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A. INTRODUCCION

Al. METABOLISMO DE PIRIMIDINAS

Los nucle6tidos desempefian un papel central en el almacenamiento y
expresion de la informacion genética al servir como precursores de los acidos
nucleicos. Por otro lado, llevan a cabo una gran variedad de funciones en el
metabolismo celular, actuando como moneda de cambio en las transacciones
energéticas, como intermediarios esenciales en la respuesta celular a hormonas
u otros estimulos externos y como cofactores enziméticos. Ademds de estas
funciones, los nucledtidos de pirimidinas tienen un papel crucial en la
formacion del acido fosfatidico activado, CDP-diacilglicerol, para el posterior
ensamblaje de la membrana plasmaética, asi como en la formacién de UDP-
azucares para la glicosilacion de proteinas y la sintesis de glucégeno (Evans and

Guy 2004).

A B
NH>» O
2N HN N
H HoN N H
Adenina Guanina
PURINAS
NH» 0 (0]
HsC
N 8 NH NH
¢ | |
N’J*o N’J*o N,&O
H H H
Citosina Timina Uracilo
PIRIMIDINAS

Figura A.1. A, Estructura de un (desoxi)ribonucleésido trifosfato con sus tres
componentes caracteristicos: una base nitrogenada, un aztcar y tres residuos
de fosfato; B, Estructura de las bases nitrogenadas mas comunes en el DNA.
Son compuestos heterociclicos derivados de purina: adenina y guanina; o

derivados de pirimidina: citosina, timina y uracilo.
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Tanto las purinas como las pirimidinas presentes en la célula pueden
proceder de dos fuentes distintas: sintesis de novo o via de recuperacién. En la
primera, los nucle6tidos se sintetizan a partir de otras moléculas: aminoacidos,
ribosa-5-P, HCOs  y NH3* procedente de la glutamina. En la via de recuperacion
se reciclan las bases y nucleésidos libres producidos por la degradaciéon de los
acidos nucleicos o importados del exterior celular. Ambas vias se encuentran
interconectadas y estrictamente reguladas. La relevancia de la contribucién de
cada una de estas vias depende del tipo celular y del estado del desarrollo, pero
en general, la actividad de la via de novo es baja en células diferenciadas sin una
divisiéon activa, siendo en estos casos el salvamento la principal fuente de
nucleétidos. Por otro lado, la biosintesis de nucleétidos es indispensable en
células en proliferacién, donde es necesario cubrir la alta demanda de

precursores requerida para la sintesis del DNA.

Al.l. Sintesis de novo de nucleétidos pirimidinicos

La sintesis de novo asegura la disponibilidad de nucleétidos para las
diversas funciones celulares en las que son requeridos. En este proceso, el anillo
de pirimidinas se sintetiza previamente a partir de glutamina, aspartato y
bicarbonato, y posteriormente se une a la ribosa-5P (Evans and Guy 2004). El
primer paso es la formacion de carbamil-P citosdlico, a partir de bicarbonato, de
un grupo amino procedente de la glutamina y de dos moléculas de ATP (Figura
A.2). Esta primera reaccion, catalizada por la carbamil fosfato sintetasa II (CPS
IT), es el paso limitante en la biosintesis de pirimidinas y controla el flujo de esta
via. El resto del anillo de pirimidina es donado por el aspartato en una reaccién
catalizada por la aspartato transcarbamilasa. Posteriormente, la dihidroorotasa
cataliza el cierre del anillo aromatico generando dihidroorotato. Estas tres
primeras reacciones son catalizadas por una tunica proteina trifuncional,
conocida por el acronimo de CAD. Estas tres actividades enzimaticas unidas
fisicamente en un unico polipéptido de 243 KDa se asocian formando

hexdmeros u oligémeros de mayor tamafio (Lee, Kelly et al. 1985), dando lugar
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a complejos que exceden los 1,4 MDa, lo que supone alrededor de la mitad del
tamafio del ribosoma. En este polipéptido reside también una actividad
glutaminasa (GLN) que genera amonio por hidrélisis de la glutamina,

quedando éste disponible para la reaccion catalizada por la CPSII.

La dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH) es la enzima encargada de
oxidar el dihidroorotato para producir orotato. Esta enzima, a diferencia del
resto de la ruta que es esencialmente citosélica, se encuentra asociada a la
membrana mitocondrial interna, orientada hacia el espacio intermembrana. La
DHODH es una flavoproteina que cataliza la reduccién de ubiquinona en
paralelo a la oxidacién de dihidroorotato a orotato, acoplando de esta manera la

biosintesis de pirimidinas con la cadena respiratoria mitocondrial.

Los dos ultimos pasos de la biosintesis de novo de pirimidinas estan
catalizados por la proteina bifuncional UMP sintasa. En primer lugar, su
actividad orotato fosforribosil transferasa (OPRT) cataliza la transferencia de
fosforribosil pirofosfato (PRPP) al orotato para dar OMP. A continuacién, la
actividad OMP descarboxilasa es la encargada de formar finalmente el UMP, a

partir del cual derivan los nucleétidos de pirimidina requeridos por la célula.

A partir de este punto, actian una serie de quinasas dependientes de ATP
para dar lugar a la formacion de los nucledsidos difosfato y trifosfato. E1 UMP
es fosforilado a UDP por la UMP/CMP quinasa (CMPK). Esta enzima tiene
también como sustratos a CMP y dCMP. La fosforilaciéon de los nucledsidos
difosfato ((d)NDP) es llevada a cabo por una tunica enzima, la nucleésido
difosfato quinasa (NDK). Esta enzima es capaz de utilizar tanto purinas como

pirimidinas y fosforilar tanto ribonucleétidos como desoxirribonucleétidos.

Una vez formado el UTP, la CTP sintetasa (CTPS) cataliza la transferencia
de un grupo amino desde la glutamina a la posiciéon C-4 de la base, dando lugar
a CTP. Esta reaccion es el paso limitante en la sintesis de nucleétidos de citosina

y representa otro punto importante de control de la ruta.
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CTP = Fosfolipidos
/ I  Glutamato + ADP + Pi

RNA CTPS
B Hcoa. \ Glutamina + ATP
Bicarbonato UTP —— UDP-azlicares
2ATP AD . ADP
\ < T NDK
Glutamina —_ ATE:
™ UDP
CPSII T -ADPCMPK
Glutamato -—~-‘//. UMPW
2ADP+Pi 7
UMP sintasa
Carbamil-P  col
. OMP descarboxilasa
= Aspartato
( 0
ATCasa 1
C
S~ pi
\(:fo
SR
_C__CH—CO0
0 N ¢ !
H  Carbamil aspartato oH oOH Orotidilato (OMP)
DHOasa | o e
H,0 . _ Orotato PRT
- preP
0 0
I I
/C e = :“\
Hfl’l (l‘Hz Hl\ll/ (|3H
C_ _CH—CO00 e o e
of \N/ o / DHODH N 0'// \‘N/ RCO{)
H Dihidroorotato FMN FMNH, H
\.- ¥ Orotato
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Figura A.2. Sintesis de novo de pirimidinas: biosintesis de UTP y CTP via
orotidilato. Recuadrado en azul se muestras las reacciones llevadas a cabo por
CAD y en amarillo las que catalizan la UMP sintasa. CPSII: carbamil fosfato
sintetasa II; ATCasa: aspartato transcarbamilasa; DHOasa: dihidroorotasa;
DHODH: dihidroorotato deshidrogenasa; Orotato PRT: orotato fosforribosil
transferasa; CMPK: UMP/CMP quinasa; NDK: nucleésido difosfato quinasa;
CTPS: CTP sintetasa.
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Figura A.3. Sintesis de desoxirribonucleétidos a partir de UDP y CDP por la
acciéon de la ribonucleétido reductasa (RNR). NDK: nucleésido difosfato
quinasa; CMPK: UMP/CMP quinasa; DCTD: dCMP desaminasa; TMPK:

timidilato quinasa; TS: timidilato sintasa.

