrome de Aicardi-
Goutieres (Rice et al., 2009). El estudio sugiere que SAMHD1 tiene un papel protector en la
autoactivacion de la inmunidad innata. Se ha identificado una mutacién en SAMHD1 en
una madre y un hijo con lupus sabafién, lo cual sugiere que SAMHD1 esta implicada en

inmunidad innata y en inflamacién (Ravenscroft et al., 2011).

Existen otras deficiencias que se engloban en un conjunto de patologias
mitocondriales que se conocen como sindromes de deplecién mitocondrial (MDS) y se
caracterizan por la reduccion en el numero de copias del mtDNA. En tejidos diferenciados,
donde no hay replicacién del DNA nuclear y por tanto la sintesis de novo y la via de
recuperacidon citos6lica no son funcionales, la integridad y replicacién del DNA

mitocondrial depende en gran medida de la ruta de salvamento mitocondrial (Saada,
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2009). La primera patologia mitocondrial asociada a defectos en el metabolismo de
pirimidinas descrita fue la encefalopatia neurogastrointestinal mitocondrial (MNGIE) que
se caracteriza por deficiencias en la actividad timidina fosforilasa (TP). Mutaciones en la
TP producen acumulacién de desoxiuridina y desoxitimidina en orina y plasma. A nivel de
nucleétidos trifosfato se produce una acumulacién de dTTP que actia inhibiendo
alostéricamente a la timidina quinasa 2 (TK2) lo que de forma indirecta causa una
deplecion de dCTP puesto que esta quinasa también es la encargada de fosforilar
desoxicitidina en mitocondria (Gonzalez-Vioque et al., 2011). Alteraciones en la actividad
de TK2 también afectan a la funcién mitocondrial. Los pacientes muestran graves
miopatias y deplecion de DNA mitocondrial en tejido muscular (Saada et al, 2001).
Recientemente se ha descrito que la suplementacion con desoxicitidina o desoxitimidina a
ratones knockout para TK2 retrasan el inicio de la enfermedad, prolongan la esperanza de

vida y restablecen el nimero de copias del DNA mitocondrial (Lopez-Gomez et al., 2017).

Mutaciones en los genes de la desoxiguanosina quinasa (dGK) y la subunidad 2 de la
RNR inducible por p53 (p53R2) también se han asociado a inestabilidad del DNA
mitocondrial y disminuciéon del nimero de copias, concretamente se han relacionado con
las formas hepatocerebral y muscular de MDS respectivamente (Mandel et al, 2001;
Bourdon et al, 2007). En 2019 se ha asociado por primera vez mutaciones en el gen de la
timidilato quinasa (TMPK) con la deplecion del DNA mitocondrial en dos pacientes. A falta
de un estudio metabdlico en profundidad Lam y colaboradores proponen que se tenga en
cuenta esta enzima como gen asociado al desarrollo de MDSs (Lam et al, 2019). Otros
MDSs son provocados por mutaciones en genes implicados en la replicacion del DNA
mitocondrial como son la DNA polimerasa y o la DNA helicasa Twinkle. Defectos en estos
genes son responsables del sindrome denominado oftalmoplegia externa progresiva
(PEO), que caracteriza por deleciones multiples en el DNA mitocondrial (Spelbrink et al.,

2001; Mathews & Song, 2007).
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B. OBJETIVOS

El mantenimiento de la integridad gendémica constituye un desafio continuado al que se
enfrentan los seres vivos con el fin de asegurar la supervivencia celular y una correcta
duplicacién del material genético. Teniendo en cuenta que los desoxirribonucle6tidos
(dNTPs) son los precursores en la replicacién del DNA, el metabolismo de dNTPs juega un
papel central en el cumplimiento de esta funcién ya que la correcta sintesis del DNA

depende de un pool de dNTPs equilibrado.

El propésito central de esta tesis ha sido la caracterizacién del papel de DCTPP1 en la
homeostasis de nucleétidos pirimidinicos y su impacto en el mantenimiento de la

integridad genémica. Con este fin se plantearon los siguientes objetivos:

I. Estudiar la contribucién de DCTPP1 al pool de los nucledtidos pirimidinicos y

su interaccion funcional con la ruta de recuperacion de nucleésidos.

[I. Analizar la implicaciéon de DCTPP1 en la modulaciéon del ratio dUTP/dTTP y en

la incorporacion errénea de uracilo en el DNA.

[II.Establecer el impacto de DCTPP1 en el mantenimiento de la integridad de los

genomas nuclear y mitocondrial.

IV.Generar un modelo de quiescencia para el estudio de la localizacion subcelular
y los niveles de expresion génica de DCTPP1 y asi establecer su papel en la

homeostasis de nucle6tidos mitocondrial.
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C. MATERIALES Y METODOS

C.1. MATERIALES

C.1.1. Lineas celulares

C.1.1.1. Células humanas

MCF-7 (ATCC®HTB-22™): Linea celular humana procedente de una glandula mamaria
con metastasis. Se trata de células adherentes con un cariotipo que varia de triploide a
tetraploide (rango de 66 a 87 cromosomas), nulisémica para el cromosoma 20 y disémica

para el cromosoma X.

CCD-34Lu (ATCC®CRL-1491™): Linea celular humana derivada de fibroblastos.

Células adherentes con cariotipo 46, disémica para el cromosoma X, procedente de una

nifia de 2 afios y medio de edad.

HAP1 (Horizon): Linea celular cuasi-haploide derivada de la linea celular humana

KBM-7. Se trata de células adherentes con morfologia de fibroblasto, con un cariotipo

haploide para todos los cromosomas excepto para 30 Mb del cromosoma 15.

HAP1 DCTPP1-knockout (HZGHC003248c012, Horizon): Linea knockout (KO) para

DCTPP1 obtenida a partir de células HAP1 mediante la tecnologia CRISPR/Cas9. La
secuencia guia (sgRNA) para la edicién génica es GTTTGCTGCGGAACGAGACT, esta dirigida

contra el exdn 2 del gen y la linea resultante presenta una deleccién de 13 bp.

HAP1 DCTPP1-KO-Ex1: Segunda linea knockout para DCTPP1 generada en este trabajo

(Apartado C.2.7). La secuencia sgRNA utilizada para la edicion génica es

GGCCGGTGGGGAGATTCGTG, esta dirigida contra el exén 1.
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C.1.1.2. Bacterias

En este estudio se ha utilizado la siguiente cepa de Escherichia coli: XL1-Blue (Bullock,

1987) Rec A1, end A1, gyr A96, thi-1, hdsR17, supE44, relAl, lac [F'proAB lacla ZAM15 Tn10

(Tet7)].

C.1.2. Medios de cultivo

MEM (Minimum Essential Medium): Este medio se utilizé para el cultivo de las células
MCF-7 y CCD-34Lu, segin las recomendaciones de ATCC-LGC. El medio de cultivo se
suplementé con 10% de suero bovino fetal (SBF) y con antibiéticos: penicilina a 100 U/ml
y estreptomicina a 100 pg/ml (Gibco, Life Technologies). En el caso de la linea CCD-34Lu el
medio ademas se suplementd con una solucién de aminoacidos no esenciales 1X (Gibco,

Life Technologies).

IMDM (Iscove’s modified Dulbecco’s médium): Este medio se utiliz6 para el cultivo de

las células HAP1 WT y DCTPP1-KO, segtn las recomendaciones de Horizon. El medio de
cultivo se suplementd con 10% de suero bovino fetal (SBF) y con antibiéticos: penicilina a

100 U/ml y estreptomicina a 100 pg/ml (Gibco, Life Technologies).

LB Agar: El medio Ilysogenic broth se utilizd6 para el cultivo de bacterias, su
composicidn es: 10 g/l de triptona, 5 g/1 de extracto de levaduray 5 g/1 de NaCl. En el caso
de medio s6lido para placas se afiade ademas bacto-agar a una concentracién de 15 g/l1. El
medio se suplementé con antibidticos en funciéon de la resistencia conferida por el
plasmido que porta la bacteria: ampicilina (Amp) a 100 pg/ml (Roche) o kanamicina (Kan)

a 50 pg/ml (Sigma-Aldrich).



C.1.3. Compuestos, tampones y soluciones

C.1.3.1. Compuestos

Nucleétidos vy nucleésidos: dCTP, dTTP, dGTP, dUTP de GE Healthcare; ATP, CTP, UTP,

GTP y timidina (dThd) de Sigma-Aldrich; ITP de TriLink Bitechnologies; 6-tioguanina (6-

TG) de Sigma-Aldrich; 5’-bromo-2’desoxiuridina (BrdU) (Becton Dickinson);

fluorouracilo (5-FU) y 5’-fluoro-2’-desoxiuridina (5-FdUrd) de (Sigma-Aldrich).

Antibiéticos: puromicina (Gibco Technologies), ampicilina (Roche), kanamicina

(Sigma-Aldrich) y cloranfenicol (CAP) (Sigma-Aldrich).

Otros compuestos: resazurina (Sigma-Aldrich), yoduro de propidio (PI) (Sigma-

Aldrich), RNAsa (Sigma-Aldrich), MitoTracker™ Red CMX Ros (Invitrogen) y nocodazol

(Sigma-Aldrich).

C.1.3.2. Tampones y soluciones

Todas las soluciones y tampones se prepararon en agua miliQ y se autoclavaron y/o

filtraron en caso de ser necesario.

Tampon fosfato salino (PBS)

Tampon de lisis RIPA
(Sigma-Aldrih)

Tampodn de reaccion de la dUTPasa

Tampo6n para la determinacion de

NTPs por HPLC
Tris-acetato-EDTA

Tampoén de electroforesis SDS-

PAGE

Na,HPO, 10 mM, KH,PO, 1,8 mM, NaCl 137
mM, KCI 2,7 mM, pH 7,4

Tris:HCI 25mM pH 7,6, NaCl 150 mM, NP-40
1%, deoxicolato de sodio 1%, SDS 0,1%

TrisHCI 34 mM, MgCl, 5 mM, pH 7,8

(NH4)3PO4 0,5 mM, pH 3,4—

Tris 40 mM, acido acético 20 mM, EDTA 1
mM

Tris 250 mM, glicina 1,92 M, SDS 1%
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Tris-HCl 67,5 mM pH 6,8, SDS 3%, glicerol
Tampon de carga SDS-PAGE

10%, B-mercaptoetanol 5%

Tris base 25 mM, glicina 186 mM, metanol

20%

PBS 1X, Tween 20® 0,1%, leche en polvo

desnatada 5%

Tampon de transferencia

Solucion de bloqueo para WB

Tampon TAE 1X Tris-Acetato 0,04 M, EDTA 1 mM, pH 8

Tabla C.1. Composicién de tampones y soluciones.

C.1.4. Anticuerpos

Anticuerpos primarios

Nombre Organismo Referencia WB IF
Anti-actina Raton MM2/193, Sigma-Aldrich 1:10000
Anti-Chk1ser3as Conejo 133D3, Cell Signaling Technology ~ 1:1000
Anti-Chk2thres Conejo C13C1, Cell Signaling Technology ~ 1:1000
Anti-CTPS1 Conejo Abcam 1:3000
Anti-dCK Ratén H-3, Santacruz Biotechnology 1:1000
Anti-DCTD Ratén F-9, Santacruz Biotechnology 1:1000
Anti-DCTPP1 Conejo (Requenaetal, 2014) 1:5000 1:1000
Anti-dUTPasa Conejo (Requenaetal, 2016) 1:10000
Anti-p53R2 Conejo Sigma-Aldrich 1:3000
Anti-R2 Ratén A-5, Santacruz Biotechnology 1:1000
Anti-SAMHD1 Conejo Cell Signaling Technology 1:1000
Anti-SAMHD 1159 Conejo Cell Signaling Technology 1:1000
Anti-TK1 Ratén C-4, Santacruz Biotechnology 1:1000
Anti-TK2 Conejo Acris 1:1000
Anti-TMPK Ratén B-8, Santacruz Biotechnology 1:1000
Anti-TS Conejo H-265, Santacruz Biotechnology 1:1000
Anti-UNG Conejo GeneTex 1:1000
Anti-a-tubulina Raton B-5-1-2, Sigma-Aldrich 1:10000
Anti-yH2AXs139 Conejo Abcam 1:400

Tabla C.2. Lista de anticuerpos primarios utilizados en western blot (WB) e

inmunofluorescencia (IF).



Anticuerpos secundarios

conjugate

Nombre Organismo Referencia WB IF
Anti-Rabbit IgG, HRP Conjugate Cabra Promega 1:5000
Anti-Mouse IgG, HRP Conjugate Cabra Promega 1:3000
Anti-Rabbit IgG, Alexa Fluor® 488

Cabra Sigma-Aldrich 1:400
conjugate
Anti-Rabbit IgG, Alexa Fluor® 549

Cabra Sigma-Aldrich 1:400

Tabla C.3. Lista de anticuerpos secundarios utilizados

inmunofluorescencia (IF).

C.1.5. Oligonucleotidos

en western blot (WB) e

Nombre Secuencia (5' -3")

GGCGAUAACUUCUAGAUUA
CCCAGUAGGAUGUCAUGUA
UCUUAGAGAUUGAAGGCUG
CCGCAAGUAUACAGAAUUG

pool siRNA DCTPP1

GGGCCGAUGUUCUCAGGAA
GCAUUAACCUGCCCACUGU
GCACAGAGUUGAUGAGACG
CAAAGACACUCGCUACAGC

pool siRNA TK1

CCAGAGACAUGCUUACAUA
AAAGCUGGCUCCUGCAUAG
UAUCAAGACUGGCAUGACU
GGAAUGUUCUUCAGAUGAU

pool siRNA dCK

UUAUCAAGCUAAUGGGAUU
GAACUCGAAUGGCCUUGUU
GAAGCGGCACCAUGUACUA
UAUAGAGGGUUCUUUGGAU

pool siRNA UNG

GCAAGAAACGGGACGACUA
pool SiRNA DCTD CCUUGUAAUGAAUGCGUA
UCAAUUAACAGCAGACCGA
GGGGUGACAUUCCGGAAAU

Uso

RNAs dirigidos contra
DCTPP1 para el
silenciamiento

transitorio

RNAs dirigidos contra
TK1 para el
silenciamiento

transitorio

RNAs dirigidos contra
dCK para el
silenciamiento

transitorio

RNAs dirigidos contra
UNG para el
silenciamiento
transitorio
RNAs dirigidos contra
DCTD para el
silenciamiento

transitorio
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Nombre Secuencia (5' —3') Uso

Cebador del ensayo de

DNApol Primer CCGCCTCCACCGCC
la DNA polimerasa
TTTGTTTGTTTGTTTGTT Molde del ensayo de la
Molde-det-dCTP
TGGGCGGTGGAGGCGG DNA polimerasa
TTTATTATATTATTTATT Molde del ensayo de la
Molde-det-dTTP
TAGGCGGTGGAGGCGG DNA polimerasa
TTTCTTTCTTTCTTTCTT Molde del ensayo de la
Molde-det-dGTP
TCGGCGGTGGAGGCGG DNA polimerasa
GAPDH-Forward TATCGTGGAAGGACTCATGGTATG Uracilo en gDNA
GAPDH-Reverse GGTTGAGCACAGGGTACTTTATTG Uracilo en gDNA

Tabla C.4. Lista de cebadores y RNAs de interferencia (siRNAs).

Los pools de siRNAs utilizados para el silenciamiento transitorio de DCTPP1, TK1, UNG,
DCTD y dCK son de Dharmacon, Horizon; los primers utilizados para el ensayo de la DNA
polimerasa y para la determinacién de uracilo en DNA gen6mico (gDNA) se sintetizaron

por el servicio de Gendmica del Instituto Lopez-Neyra.

C.1.6. Plasmidos

Marcador de

Nombre Inserto  seleccion en Referencia Uso
E.coli
pcDNA Amp Addgene Vector de expresion
Requena et al, 2016
pCDNA- Sobreexpresion
DCTPP1 Amp (Requenaetal,
DCTPP1 transitoria de DCTPP1
2016)
Requena et al, 2016
pcDNA- Sobreexpresion
dUTPasa Amp (Requena et al,
DUT transitoria de dUTPasa
2016)

pEGFP Kan Clontech Vector de expresion




Nombre

pEGFP-
DUT
pCas9-
Guide

pUC-

Donor

Marcador de

Inserto  seleccion en Referencia Uso
E.coli
Sobreexpresion
dUTPasa Kan Apartado C.2.3
transitoria de dUTPasa
sgRNA A Origene CRISPR/Cas9 exon 1 de
mp
DCTPP1 Technologies DCTPP1
Insercién de los genes
GFP y gen Origene
Amp GFP y PuroR en el locus
de PuroR Technologies

de DCTPP1

Tabla C.5. Lista de plasmidos y vectores. Ampicilina (Amp); kanamicina (Kan).

C.1.7.

Programas informaticos y bases de datos

C.1.7.1. Programas informaticos

FIJI (version 1.5; Image ]J) (Schindelin et al,, 2012)

JACOP Image ] plugin (Bolte & Cordelieres, 2006)

Flowjo (version 7.6), Tree Star Inc.

Serial cloner (version 2.6.1) (Serial Basics)

Oligonucleotides Properties Calculator, North Western University Medical
School.

Adobe® Photoshop® CS3 (versién 10.0)

Adobe® Illustrator® CS3 (version 13.0.1)

SigmaPlot (version 8.0)

GraphPad Prism (version 5)

IBM® SPSS® Statistics (version 25)

EndoNote X5

Microsoft Office 2010 (Microsoft Word, Microsoft Excel y Microsoft
Powerpoint)

Mozilla Firefox y Google Chrome
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- Windows 7, Microsoft

C.1.7.2. Bases de datos

- National Center for Biotechnology Information (NCBI): Utilizada para buscar
secuencias de DNA, proteinas y bibliografia.

- EMBL-EBI: Utilizada para el andlisis de secuencias y alineamientos.

- Human Protein Atlas: Base de datos sobre proteinas, niveles de expresidn,
posible localizaciéon subcelular, en tejidos y células humanas y en lineas

celulares establecidas.

C.1.8. Analisis estadistico

Para comparar diferentes conjuntos de datos se calculd la media y la desviacion
estandar (SD) de los datos obtenidos en al menos tres experimentos independientes, y las
medias se compararon mediante el test ¢t de Student. En el caso de datos distribuidos de
forma normal se realiz6 un ANOVA de dos vias, seguido de test de Dunnet como analisis
post-hoc. Los valores estadisticos se calcularon usando bien el GraphPad Prism software o
IBM® SPSS® Statistic. Los resultados estan expresados como la media * SD. Se consideraron

como significativos aquellos resultados con P < 0.05 (* P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001).



C.2. METODOS

C.2.1. Manipulacion y mantenimiento de lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas para los estudios in vitro fueron las siguientes: la linea
de cancer de mama MCF-7, la linea haploide HAP1 y la linea knockout para DCTPP1
derivada de esta ultima, DCTPP1-KO y la linea de fibroblasto de pulmén CCD-34Lu. Para el
mantenimiento las células se cultivaron en frascos de 25 o 75 cm? y se utilizaron placas de
100 cm?, placas multipocillo de 6, 12 o 96 pocillos de acuerdo con las necesidades del
experimento. Todas las lineas celulares se incubaron a 37°C, con un 5% de CO; y una

humedad del 95%.

El cultivo de las células MCF-7 se realiz6é de acuerdo con las instrucciones de ATCC, las
células se subcultivaron una vez a la semana, utilizando 5 x 105 células para el nuevo
cultivo. Para ello el medio de cultivo se retird y las células adheridas se lavaron con 3 ml
de tripsina-EDTA 0,25% (Gibco, Life Technologies). A continuacién, se despegaron del
frasco utilizando 2 ml de tripsina e incubando 5 min a 37°C. La tripsina se neutraliz6 con
8 ml de medio y las células resuspendidas se centrifugaron a 300 g durante 3 min, tras lo
cual se retiré el medio antiguo y se resuspendieron en medio nuevo libre de tripsina,

diluyéndolas a la concentracién deseada. El medio se renové cada 2-3 dias.

Los fibroblastos de pulmén CCD-34Lu se cultivaron de acuerdo con las indicaciones de
ATCC, diluyendo los cultivos cada 4 o 7 dias, con ratios de cultivo 1:2 y 1:4
respectivamente. Después de retirar el medio las células se lavaron con 4 ml de PBS 1X, y
se despegaron con 1 ml de tripsina-EDTA 0,25% a 37 °C durante 5 min. Finalmente, las

células se diluyeron a la concentracién deseada. El medio se renov6 cada 2-3 dias.

Las lineas celulares HAP1 y DCTPP1-KO se diluyen 1:15 cada 2 dias o 1:30 cada 3 dias.

Después de retirar el medio las células se lavaron con 4 ml de PBS 1X, y se despegaron con
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1 ml de tripsina-EDTA 0,05% a 37 °C durante 2 min. Finalmente, las células se diluyeron a

la concentracion deseada.

C.2.2. Criopreservacion y descongelacion

Para la criopreservacion de células MCF-7 y CCD-34Lu el cultivo se centrifugé 3 min a
300 g, tras lo cual se resuspendieron las células en una mezcla de medio de cultivo
completo con DMSO al 10% y se afiadié 1ml con 1 x 10¢ células a cada tubo de congelacion.
La congelacion debe seguir un proceso gradual, por lo que se introdujeron los viales en
una caja de congelacién con isopropanol que permite que la temperatura descienda 1 °C
cada minuto y se mantuvieron 24 h a -80 °C. Finalmente, los viales se guardaron en
nitrégeno liquido para su conservacién a largo plazo. En el caso de las células HAP1 el
medio de congelacion consta de medio de cultivo con 20% de SBF (sin antibi6ticos) y con

un 10% de DMSO.

El proceso de descongelacion, contrariamente a la criopreservacion, debe ser rapido
para evitar la toxicidad del DMSO para las células. Para ello, los tubos procedentes del
nitrégeno liquido se introdujeron en el bafio a 37 °C. Para la descongelaciéon de células
MCF-7 el contenido del vial se transfirié a un tubo con 9 ml de medio y se centrifug6é3 min
a 300 g. A continuacién, se retir6 el medio de congelacion y el pellet se resuspendi6 en
5mL de medio con un 20% de SBF y se transfiri6 a un frasco de 25 cm2. En el caso de las
células CCD-34Lu, HAP1 y DCTPP1-KO, una vez descongelado el vial, se transfiri6 el
contenido a un frasco de 25 cm? con 4 ml de medio completo fresco y previamente

precalentado a 37 °C. El medio se renové 24 h después de la descongelacién.