Otra enzima clave de la biosintesis de nucleétidos es la ribonucleétido
reductasa (RNR) (Figura A.3), que cataliza la reducciéon del 4tomo de carbono
en posicion 2’ de la ribosa para producir el derivado 2’-desoxi. Tanto el UDP
como el CDP son sustratos de esta enzima, resultando en dUDP y dCDP,
respectivamente. La fosforilaciéon posterior por la NDK da lugar a las formas
trifosfato utilizadas por la DNA polimerasa. Por otro lado, la sintesis de
nucledtidos de timidina ocurre de manera diferente, ya que no es sustrato de la
ribonucledtido reductasa. En este caso, el precursor es el timidilato (dTMP)
obtenido de la metilacion de dUMP por la timidilato sintasa (TS). La dUTPasa

proporciona el dUMP, sustrato de la TS, a través de la hidrélisis eficiente y
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especifica del dUTP, evitando asi que éste sea incorporado al DNA. Otra fuente
de dUMP es la eliminacion por la dCMP desaminasa (DCTD) del grupo amino
en posicion C-4 del dCMP. Una vez formado el dTMP, éste es fosforilado por la
timidilato quinasa (TMPK), y el dTDP a su vez por la NDK para producir el
dTTP.

A1.2. Via de recuperacion de nucleétidos de pirimidina

La célula posee varios mecanismos para reciclar las bases nitrogenadas y
los nucledsidos procedentes de la degradaciéon de los acidos nucleicos. Estos
mecanismos se conocen como vias de recuperaciéon o salvamento. Esta ruta
requiere menos ATP que la sintesis de novo, por lo que es energéticamente
rentable para la célula. Por un lado, existen fosforibosil transferasas (PRTs) que
transfieren PRPP a la base libre. En el caso de las pirimidinas, la célula solo
posee la capacidad de recuperar uracilo, a través de la uracil PRT (Figura A.4
panel A). El resultado de esta reaccion es el UMP, que entra en la ruta descrita

para la sintesis de novo a nivel de la CMPK.

A

Uracilo + PRPP ———— > UMP + PPi

Cyd ——X ~ CMP —> —> CTP

CDA l T

Urd i UMP —> —> UTP

dCyd —— > dCMP —> —> dCTP
o | W |

durd — <> qUMP —> —> dUTP

TK1 l

Thd ——— dTMP —— —— dTTP

Figura A.4. Via de recuperacion de pirimidinas e incorporacién a la ruta de
biosintesis. PRPP: fosforribosil pirofosfato; UPRT: wuracil fosforribosil
transferasa; UCK: uridina citidina quinasa; CDA: citidina desaminasa; dCK:

desoxicitidina quinasa; TK1: timidina quinasa 1.
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Otra via de recuperacion consiste en la fosforilacion de nucleésidos por
quinasas especificas (Figura A.4 panel B): la timidina quinasa 1 (TK1),
responsable del reciclado de timidina (Thd) y desoxiuridina (dUrd); la uridina
citidina quinasa (UCK), que cataliza la fosforilacion de uridina (Urd) y citidina
(Cyd); y la desoxicitidina quinasa (dCK) que recupera desoxicitidina (dCyd).
Ademas, tanto citidina como desoxicitidina son desaminadas por la citidina
desaminasa (CDA) generando los correspondientes nucleétidos de uracilo, los

cuales pueden recuperarse a través de la UCK o la TK1, respectivamente.

A diferencia de la recuperacién de purinas que tiene lugar preferentemente
a partir de las bases, en humanos la recuperacion de pirimidinas ocurre
principalmente a nivel de nucleésidos (Loffler, Fairbanks et al. 2005) y en
condiciones normales, la uridina es la principal pirimidina circulante en
humanos (Balestri, Barsotti et al. 2007). La captaciéon de pirimidinas de la dieta
también difiere de la de purinas. Las purinas se degradan hasta &cido drico
antes de pasar a la circulacién, mientras que las pirimidinas se absorben
directamente a través de transportadores de nucleésidos de pirimidina. En
humanos, el orotato, también presente en la dieta, es igualmente recuperado

formando UMP por la UMPS, aunque generalmente a bajos niveles.

A1.3. Catabolismo de nucledtidos de pirimidina

Junto a la sintesis de nucle6tidos existen actividades catabolicas que limitan
la recuperaciéon mediada por las quinasas. Los dNMPs producidos por
fosforilacion son reconvertidos a desoxiribonucleésidos (dN) por las 5'-
desoxirribonucleotidasas. Ambas actividades crean los conocidos “ciclos de
sustrato”, con el objetivo de regular y modular el pool de dNTPs (Rampazzo,
Miazzi et al. 2010). Cuando la fase catabolica de este ciclo es més activa, los dN
pueden ser excretados a través de la membrana plasmatica disminuyendo asi el

pool intracelular. Se han caracterizado cinco 5-nucleotidasas citosélicas (cN-IA,
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cN-IB, cN-II, cN-III o0 UMP hidrolasa, y cdN), que tienen en general una amplia

especificidad de sustrato.

Una segunda clase de enzimas catabdlicas que compiten de igual manera
con las quinasas, son las nucleésido fosforilasas. Estas enzimas se encargan de
hidrolizar el nucleésido, generando como productos la base y la ribosa-1P. En
este grupo se encuentran la timidina fosforilasa (TP), que hidroliza timidina y
desoxiuridina; y a la uridina fosforilasa (UPasa) que acttia sobre la uridina. Para
eliminar citidina o desoxicitidina, estas deben ser previamente desaminadas por

la CDA (Figura A.5 panel A).

A B

Cyd dCyd
l CDA l CDA

Urd dUrd Thd
\UPasa / TP lTP

Uracilo Timina

Malonil-CoA Propionil-CoA
Sintesis de

acidos grasos i
: 9 Succinil-CoA

\{

Ciclo de Krebs

Figura A.5. Catabolismo de pirimidinas. CDA: citidina desaminasa; UPasa:

uridina fosforilasa; TP: timidina fosforilasa.

La uridina no reciclada es transportada al higado para ser degradada
(Loffler, Fairbanks et al. 2005). Mientras que el esqueleto ciclico de las purinas
no se puede romper y se elimina como acido drico, las bases de pirimidinas se

degradan completamente hasta intermediarios metabdlicos glucogénicos y/o
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cetogénicos (Figura A.5 paneles A y B). Esta via es iniciada principalmente por
la UPasa-1 en higado, y por una segunda uridina fosforilasa, la UPasa-2,
expresada predominantemente en rifién. Por el contrario, la expresiéon de TP se
distribuye uniformemente entre los distintos tejidos. Un ejemplo de la
importancia de estas enzimas podemos verlo en el efecto de inhibidores de la
timidina fosforilasa, como el 5-bromouracilo (5-BU), que provoca un aumento

en el pool de dTTP (Rampazzo, Miazzi et al. 2010),

Al4. Regulacion del metabolismo de pirimidinas

Las vias del metabolismo de nucleétidos constituyen una compleja red
donde reacciones biosintéticas y catabdlicas se encargan de mantener una
cantidad apropiada de dNTPs para su utilizacién como precursores en la
sintesis y reparaciéon de DNA. En condiciones normales, el pool de dNTPs es
asimétrico pues contiene una mayor concentraciéon de dATP y dTTP que de
dCTP, siendo dGTP el menos abundante. El mantenimiento de estas
concentraciones relativas es un factor critico. Para ello, existen a lo largo de la
ruta diferentes puntos de control. La apropiada regulacién del metabolismo de
pirimidinas permite por un lado, evitar un desequilibrio del pool de nucleétidos
que provocaria errores durante su incorporacién al DNA por la DNA
polimerasa; y por otro, aumentar la concentracion de dNTPs cuando es
necesario, es decir, durante la fase de duplicacién del genoma o en respuesta a

dafios en el DNA para su reparacion.

Durante la fase de sintesis de DNA, se requiere un aporte superior de
dNTPs por lo que su produccién se activa, llegando a niveles 20 veces
superiores a los existentes durante la fase G1 (Hakansson, Hofer et al. 2006). En
células de mamifero, el incremento de nucle6tidos durante la fase S es debido
principalmente a la acciéon de la RNR cuya funcién es proporcionar los
desoxirribinucleétidos a partir del pool de ribonucleétidos. La actividad