C.2.3. Clonacion de la dUTPasa humana en el vector pEGFP

La secuencia de la isoforma nuclear de la dUTPasa humana se cloné en el vector
PEGFP con el objetivo de expresar la dUTPasa fusionada con EGFP en su extremo amino.
La secuencia codificante de la dUTPasa se obtuvo a partir del plasmido pcDNA-DUT
(Requena et al, 2016). El plasmido se digirié6 con las enzimas BamHI y HindIIl (New
England Biolabs) y el inserto correspondiente a la dUTPasa se aislé por electroforesis en
gel de agarosa al 1% y se purificé con el kit Illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare). El vector pEGFP (Clontech) se digiri6 con las mismas
enzimas de restriccion, se purificé y se traté con fosfatasa alcalina (Roche) (Figura C.1.A).
El vector y el inserto digeridos se incubaron en presencia de la T4 DNA ligasa (Invitrogen)
a 16 °C durante toda la noche. El producto de ligacién se transformé en la cepa XL1B de
E.coli y se selecciond el plasmido pEGFP-DUT. Se digirieron 6 clones con BamHI y HindIII

para comprobar que se habia insertado la secuencia de la dUTPasa (Figura C.1.B). Se

seleccion el clon 1 y se secuenci6.

A B
<
@ >
© |

< O pEGFP-DUT

Q Q
23130 u Clones: 1 2 3 4 5 6
9416 ’ 23130 | i
6557 ' 4 .
4381 'IIIIII' ‘IIIII" &ig/

4361 il St sl Sl s S OEGFP

2322 2322
2027 2027

1353
1078
872
603

dUTPasa

dUTPasa a3b

Figura C.1. Construccion del vector pEGFP-DUT. A. Carril izquierdo, producto de la digestién
del plasmido pEGFP con BamHI y HindlIIl, tamafio aproximado de 4 kb. Carril derecho, digestion
del pladsmido pcDNA-DUT con HindlIl y BamHI para el aislamiento del inserto de la dUTPasa
nuclear, recuadrado en negro, tamafio aproximado 500 pb. B. Anélisis de los clones pEGFP-DUT
resultantes de la ligacion entre pEGFP y el inserto dUTPasa previamente digeridos con HindIIl y

BamHI. Dentro de un recuadro esta el clon seleccionado para los experimentos de transfeccion.

47



48

C.2.4. Transfeccion transitoria de lineas celulares

C.2.4.1. Silenciamiento génico mediante siRNA

El silenciamiento de DCTPP1, TK1, dCK, DCTD y UNG se realiz6 mediante la
transfeccién de RNAs de interferencia pequefios (siRNA). Para los tres genes se utilizé un
pool de cuatro siRNA distintos y especificos para distintas regiones del mRNA (ON-
TARGETplus SMARTpool, Dharmacon) (Tabla C.4). Para el control se utilizé una mezcla de
siRNAs inespecificos dirigidos contra secuencias que no se encuentran en el conjunto de

mRNAs celulares.

El principio de transfeccion es el uso de agentes basados en lipidos catidnicos como la
Lipofectamine® 2000 (Invitrogen, Life Technologies) y el jetPRIME® (Polyplus
transfection), que forman agregados con el acido nucleico (siRNA o DNA plasmidico)

permitiendo que atraviesen la membrana plasmatica.

Las células MCF-7 se sembraron 24 h antes de la transfecciéon a un 30% de confluencia
en el formato de placa requerido segin el experimento. Cuatro horas antes de la
transfeccion las células se lavaron con PBS 1X y se afiadié medio sin SBF ni antibidticos. La
mezcla de transfeccion se realizd de acuerdo con las instrucciones del fabricante de
Lipofectamine® 2000. Para placas de 6 pocillos, 50 pmol de siRNA se diluyeron en 250 pl
de medio sin SBF ni antibiéticos. Paralelamente se prepar6 otra mezcla con 5 pl de
Lipofectamine 2000 en 250 pl y se incubé 5 min. Se mezclaron ambas soluciones,
incubandose la mezcla final de transfeccion durante 20 min a temperatura ambiente para
permitir la formacién de los complejos siRNA-Lipofectamine. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacién se anadié la mezcla de transfeccién (500 pl) a las células en cultivo,
gota a gota y repartiéndola por todo el pocillo. Finalmente, 4 h después de la transfeccion

se retir6 el medio y se afiadié medio completo fresco.



En el caso del doble silenciamiento de DCTPP1 y UNG en células MCF-7 se llevaron a
cabo dos transfecciones independientes. En primer lugar, se transfectaron las células con
siRNA control y siRNA DCTPP1 de acuerdo con las condiciones especificadas previamente.
4 dias tras el silenciamiento de DCTPP1 las células se volvieron a transfectar con siRNA

control y siRNA UNG.

Para la transfeccién de células HAP1 se utiliz6 el agente jetPRIME® de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las células se sembraron 24 h antes de la transfeccién a una
confluencia del 6% para que la confluencia en el momento de la transfecciéon fuera de
entre el 20 y el 30%. Para transfectar en un formato de placa de 6 pocillos se prepar6 una
mezcla de transfeccion con 200 pl de tampon jetPRIME®, 110 pmol de siRNA y 4 ul de
jetPRIME®, la cual se incubé 15 min a temperatura ambiente y finalmente se reparti6 gota

a gota por el pocillo.

En todos los casos, las condiciones 6ptimas de transfeccion se determinaron probando
distintas concentraciones de siRNA y/o distintos ratios de siRNA:agente de transfeccién, y
se monitorizé la disminucién o aumento de la expresion de la proteina en cuestion

mediante western blot.

C.2.4.2. Sobreexpresion de proteinas

La sobreexpresion de proteinas en células MCF-7 y HAP1 se llevd a cabo mediante la
transfeccion con vectores de expresion utilizando los mismos reactivos que para el
silenciamiento génico, Lipofectamine® 2000 y jetPRIME® respectivamente. Debido a
problemas de toxicidad para la purificacion de los plasmidos se utilizé un kit de midiprep

libre de endotoxinas, NucleoBond® Extra EF (Macherey Nagel).

Las células MCF-7 se sembraron 24 h antes de la transfeccion a una confluencia del

70%. Se cambi6 el medio completo por medio sin suero ni antibidticos 4 h antes de la
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transfeccidn. Las células se transfectaron con 5 pg DNA y 10 pl de Lipofectamine® 2000 y
tras 20 min de incubacién a temperatura ambiente se repartié la mezcla de transfeccién
gota a gota por el pocillo. 4 h después de la transfeccion, se retiré el medio de transfecciéon

y se afiadi6 medio completo.

Las células HAP1 se sembraron 24 h antes de la transfecciéon a una confluencia del
15% y se transfectaron con un ratio de DNA:jetPRIME® 1 pg DNA:2 pl reactivo, diluidos en
200 pl de buffer jetPRIME®. La mezcla de transfeccidn se incubé 15 min a temperatura
ambiente antes de repartirla gota a gota por toda la superficie del pocillo. A las 4 h de la

transfeccion se renovo el medio.

En todos los casos las condiciones éptimas de transfeccidn se determinaron probando
distintas concentraciones de DNA y/o distintos ratios de DNA:agente de transfeccion, y se
monitorizé la disminucién o aumento de la expresién de la proteina en cuestion mediante

western blot.

C.2.5. Ensayos de proliferacion celular

El método utilizado para determinar el crecimiento celular fue la reducciéon de
resazurina (Sigma-Aldrich). La resazurina es un colorante vital de color azul y no
fluorescente que es reducida en el interior de la célula a resafurina, un colorante rojo y

fluorescente.

Para los ensayos de proliferacion las células se sembraron en placas de 96 pocillos 24
horas después de transfectar con siRNA. Una vez sembradas las células (2000
células/pocillo en 100 pl de medio por cuadruplicado) se afiadié 20 pl de resazurina a 1,1
mg/ml en PBS 1X a cada pocillo. Tras 2 h de incubacién a 37 °C se midi6 la fluorescencia a
570-590 nm en un lector de placas SpectraMax GEMINIEM (Molecular Device, CA, US).

Para las siguientes medidas el medio de cada pocillo se renové por 100 pl de medio fresco



previamente a la adicion de resazurina. El valor de fluorescencia es directamente

proporcional al nimero de células.

Para la determinacion del porcentaje de crecimiento se realizéd una curva patrén con
concentraciones conocidas de células, para cada linea celular. Se determiné el nimero de
duplicaciones con la siguiente férmula:

InN; —InN,

N° duplicaci =
uplicaciones ™

Donde N; es el namero de células al dia deseado de la curva y Ny es el nimero de
células sembradas inicialmente y determinadas el primer dia del ensayo. A partir del
numero de duplicaciones se normalizaron los datos del nimero de células partiendo de un

ndmero inicial de 1000 células con la siguiente férmula:
N° células normalizado = 1000 x N°duplicaciones?

Para los ensayos de sensibilidad a analogos de nucledsido 5-fluorouracilo (5-FU) y 5-
fluorodesoxiuridina (5-FdUrd) las células MCF-7 transfectadas con el siRNA control o el
siRNA frente a DCTPP1 se sembraron a una concentracion de 2000 células/pocillo. Las
células se sembraron 7 dias después de la transfeccion con siRNA y 24 h después de
sembrarlas se afiadieron al medio de cultivo concentraciones crecientes de 5-FU y 5-
FdUrd. 8 dias después de la transfecciéon y después de 24 h de exposicion al
correspondiente nucledsido se afiadi6 la resazurina y se determiné el nimero de células.

Los datos estan representados como duplicacién relativa de la poblacién (RPD).

N° duplicaciones tratado
RPD = — : x 100
N° duplicaciones sin tratar

51



52

C.2.6. Analisis del ciclo celular mediante FACS

Para el estudio del ciclo celular se realizaron analisis de citometria de flujo. Para la
deteccion de células en fase S las células en cultivo se expusieron a 10 pM de
bromodesoxiuridina (BrdU) durante 1 h a 37 °C. Después de la exposicién a BrdU las
células se lavaron con PBS 1X y se recogieron mediante tripsinizacién. La suspension de
células se centrifugd 5 min a 500 g 0 3 min a 300 g en el caso de las células MCF-7 y se
lavaron con 5 ml de PBS 1X. Se repitié el proceso de centrifugacién y finalmente se
resuspendieron en 1,5 ml de PBS 1X a 4 °C. Para la fijacidon y permeabilizacién se afiadio
3,5 ml de etanol puro a la suspensién de células en PBS 1X, siendo la concentracién final de
etanol 70%, y se mantuvieron a -20 °C al menos durante 24 h. Tras la fijacion, las células se
lavaron con PBS 1X-Tween 20® 0,2% (PBS-T 0,2%), se incubaron con una soluciéon HCI
4M/TritonX-100 1% durante 10 min a temperatura ambiente y se lavaron
inmediatamente después con PBS-T 0,2% tres veces. Este tratamiento es clave para la
desnaturalizacidon del DNA y la disociacién de las histonas para asi permitir la unién del
anticuerpo anti-BrdU al BrdU previamente incorporado al DNA. Las células se incubaron
16 h a 4°C con el anticuerpo anti-BrdU-FITC (Becton Dickinson) diluido 1:5 en la solucién
de bloqueo (Blocking Reagent (BR) 1% (Roche) en PBS-T 0,2%). Para la tincién del DNA,
las células lavadas y resuspendidas en PBS 1X se incubaron con 0,05 mg/ml de yoduro de
propidio (PI) y 0,05 mg/ml de RNAsa 20 min a temperatura ambiente. Finalmente, las
células se analizaron usando el citémetro de flujo FACSAria III (Becton Dickinson) y los

datos obtenidos se procesaron mediante el software de analisis Flow]o (Tree Star Inc).

C.2.7. Generacion de una linea knockout mediante el sistema

CRISPR/Cas9

A partir de la linea haploide HAP1 se generd una linea knockout para DCTPP1. Para

ello se empled la tecnologia CRISPR/Cas9 que permite la edicidn dirigida del genoma



mediante el uso de unas secuencias guias o sgRNAs que van dirigidas contra el gen de
interés y que son reconocidas por la nucleasa Cas9 que produce el corte de forma
especifica en la zona indicada por la guia. En esta tesis se utilizd el sistema de Origene que
consiste en la transfecciéon de las células con dos plasmidos distintos. El primer plasmido
tiene una funcién dual permitiendo la expresion del sgRNA, especifica contra DCCTPP1, y
de la Cas9. El segundo plasmido tiene un cassette con la secuencia codificante de la Green
Fluorescent Protein (GFP) y la secuencia del gen de resistencia a puromicina (Puro)
flanqueadas por secuencias homoélogas a regiones del gen que va a ser editado (Figura
C.2). Al producirse el corte por accién de la Cas9 guiada por el sgRNA, el cassette donador
debe insertarse por recombinacién homdloga en el genoma de la célula, lo que permite la
seleccion de los clones recombinantes por resistencia a puromicina. Como la linea
DCTPP1-KO adquirida de Horizon se gener6 con un sgRNA contra el ex6on 2 del gen, el

sgRNA de este experimento se dirigié contra una zona diferente en el ex6n 1 (Tabla C.4).
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Figura C.2. Esquema de la edicion mediante CRISPR/Cas9. pCas-Guide es el plasmido que
codifica para la expresion de la Cas9 y que contiene la secuencia guia dirigida contra el exén 1
de DCTPP1. pUC-Donor es el plasmido que contiene las secuencias de GFP y el gen de
resistencia a puromicina, flanqueados por secuencias homoélogas al gen DCTPP1. BHI: brazo de

homologia izquierdo; BHD: brazo de homologia derecho.
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Las células HAP1 se transfectaron con el agente jetPRIME® como se describe en el
apartado C.2.4.2. Dos dias después de la transfeccién se inicio6 la selecciéon con 0,45 pg/ul
de puromicina, este proceso dur6 7 dias durante los que el antibioético se renové cada 2-3
dias. Después de la selecciéon con puromicina se aislaron clones para seleccionar distintos
transfectantes, para ello se realiz6 una dilucién limite con una concentracién de células a
0,5 células/pocillo en dos placas de 96 pocillos. Se descartaron los pocillos en los que
inicialmente habia mas de una célula y se continué con el proceso de escalado,
manteniendo en todo momento la selecciéon con puromicina. La pérdida de expresién de
DCTPP1 se comprobd mediante western blot, seleccionandose uno de los clones positivos

para los experimentos posteriores, linea a la que nos referiremos como DCTPP1-KO-Ex1.

C.2.8. Induccion de quiescencia

Para la sincronizaciéon de células en quiescencia se sembraron 1 x 10¢ células CCD-
34Lu en placas P60 y se dejaron crecer hasta alcanzar la inhibicién por contacto
(confluencia del 100%), momento en el que la concentracion de suero (SBF) en el medio se
redujo de un 10% a un 0,1%. Las células se mantuvieron en cultivo durante 15 dias con

cambios de medio cada 3-4 dias.

C.2.9. Western blot

Los extractos celulares para el andlisis de la expresion de proteinas se obtuvieron
lisando las células con el tampoén de lisis RIPA (Tris:HCl 25mM pH 7,6, NaCl 150 mM, NP-
40 1%, deoxicolato de sodio 1%, SDS 0,1%) (Sigma-Aldrich). Las células adheridas se
lavaron previamente con PBS 1X en abundancia y se recogieron de la placa utilizando un
scrapper. La suspension de células en PBS 1X se centrifugd y el pellet celular se
resuspendid en tampon de lisis RIPA con un c6ctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas

1X (Thermo-Fisher Scientific). Los extractos se incubaron 10 min en hielo antes de



centrifugarse durante 15 min a 14000 gy a 4 °C. La fraccién soluble se transfirié a un tubo
nuevo y se guardo a -20 °C. La concentracién de proteinas se determiné por el método de

Bradford.

Las muestras con la concentracién deseada de extracto se prepararon junto con el
tampon de carga SDS-PAGE antes de proceder a su desnaturalizacién a 95 °C durante 5
min. La separacion de proteinas se realiz6 mediante electroforesis en gel SDS de
poliacrilamida al 10 o 12% segin el peso molecular de las proteinas a analizar. La
migracion se llevd a cabo en tampén de electroforesis SDS-PAGE a un voltaje de 150 V
durante 60 min. Las proteinas separadas en el gel se transfirieron a una membrana de
polifluoruro de vinilideno (PVDF) (GE Healthcare) previamente activada 1 min en metanol
100%. La transferencia se realiz6 en condiciones de amperaje constante a 280 mA durante
45 min. Previo al marcaje con anticuerpos la membrana se incubé con la solucién de
bloqueo durante 1 h a temperatura ambiente y en agitacion. Los anticuerpos primarios se
incubaron en solucidn de bloqueo durante la noche (0/N) a 4 °C y las incubaciones con los
anticuerpos secundarios en soluciéon de bloqueo fueron de 1 h a temperatura ambiente.
Después de la incubacién con el anticuerpo primario y el secundario las membranas se
lavaron 3 veces durante 10 min con PBS-T 0,1%. Finalmente, para la detecciéon del
anticuerpo se utilizo el kit de deteccion ECL™ (GE Healthcare) y se expuso la membrana a

una pelicula autorradiografica Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare).

C.2.10. Inmunofluorescencia y microscopia confocal

C.2.10.1. Deteccion de DCTPP1 mediante inmunofluorescencia

5 x 104 células HAP1 o 1 x 105 células CCD-34Lu se sembraron sobre cubreobjetos
esterilizados (2 h a 180 °C). Al dia siguiente se llevo a cabo el marcaje de las mitocondrias

con 250 nM de MitoTracker™ Red CMX Ros (Invitrogen) durante 30 min a 37 °C y en
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oscuridad. Tras el marcaje, las células se lavaron con solucion de lavado PBS-T (PBS 1X
Tween 20® 0,2%) y se fijaron con p-formaldehido al 4% diluido en PBS-T durante 15 min.
Tras la fijacién se lavaron dos veces con PBS-T en agitacion 5 min y se permeabilizaron
con TritonX-100 0,1% durante 10 min. Una vez fijadas y permeabilizadas se incubaron con
una solucion de bloqueo durante 1 hora y posteriormente con el anticuerpo primario anti-
DCTPP1 a una dilucién 1:1000 durante 1 h. Seguidamente se realizaron 3 lavados con PBS-
T de 10 min cada uno. A continuacidn, se incubéd 1 min con anti-rabbit conjugado con
Alexa® 488 1:400 tras lo cual se repitieron los lavados. Finalmente los cubreobjetos se
lavaron con 1 ml de metanol 96% para ayudar al secado de la muestra, se dejaron secar y
se montaron en los portaobjetos con 3 pl de ProLongTM Gold antifade reagent con DAPI
(Invitrogen). Las preparaciones se sellaron con esmalte y se guardaron a 4 °C en oscuridad
hasta su andlisis. La toma de imagenes digitales se realizé6 en un microscopio confocal
LEICA TCS SP5. Para el andlisis y procesamiento de las imagenes se utiliz6 el software FIJI,

concretamente el plugin JACOP para los andlisis de colocalizacion.

C.2.10.2. Analisis de foci de yH2AX

La preparacion, fijacion y permeabilizacion de la muestra se llevé a cabo como se ha
descrito previamente. En los experimentos de tratamiento con timidina (dThd), la fijacion
se llevd a cabo 24 h después de la suplementacion con dThd. Para los experimentos de
sobreexpresion las células se fijaron 48 h después de la transfeccion. En el caso del
silenciamiento de UNG las células se fijaron 4 dias después del silenciamiento tanto en
HAP1 como en MCF-7. Tras el bloqueo las células se incubaron con el anticuerpo primario
anti-yH2AX (1:400) a temperatura ambiente durante 1 h y posteriormente con el
anticuerpo secundario anti-rabbit conjugado con Alexa® 488 o con Alexa® 594 (1:400)
durante 1 h. La toma de imagenes digitales se realizé en un microscopio confocal LEICA
TCS SP5 y el anadlisis de foci se llevo a cabo utilizando el software FIJI, considerando

positivas aquellas células con 5 6 mas foci de yH2AX en el ntcleo.



C.2.10.3. Cuantificacion de puentes de anafase

Para la observaciéon y cuantificacion de puentes de anafase se sembraron 1 x 105
células MCF-7 y se sincronizaron en fase G2/M incubando con 50 ng/ul de nocodazol
(Sigma-Aldrich) durante 18 h. Tras retirar el nocodazol, se dejaron las células crecer
durante 90 min en medio completo antes de ser fijadas y teflidas con DAPI. La toma de

imagenes digitales se realiz6 en un microscopio confocal LEICA TCS SP5.

C.2.11. Determinacion de los niveles intracelulares de nucleoétidos

C.2.11.1. Ensayo de la DNA polimerasa

El ensayo de la DNA polimerasa se basa en la incorporacion por la DNA polimerasa de
dATP marcado con tritio (3H) en oligonucleétidos de secuencia especifica (Sherman &
Fyfe, 1989). En presencia de un exceso del nucledtido radiactivo, la cantidad de
radiactividad que se incorpora durante la sintesis es proporcional a la cantidad de los
nucleétidos limitantes del extracto celular. Para la cuantificacion de cada nucleétido
(dCTP, dTTP/dUTP y dGTP) se utilizaron oligonucle6tidos especificos y un oligo cebador

descritos en la Tabla C.4.

Para la extraccion de nucleétidos intracelulares se recogieron 2,2 x 106 células y se
resuspendieron en 1,2 ml de una soluciéon metanol/agua 1:1 (v/v) a -20 °C. Las células en
la solucién metanol/agua se sometieron a dos ciclos de congelacion/descongelacion, 10
min en hielo seco con etanol y 10 min en hielo y finalmente los extractos se centrifugaron
20 min a 16000 gy 4 °C. Los sobrenadantes se dividieron en 4 alicuotas de 250 ul que se

almacenaron a -80 °C hasta su analisis.