ribonucleétido reductasa estd sujeta a varios mecanismos de regulacion:
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transcripcional, alostérica, post-traduccional etc. (Niida, Shimada et al. 2010).
Esta enzima forma heterotetrameros, con dos subunidades grandes, R1, y dos
pequeias, R2. La transcripciéon de ambos genes se activa justo antes y durante
la fase S temprana (Bjorklund, Skog et al. 1990) (Johansson, Hjortsberg et al.
1998) (Chabes, Bjorklund et al. 2004). Ambas subunidades son necesarias para
la actividad reductasa. R1 contiene el sitio catalitico para la reduccién de la
ribosa, mientras que la subunidad R2 presenta un radical libre tirosilo esencial
para el proceso catalitico (Nordlund and Reichard 2006). Una vez que la
replicacion del DNA se ha completado, cesa la activaciéon transcripcional de los
genes R1 y R2 y ademas, comienza una rapida degradacion de la subunidad R2
(Chabes, Pfleger et al. 2003). La RNR de células de mamifero posee un segundo
tipo de subunidad pequefia con funcién catalitica similar a R2, denominada
p53R2. Esta es constitutivamente expresada a niveles bajos a lo largo de todo el
ciclo celular si bien su expresion es inducible por p53 en respuesta a dafios en el
genoma (Hakansson, Hofer et al. 2006). A diferencia de la subunidad R2, p53R2
es activa también en células no proliferativas quiescentes y postmitéticas
donde, junto con la subunidad R1, juega un papel esencial en el aporte de
dNTPs para la sintesis del DNA mitocondrial y la reparaciéon del genoma

(Pontarin, Ferraro et al. 2012).

Otras enzimas involucradas en la sintesis de nucleétidos de pirimidina
aumentan su actividad durante la fase S del ciclo celular. Es el caso de CAD
(Huang and Graves 2003; Sigoillot, Berkowski et al. 2003), NDK (Keim, Hailat et
al. 1992), TS (Le Francois, Maroun et al. 2007), DCTD (Gelbard, Kim et al. 1969),
dCK (Hengstschlager, Denk et al. 1993; Fyrberg, Mirzaee et al. 2006), TK
(Sherley and Kelly 1988), y de la isoforma nuclear de la dUTPasa (Ladner and
Caradonna 1997). El aumento en la actividad de estas enzimas asegura el mayor

requerimiento de nucleétidos durante la fase de sintesis de DNA.

La actividad de muchas de estas enzimas se modula mediante regulacion
alostérica. Este tipo de regulacién permite mantener la concentracién apropiada

de cada uno de los cuatro dNTPs en respuesta a cambios en la composicion y
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tamafio del pool (Figura A.1.6). El punto central de regulacion alostérica es de
nuevo la RNR. Esta enzima tiene una cinética altamente compleja, pudiendo
unir como efectores tanto dNTPs como NTPs. La subunidad grande R1 contiene
dos sitios de regulacion: sitio de actividad o sitio 4, y sitio de especificidad o
sitio s. El primero se encarga de regular la cantidad total de nucleétidos a través
de la razén dATP/ATP; el dATP acttia como inhibidor de la RNR mientras que
el ATP la activa. El sitio alostérico de especificidad, controla el equilibrio de los
dNTPs y ajusta la actividad para mantener la concentracién apropiada de todos
ellos. Cuando el dATP o el ATP se unen a este sitio, la enzima acepta UDP o
CDP en el sitio catalitico. Cuando se une dTTP entra GDP en el sitio catalitico. Y
por ultimo, la unién de dGTP favorece la reduccién de ADP (Niida, Shimada et
al. 2010; Hofer, Crona et al. 2012). El sitio s no une eficientemente dCTP y la
regulaciéon de este nucledtido se ejerce a nivel de la dACMP desaminasa. Esta
enzima se activa por dCTP e inhibe por dTTP. De esta manera, altos niveles de
ATP y bajos de dATP activan a la RNR a través del sitio de regulacion g,
favoreciéndose la reducciéon de CDP y UDP por la unién del ATP al sitio s. El
aumento en los niveles de dCTP activa la enzima dCMP desaminasa (DCTD),
incrementando la produccion de dTTP. Cuando el dTTP formado alcanza
niveles elevados, éste nucleétido actiia entonces como inhibidor aldsterico de la
DCTD (Maley and Maley 1968). A la vez, el dTTP favorece la reduccion de GDP
y el aumento de dGTP, el cual a su vez activa la reducciéon de ADP. Finalmente,

el aumento de dATP inhibe la RNR a través de la unién al sitio de regulacién a.