Los extractos procedentes de -80 °C se evaporaron en vacio durante 2 h utilizando un

SpeedVac DNA 120 (Savant). Con el fin de diferenciar el dUTP del dTTP, una de las
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muestras se tratd6 con dUTPasa de manera que la concentraciéon de dUTP resulta de la
diferencia entre la muestra sin tratar con dUTPasa (dTTP+dUTP) y la muestra tratada con
la enzima (solo dTTP). Para ello la muestra se incub6 con 30 ng de dUTPasa durante
20 min a 37 °C en tampdn de reaccién (Tabla C.3). La reaccién se detuvo en presencia de
60 pl de metanol 100% durante 30 min a -20 °C. Finalmente, las muestras se centrifugaron

20 min a 160000 gy 4 °Cy el sobrenadante resultante se evapord en el SpeedVac.

Para llevar a cabo el ensayo de la DNA polimerasa las muestras se resuspendieron en
el tampon de reaccion NEBuffer 2 (New England Biolabs), afiadiendo 32 nM de cada
primer, 0,0076 pCi/pl de 3H-dATP (Moravek Inc.) y 0,3 unidades de DNA Polymerase I,
Large (Klenow) Fragment (New England Biolabs) en un volumen final de 100 pl. La
reaccion se incubé 15 min a 25 °C y se detuvo con 10 mM de EDTA a 75 °C durante 20 min.
La precipitacion del DNA se llevo a cabo con un 10% (v/v) de acido tricloroacético (TCA)
durante 30 min a 4°C. Para eliminar los nucleétidos libres las muestras se cargaron en
filtros Glass Microfibre Filters GF/C (Whatman) y se lavaron mediante vacio con 30 ml de
TCA al 5% y se secaron con 3 ml de etanol puro. La radiactividad se midié en un lector LS

6500 MultiPurpose Scintillation (Beckman Coulter).

C.2.11.2. Cromatografia de intercambio anionico

Los niveles de ribonucledtidos trifosfato (NTPs) se determinaron mediante
cromatografia de intercambio aniénico en HPLC. Para cada ensayo se recogieron 1 x 107
células HAP1 o DCTPP1-KO. Tras dos lavados con PBS 1X frio se resuspendieron en 50 pl
de agua miliQ a 4°C y se afiadieron 4 nmol de ITP como control interno. La extraccién de
NTPS se llevd a cabo en presencia de 50 pl de acido perclérico 0,4 N. Las muestras con
acido perclérico se incubaron 5 min en hielo y se centrifugaron 20 min a 16000 gy 4 °C.
Inmediatamente después de la extraccion, la muestra se filtré en tubos Nanosep MF

0,2 um (Pall Corporation) y 25 pl de muestra se diluyeron en 225 pl de tamp6n fosfato de



amonio 0,5 M pH 3,4. La muestra diluida se carg6 en una columna Partisphere 5-um SAX
(Hichrom). La discriminacién de los NTPs se realiz6 en condiciones isocraticas de elucién
con tampodn fosfato de amonio 0,5 M pH 3,4. Para la identificacién y cuantificacion de los
nucleétidos se cargaron concentraciones conocidas de soluciones de cada NTP y se realizd

una recta patrén para cada uno.

C.2.12. Determinacion de uracilo en DNA genémico

La incorporacion de uracilo en el DNA genémico (gDNA) se cuantific6 mediante un
ensayo basado en el empleo de dos DNA polimerasas con distinta capacidad para replicar
a través de uracilo y la cuantificaciéon de sus productos de PCR en tiempo real (Horvath &
Vertessy, 2010; Muha et al., 2012). Por un lado, la DNA polimerasa de Pyrococcus furiosus
(Pfu) no puede procesar el uracilo, y ante la presencia de éste se detiene y no contintia con
la reaccién. Por otro lado, la Tag DNA polimerasa que reconoce y replica el uracilo con
normalidad. La diferencia en formacién de producto con las dos polimerasas nos da una
relacién de la presencia de bases de uracilo en nuestra muestra de genémico que se
compara con una muestra control, cuyo contenido en uracilo se considera como

referencia.

El DNA gendmico se extrajo con el MasterPure DNA Purification kit (Epicentre) y se
digirié con Sacl-HF (New England) durante 18 h a 37 °C. Del producto de digestion se
aislaron los fragmentos de entre 3 y 5Kb que contienen el gen de interés, GAPDH
(Tabla C.4). Para la PCR se prepararon diluciones seriadas 1:2 y se amplificaron con ambas
polimerasas: PfuTurbo HotStart (Agilent Technologies) y Taq Polymerase (Bioline). La
PCR se llevd a cabo en un CFX96 Real time System C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad
Laboratories). Los valores de Cq obtenidos se utilizaron para determinar el contenido en

uracilo de acuerdo con las férmulas previamente descritas (Horvath & Vertessy, 2010).
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Todos los valores estan referidos o a la linea transfectada con siRNA control, o a la linea

HAP1 en el caso de la linea DCTPP1-KO.

C.2.13. Ensayo de mutagénesis del gen HPRT

El gen que codifica para la hipoxantina-guanina-fosforribosil transferasa (HPRT) se
encuentra en el cromosoma X, por ello es esencial usar para el ensayo lineas celulares
masculinas que son heterocigotas para el cromosoma X o bien lineas haploides. Para
determinar la frecuencia de mutacion se us6é como agente de seleccion la 6-tioguanina (6-
TG) (Sigma-Aldrich). Este analogo de nucledsido es metabolizado por la HPRT resultando
toxica su incorporacidn final al DNA. Mutaciones en el gen HPRT impiden que la 6-TG sea
metabolizada y por lo tanto no resulta téxica para la célula puesto que no llega a

incorporase en el DNA.

Inicialmente las lineas HAP1 WT y DCTPP1-KO se cultivaron durante tres dias en
medio completo suplementado con hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT) 1X (Gibco,
Life Technologies). Este paso permite eliminar del cultivo los mutantes HPRT
preexistentes. La aminopterina bloquea la sintesis de novo de purinas, de forma que si el
gen HPRT esta mutado no hay salvamento de purinas y las células mueren. Después del
tratamiento con HAT las células se incubaron 24 h con medio suplementado con
hipoxantina-timina (HT) 1X (Gibco, Life Technologies) para restablecer el metabolismo de
novo. Durante los siguientes 14 dias las células se mantuvieron en cultivo con medio
completo, se subcultivaron cada 2-3 dias, para permitir la fijaciéon de las mutaciones, tras
este tiempo se inici6 la seleccidon con 6-TG a una concentraciéon 2 pM. En este punto, las
células se sembraron en placas de 96 pocillos, (10000 células/pocillo) y se mantuvo la
seleccion con 6-TG durante 14 dias, renovandose el medio con 6-TG cada 2-3 dias. Para
poder determinar la eficiencia de plaqueo se sembraron paralelamente células en placas

de 96 pocillos a una concentracién de 1 célula/pocillo en medio no selectivo y se



cultivaron también durante 14 dias. Tras los 14 dias de seleccién con 6-TG las colonias
formadas se fijaron con una mezcla metanol/acido acético 3:1 (v/v) durante 5 min y se
tifieron posteriormente con cristal violeta en metanol al 0,5% durante 15 min. La figura

C.3 muestra un resumen del protocolo seguido para el calculo de la frecuencia de mutacién

del gen HPRT.
Linea celular Eliminacion de Crfqrp'lenm 7 Seleccion de Tincion con
- fijacion de o
haploide o mutanies : mutantes HPRT cristal violeta y
masculina preexistentes mufdciones en con 6-1G caleulo de MF
el gen HPRT

Figura C.3. Esquema del flujo de trabajo para la determinacidn de la frecuencia de mutacién del

gen HRPT.

La eficiencia de plaqueo (PE) y la frecuencia de mutacién se determinaron a partir de

las férmulas previamente descritas por Johnson (Johnson, 2012):
Férmula para la eficiencia de plaqueo (PE):

PE% = —1In (ﬁ) % 100
0 NO

Férmula para la frecuencia de mutacion (MF):

_ _ln(Xs/Ns)
= Tino/Ng) < OF

Siendo DF el factor de dilucion:

DF Ne° inicial de células en medio no selectivo 1

N° inicial de células en medio selectivo ~ 10000

- Xy = N°de pocillos sin colonias en medio no selectivo
- Ny = N°total de pocillos en medio no selectivo
- X, = N°de pocillos sin colonias en medio selectivo

- Ny = N°total de pocillos en medio selectivo
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C.2.14. Determinacion de la mutagénesis en el DNA mitocondrial

mediante resistencia a cloranfenicol

La resistencia a cloranfenicol (CAP) proporciona una medida de los niveles de
mutagénesis mitocondrial. El CAP es un antibiético que bloquea la traduccién mediante su
unién al RNA ribosémico (rRNA) 16S, impidiendo la actividad peptidiltransferasa. La
inhibicién de la traduccién mitocondrial impide la sintesis de enzimas tan importantes
como los citocromos a y b causando toxicidad mitocondrial y, en dltima instancia, la
muerte celular. Este ensayo permite seleccionar mutantes del gen del rRNA 16S a los que

el CAP no se puede unir y por lo tanto las células sobreviven en presencia del antibidtico.

Las lineas HAP1 WT y DCTPP1-KO se sembraron en placas de 6 pocillos a una
concentracion de 300 células por pocillo. Tras 24 h se afiadieron 300 pg/ul de
cloranfenicol (Sigma-Aldrich) a cada pocillo y se dejaron crecer las células durante 7 dias
en este medio. Para poder determinar la eficiencia de plaqueo se cultivé el mismo ntimero
de células en ausencia de cloranfenicol. Tras el tratamiento con cloranfenicol se
mantuvieron las células en cultivo durante otros 7 dias. Para la cuantificacion de colonias
las células se fijaron con una mezcla metanol/acido acético 3:1 (v/v) durante 5 min y se
tifieron con cristal violeta al 0,5% durante 15 min. En la figura C.4 hay un esquema del

protocolo seguido.

imi leul 1%
Sembrar 300 Tratamiento Craumlenrf: cle Tincidn con Cdlevlo d? i
7 . 5 las colonias . N de colonias
células /pocillo con CAP 7 dias R cristal violeta
CAP CAPR

Figura C.1. Esquema del flujo de trabajo para la cuantificacion de colonias resistentes a CAP.

La proporcidn de colonias resistentes a cloranfenicol (CAPR) se calculé dividiendo el
numero de colonias formadas tras el tratamiento con cloranfenicol entre el nimero de

colonias formadas en ausencia de CAP.



C.2.15. Metabolomica

Para el andlisis de metabolémica dirigida en células HAP1 WT, DCTPP1-KO y DCTPP1-
KO-Ex1 se utiliz6 el kit AbsoluteIDQ® p180 (Biocrates). El kit permite la identificacién y la
cuantificacién de 188 metabolitos diferentes por cromatografia liquida (LC)- andlisis por

inyeccion de flujo (FIA)-monitorizado de reacciones multiples (MRM).

Para la preparaciéon de muestras se cultivaron 3 x 106 células por cada réplica y se
recogieron 4 réplicas por linea celular. Las células se lavaron con PBS 1X a 4°C y se
tripsinizaron con 1 ml de tripsina-EDTA 0,05% que se neutralizé con medio completo. La
suspension de células se centrifugd 5 min a 300 gy 4 °Cy se resuspendié en PBS 1X a 4 °C.
Este proceso de lavado se repiti6 2 veces mas. Tras el ultimo lavado se retird el
sobrenadante y el pellet se congeld rapidamente en nitrégeno liquido. Los extractos se

mantuvieron a -80 °C hasta el envio de las muestras.
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D. RESULTADOS

D.1. EFECTO DE LA REDUCCION DE LOS NIVELES DE DCTPP1 EN

CELULAS MCF-7

D.1.1. Silenciamiento transitorio de DCTPP1 mediante siRNA

Los niveles de expresion de DCTPP1 se redujeron mediante la transfeccién con un
pool de pequefios RNAs de interferencia (siRNA) que promueven de forma especifica la
degradacion del RNA mensajero que codifica DCTPP1 (siDCTPP1) (Requena et al., 2014).
La transfeccion se llevé a cabo en células MCF-7 mediante un agente lipidico de acuerdo
con lo indicado en el apartado C.2.4.1 de Materiales y Métodos. Se monitorizd el
crecimiento celular a lo largo del tiempo durante 8 dias y se comprobaron los niveles de
proteina cada 24 h mediante western blot (Figura D.1 panel A). Desde las primeras 24 h los
niveles de proteina disminuyeron de forma significativa en un 70%, cayendo hasta mas de
un 90% desde el cuarto dia post-transfeccion hasta el final del experimento. Como control
negativo en todos los experimentos se utilizaron células MCF-7 transfectadas con un pool

de siRNAs inespecificos (siControl) (Tabla C.4).

Las células deficientes en DCTPP1 presentaron defectos en la proliferacion,
reduciéndose el crecimiento celular hasta un 40% a partir del séptimo dia después de la
transfeccion (Figura D.1 panel B). El andlisis del ciclo celular de células MCF-7 tras 4 dias
de deplecion de DCTPP1 mostré disminuciones de los porcentajes de células en fase Sy
G2/M desde un 14% y 16,2% a un 10% y 9,9% respectivamente (Figura D.2 paneles A y
B), acompafiadas de una parada del ciclo en la fase G1 donde el porcentaje de células
aumento6 desde un 54,7% en células transfectadas con siControl a un 76,9% en ausencia de

DCTPP1
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Figura D.1. Células deficientes en DCTPP1 presentan defectos en proliferacion. A. Analisis
por western blot de los niveles de DCTPP1 en células MCF-7 transfectadas con siRNA. Ctrl
(control), células transfectadas con siControl. Los niveles de proteina se normalizaron respecto
a los niveles de a-tubulina. Los valores corresponden a la media de 2 experimentos
independientes (+ SD). La imagen se edité para facilitar la comparacién. B. Curva de
proliferaciéon de células MCF-7 transfectadas con siDCTPP1 respecto a las transfectadas con

siControl. Los valores corresponden a la media de al menos 3 experimentos independientes
(x SD).
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Figura D.2. La deplecion de DCTPP1 altera la progresion del ciclo celular. A. Porcentaje de
células en G1, S y G2/M a dia 4 post-transfeccion. B. Graficos de nubes de puntos
representativos del porcentaje de células en cada fase del ciclo en células transfectadas con
siControl (panel izquierdo) o con siDCTPP1 (panel derecho). Los valores corresponden a la

media de al menos 3 experimentos independientes (+ SD).



D.1.2. DCTPP1 regula el pool de nucledtidos pirimidinicos en

células MCF-7 y mantiene un ratio dUTP/dTTP adecuado

Para estudiar el papel de DCTPP1 en la homeostasis del pool de dNTPs se determiné la
composicién del pool de nucleétidos pirimidinicos en células MCF-7 (Figura D.3 panel A).
La evaluacion del pool se llevé a cabo al dia 4 post-transfeccién mediante el ensayo de la
DNA polimerasa (C.11.1) (Sherman & Fyfe, 1989). De acuerdo con el papel previamente
propuesto para DCTPP1 en el mantenimiento de la homeostasis de dCTP (Requena et al,
2014), se observé una expansién del pool de dCTP en ausencia de la enzima;
3,7 pmol/106 células en la linea control frente a 5,5 pmol/10¢ células en ausencia de
DCTPP1. Ademas, se produjo una reducciéon drastica del pool de dTTP en las células
deficientes en DCTPP1, desde 7,3 pmol/10¢ células a 6,4 pmol/106 células, junto con la
aparicién de un pool de dUTP (1,5 pmol/10¢ células) no detectado en células control. A
modo de control se evaluaron los niveles de dGTP en ambas lineas, no observandose

cambios significativos.

La disminucién del pool de dTTP y la presencia de un pool de dUTP en células
deficientes en DCTPP1 supone un aumento significativo del ratio dUTP/dTTP y un riesgo
elevado de incorporacién errénea de uracilo en el DNA y por lo tanto de dafio genotoxico
para las células. La presencia de uracilo en el DNA gendmico se evalué mediante un ensayo
de PCR cuantitativa basada en el empleo de dos DNA polimerasas con distinta capacidad
para replicar DNA con uracilo (C.2.12) (Horvath & Vertessy, 2010). El DNA gen6émico de
células transfectadas con siRNA dirigido contra DCTPP1 present6 una mayor acumulacion
de residuos de uracilo (186 uracilos mas por millon de bases) respecto a las células

control (Figura D.3 panel B).
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Figura D.3. Células MCF-7 deficientes en DCTPP1 presentan un pool de dNTPs
pirimidinicos alterado y un elevado contenido en uracilo en DNA. A. Determinacién del
pool de nucleétidos tras la inhibicién de la expresién de DCTPP1. La cuantificacién se realizé a
dia 4 post-transfeccién con siRNA control o siDCTPP1. Los valores corresponden a la media de
al menos 3 experimentos independientes (+ SD). B. Cuantificacién relativa del contenido en
uracilo. Los valores obtenidos en DNA gen6émico procedente de células transfectadas con
siControl se usaron como referencia. Los valores corresponden a la media de al menos 3

experimentos independientes ( SD).

Una de las caracteristicas del metabolismo de nucleétidos es la duplicidad de rutas y
su gran plasticidad de manera que ante la ausencia de alguna de las enzimas implicadas se
pueden producir cambios en la expresion de otras enzimas de rutas alternativas con el fin
de compensar la deficiencia y asi mantener un pool de dNTPs equilibrado. Por este motivo,
se procedi6 a evaluar la expresion de distintas enzimas que participan en metabolismo de
pirimidinas en ausencia de DCTPP1. Como se muestra en la Figura D.4, no se observaron
cambios en los niveles de dCK, DCTD o dUTPasa entre las células control y las células con
niveles reducidos de DCTPP1. Sin embargo, la expresiéon de TK1 se redujo un 50% en
células deficientes en DCTPP1, si bien esta disminuciéon puede deberse al aumento del
numero de células en G1 observado en ausencia de DCTPP1 (Figura D.2 panel A) y a la
regulacion de los niveles de TK1 a lo largo del ciclo celular. Concretamente, las células en
G1 presentan bajos niveles de TK1 debido a su degradacidn tras la mitosis mediada por el

complejo promotor de la anafase/ciclosoma (APC/C) (Ke & Chang, 2004).
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Figura D.4. Modulacion de los niveles de expresion de enzimas del metabolismo de
pirimidinas. Analisis por western blot de enzimas del metabolismo de pirimidinas en células
MCF-7 tras la transfeccién con siControl y siDCTPP1. Los niveles de proteina se normalizaron
respecto a los niveles de a-tubulina. Los valores corresponden a la media de al menos 3

experimentos independientes (+ SD).

D.1.3. La deplecion de DCTPP1 sensibiliza al tratamiento con 5-

fluorodesoxiuridina

Un ratio dUTP/dATTP elevado es el factor critico en la citotoxicidad inducida por
agentes quimioterapéuticos cuya diana es la timidilato sintasa (TS) (Wilson et al., 2008).
Por tanto, seria de esperar que la deplecion de DCTPP1, que también estimula la
expansion del pool de dUTP, aumentara el efecto citotéxico de inhibidores de la TS. Con el
fin de comprobar esta hipdtesis, células MCF-7 transfectadas con siControl o siDCTPP1 se
trataron con 5-fluorouracilo (5-FU) o 5’-fluoro-2’-desoxiuridina (5-FdUrd), dos
compuestos con caracter genotoxico aunque con diferentes mecanismos de accion. La
activacion metabdlica de 5-FU y 5-FdUrd se muestra en la figura D.5 (panel A). Mientras la
5-FdUrd es fosforilada a 5-FAUMP y actua principalmente como inhibidor de la TS (Figura
D.5 panel A, flechas rojas), el 5-FU puede ejercer un efecto citotéxico adicional tras ser
fosforilado e incorporado al RNA (Figura D.5 panel A, flechas amarillas) donde ademaés de
interferir con la sintesis de proteinas, podria actuar inhibiendo la maduracién del rRNA o
la modificacién post-transcripcional de tRNAs, entre otros procesos (Longley et al., 2003).

Los ensayos realizados no muestran diferencias significativas en el tratamiento con 5-FU
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atribuibles a la deplecion de DCTPP1 (Figura D.5 panel B) lo que sugiere un modo de
accién para este compuesto basado principalmente en la incorporacién a RNA, al menos
en nuestro modelo celular. En cambio, la exposicion a 5-FdUrd indujo defectos en
proliferacién mucho mas pronunciados en células MCF-7 deficientes en DCTPP1 (Figura
D.5 panel C) confirmando asi un papel de DCTPP1 en la susceptibilidad celular a la

inhibicién de la TS y a la expansién del pool de dUTP intracelular.
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Figura D.5. Sensibilidad de células deficientes en DCTPP1 a 5-fluorouracilo (5-FU) y 5-
fluoro-2’-desoxiuridina (5-FdUrd). A. Metabolismo de 5-FU y 5-FdUrd. Las flechas en amarillo
muestran la incorporacién de 5-FU al RNA. Las flechas en rojo indican la incorporacién de 5-FU
y 5-FdUrd al DNA. B. Exposicion de células siControl y siDCTPP1 a concentraciones crecientes
de 5-FU. La gréfica representa la tasa de duplicacién relativa de cada poblacién (Relative
Population Doubling, RPD) tras 24 h en presencia de 5-FU. Los valores corresponden a la media
de 2 experimentos independientes (* SD). C. La deplecion de DCTPP1 sensibiliza a 5-FdUrd.
Células MCF-7 transfectadas con siControl o siDCTPP1 se expusieron a 5-FAURd durante 24 h

tras 7 dias de silenciamiento. Los valores proceden de 2 experimentos independientes (+ SD).

D.1.4. Activacion de la respuesta a dafnos en el DNA en células

deficientes en DCTPP1

Habiendo demostrado la incorporaciéon de uracilo en el DNA de células deficientes en
DCTPP1 procedimos a determinar el estado de la respuesta a dafio en DNA (DDR)

mediante la evaluacién de distintos marcadores. En primer lugar, analizamos mediante



microscopia de fluorescencia la formacién de foci correspondientes a la fosforilacion de la
histona H2AX que se ha descrito como un marcador prominente de roturas de cadena
doble (DSBs). En un principio no se observaron diferencias entre la linea control y la linea
transfectada con siDCTPP1 tras 4 dias de silenciamiento, con valores de células positivas
para YH2AX de 4,9% y 5,3% (Figura D.6 panel A). No obstante, tras 8 dias de inhibicién de
DCTPP1 el porcentaje de células positivas aument6 significativamente duplicAndose hasta
un 10%, lo que sugiere que es necesaria una inhibicién mas prolongada de la expresién de
DCTPP1 para desencadenar una mayor activacion de la DDR. Se analizaron otros
componentes clave en la respuesta a danos en DNA como la fosforilacion de las quinasas
de checkpoint 1 y 2 (Chk1 y Chk2 respectivamente). Como se observa en el panel B de la
figura D.6, en ausencia de DCTPP1 hay un incremento progresivo en la fosforilacién de
Chk1 alos 4 y 8 dias post-transfeccidn, de 3 y 5 veces respectivamente. Por el contrario, no

se pudo detectar fosforilacién de Chk2 en estas células.

La presencia de estrés durante la replicacion causa inestabilidad cromosdémica
durante la mitosis (Chan et al, 2009). Los puentes de anafase son una marca de
inestabilidad cromosémica. Para su cuantificacion se sincronizaron las células el dia 8
post-transfeccion en fase G2/M como se indica en el apartado C.2.10.3. Se observ6 que
células en mitosis deficientes en DCTPP1 presentan un aumento en el porcentaje de
puentes de anafase de un 8,3% en células control hasta un 14,8% (Figura D.6 panel C) en
células donde se inhibi6 la expresion de DCTPP1 durante 8 dias. Estas observaciones
ponen de manifiesto las DSBs como un dafio producido como consecuencia de la deplecion
de DCTPP1 y refuerza la importancia de la proteina en el mantenimiento de la estabilidad

gendmica.
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Figura D.6. Activacion de la respuesta a dafios en el DNA en células deficientes en
DCTPP1. A. Panel izquierdo, porcentaje de células positivas para YH2AX. Panel derecho,
imagenes de microscopia confocal representativas del marcaje con anti-yH2AX en células
control y células transfectadas con siDCTPP1. B. Analisis por western blot de la fosforilacién de
las quinasas checkpoint Chk1 y Chk2 a los dias 4 y 8 post-transfeccién. Los niveles de proteina
se normalizaron respecto a los niveles de actina. C.Panel izquierdo, cuantificaciéon del
porcentaje de puentes de anafase en células MCF-7 mitoéticas transfectadas con siControl o
siDCTPP1 a dia 8 post-transfeccién. Panel derecho, imagenes representativas de una anafase
normal, y una anafase donde se ha formado un puente. Los valores corresponden a la media de

al menos 3 experimentos independientes (+ SD). La barra de escala corresponde a 10 um.

D.1.5. La disminucion del ratio dUTP/dTTP contrarresta la

activacion del DDR

Considerando la incorporacién errénea de uracilo en células deficientes en DCTPP1
como el dafio inicial que origina la fosforilacién de la histona H2AX nos propusimos
restaurar el ratio dUTP/dTTP y evaluar de nuevo la presencia de foci de yH2AX. Por un
lado, las células previamente transfectadas con siControl o siDCTPP1 se suplementaron
con 5 puM de timidina (dThd) durante 24 h. La base de esta estrategia es conseguir la
disminucién del ratio dUTP/dTTP mediante la expansion del pool de dTTP por la

fosforilacion de dThd a timidilato por accién de TK1 y las subsiguientes reacciones de



fosforilacion de TMPK y NDK. Las células positivas para la presencia de foci de YH2AX se
cuantificaron 8 dias después de la transfeccién. La suplementaciéon con dThd indujo un
descenso en el porcentaje de células positivas en ausencia de DCTPP1 a niveles
comparables a la linea control, desde 14,5% (-dThd) a un 6,8% (+5uM de dThd)
(Figura D.7 panel A), indicando una relacidén de causa-efecto entre el ratio elevado de
dUTP/dTTP y la fosforilacién de H2AX observada en ausencia de DCTPP1. Asimismo, la
adiciéon al medio de cultivo de 5 uM de dThd revirtié el defecto en crecimiento observado

en células MCF-7 tras el silenciamiento de DCTPP1 (Figura D.7 panel B).
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Figura D.7. La suplementacién con timidina reduce la formacién de foci yH2AX y restaura
la proliferacion de células MCF-7 deficientes en DCTPP1. A. Panel izquierdo, porcentaje de
células positivas para yH2AX tras la suplementacién durante 24 h con 5 pM de timidina (dThd)
a dia 8 post-transfeccion. Los valores corresponden a la media de 3 experimentos
independientes (% SD). Panel derecho, imagenes de microscopia confocal representativas del
marcaje con anti-yH2AX en células control y células transfectadas con siDCTPP1 sin
suplementar, o suplementadas con timidina. La barra de escala corresponde a 10 pm. B. Curva
de proliferacion de células transfectadas con siControl o siDCTPP1 en presencia de dThd. A dia
5 post-transfeccion, el medio de cultivo se suplement6 con 5 uM de dThd, monitorizandose el
crecimiento durante los 4 dias posteriores. Los valores corresponden a la media de 2

experimentos independientes (+ SD).
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La segunda estrategia para restaurar un ratio dUTP/dTTP adecuado consisti6 en
sobreexpresar la enzima dUTPasa con el fin de eliminar el dUTP presente en el pool de
células deficientes en DCTPP1. Las células transfectadas con siControl o siDCTPP1 se
volvieron a transfectar con los pldsmidos pcDNA o pcDNA-dUTPasa (pcDNA-DUT). La
formacién de foci de YH2AX se analiz6 48 h después de la segunda transfeccion. Al igual
que tras la suplementacién con dThd, la sobreexpresion de dUTPasa en células sin DCTPP1
también revirtid la formacion de foci de manera significativa (13% vs 19,5%) (Figura D.8).
Por otra parte, la transfeccion con pcDNA o pcDNA-DUT de células control que no
presentan niveles detectables de dUTP no modific6 sustancialmente los niveles de foci

(12,2% y 12,9% respectivamente).
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Figura D.8. La sobreexpresion de dUTPasa en células MCF-7 suprime la fosforilacién de
H2AX. A. Andlisis por western blot de los niveles de dUTPasa tras la sobreexpresion.
B. Porcentaje de células positivas para yH2AX tras 48 h de sobreexpresion de dUTPasa (pcDNA-
DUT) a dia 8 post-transfecciéon. Los valores corresponden a la media de al menos 3
experimentos independientes (+ SD). C. Imagenes de microscopia confocal representativas del
marcaje con anti-yH2AX en células control y células transfectadas con siDCTPP1

retransfectadas con pcDNA o pcDNA-DUT. La barra de escala corresponde a 10 um.



D.1.6. Implicacion de la uracil-DNA glicosilasa (UNG) en la

activacion de DDR en células deficientes en DCTPP1

Se ha descrito en diferentes estudios que el fenotipo deletéreo asociado a un ratio
dUTP/dTTP elevado es en gran medida dependiente de la escisiéon de uracilo por una
actividad uracil-DNA glicosilasa (Warner et al, 1981; Dengg et al, 2006; Guillet et al,
2006). En este estudio se ha analizado la relacién entre la deplecién de DCTPP1, la escisién
de uracilo del DNA y la activacién de DDR. Para ello, en primer lugar, las células MCF-7 se
transfectaron con siRNA Control y siRNA DCTPP1 tal y como ya se ha descrito a lo largo de
este trabajo. A continuacidn, una vez transcurridos 4 dias tras esta primera transfeccion,
las células se retransfectaron con siControl o siUNG con el fin de inhibir la expresion de la
principal actividad uracil-DNA glicosilasa. En la figura D.9 panel A se muestra la reducciéon
de los niveles de UNG tras 4 dias de silenciamiento. La deplecién de UNG en células
deficientes en DCTPP1 causé una disminucion significativa de la fosforilacion de H2AX
(Figura D.9 paneles B y C). El porcentaje de células positivas para YH2AX disminuy6 a un
6,3%, valores comparables a los de las células control (5,4%). Ademas, la inhibicion de
UNG restablecié parcialmente el crecimiento de células deficientes en DCTPP1 hasta
presentar el 80% con respecto a células control (Figura D.9 panel D). Estos resultados
indican que la eliminacién de uracilo y la consiguiente formacion de sitios abasicos es la

principal causa de formacién de DSBs en células MCF-7 en ausencia de DCTPP1.
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Figura D.9. El silenciamiento de UNG previene la formacion de foci yH2AX y recupera
parcialmente el crecimiento de células MCF-7-siDCTPP1. A. Analisis por western blot de los
niveles de UNG tras el silenciamiento génico. B. Porcentaje de células positivas para YH2AX tras
8 el silenciamiento de UNG durante 4 dias. Los valores corresponden a la media de al menos 3
experimentos independientes (+ SD). C. Imagenes de microscopia confocal representativas del
marcaje con anti-yH2AX en células control y células siDCTPP1 transfectadas con siControl o
siUNG. La barra de escala corresponde a 10 pm. D. Curva de proliferacion de células MCF-7

transfectadas con siRNA DCTPP1, siControl y/o siUNG. Los valores corresponden a la media de

al menos 3 experimentos independientes (+ SD).

D.2. ESTUDIO DEL PAPEL BIOLOGICO DE DCTPP1 EN CELULAS

HAP1

D.2.1. Caracterizacion de una linea celular HAP1 knockout para

DCTPP1

El silenciamiento génico mediante siRNA es una técnica ampliamente extendida y
utilizada como modelo para el estudio funcional de diferentes proteinas. Sin embargo,

tiene una serie de limitaciones como son la variabilidad de la eficiencia de silenciamiento



entre experimentos, la presencia de niveles residuales de proteina durante el experimento
y la inhibicién de la enzima durante tiempos cortos. Es por esto que nos propusimos
validar los resultados obtenidos en la linea celular MCF-7 y profundizar en el estudio
utilizando como modelo una linea estable knockout (KO) para DCTPP1. Con este fin,
empleamos la linea celular humana HAP1, una linea cuasi haploide derivada de una linea

de leucemia mieloide crénica (CML) KBM-7 (Essletzbichler et al., 2014).

La primera linea celular knockout para DCTPP1 (DCTPP1-KO) caracterizada en este
estudio (Horizon Discovery) se gener6 mediante la tecnologia CRISPR/Cas9 utilizando un
RNA guia (sgRNA) dirigido contra el exén 2 del gen dando como resultado de la edicién
con CRISPR/Cas9 un clon con una deleccién de 13 pb que genera un cambio en la pauta de
lectura. Como resultado de la edicion en el ex6n 2, la linea DCTPP1-KO presenta una forma

truncada de la proteina de aproximadamente 10 kDa (Figura D.10 panel A).
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Figura D.10. Analisis de la expresion de DCTPP1 en la linea HAP1 DCTPP1-KO. A. Analisis
por western blot de la linea knockout para DCTPP1 adquirida. B. Microscopia confocal de
fluorescencia de células HAP1 WT y DCTPP1-KO. La barra de escala corresponde a 10 pm. C. A
la izquierda, esquema del gen DCTPP1 wild type con los 7 residuos cataliticos. A la derecha,
esquema del gen truncado de DCTPP1 de la linea DCTPP1-KO, con solo uno de los dominios

cataliticos conservados.

Este resultado se confirm6é mediante microscopia de inmunofluorescencia, donde
ademas se observé que la forma truncada de la proteina se encontraba unica y

exclusivamente en la mitocondria, mientras que la proteina silvestre se localiza también
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en el nicleo y el citosol (Figura D.10 panel B). En el panel C de la figura D.10 se
representan esquemadticamente la proteina DCTPP1 y la proteina resultante tras la
edicidén. La proteina truncada consta de 93 aminoacidos de los cuales solo se conservan 41
aminodacidos de la proteina original. Las células DCTPP1-KO presentan una enzima que
solo contiene uno de los siete dominios implicados en catalisis y carece completamente del
dominio MazG (Moroz et al, 2005) y del residuo E93 que es esencial en el proceso
catalitico (Requena et al, 2014), por lo que asumimos que la proteina resultante no es

funcional.

Contrario a lo previamente observado en células MCF-7, la inactivacién de DCTPP1 en
células HAP1 no produce un defecto en proliferacién en comparacién con la linea parental
(HAP1 WT), ni alteraciones en la progresién del ciclo celular (Figura D.11 paneles A y B).
Numerosos estudios han puesto de manifiesto diferencias fenotipicas entre experimentos
de inactivacion (knockout) y de silenciamiento génico (knockdown) en distintos
organismos modelo (Peretz et al, 2018). Estas diferencias pueden deberse, entre otras
razones, a mecanismos compensatorios desencadenados solo tras la inactivacién génica y

la seleccidn clonal que se produce al generar los knockouts.
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Figura D.11. La linea HAP1 DCTPP1-KO es viable y no presenta defectos en la progresion
del ciclo celular. A. Estudio del crecimiento de células HAP1 WT y DCTPP1-KO. B. Anélisis del
ciclo celular por citometria de flujo. Los valores corresponden a la media de al menos 3

experimentos independientes (+ SD).



D.2.2. Generacion de una segunda linea HAP1 deficiente en

DCTPP1

Con el fin de confirmar los resultados de proliferacion se generé en el laboratorio una
segunda linea knockout para DCTPP1 mediante la tecnologia CRISPR/Cas9 empleando las
construcciones adquiridas de OriGene Technologies que se describen en el apartado C.2.7.
En este caso, el sgRNA esta dirigido contra la zona colindante del cod6n de inicio del ex6n
1. Las células se transfectaron con dos plasmidos distintos, un plasmido que expresa la
enzima Cas9 y el sgRNA y un segundo plasmido con el gen de resistencia a puromicina,
flanqueado por secuencias homélogas al gen de DCTPP1, para favorecer su insercién por
recombinacién homoéloga. Tras la transfeccion se seleccionaron los clones con puromicina
durante 7 dias y luego se realiz6 una dilucién minima para aislar clones individuales. Los
clones se crecieron en presencia de puromicina hasta poder ser criopreservados y se
prepararon extractos de proteinas para analizar por western blot la expresion de DCTPP1.
De los 13 clones obtenidos no se detect6 expresiéon de DCTPP1 en 4 de ellos (Figura D.12
panel A). El analisis mediante microscopia de inmunofluorescencia del clon 8 descarté la
presencia de DCTPP1 en estas células, validando asi esta linea celular como un knockout
genuino de DCTPP1. (Figura D.12 panel B). Esta segunda linea knockout, denominada
DCTPP1-KO-Ex1, tampoco presentd defectos en proliferaciéon en comparacion con la linea
parental, confirmando las diferencias fenotipicas previamente observadas entre el

silenciamiento transitorio de DCTPP1 en células MCF-7 y la linea estable DCTPP1-KO.
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Figura D.12. Generacion y andlisis de una segunda linea knockout para DCTPP1.
A. Comprobacién por western blot de los clones obtenidos por edicién dirigida mediante
CRISPR/Cas9 contra el ex6n 1 de DCTPP1 en la linea HAP1. B. Microscopia confocal de
fluorescencia en el clon 8 (DCTPP1-KO-Ex1). La barra de escala corresponde a 10 um. C. Curva
de crecimiento de las lineas HAP1 WT y DCTPP1-KO-Ex1. Los valores corresponden a la media

de al menos 3 experimentos independientes (+ SD).

D.2.3. Caracterizacion metabodlica de la linea DCTPP1-KO

En primer lugar, procedimos a determinar el impacto de la pérdida de DCTPP1 en los
niveles de nucleétidos intracelulares. A diferencia de lo que ocurre en células MCF-7 y en
otras lineas celulares (Requena et al.,, 2014), el pool de dCTP no se expande en ausencia de
DCTPP1 en células HAP1. Los niveles de dCTP detectados fueron de 2,6 y 2,9 pmol/106
células en células HAP1 WT y DCTPP1-KO respectivamente (Figura D.13 panel A). Sin
embargo, se observé una disminuciéon significativa de la concentracién intracelular de
dTTP desde 11,8 pmol/10¢ células en la HAP1 WT a 7,4 pmol/106 células en la linea
knockout, junto con la aparicion de cantidades detectables de dUTP en células DCTPP1-KO
(0,25 pmol/10¢ células). Como control se determinaron los valores del pool de dGTP, que

se mantiene invariable en la linea knockout.

Asi mismo, se analiz6 la expresidn de otras enzimas implicadas en el metabolismo de
nucleétidos que pudieran estar siendo moduladas para compensar la ausencia de DCTPP1,
pero no se encontraron cambios significativos entre ambas lineas (Figura D.13 panel B).

Junto con la modulacién de los niveles de expresion, las proteinas que participan en el



metabolismo de nucledtidos estan sujetas a distintos tipos de regulacién enzimatica. Por
ejemplo, la actividad trifosfohidrolasa de SAMHD1 es controlada alostéricamente y por
modificaciones post-traduccionales (Miazzi et al, 2014; E. ]. Lee et al, 2017).
Concretamente, existen evidencias de que la fosforilacién de SAMHD1 en la treonina 592
aumenta la actividad hidrolasa sobre dCTP (Jang et al., 2016). Sin embargo, la fosforilacion
de SAMHD1 no difiere significativamente en la linea DCTPP1-KO (Figura D.13 panel B) por

lo que esta actividad no parece estar remplazando a DCTPP1 en el mantenimiento de los

niveles de dCTP.
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Figura D.13. Determinacion del pool de dNTPs y niveles de expresion de enzimas del
metabolismo de pirimidinas en las lineas HAP1. A. Analisis del pool de dNTPs en células
HAP1 WT y DCTPP1-KO. Los valores corresponden a la media de al menos 3 experimentos
independientes (+ SD). B. Comparacién mediante western blot de la expresién de enzimas del

metabolismo de nucleétidos en células knockout respecto a células control.

La concentraciéon intracelular de dCTP puede ser regulada no solo mediante
reacciones catabdlicas, sino también a nivel de sintesis en distintas etapas bioquimicas
tales como la reducciéon de CDP o la sintesis de CTP a partir de UTP. No obstante, hay que
sefnalar que no se detectaron cambios en la expresion de las enzimas responsables de
catalizar estas reacciones, la RNR y la CTPS1 respectivamente, cuyos niveles se mantienen
constantes en ausencia de DCTPP1 (Figura D.13 panel B). No hay que olvidar, sin embargo,
que ambas enzimas estan sujetas a una regulacion alostérica de manera que su actividad
se ve modulada por la concentracion de distintos efectores (Pappas et al, 1998) (Niida et

al., 2010). En el caso de CTPS1, se activa por UTP y se inhibe por su producto final, el CTP y
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por tanto la concentraciéon de estos NTPs podria estar modificando notablemente la

actividad de la enzima.

Con el fin de evaluar esta posibilidad, los niveles de ribonucleétidos (NTPs) se
determinaron mediante cromatografia de intercambio aniénico en células deficientes en
DCTPP1 y en células control en las condiciones que se especifican en el apartado D.2.11.2.
Asi, las células DCTPP1-KO presentaron niveles de CTP algo inferiores a los de células
control (437 pmol/10¢vs 511 pmol/10¢ células, respectivamente) (Figura D.14 panel A).
El precursor en la sintesis del CTP, el UTP, también disminuye de forma evidente en las
células DCTPP1-KO (1799 pmol/10é células) en comparaciéon con las células HAP1 WT
(2032 pmol/10¢ células). En conjunto, el andlisis cromatografico de NTPs en células
deficientes en DCTPP1 muestra una disminucion de entre un 10-15% en los niveles de CTP
y UTP, que se corresponden en cifras absolutas con 74 pmol/10¢ y 233 pmol/10¢
respectivamente. El efecto de este descenso del pool de NTPs sobre la actividad de CTPS1

es dificil de determinar.

Con el fin de completar la caracterizacion de las lineas celulares estudiadas se realizd
un andalisis metabolémico empleando el kit AbsoluteIDQ® p180 de Biocrates, descrito de
forma mas detallada en el apartado C.2.15, y que abarca distintos tipos de metabolitos:
acilcarnitinas, aminoacidos, aminas biogénicas esfingolipidos, fosfatidilcolinas y
lisofosfatidilcolinas. Este estudio se realizé en colaboracién con la Dra. Marta Cascante de
la Universidad de Barcelona. Las lineas celulares analizadas fueron HAP1 WT, DCTPP1-KO
y DCTPP1-KO-Ex1. Entre los resultados obtenidos que incluyen 188 metabolitos cabe
destacar los resultados obtenidos para los aminoacidos glutamina y glutamato que
también participan en la reaccién catalizada por la CTPS (Figura D.14 panel B).
Concretamente la CTPS transfiere el grupo amino de la glutamina al UTP para generar
CTP, dando lugar al mismo tiempo a la formacién de glutamato. El analisis de metabolitos

llevado a cabo revelé un aumento significativo de los niveles de glutamina acompafiado de



una disminuciéon en glutamato en ambas lineas knockout analizadas, DCTPP1-KO y
DCTPP1-KO-Ex1 (Figura D.15), lo que sugiere una disminucién de la conversiéon de UTP a
CTP. También se observé una disminuciéon de los niveles de aspartato, otro de los
aminoacidos implicados en la sintesis de novo de nucledtidos.
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Figura D.14. Concentracion intracelular de ribonucleétidos. A. La composicion del pool de
NTPs se cuantifico6 en células HAP1 WT y DCTPP1-KO mediante HPLC. Los valores
corresponden a la media de al menos 3 experimentos independientes (+ SD). B. Esquema de la

reaccion catalizada por la CTP sintetasa (CTPS).

Estos resultados apoyan la hipétesis de que en células HAP1 deficientes en DCTPP1
hay una menor sintesis de CTP y por consiguiente una menor formacién de CDP, sustrato
de la RNR necesario para la sintesis de novo de dCTP. De esta forma, la baja disponibilidad

de CDP permitiria un control del pool de dCTP en ausencia de DCTPP1.