Los otros puntos clave de regulacion alostérica de la ruta de sintesis de
pirimidinas se encuentran en los primeros pasos de la sintesis de novo y en la
via de recuperacion. El primer punto de control se encuentra en la enzima CAD,
controlada también a nivel transcripcional y post-transcripcional. Esta enzima
se activa por fosforilacion en respuesta a factores de crecimiento, que al mismo
tiempo activan su transcripcion. CAD se activa alostéricamente por PRPP e
inhibe por UTP. La fosforilaciéon favorece la activacion de CAD por PRPP y
disminuye la inhibicién por UTP (Huang and Graves 2003). El siguiente punto

de control se encuentra en la CTP sintetasa, que regula el tamafio del pool de
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CIP y UTP, ademas de ayudar a la coordinacion de la produccién de
pirimidinas y purinas. Esta enzima se activa alostéricamente por GTP e inhibe

por su producto final, CTP.

HOD;
CYdem Urde . Carbamil P 1& 2 ATP
Um‘l'el:,n €TP sintotera ucxleu" @rare  Gln
o-e Surr
CMPp d umMp

Al l"l'”TP\u.,P/

ATP@Q RNR s & daTP

d&TFE) ) diiGTe
dCTP dUTP — dTTP
dCDP < > dUDP dTDP
T DcTD ®:fr:: ,"
dCMP S, dUuMP =———> dTMP
aa:T@acrr T® Tedm ™ Tedm’
dCyd dUrd Thy

Figura A.6. Regulacién alostérica del metabolismo de pirimidinas. UCK:
uridina citidina quinasa; CPSII: carbamil fosfato sintetasa II; RNR:
ribonucleétido reductasa; DCTD: dCMP desaminasa; dCK: desoxicititina

quinasa; TK: timidina quinasa.

En la via de recuperaciéon de pirimidinas encontramos que las principales
quinasas se regulan alostéricamente por sus productos finales, modulando asi
su actividad en funcion de la necesidad de nucleétidos trifosfato de la célula en
ese momento. Asi, TK es inhibida por dTTP (Ives, Morse et al. 1963), dCK por
dCTP (Ives and Durham 1970), y UCK por UTP y CIP (Liacouras and
Anderson 1977).

Una vez completada la replicacion de DNA, no hay una demanda tan

elevada de dNTPs. En este momento se reducen los niveles de las enzimas
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previamente sobreexpresadas, al tiempo que se promueve la degradaciéon de
algunas ellas, como es el caso de la subunidad R2 de la RNR antes mencionada,
de la TK1 y de la TMPK. Estas proteinas son degradadas por proteolisis
mediada por APC/C - Cdhl después de mitosis y antes de entrar en G1
(Chabes, Pfleger et al. 2003; Ke, Kuo et al. 2005, Hu and Chang 2007). La
actividad de TK1 también se regula por fosforilaciéon al entrar en mitosis. Una
vez que se ha completado la replicaciéon de DNA, la timidina quinasa es
fosforilada por Cdkl, perturbando su estructura tetramérica activa y
disminuyendo su afinidad por la timidina (Chang, Huang et al. 1994) (Li, Lu et
al. 2004).

Otro mecanismo a través del cual la célula disminuye los niveles de dNTPs
al salir de fase S es la activacion de la expresion de SAMHDI. Esta enzima tiene
la capacidad de hidrolizar eficientemente los cuatro desoxirribonucleétidos
canoénicos, dTTP, dCTP, dGTP y dATP, para dar el nucleésido correspondiente
y una molécula de trifosfato (Goldstone, Ennis-Adeniran et al. 2011), ademaés de
ser activada por (d)GTP, nucleétido que es necesario para la formacion del
tetrdmero activo(Amie, Bambara et al. 2013; Ji, Wu et al. 2013). Su regulacién en
funcién del ciclo celular minimiza su actividad durante la fase S, donde los
requerimientos de dNTPs son maximos. Por el contrario, su expresién es
maxima durante la fase G1 y es muy elevadaen células quiescentes (Franzolin,
Pontarin et al. 2013). Células deficientes en SAMHDI1 presentan niveles
aumentados de dNTPs y defectos en el crecimiento (Franzolin, Pontarin et al.
2013). Esta enzima se describi6 inicialmente como parte del sistema inmune ya
que mutaciones en el gen son responsables del sindrome Aicardi-Goutieres, una
enfermedad neurodegenerativa con defectos en la respuesta inmune innata
(Rice, Bond et al. 2009). Ademés, la actividad de SAMHDI1 bloquea las etapas
tempranas de la replicaciéon del VIH (Laguette, Sobhian et al. 2011) aunque
otros lentivirus escapan a la accién de este factor por la expresion de la proteina
Vpx que dirige a SAMHD1 hacia la degradacién dependiente de ubiquitina
(Hrecka, Hao et al. 2011; Schaller, Goujon et al. 2012).
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A.1.5. Metabolismo de nucledtidos mitocondrial