Ademas de su papel en sintesis de novo de CTP, la CTP sintasa tiene una funcion
esencial en la sintesis de fosfolipidos en células de mamifero y en levaduras. El CTP es el
precursor inmediato del CDP-diacilglicerol, la CDP-colina y la CDP-etanolamina. La
formacion de CTP es critica para la sintesis normal de esfingolipidos y fosfatidilcolinas
(Kent & Carman, 1999; Y. F. Chang & Carman, 2008). Al analizar detenidamente los datos
del analisis metabolémico para esfingolipidos y glicerofosfolipidos observamos c6mo en
ausencia de DCTPP1 hay una perturbacién global de las concentraciones de diferentes
tipos de fosfolipidos (Tablas D.1, D.2, D.3 y D.4 del Anexo H.1). Ademas, los cambios

detectados en la composicion de fosfolipidos son en todos los casos disminuciones en la
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concentracion lo cual esta correlacionado con una disminucién en el pool de CTP, que es
como hemos mencionado uno de los precursores esenciales de los fosfolipidos. En
conjunto, los datos de cuantificacion de nucledtidos junto con los del analisis
metabolémico parecen indicar que la adaptacién metabodlica de la linea DCTPP1-KO
consiste en limitar la sintesis de dCTP a través de la reduccion del pool de CDP. Sin
embargo, una de las consecuencias de esta adaptacién es la perturbacién de los niveles

celulares de esfingolipidos y glicerofosfolipidos.
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Figura D.15. Perfil metabolémico de la concentracion de aminoacidos en las lineas HAP1
WT, DCTPP1-KO y DCTPP1-KO0-Ex1. Los valores corresponden a la media de 4 experimentos
independientes (+ SD).

D.2.4. Analisis del contenido en uracilo y de marcadores de

respuesta a dafio en DNA en las lineas HAP1

La linea DCTPP1-KO presenta un ratio dUTP/dTTP elevado por lo que procedimos a
evaluar el contenido en uracilo en DNA gendmico. Al igual que en células MCF-7, la

ausencia de la actividad de DCTPP1 en la linea knockout provoca un incremento en los



niveles de uracilo; concretamente se detectaron 667 uracilos por millén de bases mas que
en la linea HAP1 control (Figura D.16 panel A). La alta incorporacién de uracilo se traduce
en una activacion de la respuesta a dafio en DNA, detectdndose un aumento moderado en
la fosforilacion de Chk2 en células deficientes para DCTPP1. En cambio, no se detectaron
cambios en la fosforilaciéon de Chk1 si bien cabe destacar la alta fosforilacién basal de esta
quinasa en células HAP1 que probablemente refleja la presencia basal de dafios en el DNA
en este tipo celular (Figura D.16 panel B). La fosforilacidn de la histona H2AX también se
encuentra aumentada en la linea DCTPP1-KO (Figura D.16 panel C). El porcentaje de
células positivas para yH2AX incrementa significativamente desde un 5,4% en células
HAP1 WT hasta un 35,6% en ausencia de DCTPP1. Estos datos concuerdan con los
resultados obtenidos en la linea MCF-7 y muestran la relevancia de DCTPP1 en la

preservacion de la integridad gen6émica.
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Figura D.16. Activacién de la respuesta a dafio en DNA (DDR) en células DCTPP1-KO. A.
Determinacién del contenido en uracilo en DNA gendmico. Los valores del DNA genémico
procedente de células HAP1 WT se usaron como referencia para la cuantificacion relativa del
contenido en uracilo. B. Analisis por western blot de la fosforilacion relativa de las quinasas de
checkpoint 1 y 2 (Chk1 y Chk2). Los niveles de proteina se normalizaron respecto a los niveles
de actina. C. Panel derecho, porcentaje de células positivas para yH2AX. Panel izquierdo,
imagenes de microscopia confocal representativas del marcaje con anti-yH2AX en células
control y células DCTPP1-KO. Los valores corresponden a la media de al menos 3 experimentos

independientes (+ SD). La barra de escala corresponde a 10 um.
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D.2.5. Efecto de la modulacion del ratio dUTP/dTTP en la

activacion de DDR

Previamente hemos demostrado en el presente trabajo que la alteracién del ratio
dUTP/dTTP es la causa subyacente del aumento de inestabilidad genética que conduce a la
activacion de DDR en células MCF-7 deficientes en DCTPP1. Con el fin de establecer dicha
relacién en el modelo celular HAP1, se analizé el efecto de la expansion del pool de dTTP
sobre la aparicion de dafio en el DNA, para lo cual células HAP1 WT y DCTPP1-KO se
suplementaron con 1 uM y 5 pM de timidina durante 24 h antes de proceder a la
cuantificaciéon de foci de YH2AX como marcador fenotipico. Mediante analisis por
citometria de flujo, se comprobé que las concentraciones de dThd utilizadas no inducian la
parada en el ciclo celular, fendmeno que se denomina thymidine block (Schvartzman et al.,
1984) (Figura D.17 panel A). En la linea control HAP1 WT el porcentaje de células
positivas para YH2AX permanecidé constante tras la suplementaciéon con timidina. Por el
contrario, en células DCTPP1-KO este porcentaje se redujo de manera proporcional a la
concentracion de dThd empleada, desde el 34,9% al 26,3% tras incubacién con 1 uM y al

16,8% con 5 uM (Figura D.17 paneles B y C).

Con el objetivo de promover la sintesis de timidilato a través de la hidrélisis de dCTP y
de esta manera restaurar el ratio dUTP/dTTP se procedi6 a la sobreexpresion de DCTPP1.
Para ello las células se transfectaron con un pldsmido control (pcDNA) y un pldsmido con
el ORF correspondiente a DCTPP1 (pcDNA-DCTPP1) analizandose la presencia de foci de
YH2AX a dia 2 post-transfeccion. Mediante western blot se comprobaron los niveles de
expresion de DCTPP1 tras las transfecciones, observandose niveles especialmente
elevados de proteina en aquellas células transfectadas con pcDNA-DCTPP1 (Figura D.18
panel A). A pesar de ello, no se observaron diferencias significativas en los porcentajes de

células positivas para yH2AX entre las células DCTPP1-KO transfectadas con el plasmido



control y entre las mismas células donde se rescaté la expresion de DCTPP1 (26,1% y

29,8% respectivamente) (Figura D.18 paneles By C).
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Figura D.17. La suplementaciéon con timidina disminuye la fosforilacién de H2AX en
células DCTPP1-KO. A. Analisis del ciclo celular por citometria de flujo de células HAP1 WT y
DCTPP1-KO suplementadas con 1 pM y 5 uM de dThd durante 24h. B. Porcentaje de células

positivas para YH2AX tras la suplementaciéon con dThd. C. Imagenes de microscopia confocal
representativas del marcaje con anti-yH2AX en células control y células DCTPP1-KO en ausencia
y en presencia de dThd. Los valores corresponden a la media de al menos 3 experimentos

independientes (* SD). La barra de escala corresponde a 10 pm.

Una estrategia alternativa para restaurar el ratio dUTP/dTTP en las células DCTPP1-
KO y reducir asi la activacién de DDR consistié en la sobreexpresion de la dUTPasa que
actuarfa eliminando el dUTP presente en estas células. Para ello, se procedié a la

transfeccion con pcDNA, y pcDNA-DUT, y al analisis de foci de YH2AX a las 48 h post-



transfeccién. Sin embargo, la transfeccidén con pcDNA-DUT no resulté en un incremento en
los niveles de dUTPasa (Figura D.19 panel A) ni tuvo ninglin impacto sobre el nivel de
fosforilacion de H2AX observado en el fondo DCTPP1-KO, tal y como se habia observado
previamente en la linea MCF-7 (Figura D.19 paneles B y C). Por otro lado, el resultado
obtenido en células MCF-7 (Figura D.8) descarta que la ausencia de sobreexpresion de la

dUTPasa sea debida a defectos en el vector de expresion empleado.
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Figura D.18. Sobreexpresion de DCTPP1 en células HAP1. A. Anlisis mediante western blot
de los niveles de expresiéon de DCTPP1 en células HAP1 WT y DCTPP1-KO 48 h después de la

transfeccion con pcDNA o pcDNA-DCTPP1. B. Porcentaje de células positivas para yH2AX tras la
sobreexpresiéon de DCTPP1. Los valores corresponden a la media de al menos 3 experimentos
independientes (+ SD). C. Imagenes de microscopia confocal representativas del marcaje con
anti-yH2AX en células control y células DCTPP1-KO transfectadas con pcDNA o con pcDNA-
DCTPP1. La barra de escala corresponde a 10 pm.
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Figura D.19. Analisis del efecto de la expresion de dUTPasa sobre la formacion de foci

pcDNA
DUT

YH2AX en células HAP1. A. Analisis mediante western blot de los niveles de dUTPasa en células
HAP1 WT y DCTPP1-KO a dia 2 post-transfecciéon con pcDNA o pcDNA-DUT. B. Porcentaje de
células positivas para YH2AX tras la transfeccién con pcDNA-DUT. Los valores corresponden a
la media de al menos 3 experimentos independientes (+ SD). C. Imagenes de microscopia
confocal representativas del marcaje con anti-yH2AX en células control y células DCTPP1-KO
transfectadas con pcDNA o con pcDNA-DUT. La barra de escala corresponde a 10 pm.
Se generd una segunda construccidn para expresar la dUTPasa, en este caso fusionada
a EGFP en su extremo N-terminal de forma que permitiese diferenciar la proteina
endégena de la exdgena y comprobar si la enzima se estaba expresando como
consecuencia de la transfeccidn. La expresion de proteina se analizé a las 48 h tras la
transfeccion con pEGFP como plasmido control y pEGFP-DUT. Sorprendentemente, el
analisis por western blot revel6 que la sobreexpresion de la proteina fusionada a EGFP
conlleva una disminucién de la expresion de la proteina endogena, especialmente visible
en la linea DCTPP1-KO, (Figura D.20 panel A). Asi, la expresiéon de EGFP-dUTPasa en
células DCTPP1-KO no produjo en términos globales un aumento de la cantidad total de

dUTPasa expresada y por consiguiente ningin efecto sobre el porcentaje de células

positivas para YH2AX (Figura D.20 paneles B y C). Este resultado pone de manifiesto la
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posible existencia de mecanismos de regulacién de los niveles maximos de dUTPasa en la
célula. En este sentido, las células MCF-7 presentan un nivel de expresiéon basal de

dUTPasa notablemente inferior al de células HAP1, lo que explicaria las diferencias

encontradas.
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Figura D.20. Sobreexpresion de la proteina de fusion EGFP-dUTPasa en células HAP1. A.
Analisis mediante western blot de la expresion de EGFP-dUTPasa (pEGFP-DUT) en células HAP1

WT y DCTPP1-KO a las 48h post-transfeccion. B. Porcentaje de células positivas para yH2AX
tras la expresion de EGFP-DUT. C.Imagenes de microscopia confocal representativas del
marcaje con anti-yH2AX en células control y células DCTPP1-KO transfectadas con el pEGFP o

con pEGFP-DUT. La barra de escala corresponde a 10 pm.

D.2.6. Papel de UNG en la fosforilacion de H2AX en células

DCTPP1-KO

Para confirmar que la fosforilacién de H2AX es consecuencia de la incorporacion y
posterior escision de uracilo procedimos al silenciamiento transitorio de UNG. Las células
HAP1 WT y DCTPP1-KO se transfectaron con siRNA control y siRNA UNG y a las 96 h se
comprobaron los niveles de proteina. Los niveles de UNG disminuyeron entre un 50% y un

70% en las células transfectadas con siUNG (Figura D.21 panel A). De igual forma a lo



observado en el modelo celular MCF-7, el porcentaje de células positivas para YH2AX
disminuy6 de un 22,2% a un 7,27%, similar a los niveles en la linea HAP1 WT transfectada
con siControl o siUNG (8,5% y 4,9% respectivamente) (Figura D.21 paneles B y C). Estos
resultados apoyan la idea de los intermediarios de reparacién del uracilo como principales

responsables de la activacion de DDR.
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Figura D. 21. La inhibicién de UNG reduce la formaciéon de foci yH2AX en células HAP1.
A. Andlisis mediante western blot de los niveles de expresion de DCTPP1 en células HAP1 WT y
DCTPP1-KO 96 h después de la transfeccién con siControl o siUNG. Los niveles de proteina se
normalizaron respecto a los niveles de a-tubulina. B. Panel izquierdo, porcentaje de células
positivas para YH2AX tras el silenciamiento de UNG durante 96 h. Los valores corresponden a la
media de al menos 3 experimentos independientes (+ SD). Panel derecho, imagenes de
microscopia confocal representativas del marcaje con anti-yH2AX en células control y células

DCTPP1-KO transfectadas con siControl o siUNG. La barra de escala corresponde a 10 um.

D.2.7. Analisis de la frecuencia de mutacion de células DCTPP1-

KO

Los datos expuestos hasta ahora sugieren que la ausencia de la enzima DCTPP1
conlleva un dafio severo en el DNA como resultado principalmente de la alteracién del
ratio dUTP/dTTP. Asi, las células deficientes en DCTPP1 se caracterizan por un alto
contenido de uracilo en DNA, defectos en el ciclo celular incluyendo un aumento de

puentes de anafase y la activacidon de la DDR. Todo ello apunta a que estas células podrian
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presentar un fenotipo hipermutador espontdneo como resultado de la fijacion de

mutaciones inducidas por las lesiones en el DNA referidas.

La linea haploide HAP1 posee una sola copia para el gen que codifica la enzima
hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (HPRT), el cual puede ser utilizado como
marcador directo de mutagénesis (Johnson, 2012). La enzima HPRT cataliza la conversién
del analogo de nucledsido 6-tioguanina (6-TG) a 6-tioguanosina monofosfato (6-TGMP).
Este nucledsido es fosforilado hasta 6-tioguanosina trifosfato (6-TGTP) que puede ser
incorporada al DNA lo cual causa la muerte celular. Mutaciones en el gen HPRT que
impiden que la 6-TG sea metabolizada evitando asi su toxicidad para la célula. La
frecuencia de mutacion espontanea (MF) se determiné de acuerdo con lo especificado en
el apartado C.2.13 a partir de la seleccién de mutantes para HPRT tras un tratamiento con
6-TG. Los resultados obtenidos muestran una frecuencia de mutacion espontanea para la
linea HAP1 es 0,69 x 10-> mientras que en ausencia de DCTPP1, la frecuencia de mutacién

aumento 4,5 veces hasta alcanzar la cifra de 3,14 x 10-5 (Figura D.22 panel A).
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Figura D.22. La linea DCTPP1-KO presenta un fenotipo hipermutador. A. Determinacién de
la frecuencia de mutacién del gen HPRT por resistencia a 6-tioguanina. Los valores
corresponden a 3 experimentos independientes. B. Ensayo de resistencia a cloranfenicol. El
porcentaje de colonias resistentes a cloranfenicol (CAPR) se calcul6 utilizando como referencia
el porcentaje de colonias viables en ausencia de CAP. Los valores corresponden a la media de al

menos 3 experimentos independientes (+ SD).

La sintesis del DNA mitocondrial (mtDNA) en células proliferativas es altamente

dependiente del pool citosélico de dNTPs (Mathews & Song, 2007), por lo que cualquier



alteraciéon en su composicion tiene un impacto sobre la integridad del genoma
mitocondrial y por tanto el fenotipo hipermutador descrito para el genoma nuclear de las
células DCTPP1-KO deberia reproducirse en el DNA mitocondrial. Ademas, DCTPP1 se
localiza en la mitocondria, por lo que una deficiencia en esta enzima podria afectar de
manera especifica al pool mitocondrial de dNTPs. Para evaluar la integridad del DNA
mitocondrial se usé el gen que codifica para la subunidad 16S del RNA ribosomal como
marcador de mutagénesis y la resistencia a cloranfenicol (CAP) como método de selecciéon
de las mutaciones en este gen. En células deficientes en DCTPP1, la proporcién de colonias
resistentes a CAP fue el doble que en células control (21,2% vs 10,7%) lo que indica un

mayor nivel de mutagénesis en el DNA mitocondrial (Figura D.22 panel B).

D.3. CONTRIBUCION DE DCTPP1 A LA SINTESIS DE NOVO EN

CELULAS HAP1

D.3.1. Contribucion de DCTPP1 a la supervivencia celular en
ausencia de la ruta de salvamento de nucledsidos

pirimidinicos

La disminucién en el pool de dTTP en ausencia de DCTPP1, observada en los dos
modelos empleados en este trabajo, evidencia la contribucién de esta enzima a la sintesis
de novo de dTTP. De acuerdo con nuestra hipotesis, DCTPP1 estaria proveyendo a la célula
de dCMP que puede ser convertido en dTMP por las reacciones consecutivas de DCTD y la
TS. De esta forma, en ausencia de DCTPP1 el salvamento de timidina y desoxicitidina, por

TK1 y dCK respectivamente, tendria un papel crucial en la sintesis y homeostasis del dTTP.

Con el fin de evaluar la relevancia de TK1, dCK y DCTD en proveer a la célula de dTTP,
especialmente en ausencia de DCTPP1, se procedi6é a inhibir transitoriamente su

expresion mediante transfeccion con siRNA especificos. El efecto de tal inhibicién en
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células HAP1 WT y DCTPP1-KO se comprob6 mediante western blot (Figura D.23 paneles
A, By C superiores). Dado que en trabajos previos desarrollados en células HeLa y MRC-5
se habia observado un aumento significativo de la expresién de DCTPP1 tras el
silenciamiento génico de TK1 y dCK, se comprobaron los niveles de DCTPP1 en células

HAP1 WT tras el silenciamiento de dichas enzimas no observandose cambios

significativos.
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Figura D.23. Las células DCTPP1-KO dependen del salvamento de dCyd y dThd para el
crecimiento celular. A. Panel superior, analisis mediante western blot del silenciamiento por siRNA de
TK1 (siTK1) a dia 4 post-transfeccion. Panel inferior, lineas HAP1 WT (WT) y DCTPP1-KO (KO)
deficientes en TK1. B. Panel superior, analisis mediante western blot del silenciamiento por siRNA de
dCK (sidCK) a dia 4 post-transfeccion. Panel inferior, lineas HAP1 WT (WT) y DCTPP1-KO (KO)
deficientes en dCK C. Panel superior, analisis mediante western blot del silenciamiento por siRNA de la
dCMP desaminasa (siDCTD) a dia 4 post-transfeccion. Panel inferior, lineas HAP1 WT (WT) y DCTPP1-

KO (KO) deficientes en DCTD. Los valores corresponden a la media de al menos 3 experimentos

independientes (+ SD).

Por otra parte, se evalué el crecimiento durante 5 dias tras la transfeccién con los
distintos pools de siRNAs (siControl, siTK1, sidCK y siDCTD) en las lineas HAP1 WT y
DCTPP1-KO. Las células deficientes en DCTPP1 resultaron ser susceptibles a la deplecion
de TK1, y ante la falta de ambas enzimas el crecimiento disminuy6 entre un 50-60%

respecto al de la linea parental con niveles normales de DCTPP1 y TK1 (Figura D.23 panel



A, inferior). Este defecto en el crecimiento era también significativamente superior al que
presentaba la linea HAP1 WT deficiente en TK1, indicando que la ausencia de salvamento
de timidina per se no afecta sensiblemente al crecimiento; Uinicamente la ausencia de
sintesis de novo via DCTPP1 hace que la via de recuperacidn sea esencial para la
proliferacidn celular. Un resultado similar se encontré al inhibir la expresion de dCK en
células DCTPP1-KO, donde el crecimiento celular se redujo significativamente con
respecto al de las lineas control HAP1 WT y DCTPP1-KO (Figura D.23 panel B inferior).
Como ocurria en el caso de la timidina, la interrupcién del salvamento de desoxicitidina
mediante la deplecion de dCK tampoco tiene efectos significativos en el crecimiento de la
linea control que expresa DCTPP1. En conjunto estos resultados ponen de manifiesto la
contribucion esencial de DCTPP1 a la sintesis de dTTP principalmente en ausencia de

alguna de las vias de recuperacién de nucledsidos pirimidinicos.

Contrariamente a lo observado cuando se elimina el salvamento de nucledsidos, las
células DCTPP1-KO resultaron ser igualmente sensibles a la deplecién de DCTD que las
células control (Figura D.23 panel C inferior), con una pérdida de proliferacién del 30% en
todos los casos. Este resultado sugiere que (i) el pool de dCMP y su desaminacién tienen
un papel importante en la sintesis de dTTP tal y como se habia puesto de manifiesto en
trabajos previos (Bianchi et al, 1987) y que (ii) DCTPP1 y dCK son actividades

complementarias a la hora de proveer el dCMP celular.

D.3.2. El pool de dNTPs y la integridad genética dependen de

DCTPP1y del salvamento de dThd

Para profundizar en las causas que provocan el defecto en proliferaciéon descrito en
ausencia de DCTPP1 y TK1 se procedid en primer lugar al analisis del ciclo celular a dia 2

post-transfeccion (Figura D.24). Tanto en células control como en células DCTPP1-KO el
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silenciamiento de TK1 causa un descenso del porcentaje de células en fase S y un aumento
en las fases G1 y G2/M. Estas anomalias son aiin mas pronunciadas en células deficientes
en DCTPP1. Mientras que el porcentaje de células en G1 fue del 20-25% en células
transfectadas con siControl, este increment6 al 39,3% en células HAP1 WT y al 46,6% en
células DCTPP1-KO tras el silenciamiento de TK1 en ambos fondos genéticos. Al mismo
tiempo tras la depleciéon de TK1, las células en fase S disminuyeron desde el 50-60%

(control), hasta el 18% (HAP1 WT) y 6,6% (DCTPP1-KO).
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Figura D.24. Efecto del silenciamiento de TK1 sobre el ciclo celular. Se evalué la progresiéon
del ciclo celular en células HAP1 WT y DCTPP1-KO deficientes en TK1 a dia 2 post-transfeccion.

Los valores corresponden a la media de al menos 3 experimentos independientes (+ SD).

A continuacién, se evalué el impacto de la deplecion de TK1 en las lineas HAP1
determinando la composicion del pool de nucleétidos (Figura D.25). Como era de esperar,
las diferencias mas importantes se observaron en las concentraciones intracelulares de
dTTP. El silenciamiento de TK1 en células HAP1 WT dio como resultado una reducciéon
importante del pool de dTTP (de 5,0 a 2,6 pmol/106 células), comparable a la observada en
células DCTPP1-KO transfectadas con el siRNA control. En células DCTPP1-KO, los niveles
de dTTP disminuyeron de forma mucho drastica tras la deplecién de TK1 (1,3 pmol/106
células), poniendo de manifiesto la relevancia de ambas enzimas, DCTPP1 y TK1, en la
sintesis de dTTP. En cuanto al dUTP, solo se detectaron niveles significativos de

0,26 pmol/10¢ en células DCTPP1-KO transfectadas con el siRNA control, un valor similar



al determinado previamente en la misma linea celular no transfectada. El silenciamiento
de TK1 da lugar a la desaparicion de este pool de dUTP lo que sugiere que la fosforilacion
de desoxiuridina por TK1 pueda ser responsable en parte de la formacién de dUTP en

células DCTPP1-KO.
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Figura D.25. Impacto de TK1 en la composicién de nucleétidos pirimidinicos en células
HAP1. Analisis de la composicién del pool de dNTPs en células control y DCTPP1-KO tras el
silenciamiento de TK1. La medida se llevé a cabo a dia 2 post-transfeccion. Los valores

corresponden a la media de al menos 3 experimentos independientes (+ SD).

Pese a que en células deficientes en TK1 los niveles de dUTP son extremadamente
bajos o estan por debajo de los limites de deteccidn de nuestro ensayo, la severa reducciéon
del pool de dTTP abre la posibilidad de que se produzca la incorporacién de uracilo en el
DNA genémico de estas células. Efectivamente, la deplecion de TK1 en células HAP1 WT
dio lugar a un fuerte incremento en los niveles de uracilo (Figura D.26 panel A) asi como a
un aumento del porcentaje de células positivas para yH2AX analizadas a dia 4 post-
transfeccién (de 9,8% a 25,4%) (Figura D.26 paneles B y C). En cambio, en células
DCTPP1-KO, cuyos niveles basales de uracilo genémico son elevados, no se detecté6 una
mayor presencia de uracilo en ausencia de TK1, pero tampoco una disminuciéon. En
consecuencia, la fosforilacion de H2AX se mantuvo constante y a niveles altos tanto en
células DCTPP1-KO control como en células deficientes en TK1 (30-40%) (Figura D.26

paneles By C).
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Figura D.26. Determinacion de uracilo y foci yH2AX en células deficientes en TK1. A.
Determinacién del contenido en uracilo en DNA gendmico. Los valores del DNA gendmico
procedente de células HAP1 WT transfectadas con siCtrl se usaron como referencia para la
cuantificacién relativa del contenido en uracilo. B. Porcentaje de células positivas para YH2AX
tras el silenciamiento de TK1. C. Imdgenes de microscopia confocal representativas del marcaje
con anti-yH2AX en células control y células DCTPP1-KO transfectadas con siCtrl o siTK1, a dia 4
post-transfeccién. Los valores corresponden a la media de al menos 3 experimentos

independientes (+ SD). La barra de escala corresponde a 10 pm.

D.4. ESTUDIO DEL PAPEL DE DCTPP1 EN QUIESCENCIA

D.4.1. CCD-34Lu como modelo celular de quiescencia

En células en divisidn los nucledtidos citosolicos producidos por accién de la RNR no
solo abastecen al DNA nuclear sino también al mitocondrial (Pontarin et al., 2003). Esta
situacion cambia en células post-mitoticas, donde la sintesis de novo y el salvamento de
nucleosidos citosélicos se ven reducidos a niveles minimos puesto que no hay replicaciéon
del DNA nuclear. Sin embargo, el mtDNA se encuentra en divisién constante, incluso en
células post-mitéticas ya diferenciadas o quiescentes, de forma que el peso de proveer de
dNTPs recae plenamente en el salvamento mitocondrial de nucle6sidos. La presencia de
DCTPP1 en la mitocondria sugiere una funcién de la enzima en el metabolismo de
nucleodtidos en este organulo, funcién que puede ser especialmente relevante en células no

proliferativas o quiescentes dadas las particularidades mencionadas.



Con el fin de estudiar el papel de DCTPP1 en la homeostasis del pool mitocondrial de
dNTPs en células en quiescencia se emple6 la linea de fibroblastos de pulmén CCD-34Lu.
En primer lugar, se procedié a reproducir el protocolo de inducciéon de quiescencia
desarrollado por Ferraro et al. (Ferraro et al, 2005). Las células CCD-34Lu se crecieron
hasta alcanzar un 100% de confluencia, es decir hasta que se produjo la inhibicién por
contacto de la proliferacién. A continuacidn, se redujo el porcentaje de suero bovino fetal
(SBF) en el medio de cultivo de un 10% a un 0,1% para inducir el estado de quiescencia. El
estado de proliferacién celular se determiné mediante andlisis del ciclo celular desde el dia
0 (momento en que se redujo la concentracidon de SBF) hasta el dia 15, utilizAndose como
control de proliferacion células que no habfan alcanzado la inhibicién por contacto y que
se mantuvieron en un 10% de SBF. En la figura D.27 (paneles A y B) se observa como la
inhibicién por contacto per se tiene como consecuencia una disminucion de las células en
fase S, de un 10% a un 2%, produciéndose un acumulo en fase G1, porcentaje que aumenta
de un 70% en células proliferativas a un 84%, lo que confirma que se ha alcanzado la
inhibicién del crecimiento por contacto. El porcentaje de células en fase S se redujo de
forma mas drastica tras la reduccién de SBF, hasta el 0,15%, 0,04% y 0,02% tras 5, 10 y 15

dias de induccién de quiescencia respectivamente.

Numerosas enzimas del metabolismo de pirimidinas se encuentran reguladas a nivel
de ciclo celular. Este es el caso de TK1 o de la subunidad 2 de 1a RNR (R2) (Sherley & Kelly,
1988; Nordlund & Reichard, 2006). Para caracterizar el modelo de quiescencia obtenido
en células CCD-34Lu se analizaron por western blot la expresion de diferentes enzimas del
metabolismo implicadas en sintesis de novo, en el salvamento citosélico y en el salvamento
mitocondrial de dNTPs. La figura D.28 (paneles A y B) muestra la disminuciéon de TK1, R2
y de la isoforma nuclear de la dUTPasa hasta niveles indetectables en células en
quiescencia. En cambio, la dUTPasa mitocondrial (isoforma de mayor tamafio) aument6 su
expresion hasta 8 veces con respecto a la de células proliferativas. También disminuy¢ la

presencia de dCK hasta un 90% en células no replicativas mientras que los niveles de
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expresion de la subunidad 2 de la RNR inducible por p53 (p53R2), implicada en
reparacién de DNA, permanecieron inalterados. En el caso de DCTPP1 se encontré una

reduccidon de mas de un 80% en células quiescentes.
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Figura D.27. Anadlisis del ciclo celular de células CCD34-Lu tras la induccién de
. quiescencia. A. Se analizé la progresién del ciclo celular por citometria de flujo en células
control (en proliferacion), células que habian alcanzado la inhibicién por contacto (dia 0) y
durante 15 dias tras la induccién de quiescencia. Los valores corresponden a la media de al
menos 3 experimentos independientes (+ SD). B. Perfiles de ciclo de celular representativos de

células en proliferacion (panel superior) y células a dia 15 tras inducir en quiescencia (panel

inferior).
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Figura D.28. Niveles de expresion de enzimas del metabolismo de nucleétidos en células
proliferativas y no proliferativas. A. Se analizaron por western blot los niveles de diferentes
proteinas implicadas en el metabolismo de nucleétidos en células proliferativas y quiescentes.
Los extractos de proteina se obtuvieron a dia 15 tras la induccién de quiescencia.
B. Cuantificacién de los niveles de expresién de enzimas en qiescencia respecto a células en

proliferacion. Los datos se normalizaron con respecto a los niveles de a-tubulina.



D.4.2. Analisis de la localizacion de DCTPP1 en células

quiescentes

En células no replicativas, el metabolismo nuclear y citosélico de dNTPs se ve
reducido de forma importante, tal y como muestran los bajos niveles de expresién de las
enzimas implicadas, dejando en un primer plano el metabolismo mitocondrial para
proveer los precursores del DNA mitocondrial. Puesto que la expresién de DCTPP1
disminuye significativamente en células no proliferativas, cabe preguntarse por su
relevancia en el metabolismo de nucledtidos mitocondrial en dicho contexto celular. Con
este objetivo se analizd por microscopia de fluorescencia la localizacién subcelular y
niveles de expresion de DCTPP1 en ntcleo, citosol y mitocondria de células CCD34-Lu tras
15 dias de induccidon de quiescencia. La disminucién de expresion observada mediante
western blot resulta también evidente en la sefial de inmunofluorescencia correspondiente

a DCTPP1 (figura D.29 panel A), principalmente de la sefial asociada al nucleo y al citosol.

Asi, el nivel total de fluorescencia en células quiescentes (9 x 103 CTCF) es menor
comparado al de células proliferativas (12x103 CTCF) (Figura D.29 panel B). La
distribucion de la sefial de fluorescencia se analizé en regiones de interés (ROI) del nicleo
y de la mitocondria. En la figura D.29 panel C se observa como de igual forma que ocurria
cuando cuantificamos la fluorescencia en la célula entera, hay una disminucién de la sefial
de DCTPP1 en el nucleo en células quiescentes. El andlisis muestra una disminucién
significativa de la sefial de fluorescencia y por tanto de la expresion de DCTPP1 en el
nucleo de células quiescentes con respecto al de células en division (desde 2,5 x 103 CTCF
a 1 x 103CTCF). Por el contrario, la niveles de DCTPP1 en mitocondria se mantienen
similares en ambos estados proliferativos (1,4 x 103 CTCF y 1,3 x 103) (Figura D.29 panel

D).
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Figura D. 29. Analisis mediante microscopia de inmunofluorescencia de los niveles de
expresion de DCTPP1 en células CCD-34Lu en quiescencia. A.Imagenes de microscopia
confocal de fluorescencia correspondientes a células en proliferaciéon y células quiescentes. La
barra de escala corresponde a 20 pm. B.Cuantificacién de la fluorescencia celular total
corregida (CTCF) correspondiente al marcaje con anti-DCTPP1. C. Cuantificacion de la
fluorescencia celular total corregida (CTCF) en el nicleo correspondiente al marcaje con anti-
DCTPP1. D. Cuantificacién de la fluorescencia celular total corregida (CTCF) en la mitocondria
correspondiente al marcaje con anti-DCTPP1. Los valores corresponden a 25 células analizadas

por condicidn experimental.

Para confirmar los resultados anteriores se realizé un andlisis cualitativo y
cuantitativo de la colocalizacion de DCTPP1 con nucleo y con mitocondria. En
proliferacidn, la intensidad de sefial correspondiente a DCTPP1 (linea verde) coincide con
la de las sefiales correspondientes a DAPI (linea azul) y mitotracker (linea roja) (Figura
D.30 panel A). En cambio, los picos de sefial de DCTPP1 son minimos en el nicleo de
células quiescentes mientras que se mantiene la correlacion con la sefial de mitotracker
(Figura D.30 panel B). Para el andlisis cuantitativo se calculd el coeficiente de Manders con

el plugin JaCOP de FIJI. Este coeficiente nos da valores entre 0 y 1 y es una medida del



solapamiento de dos sefiales en una imagen. Por un lado se determiné el coeficiente de
Manders para DCTPP1 en el ntcleo, es decir la sefial de DCTPP1 que coincidia en el
espacio con la senal correspondiente al DAPIL En este andlisis el coeficiente de Manders
disminuye de 0,12 en células proliferativas a 0,003 en células quiescentes (Figura D.30
panel C), indicando una menor presencia de DCTPP1 en el nucleo de estas ultimas. El
calculo del coeficiente para la sefial de DCTPP1 en la mitocondria revela un un incremento
de los valores de solapamiento de 0,27 a 0,5 en células quiescentes (figura D.30 panel D),

indicativo de que

predominantemente en mitocondria.

A

Figura D.30. Distribuciéon intracelular de DCTPP1 en células quiescentes. A.Escaner
cualitativo de la sefial de fluorescencia de una seccién (linea blanca) de una célula en
proliferacion. B. Escaner cualitativo de la sefial de fluorescencia de una seccién (linea blanca) de
una célula en quiescencia. DCTPP1, linea verde; nucleo, linea azul; mitocondria, linea roja. C.
Analisis cuantitativo de la colocalizacién de DCTPP1 en el nucleo. D. Analisis cuantitativo de la
colocalizacion de DCTPP1 en la mitocondria. Los valores corresponden a 25 células analizadas

por condicién experimental.
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E. DISCUSION

Los cuatro desoxirribonucleétidos, dATP, dGTP, dCTP y dTTP, son los precursores
esenciales para la sintesis del DNA durante los procesos de replicacion, recombinacién y
reparacién. Alteraciones en las concentraciones absolutas y/o relativas de cualquiera de
los cuatro dNTPs tiene como consecuencia una reducciéon de la fidelidad de la sintesis del
DNA y un aumento de la mutagénesis (Mathews, 2006). Por lo tanto, para el
mantenimiento de la homeostasis celular es esencial mantener la proporcién entre la
sintesis y la degradacién de dNTPs, de otra manera un desequilibrio en uno de estos
procesos puede provocar inestabilidad genética, que a su vez puede promover procesos

tumorigénicos o ser causa de enfermedades metabolicas (Buj & Aird, 2018).

Entre los distintos tipos de actividades catabdlicas que hidrolizan nucledtidos o
nucleésidos encontramos enzimas fosforilasas, nucleotidasas, NTP pirofosfatasas y
trifosfohidrolasas. La enzima humana DCTPP1 es una NTP pirofosfatasa todo-a que
desempefia una de las actividades catabdlicas mediante la hidrélisis de dCTP,
contribuyendo de esta forma al mantenimiento de niveles adecuados de este nucle6tido en
el pool celular. Dada la importancia del mantenimiento del pool de dNTPs para la correcta
duplicacién del material genético y de las posibles consecuencias genotdxicas que un
desbalance en dicho pool conlleva, en este trabajo hemos profundizado en el papel de
DCTPP1 en la homeostasis de nucleétidos de pirimidina y en sus implicaciones en la

integridad del genoma.
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E.1. PAPEL DE DCTPP1 EN LA HOMEOSTASIS DE NUCLEOTIDOS

DE PIRIMIDINA

E.1.1. DCTPP1 participa en el mantenimiento de los niveles

de dCTP

Alo largo del trabajo hemos empleado dos aproximaciones diferentes para el estudio
de la funcién metabdlica de DCTPP1: silenciamiento transitorio de la expresion mediante
siRNA e inactivacién génica mediante CRISPR/Cas9 usando como modelo las lineas
celulares MCF-7 y HAP1 respectivamente. En el modelo de silenciamiento transitorio de
DCTPP1 en MCF-7 observamos, tal y como se habia descrito previamente en otros tipos
celulares (Requena et al,, 2014), que en ausencia de DCTPP1 se produce una expansion del
pool del nucleétido canénico dCTP lo que apoya su papel como dCTP hidrolasa. Por el
contrario, los niveles de dCTP no se vieron alterados en las células HAP1 knockout para
DCTPP1. Diferencias fenotipicas similares entre experimentos knockout y knockdown se
han observado en numerosos estudios y en distintos organismos modelo, desde ratéon o
pez cebra hasta lineas celulares humanas (Peretz et al, 2018). En algunos casos estas
diferencias pueden deberse a efectos inespecificos de los reactivos empleados, pero
también pueden ser consecuencia de mecanismos compensatorios desencadenados tras la
inactivacion génica y la seleccion de clones en modelos knockout. En este sentido, es
posible que la linea knockout presente una adaptaciéon metabdlica que regule los niveles de
dCTP en ausencia de DCTPP1. Aunque no se detectaron cambios significativos en los
niveles de expresion de otras enzimas del metabolismo de pirimidinas, no se puede
descartar la existencia de otros tipos de regulacion. Por ejemplo, la enzima
trifosfohidrolasa SAMHD1 que cuenta con el dCTP entre sus sustratos, ademas de estar
regulada a nivel de ciclo celular estd modulada por mecanismos alostéricos y

modificaciones post-traduccionales (Miazzi et al., 2014; E. ]. Lee et al., 2017). Por otro lado



podria existir una regulacion de las reacciones enzimaéticas previas a la sintesis de dCTP,

como por ejemplo de la formacion de CDP o la reduccién de éste a dCDP (Figura E.1).

HAP1WT DCTPP1-KO
uTP + UTP
C”’Si dcTp CTPs l dCTP
cTP v CTP
NDKl NDK l
RNR RNR
CDP —— dCDP DCTPPI ¥ CDP —» dcpp ¥ DCTPPI
dcmp dcmp

Figura E.1. Modelo para la regulaciéon de la sintesis de dCDP en células DCTPP1-KO. En el
panel izquierdo se muestra la situacién normal de sintesis de dCDP en la linea control HAP1 WT
y en el panel derecho en células HAP1 deficientes en DCTPP1. Las flechas rojas indican una
menor disponibilidad de los correspondientes metabolitos (en azul aquellos metabolitos que
han sido cuantificados experimentalmente). CTPS: CTP sintetasa; NDK: nucleétido difosfato

quinasa; RNR: ribonucleétido reductasa.

La determinacion del contenido del pool de ribonucledtidos pone de manifiesto una
disminucién significativa en los niveles UTP y CTP en la linea knockout. Esta reduccién del
pool de CTP tendria a su vez un impacto sobre los niveles de CDP, sustrato de la RNR para
la formacién del precursor inmediato del dCTP, es decir del dCDP. Las observaciones
mencionadas apuntan pues a una adaptacién metabodlica encaminada a controlar la
expansion del pool de dCTP. Un consecuencia indirecta de esta adaptacién serfa la
alteracion de la composicion celular de fosfolipidos (Figura E.2) tal y como sugieren los

datos del analisis metabolémico.
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Glutamina UTP_‘
ATP @

CTPS
Glutamato Je
ADP+Pi
CTP mRNA
NDK

CDP-DAG CDP-Cho CDP
RNR
NDK

SLs PC dCTP

Sintesis de fosfolipidos Metabolismo pirimidinas

Figura E.2. Papel del CTP en sintesis de fosfolipidos, en sintesis de novo de CDP y como
precursor de RNA mensajero (mRNA). CTPS: CTP sintetasa; NDK: nucleésido difosfato
quinasa; RNR: ribonucledtido reductasa; CDP-DAG: CDP diacilglicerol; CDP-Cho: CDP colina;
SLs: esfingolipidos; PC: fosfatidilcolina.

E.1.2. DCTPP1 interviene en la sintesis de novo de dTTP

El andlisis del pool de nucleétidos mostré una reduccién sustancial del dTTP y la
presencia significativa de dUTP en los dos modelos experimentales. Estos resultados
sugieren que DCTPP1 no solo esta implicada en la homeostasis de dCTP sino que también
contribuye de manera relevante a la sintesis de novo de dTTP. Esta ruta implicaria la
hidrélisis de dCTP a dCMP catalizada por DCTPP1. El dCMP generado es a continuacién
desaminado por la dCMP desaminasa (DCTD) para producir dUMP que posteriormente es
convertido en timidilato por accion de la timidilato sintasa (TS). Finalmente el dTMP es
fosforilado de manera secuencial por la TMPK y la NDK hasta dTTP (Figura E.3). Las otras
posibles vias para la sintesis de dUMP son la hidrélisis de dUTP por la dUTPasa, evitando
asf la incorporacién de éste al DNA y la fosforilacion de desoxiuridina (dUrd) por TK1 en el
citosol y por TK2 en la mitocondria. El papel de DCTPP1 en la sintesis de dTTP resulta

crucial junto con el de la recuperacion de nucleésidos por dCK y TK1, siendo DCTPP1



esencial para la viabilidad celular en ausencia de alguna de estas quinasas. La inhibicién
conjunta de DCTPP1 y TK1 reduce drasticamente los niveles de dTTP con consecuencias
letales para célula, un fenotipo denominado “thymineless death” o muerte por falta de

timina (Cohen & Barner, 1954).

CDP  UDP

[gere]—dcpr  aupp—[aUT)

i l

dCMmP DCTD ——— dUMP — TS —dTMP
dCK K1 TK1

\ I I
dCyd durd dThd

Figura E.3. Implicaciéon de DCTPP1 en la sintesis de novo de dTTP. Esquema de la ruta del
metabolismo de pirimidinas en humanos. La flecha azul indica la ruta propuesta para la
conversion de dCTP en dTTP a partir del producto de reacciéon de DCTPP1, dCMP. Recuadros
rojos: enzimas implicadas en la sintesis de novo; recuadros verdes: enzimas de la via de
recuperaciéon de nucleésidos; en amarillo: enzimas implicadas en la sintesis de timidilato

(dTMP) via dCMP. RNR: ribonucledtido reductasa; DCTD: dCMP desaminasa; TS: timidilato 113

sintasa; dCK: desoxicitidina quinasa; TK1: timidina quinasa 1.

Ademas de las dos funciones previamente propuestas para DCTPP1, el mantenimiento
de los niveles de dCTP y una funcién house-cleaning de eliminaciéon de nucledtidos
derivados de dCTP, nuestros resultados sugieren un nuevo rol para esta enzima al
identificar DCTPP1 como un elemento crucial en la sintesis de novo de pirimidinas,
implicado en iniciar la conversién de dCTP en dTTP. Hemos mostrado como, en ausencia
de DCTPP1, las células son altamente dependientes de la ruta de salvamento de
pirimidinas. Esta duplicidad de rutas constituye una caracteristica singular del
metabolismo de nucleétidos. En resumen, este trabajo contribuye a ampliar nuestro

conocimiento sobre los mecanismos que regulan la homeostasis de dNTPs.
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E.2. IMPORTANCIA DE DCTPP1 EN EL MANTENIMIENTO DE LA

INTEGRIDAD GENETICA

Numerosos estudios han logrado establecer una asociacién entre distintos tipos de
desequilibrios en el pool de dNTPs y procesos de estrés generados durante la replicaciéon
que conducen a inestabilidad gendémica. La forma mas evidente de inducir tales
alteraciones en la composicion de nucledtidos intracelulares es mediante la inactivacion
de genes implicados en su sintesis o catabolismo. Por ejemplo, mutaciones en la dCMP
desaminasa en levadura tienen como consecuencia un fenotipo similar al que observamos
en las células MCF-7 tras el silenciamiento de DCTPP1, caracterizado por un incremento
de hasta 30 veces de los niveles de dCTP y un descenso de 4 veces en el pool de dTTP, la
activacion de checkpoints por dafnos en el DNA, la replicacién incorrecta del DNA y
defectos en el crecimiento celular (Sanchez et al,, 2012). Concretamente, el mutante dcd1A
presenta una activacion de Chk1 junto con foci de RPA y Rad52, lo que sugiere la presencia
de dafios en el DNA. En otro estudio llevado a cabo por Eriksson y colaboradores se
observd que células de raton S49 deficientes en DCTD también presentaban un pool
aumentado de dCTP y un pool de dTTP disminuido. Ademas, el tiempo de duplicacion de
las células deficientes era casi el doble que el de células control, y mostraban un fenotipo
hipermutador que era revertido mediante suplementacion con timidina (Eriksson et al,

1984).

Otro proceso implicado en el control del pool de dCTP es la desaminacion de citidina.
La disminucién de la actividad CDA causa un aumento del pool de dCTP que se ha asociado
con la etiologia del sindrome de Bloom, una enfermedad genética rara ocasionada por
mutaciones en la helicasa BLM y caracterizada por defectos en la replicacion del DNA, el
incremento de la frecuencia de recombinacién de cromatidas hermanas, un aumento de
puentes de cromatina y una fuerte predisposicidn al cancer (Chabosseau et al, 2011). La

pérdida de actividad de CDA conduce a la formacion de puentes de anafase ultrafinos entre



cromatidas hermanas durante mitosis como resultado de una replicaciéon incompleta del
DNA, un defecto similar al que observamos en células MCF-7 deficientes para DCTPP1. La
suplementacion con desoxiuridina, producto de reaccion de CDA, restituye la velocidad de
la horquilla de replicacién y reduce el intercambio de cromatidas hermanas (Gemble et al.,

2015; Gemble et al,, 2016).

Ademas de la inestabilidad genética asociada a desequilibrios continuados en la
concentracion intracelular de nucleétidos, la presencia de dNTPs dafiados o modificados
es otro factor de gran potencial genotéxico. Una vez incorporados durante la replicacién o
reparacién del DNA, estos nucleétidos modificados pueden inducir mutaciones e interferir
con distintos procesos bioldgicos esenciales como la replicacion o la transcripciéon entre
otros y provocar la muerte celular. Uno de los nucledtidos no canénicos mas comunes que
podemos hallar en el pool intracelular es el dUTP, que se produce de forma inevitable
durante la sintesis de pirimidinas tras la reduccién de UDP y la fosforilacién de dUDP o
bien por desaminacion espontanea de dCTP (Vertessy & Toth, 2009). La presencia de
dUTP en el pool de nucleétidos puede provocar su incorporacién errénea en el DNA ya que
la mayoria de las DNA polimerasas no son capaces de distinguir entre timina y uracilo y la
incorporacién de uno u otro depende de los niveles relativos de dUTP y dTTP (Blount et
al., 1997). En los dos modelos empleados en este trabajo se produce un aumento del ratio
dUTP/dTTP en ausencia de DCTPP1. Este aumento se debe no sélo a la reduccion de la
sintesis de dTTP sino también a un incremento de los niveles de dUTP el cual podria
provenir de un aumento de la actividad RNR sobre UDP, especialmente en un contexto
donde los niveles de dTTP, que actia como inhibidor alostérico de dicha enzima, se hallan
reducidos. Por otro lado, las células MCF-7 deficientes en DCTPP1 presentan un pool
expandido de dCTP que como activador alostérico de la DCTD podria promover el
aumento de los niveles intracelulares de dUMP, parte del cual seria fosforilado hasta dUTP

antes de ser convertido en timidilato. Por ultimo, no podemos descartar tampoco una
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expansion del pool de dUMP debido a una mayor fosforilaciéon de dUrd por actividades

timidina quinasa con el fin de compensar el déficit en dTTP.
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Figura E.4. La alteracion del pool de dANTPs en ausencia de DCTPP1 promueve la
incorporacion de dUTP. A. Cambios en el pool de dNTPs en el modelo de silenciamiento
transitorio de DCTPP1 en células MCF-7. B. Estado del pool de nucleétidos en la linea estable

knockout para DCTPP1.

Como consecuencia del incremento del ratio dUTP/dTTP se produce un aumento de la
incorporacién de uracilo en el DNA de células deficientes en DCTPP1. La principal ruta
implicada en la reparacion de uracilo es la ruta de reparaciéon por escision de bases (BER).
Este proceso se inicia por la actuaciéon de la uracil-DNA glicosilasa, una enzima que
reconoce y elimina la base uracilo dejando un sitio abasico (Lindahl et al, 1977).
Posteriormente el sitio abasico es procesado por medio de una AP endonucleasa que
genera un extremo 5’-desoxirribosa fosfato y otro 3’-OH. La intervenciéon de una DNA
polimerasa y DNA ligasa completan el proceso de reparacion. La incorporacién errénea de
uracilo provoca inestabilidad cromosdmica y tiene efectos perjudiciales en procariotas y
eucariotas (Ahmad et al, 1998). Ademas, la eliminacién de uracilo es potencialmente
mutagénica de forma indirecta ya que el dAMP y el dCMP tienden a incorporarse de forma
preferencial en los sitios abdsicos que genera la uracil-DNA glicosilasa durante BER
(Kunkel et al, 1983; Guillet et al, 2006). En células donde se mantiene un ratio
dUTP/dTTP elevado de forma continuada, el dUTP se incorpora también durante el

proceso de reparacion lo cual lleva a ciclos futiles de escisidn y sintesis que terminan por



causar la fragmentacién del DNA debido al colapso de la horquilla de replicacién
(Kouzminova & Kuzminov, 2008). Este fendmeno es dependiente de BER y de hecho, la
inactivacién de la actividad uracil glicosilasa alivia el fenotipo de mutantes de dUTPasa
que presentan acumulacién de dUTP tal y como se ha demostrado en diferentes
organismos modelo. En E.coli, la mutacién ung-1 atenua el defecto en crecimiento y reduce
la muerte celular de la cepa termosensible dut-1 (Warner et al,, 1981). Por otra parte, la
inactivacion del gen ungl en el mutante dutl-1 de S. cerevisiae revierte el incremento en la
tasa de mutacién y el defecto en proliferaciéon asociado a una baja actividad dUTPasa
(Guillet et al., 2006). De la misma manera la depleciéon de dUTPasa en C. elegans que
produce letalidad embrionaria es compensada por la inhibicién de la expresion del gen
ung-1 (Dengg et al., 2006). En consonancia con estas observaciones, también en este caso
la inactivacion en células humanas de la ruta BER mediante el silenciamiento de UNG
también atenud los defectos en crecimiento y el aumento de fosforilacién de la histona

H2AX asociados a la deficiencia en DCTPP1.
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Figura E.5. Reparacion de uracilo por la ruta de escision de bases (BER). UNG: uracil DNA

glicosilasa; APE: AP-endonucleasa; Polf3; DNA polimerasa; LIG; DNA ligasa.

Es relevante sefialar que la incorporacion indiscriminada de uracilo en el DNA como la

que observamos en los dos modelos de depleciéon de DCTPP1 empleados en este estudio
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(Figura E.4) se ha relacionado con procesos de inestabilidad genética que podrian jugar un
papel causal o funcional en la biologia tumoral tales como la acumulacién de roturas de
cadena doble (DSBs) en sitios fragiles con secuencias ricas en A-T. En concreto, este
fendmeno se ha descrito tras promover la sobreactivacién de la actividad ribonucleé6tido
reductasa en combinacién con una reducciéon de actividad dUTPasa, factores que se
correlacionan con prondsticos negativos en pacientes con cancer colorrectal y de mama (C.
W. Chen et al., 2016), En el modelo celular MCF-10a experimental, el aumento de actividad
RNR conllevé un incremento en los niveles de dUDP que en ausencia de niveles normales
de dUTPasa se deriva principalmente hacia la producciéon de dUTP en lugar de dTTP.
Ademas de la acumulacién de uracilo en el genoma y de roturas en sitios fragiles de los
genes FRA3B y FRA16D, estas células mostraron alteraciones en la progresiéon de la
horquilla de replicacién y un incremento de la presencia de puentes de anafase. La
sobreexpresion de dUTPasa por el contrario revirtio el estrés generado por una actividad
RNR exacerbada mediante el control del pool de dUTP (Hu et al., 2012; C. W. Chen et al,

2016).

Es de interés mencionar que aunque considerado tradicionalmente como una fuente
mayoritaria de inestabilidad genética, evidencia reciente sugiere que la incorporacién de
uracilo es también una modificaciéon especifica en el DNA que puede estar implicado en la
regulacion de la expresion génica y que las células pueden controlar los niveles de
acumulacion de uracilo en el DNA nuclear. Las estrategias usadas para modular el
contenido de uracilo incluyen la modificacion del pool de dUTP por la dUTPasa u otras
enzimas del metabolismo de pirimidinas y/o la regulaciéon de BER y de la actividad uracil
DNA glicosilasa. Tecnologias que permiten la secuenciaciéon de uracilo han demostrado
que efectivamente no ocurre estocasticamente en todo el genoma, sino que exhibe
patrones concretos de distribucidn (Shu et al., 2018; Owiti et al, 2019). Asi en el caso de
células humanas, las regiones centroméricas muestra un enriquecimiento en

desoxiuridina (Shu et al,, 2018) mientras que en levadura, niveles altos de uracilo estan



asociados a una elevada tasa de transcripcion (Owiti et al, 2018). El posible papel de

DCTPP1 en este la incorporacién controlada de uracilo en el genoma esta por determinar.

En nuestro caso, la adicion de timidina exdgena a los medios de cultivo empleados en
ambos modelos experimentales también produce una reversién de los fenotipos
relacionados con dafio en DNA y pérdida de capacidad proliferativa. La suplementacién
con timidina permite la expansién del pool de dTTP y disminuye el ratio dUTP/dTTP en
ausencia de DCTPP1. Se ha visto que la suplementacién con nucleésidos reduce el estrés
durante la replicacion y la inestabilidad genémica (Bester et al, 2011). Concretamente en
el caso del dTTP, este nucledtido es un factor esencial para la reparacién de DNA. Por
ejemplo, la suplementacién con dThd reduce la fosforilacion de la histona H2AX en células
expuestas a irradiacién ultravioleta (UV) lo que sugiere que el dTTP resulta limitante para
la etapa de sintesis de DNA durante la reparacion de lesiones inducidas por luz UV (M. H.
Lee et al, 2014). El salvamento de dThd es esencial para la recuperacion celular frente a
otros tipos de dano. Asi, TK1 resulta esencial para la sintesis de dTTP en respuesta a
agentes genotéxicos como la doxorrubicina. Las células expuestas a este compuesto
presentan una mayor expresion de TK1 en el nicleo lo que se postula que contribuye a la
expansion del pool de dTTP necesario para la reparaciéon de DSBs (Y. L. Chen et al., 2010).
El tratamiento con doxorrubicina no produce el aumento de ninguno de los otros
nucleétidos lo cual apoya la importancia del dTTP en los procesos de reparaciéon de DNA.
Teniendo en cuenta estos estudios, aumentar el pool de dTTP no solo jugaria un papel
crucial en restaurar un ratio dUTP/dTTP adecuado sino que también seria importante
para la reparacién de dafios causados por la incorporacion de dUTP en células deficientes

en DCTPP1.

Por ultimo es relevante sefialar que si bien DCTPP1 resulta esencial para la
proliferacién celular en la mayoria de los tipos celulares estudiados, las células HAP1

knockout no presentan defectos significativos en el crecimiento ni en la progresion del
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ciclo celular, incluso en presencia de altos niveles de dafio en el DNA. A este respecto es
necesario sefialar que la linea KBM-7 (obtenida de un paciente con leucemia mieloide
cronica (CML) (Agarwal et al, 1998) de la cual derivan las lineas haploides, presenta una
versiéon mutante de p53, con una mutacién de cambio de sentido que convierte la serina
215 en una glicina (Sen et al, 1995). Esta forma de p53 retiene su capacidad de union a
DNA pero no se fosforila de forma correcta tras la exposicion de la células a distintos tipos
de agentes genotdxicos. Ademas, la resistencia de las células KBM-7 a apoptosis tras
irradiacién gamma o tratamiento con araC se ha asociado con un defecto en la activacion
de Bax y expresion de Fas/APO-1 por esta versiéon mutante de p53 (Kobayashi et al,
1998). De esta manera, las células HAP-1 son capaces de proliferar en un contexto de alta

inestabilidad gen6émica al presentar una funcién checkpoint deficiente.

E.3. DCTPP1Y CANCER

Las células pre-cancerosas se caracterizan por una elevada tasa de mutagénesis, la
estimulacién de procesos de recombinaciéon génica y la presencia de aberraciones
cromosoOmicas. Estos marcadores de inestabilidad genética también se inducen cuando se
producen desequilibrios del pool de dNTPs y estrés replicacional (Rampazzo et al, 2010).
Los resultados de este trabajo indican que DCTPP1, a través de su impacto en la
composicidon del pool de nucleétidos pirimidinicos tiene un papel en la prevencion de
fenémenos de inestabilidad genémica y por tanto podria ser un factor a tener en cuenta en
procesos como el cancer o el envejecimiento. En este sentido es significativo que DCTPP1
se encuentre sobreexpresado en numerosos tipos de tumores incluyendo el de pulmén, el
de mama o el gastrico (Y. Zhang et al., 2013; Morisaki et al., 2014). Ademas, DCTPP1 se ha
relacionado con metastasis y la duplicacién de células madre cancerosas y se ha
identificado como un marcador de pronéstico desfavorable para la supervivencia.

También se ha relacionado DCTPP1 con la progresion tumoral asociada a autofagia (Lu et



al, 2018). La autofagia es un mecanismo de protecciéon para la célula, sin embargo, en
células cancerosas permite la eliminacién de sustancias perjudiciales para el desarrollo del
tumor lo cual esta asociado a resistencia a las terapias antitumorales. Se ha descrito que la
sobreexpresion de DCTPP1 promueve la invasién celular, la migraciéon y la proliferacién de
células de cancer de prostata e inhibe la apoptosis por activacién de autofagia mediada por

LC3 (microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3).

Cabe destacar dos estudios que relacionan los niveles de expresiéon de DCTPP1 con la
actividad del oncogén Myc. Por un lado, se ha observado que la transformacién de células
de higado de cerdo mediante la sobreexpresién de Myc induce, entre otros, la expresion
del mRNA de DCTPP1 (Aravalli et al.,, 2015). Ademas, Bouvard y colaboradores, usando un
modelo de células de cancer renal, observaron que al inhibir la transcripcién de Myc
mediante estauprimida durante 24 horas los niveles de mRNA de DCTPP1 disminuian
también de forma significativa (Bouvard et al., 2017). Por otro lado, se ha relacionado
DCTPP1 con la via de sefializacion Wnt canonica (Friese et al, 2019). La via de
sefalizacion de Wnt es una ruta fundamental para el control del crecimiento y una
hiperactivaciéon de la misma se ha relacionado con procesos de carcinogénesis (Nusse &
Clevers, 2017; Cheng et al., 2019). En ensayos de inmunoprecipitacion y pull-down, DCTPP1
interacciona con la ubiquitina carboxi-terminal hidrolasa 7 (USP7) que es dependiente de
la sefializacion Wnt y dicha interaccién se ve debilitada en presencia de inhibidores de
DCTPP1. Este estudio pone de manifiesto por primera vez la interaccion de DCTPP1 y
USP7 y abre la posibilidad a que los inhibidores de DCTPP1 puedan actuar de inhibidores

de la ruta de sefalizacion Wnt.

La modulacién del catabolismo de nucleétidos proporciona una oportunidad para
regular la homeostasis de nucleétidos en condiciones fisiopatolégicas tales como cancer e
inflamacioén, lo que puede resultar de gran interés desde un punto de vista terapéutico

para el desarrollo de nuevas terapias. Concretamente se ha descrito que la inhibicién de
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MTH1, implicada en la eliminacién de nucleétidos no canénicos como el 8-0xo0-dGTP,
resulta eficaz cono estrategia antitumoral. La inhibicion de MTH1 causa un aumento en la
incorporacién de dNTPs oxidados en células cancerosas, originando dafio en el DNA y
muerte celular en xenotransplantes de tumores humanos en ratén (Gad et al, 2014). Un
mecanismo similar se podria extrapolar a DCTPP1. DCTPP1 hidroliza de forma eficiente el
farmaco antitumoral decitabina (5-aza-desoxicitidina), evitando su incorporacién al DNA e
impidiendo de esta forma la desmetilacion del DNA inducida por la 5-aza-citosina
(Requena et al.,, 2016). También se han descrito una serie de inhibidores de la actividad de
DCTPP1, que usados en combinaciéon con andlogos de citidina potencian el efecto
citotoxico de estos ultimos en células HL60 de leucemia (Llona-Minguez et al, 2016).
Ademas, se ha visto que un ratio dUTP/dTTP elevado supone un factor critico en la
citotoxicidad inducida por quimioterapéuticos dirigidos contra la timidilato sintasa (TS)
(Wilson et al, 2008). Efectivamente, las células deficientes en DCTPP1 cuyo ratio
dUTP/dTTP es anormalmente alto, presentan una mayor sensibilidad a 5-fluoro-2’-
desoxiuridina (5-FdUrd) que es un inhibidor altamente especifico de la TS. Estas
observaciones en su conjunto abren la posibilidad del uso de DCTPP1 como blanco
farmacolégico con el fin de potenciar y mejorar los tratamientos antitumorales basados en

analogos de nucledsidos como la decitabina o la 5-FdUrd.

E.4. DCTPP1Y MITOCONDRIA

Puesto que existe un flujo de dNTPs entre el pool de nucledtidos citosélico y el
mitocondrial, un desequilibrio en el primero puede afectar a la replicacion y la integridad
del DNA mitocondrial (mtDNA) (Mathews & Song, 2007). De hecho, defectos en enzimas
citosolicas implicadas en metabolismo de nucle6tidos pueden tener un impacto en la
integridad del DNA mitocondrial. Tal es el caso de la timidina fosforilasa (TP) o de la

subunidad p53R2 de la ribonucleédtido reductasa, cuya pérdida de funcién se ha asociado



con el desarrollo de distintos sindromes de deplecién mitocondrial (Bourdon et al.,, 2007).
Nuestros resultados muestran que células deficientes en DCTPP1 con alteraciones
importantes del pool citosélico de dNTPs presentan también una mayor frecuencia de
mutacién en el DNA mitocondrial. Por otro lado, la presencia de DCTPP1 en este organulo
sugiere que puede estar ejerciendo un papel in situ en la homeostasis del pool
mitocondrial de dCTP y dTTP. En cualquier caso, la funcién mitocondrial de DCTPP1
podria tener especial relevancia en células post-mitoticas donde las rutas de sintesis de
novo y salvamento citosdlicas estan inactivas y la sintesis de nucle6tidos depende

principalmente del salvamento mitocondrial de nucledsidos.

En el presente trabajo hemos desarrollado un modelo de quiescencia para una linea
de fibroblastos de pulmoén denominada CCD-34Lu que nos permitira estudiar el papel de
DCTPP1 en mitocondria en condiciones no proliferativas. En dicho modelo, las células
confluentes se mantienen 15 dias en medio con concentracién minima de suero,
desapareciendo casi por completo las células en fase S. Estas células llevadas a quiescencia
presentan una reduccién casi completa en las rutas citosoélicas de sintesis de novo y el
salvamento de nucledsidos. TK1 y la subunidad 2 (R2) de la ribonucleétido reductasa son
degradadas durante la mitosis por accién del complejo promotor de la anafase (APC/C)
(Sherley & Kelly, 1988) (Nordlund & Reichard, 2006] mientras que la expresiéon de dCK
también disminuye drasticamente en células quiescentes tal y como observamos en
nuestro modelo experimental. Mientras que R2 es degradada durante la fase tardia de la
mitosis, la subunidad p53R2 carece del motivo KEN necesario para la unién de Cdh1 y por
lo tanto no es degradada, sino que se expresa de forma constitutiva a lo largo del ciclo
celular {Chabes, 2003 #60). De hecho la expresion de p53R2 se mantiene constante en las
células CCD-34Lu tras la reduccion del suero en el medio de cultivo. Otra enzima cuya
expresion se ve afectada por la inducciéon de quiescencia es la dUTPasa. En células
replicativas, la isoforma nuclear de menor tamafio predomina sobre la isoforma mayor

que contiene la sefial de localizaciéon mitocondrial (Ladner & Caradonna, 1997), mientras
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que en células quiescentes la isoforma nuclear practicamente desaparece y la mitocondrial
aumenta su expresion. Si bien la enzima mitocondrial TK2 se expresa de forma
constitutiva a lo largo del ciclo celular (Priego et al, 2012), los niveles de proteina
disminuyen en nuestro modelo de células no proliferativas, confirmando las
observaciones de Lee y colaboradores al evaluar los niveles de mRNA de esta timidina
quinasa en un modelo similar de quiescencia, la linea de fibroblastos de pulmén IMR-90

(M. H. Lee etal, 2014).

E.4.1. Reflexiones sobre el papel de DCTPP1 en condiciones no

proliferativas

Las observaciones anteriores prueban la validez de nuestro modelo de quiescencia, el
cual reproduce de manera fiel las condiciones metabolicas que se pueden hallar en células
post-mitdticas de tejidos ya diferenciados. En tal escenario, se produce una disminucién
general de los niveles de expresion de DCTPP1, desapareciendo practicamente por
completo del nucleo y citosol y quedando su localizacion restringida a la mitocondria,
donde los niveles de proteina apenas se ven afectados. De igual forma que ocurre con TK1,
dCK o R2, la disminuciéon de la expresion de DCTPP1 en células quiescentes pone de
manifiesto su importante contribucién al metabolismo de nucleétidos en condiciones
replicativas. Al mismo tiempo, su presencia constante en mitocondria indica que también

realiza una funcién mitocondrial relevante en ausencia de proliferacion celular.

En células quiescentes hay un aumento de la expresion de SAMHD1 (Franzolin et al.,
2013) por lo que cabe esperar que este contexto celular el mantenimiento de la
homeostasis de dCTP sea mas dependiente de la actividad trifosfohidrolasa de SAMHD1
que de DCTPP1. Por el contrario, en células proliferativas donde SAMHD1 tiene una menor
expresion, seria DCTPP1 la principal actividad encargada de controlar los niveles de este
nucleétido. En cuanto al papel descrito en la sintesis de novo de dTTP, hay que sefialar que

las enzimas citosdlicas que catalizarian la transformacién desde dCMP hasta dTTP



tampoco se expresan en células no replicativas (Kamath et al., 2015) por lo que podemos
concluir que en células quiescentes DCTPP1 no tiene probablemente una funcién en el

mantenimiento de los pools citosélicos de dCTP y dTTP.
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Figura E.6. Papel de DCTPP1 en la homeostasis de dCTP en células quiescentes. RRM2B:
Ribonucleétido reductasa formada por las subunidades R1 y p53R2; SAMHD1: trifosfohidrolasa
con dominios SAM y HD; TP: timidina fosforilasa; NDPK-D: nucleésido difosfato quinasa D;
CMPK2: UMP/CMP quinasa 2; TMPK2: timidilato quinasa 2; TK2: timidina quinasa 2; mdN:

5’(3’)-desoxinucleotidasa mitocondrial; m-dUTPasa: dUTPasa mitocondrial.

Un estricto control del pool de dCTP en mitocondria es vital para el mantenimiento de
la integridad del DNA mitocondrial en células no proliferativas. E1 dCTP necesario para la
sintesis y reparacion del DNA mitocondrial puede provenir de dos fuentes: por un lado
puede ser generado via reduccion de CDP en el citosol por R1-p53R2 para después ser
transportado a la mitocondria como dCTP o bien como dCDP. Por otro lado, puede ser
sintetizado directamente en la mitocondria mediante la fosforilaciéon de desoxicitidina via
TK2. En cuanto a la regulacién de los niveles de dCTP intramitocondriales, esta funcion
reside fundamentalmente en DCTPP1 ya que SAMHD1 no se localiza en la mitocondria

(Rice et al., 2009). Hasta la fecha no existen evidencias de la presencia de DCTD o TS en
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mitocondria (Kamath et al.,, 2015) por lo que no se puede concluir que el dCMP generado

por DCTPP1 contribuya a la sintesis de dTTP en este orgéanulo.

E.4.2. Implicaciones terapéuticas de DCTPP1 en MDSs

Los sindromes de depleciéon mitocondrial (MDS) son un conjunto de enfermedades
genéticas que se caracterizan por una reducciéon en la cantidad de DNA mitocondrial
(Wang, 2010). Mutaciones en TK2, dGK y p53R2 afectan gravemente el aporte de
nucleodtidos en células diferenciadas dando lugar a distintos tipos de MDS (Mathews &
Song, 2007). Como se ha mencionado previamente a lo largo de este trabajo, una de estas
enfermedades es la encefalomiopatia neurogastrointestinal mitocondrial o MNGIE. Esta
enfermedad se caracteriza por defectos en la actividad timidina fosforilasa (TP),
encargada de hidrolizar la timidina y la desoxiuridina a timina y uracilo respectivamente.
Los pacientes de MNGIE presentan un pool de dTTP aumentado, que en un principio se
penso era la causa de la reduccion del numero de copias del DNA mitocondrial. Estudios
de replicacion in organello han ayudado a dilucidar el verdadero mecanismo responsable
de la reduccion del mtDNA en MNGIE. Los resultados obtenidos en dicho modelo
experimental mostraron que mientras niveles elevados de dATP, dGTP o dCTP no reducian
la tasa de replicacion del DNA mitocondrial, un exceso de dTTP si tenia un efecto
perjudicial en la sintesis del mtDNA. No obstante, este efecto no es consecuencia directa
del incremento en dTTP sino que estd provocado por una disminucion secundaria del
dCTP (Gonzalez-Vioque et al, 2011). Esta reduccidn del pool de dCTP es debida a la
inhibicion de la fosforilacion de dCyd por TK2 en presencia de los altos niveles de dTTP
resultantes de la deficiencia en TP. Por tanto, debemos considerar las deficiencias de
dNTPs como causa y origen de los sindromes de deplecion del mtDNA causados por

desequilibrios en actividades anabélicas y catabdlicas.
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Figura E.7. Papel de DCTPP1 en la homeostasis mitocondrial de dCTP y dTTP. TP: timidina
fosforilasa; mdN: 5’ nucleotidasa mitocondrial; TK2: timidina quinasa 2; mtDNA: DNA

mitocondrial.

Los tratamientos de MNGIE se han centrado en reducir la concentracion en plasma de
dThd y dUrd, pero mostraban baja eficacia y la mayoria de las veces la reduccién resultaba
temporal y subdptima (Torres-Torronteras et al, 2016). Otras aproximaciones como el
reemplazo de la enzima mediante administracion de eritrocitos con TP o el transporte
alogénico de células madre hematopoyéticas mostraron mejoras en la salud de los
pacientes, aunque los efectos secundarios eran importantes, llegando a causar una alta
mortalidad en el segundo caso (Halter et al., 2015). En estudios preclinicos mas recientes
se ha utilizado la terapia génica como tratamiento de MNGIE, concretamente se ha
empleado un vector lentiviral para expresar TP en células madre hematopoyéticas. La
expresion de la TP funcional restaura la homeostasis de nucledsidos en el modelo animal
durante toda la vida del ratéon. DCTPP1 puede ser un agente clave a tener en cuenta en el
desarrollo de nuevas terapias para MNGIE. La inhibicién de la actividad de DCTPP1 en
células deficientes en TP podria contrarrestar la disminucién del pool de dCTP y restaurar
el ratio dCTP/dTTP adecuado, ayudando a la replicacion del DNA mitocondrial y al

mantenimiento de la integridad genética en este organelo.
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La presencia exclusiva de DCTPP1 en mitocondria en células quiescentes abre una
nueva via de estudio del papel de DCTPP1 en la homeostasis mitocondrial de nucleétidos y
en la integridad del DNA mitocondrial. Actualmente existen inhibidores especificos de la
actividad de DCTPP1 que podrian ser de utilidad para estudiar la funcién mitocondrial asi
como la posible implicacién de DCTPP1 en sindromes de deplecion mitocondrial tales
como MNGIE (Llona-Minguez et al.,, 2017a). Asimismo, aunque en el modelo de replicacién
in organello una expansion del pool de dCTP no afecta a la replicacién mitocondrial
(Gonzalez-Vioque et al, 2011), serd de interés determinar el papel que tendria per se la
actividad DCTPP1 en modular la concentracién mitocondrial de dCTP y dTTP y el impacto

resultante sobre la actividad TK2 .
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F. CONCLUSIONES

1. El silenciamiento de la expresion de DCTPP1 en células MCF-7 inhibe la
proliferacién celular. En cambio, células HAP1 knockout deficientes en DCTPP1
presentan una capacidad proliferativa semejante al de células parentales. Estos
resultados ponen de manifiesto la existencia de diferencias fenotipicas
fundamentales no solo entre distintas lineas celulares sino también entre distintas
estrategias experimentales seguramente como resultado de un proceso adaptativo

y que son inherentes al tipo celular estudiado.

2. La ausencia de DCTPP1 causa alteraciones significativas en el pool intracelular de
nucleétidos. El aumento de la concentracién de dCTP en células MCF-7 se suma a
evidencias experimentales previas obtenidas en distintos tipos celulares que
apoyan el papel de DCTPP1 como regulador de los niveles celulares de este

nucleétido. Por el contrario, los niveles de dCTP permanecen constantes en células 131

HAP1 debido probablemente a mecanismos de adaptaciéon metabélica adquiridos

durante el proceso de seleccién clonal.

3. El analisis de la concentracion intracelular de nucledtidos nos permite concluir que
DCTPP1 tiene también un papel prominente en la sintesis de novo de dTTP. La ruta
de sintesis propuesta parte del dCMP generado como producto de la reacciéon que
puede ser secuencialmente convertido a dTMP por la dCMP desaminasa y la

timidilato sintasa.

4. Ademas de su impacto en los niveles de dCTP y dTTP, la supresiéon de la actividad
de DCTPP1 conlleva el aumento de dUTP lo que contribuye al aumento del ratio

dUTP/dTTP y por tanto de la tasa de incorporacién de uracilo en el DNA genémico.
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Las células deficientes en DCTPP1 presentan marcadores indicativos de
inestabilidad genética: acumulacién de uracilo en DNA gendmico, activacion de la
respuesta a dafios en el DNA mediante fosforilacion de la histona H2AX y de las

quinasas Chk1 y Chk2, y formacién de puentes de cromatina.

Una deficiencia en DCTPP1 confiere una mayor sensibilidad a inhibidores de la
timidilato sintasa (TS) como la 5-fluoro-2’-desoxiuridina (5-FdUrd) que promueve

desequilibrios en el ratio dUTP/dTTP.

La disminucién del ratio dUTP/dTTP mediante la expansion del pool de dTTP por
adicion exdégena de timidina o bien mediante la reduccion del pool de dUTP tras la
sobreexpresion de dUTPasa, reduce la fosforilacion de la histona H2AX en células
deficientes en DCTPP1 lo que sugiere una menor acumulacién de DSBs. La
suplementacion con timidina también revierte el fenotipo de pérdida de

proliferacién observado en células MCF-7 tras el silenciamiento de DCTPP1.

La generacidn de sitios abasicos a partir de la escisiéon de uracilo por la uracil-DNA
glicosilasa es un paso requerido para la formaciéon de DSBs en células deficientes en
DCTPP1. La reduccién de la formacién de foci YH2AX tras el silenciamiento de UNG
y la recuperacion del crecimiento de células MCF-7 deficientes en DCTPP1 apoya
esta idea destacando la relevancia de una reparacién eficiente de sitios AP a través

de la ruta BER para la prevencion de dafios genotoxicos posteriores.

El genoma nuclear y el genoma mitocondrial de células HAP-1 deficientes en
DCTPP1 muestran una mayor frecuencia de mutaciéon espontanea apoyando el

papel de la enzima en el mantenimiento de la integridad genética.



10.

11.

En células HAP1, DCTPP1 es esencial para la proliferacion celular en ausencia de al
menos una de las enzimas que inician la recuperacién de desoxicitidina y de
timidina, dCK y TK1 respectivamente. Las células deficientes en DCTPP1 y TK1
presentan niveles intracelulares extremadamente bajos de dTTP lo que indica que

ambas enzimas contribuyen significativamente a la sintesis de este nucleétido.

Mientras que en células proliferativas DCTPP1 se detecta en el ntcleo, el citosol y la
mitocondria, en células en quiescencia se localiza exclusivamente en Ia
mitocondria, lo que sugiere un papel crucial para esta enzima en la homeostasis de
dNTPs en este organulo especificamente en condiciones no replicativas, cuando la

sintesis de novo de dNTPs y la recuperacion de nucleésidos citosélicas es minima.
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ANEXOS







H. ANEXOS

H.1. Relacion de metabolitos analizados

AbsoluteIDQ® p180 de Biocrates

con la plataforma

HAP1 WT DCTPP1-KO DCTPP1-KO-Ex1
Esfingolipidos

Media + SD Media + SD P Media + SD P
SM (OH) C14:1 1,70 £ 0,27 1,02 + 0,47 0,045 1,42+0,52 ns.
SM (OH) C16:1 0,72 +0,22 0,47 +0,23 n.s. 0,54+0,28 ns.
SM (OH) C22:1 0,42 £ 0,20 0,42 +0,33 n.s. 0,26+0,14 ns.
SM (OH) C22:2 0,98 0,29 0,76 + 0,47 n.s. 051+0,29 ns.
SM (OH) C24:1 0,23 0,17 0,26 +0,21 n.s. 0,17+0,10 ns.
SM C16:0 44,72 £ 6,1 22,35+7,63 00038 31,6+154 ns.
SM C16:1 3,90+0,61 1,97 £1,31 0,037 354+099 ns.
SM C18:0 3,61+1,06 0,95 £ 0,65 0,034 291+231 ns.
SM C18:1 1,07 +0,17 0,44 £ 0,31 0,012 083031 ns.
SM C20:2 0,14+ 0,14 0,07 £ 0,06 n.s. 0,04 +£0,01 ns.
SM C24:0 12,74 +4,9 4,58 +2,18 0,021 652+557 ns.
SM C24:1 10,61+ 3,4 7,23 £4,59 n.s. 594+508 ns.
SM C26:0 0,03+0,03 0,12 + 0,04 n.s. 0,10+0,04 ns.
SM C26:1 0,19+£0,11 0,55+0,36 n.s. 0,09+0,06 ns.

Tabla H.1. Analisis metabolémico de las concentraciones de esfingolipidos (SM) en
células HAP1 WT, DCTPP1-KO y DCTPP1-KO0-Ex1. Los valores corresponden a la media de al
menos 3 muestras independientes (+ SD). El sombreado rojo indica una disminucién respecto a

la linea control. n.s. No significativo. CX:Y X indica el nimero de dtomos de carbono e Y es el

nimero de dobles enlaces.
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HAP1WT DCTPP1-KO DCTPP1-KO-Ex1
Glicerofosfolipidos

Media + SD Media * SD P Media + SD P
lysoPC a C16:0 6,67+097 3,33+1,46 2,79 +£0,77
lysoPCa C16:1 496087 2,03+1,56 2,34+ 0,57
lysoPCa C17:0 0,67+024 0,37+0,19 0,29 £ 0,08
lysoPC a C18:0 397+038 2,78+0,26 1,82 +0,42
lysoPC a C18:1 897+140 4,18+2,88 4,20 £1,20
lysoPC a C18:2 085+0,07 083+0,17 0,57 £0,10
lysoPC a C20:3 1,45+0,09 1,05+0,03 0,68 +0,19
lysoPC a C20:4 2,04+034 1,00+0,59 0,92+0,18
lysoPC a C24:0 14,57 £+4,37 7,10+5,01 n.s. 4,81 1,65
lysoPC a C26:0 12,08 +3,63 5,02+4,11 3,87 £1,30
lysoPCa C26:1 547+1,00 2,53+1,85 2,46 + 0,44
lysoPC a C28:0 658+1,70 3,03+220 2,97 £0,91
lysoPC a C28:1 7,74+£1,66  3,28+2,71 3,03+0,77

Tabla H.2. Analisis metabolémico de las concentraciones de lisofosfatidilcolinas (lysoPC)

en células HAP1 WT, DCTPP1-KO y DCTPP1-KO0-Ex1. Los valores corresponden a la media de

al menos 3 muestras independientes (+ SD). El sombreado rojo indica una disminucién respecto

a la linea control. n.s. No significativo. CX:Y X indica el nimero de dtomos de carbono e Y es el

namero de dobles enlaces.



HAP1WT DCTPP1-KO DCTPP1-KO-Ex1
Glicerofosfolipidos

Media + SD Media + SD P Media = SD P
PC aa C24:0 2,92 + 0,84 1,40 + 0,94 n.s. 1,01+0,31
PC aa C26:0 16,01+510 11,08 0,82 n.s. 3,93+ 1,63
PCaa C28:1 895+233  3,812+233 3,54 + 1,07
PC aa C30:0 2643 +6,64  7,98+7,37 18,6 +11,46  ns.
PC aa C30:2 1,37 +0,11 0,51 0,43 1,47+0,55  n.s.
PC aa C32:0 23,92+9,73  476+2,55 10,08+9,14  ns.
PCaa C32:1 125,49 + 23,4 43,22 + 43,83 84,27 £41,3  ns.
PC aa C32:2 15,09+3,08  538+534 14,72+581  ns.
PCaa C32:3 1,45+ 0,23 0,53 + 0,48 1,59+0,62  ns.
PCaa C34:1 300,21 +58,8 102,2+103,4 139,1 + 82,6 -
PC aa C34:2 70,32+ 13,46 42,13 +9,20 n.s. 53,4+265  n.s.
PCaa C34:3 6,61+ 1,31 4,09 + 1,05 n.s. 7,62+353  ns.
PC aa C34:4 0,81+0,12 0,46 + 0,30 088+037  ns.
PC aa C36:0 2,81 0,37 1,45 +0,23 1,78+0,61  ns.
PCaa C36:1 4786 +11,83 12,55+12,35 15,20 + 11,7
PC aa C36:2 117,94 £ 23,0 40,45 + 37,84 61,47 * 39,4
PC aa C36:3 24,31+4,62 13,50 £ 3,47 18,05 + 11,0
PCaa C36:4 11,89+2,42  8,01+2,10 n.s. 10,77 +2,87  ns.
PC aa C36:5 5,04 + 0,64 2,03+1,76 328+136  ns.
PC aa C36:6 0,95 + 0,20 0,42 +0,29 0,76 £0,25  n.s.
PC aa C38:0 3,26 0,96 1,28 + 1,02 213+1,47  ns.
PCaa C38:1 1,64 + 0,67 0,36 0,18 0,47 0,77
PC aa C38:3 14,88+3,54  3,98+381 n.s. 5,59 5,94
PCaa C38:4 15,12+3,60 7,91+ 1,44 n.s. 6,23 5,04
PC aa C38:5 17,57 +2,79 12,04+ 1,65 n.s. 8,53 * 4,76
PC aa C38:6 11,64+2,18  8,42+1,25 810+2,07  ns.
PC aa C40:1 2,02 £ 0,24

1,23 1,70 0,85+0,36
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HAP1WT DCTPP1-KO DCTPP1-KO-Ex1
Glicerofosfolipidos

Media + SD Media + SD P Media + SD P
PC aa C40:3 2,61+0,75 0,65+ 0,53 1,10 + 0,90
PC aa C40:4 3,84 + 1,02 0,97 + 0,81 1,81+ 1,43
PC aa C40:5 4,64 1,26 1,38+ 1,22 234+1,63  ns.
PC aa C40:6 11,05+234  7,29+1,56 n.s. 5,47 + 3,09
PCaa C42:1 0,62+ 0,21 0,20 0,10 0,26 + 0,20
PC aa C42:2 1,42 + 0,35 0,40 £ 0,02 063051  n.s.
PCaa C42:4 0,69 + 0,18 0,20 % 0,09 0,29 + 0,23 -
PC aa C42:5 0,90 £ 0,27 0,29 0,15 046+033  n.s.
PC aa C42:6 1,91+ 0,12 1,23 £0,72 n.s. 0,84 + 0,25 !

Tabla H.3. Analisis metabolémico de las concentraciones de fosfatidilcolinas (PC) en

células HAP1 WT, DCTPP1-KO y DCTPP1-KO-Ex1. aa indica que las dos cadenas son acidos

grasos unidos por enlaces éster al esqueleto de glicerol. Los valores corresponden a la media de

al menos 3 muestras independientes (+ SD). El sombreado rojo indica una disminucién respecto

a la linea control. n.s. No significativo. CX:Y X indica el nimero de dtomos de carbono e Y es el

namero de dobles enlaces.



HAP1WT DCTPP1-KO DCTPP1-KO-Ex1
Glicerofosfolipidos
Media +SD  Media £ SD P Media + SD P

PC ae C30:0 617095  2,38+1,31 447+252  ns.
PC ae C30:1 227+0,42 0,76+ 0,62 1,84+1,01  ns.
PC ae C30:2 0,69+0,08 0,42 +0,02 0,43+0,13 -
PCae C32:1 23,69+518 6,89+ 6,44 16,21+89  ns.
PC ae C32:2 466+1,38 1,47 +1,43 381+225  ns.
PC ae C34:0 542+1,61  1,33%0,96 296+195  ns.
PCae C34:1 41,08+7,90 13,19+129 252+162  ns.
PC ae C34:2 11,77 +3,05 3,80 * 3,52 9,79 566  ns.
PC ae C34:3 1,59+0,37 0,66 + 0,42 1,50 £0,84  ns.
PC ae C36:0 327+0,43 1,97 +0,32 1,68 + 0,57 -
PCae C36:1 15,14+3,35 5,15+ 4,02 7,66+532  ns.
PC ae C36:2 14,18+2,71  5,15+4,79 997+6,03  ns.
PC ae C36:3 509+1,42 1,80 +1,63 446 +2,87  ns.
PC ae C36:4 528+1,33 1,80 1,47 341+2,03  ns.
PC ae C36:5 2,68+0,62  0,99+0,76 1,60+£091  ns.
PC ae C38:0 2,23+033  1,41£0,15 1,67+0,74  ns.
PC ae C38:1 291+0,62 0,76+ 0,64 1,25 + 1,02 -
PC ae C38:2 565+1,09 1,78+ 1,60 3,03+0,27  ns.
PC ae C38:3 483+1,13  1,35%1,25 292+212  ns.
PC ae C38:4 529+1,33  1,72+1,61 328+227  ns.
PC ae C38:5 6,07+1,19  2,39+2,07 398+2,40  ns.
PC ae C38:6 542+1,33  2,09+1,93 3,65+2,16  ns.
PC ae C40:1 1,73+0,42  0,86+0,07 1,120,558  ns.
PC ae C40:2 1,470,443  0,43+0,24 0,73+0,58  ns.
PC ae C40:3 1,66+0,44  0,44+0,31 081+061  ns.
PC ae C40:4 2,42+062 1,14+020 ns. 1,41+1,08 ns.
PC ae C40:5 2,37 +0,51 n.s.

0,75 + 0,66 - 1,45 + 1,01
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HAP1WT DCTPP1-KO DCTPP1-KO-Ex1
Glicerofosfolipidos

Media +SD  Media £ SD Media + SD P
PC ae C40:6 3,61+1,07 1,20+ 1,07 - 1,96+130  ns.
PC ae C42:0 3,58 + 0,32 2,07 s.  2,02%066  ns.
PC ae C42:1 1,22+022 0,64 +0,09 0,67 0,32 -
PC ae C42:2 1,53+0,39 0,500,335 089+0,56  ns.
PC ae C42:3 1,230,224  0,45+0,32 0,67 + 0,37 -
PC ae C42:4 0,57+0,20 0,30+ 0,03 032+022  ns.
PC ae C44:3 0,61+0,09 0,30+ 0,05 0,21 + 0,08
PC ae C44:4 0,74+0,07 0,41+ 0,02 0,41+0,11
PC ae C44:5 0,66+0,07 0,37 +0,05 0,37 +0,17
PC ae C44:6 0,33+0,04  0,19+0,02 0,15 + 0,08

Tabla H.4. Analisis metabolomico de las concentraciones de fosfatidilcolinas (PC) en
células HAP1 WT, DCTPP1-KO y DCTPP1-KO-Ex1.. Los valores corresponden a la media de al
menos 3 muestras independientes (+ SD). El sombreado rojo indica una disminucién respecto a
la linea control. n.s. No significativo. ae indica que una de las cadenas es un 4cido graso unido
por enlace éter al esqueleto de glicerol. CX:Y X indica el nimero de 4tomos de carbono e Y es el

namero de dobles enlaces.