En mamiferos, podemos hablar de un pool de nucleétidos fisicamente
separado en dos compartimentos diferentes, el citosol y la mitocondria. En
ambos casos se encuentran enzimas especificas encargadas de su
mantenimiento y regulacion (Mathews and Song 2007, Saada 2009). Los
nucleétidos que abastecen al genoma nuclear son sintetizados en el citosol,
pasando al ntcleo a través de los poros nucleares probablemente por difusiéon
pasiva. Sin embargo, hay evidencias de una localizacién nuclear de enzimas del
metabolismo de pirimidinas, dénde aparecen asociadas a sintesis y reparaciéon
de DNA. Es el caso de la TS (Anderson, Woeller et al. 2012), la dCK o la TK1
(Chen, Eriksson et al. 2010), que se translocan al ntcleo en fase S o en respuesta

a dafios en el genoma.

Cuando las células se estan dividiendo, la alta cantidad de nucleétidos
citosélicos producidos por la ribonucleétido reductasa, no solo suplen al DNA
nuclear sino también al mitocondrial (Pontarin, Gallinaro et al. 2003). En este
organulo encontramos al dCTP como el nucleétido mas abundante, seguido del
dTTP, dATP y por dltimo el dGTP (Gonzalez-Vioque, Torres-Torronteras et al.
2011). Existen transportadores especificos, tanto para nucleétidos como para
nucleésidos, encargados de la conexiéon constante entre ambos compartimentos.
Se ha detectado transporte de nucleésidos monofosfato, en concreto para
timidina monofosfato (Ferraro, Nicolosi et al. 2006), sin embargo atn no se
conoce el transportador responsable. Por otro lado, aunque inicialmente se
describi6 el transportador denominado DNC como responsable del transporte
de nucleétidos difosfato y trifosfato (Dolce, Fiermonte et al. 2001) (Palmieri
2004), la revisién de los datos cinéticos junto con estudios de knockout del gen y
datos clinicos, llevé a determinar su funcién como transportador de tiamina
pirofosfato (Kang and Samuels 2008). Nuevos estudios asignan el transporte de
nucleétidos de pirimidinas al miembro de la familia de transportadores
mitocondriales SLC25A33, denominado PNC1, con preferencia por UTP, TTP y

CTP, en este orden (Floyd, Favre et al. 2007), aunque no se ha determinado su
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actividad frente a otros desoxirribonucleétidos. Su homologo en S. cerevisiea,
Rim?2p, tiene la capacidad de transportar los tres ribonucleétidos trifosfato de
pirimidina asi como sus formas reducidas y difosfato (Marobbio, Di Noia et al.
2006). También se ha observado el transporte de las formas monofosfato
aunque con menor eficiencia. Tanto los nucleésidos de purina como los de
pirimidina, entran en la mitocondria a través del transportador hENT1, que ha
sido identificado con localizacién mitocondrial ademdas de en la membrana

plasmatica y cuya sobreexpresién aumenta la toxicidad mitocondrial a farmacos

antivirales (Lai, Tse et al. 2004) (Lee, Lai et al. 2006).

nDNA mtDNA
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dcoe duop dTDP dCDP  dUDP dTDP
CMPK TMPK TAMPK CMPKET TMPK21 N Trmpxz
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Figura A.7. Metabolismo de desoxirribonucle6tidos en mitocondria y citosol y
vias de transporte entre ambos compartimentos. NDK: nucleésido difosfato
quinasa; CMPK: UMP/CMP quinasa; DCTD: dCMP desaminasa; TMPK:
timidilato quinasa; TS: timidilato sintasa; dCK: desoxicititina quinasa; TK1:
timidina quinasa 1; cdN: desoxinucleotidasa citosélica; NDPK-D: nucleésido
difosfato quinasa D; CMPK2: UMP/CMP quinasa 2; TMPK2: timidilato
quinasa 2; TS: timidilato sintasa; TK2: timidina quinasa 2; mdN:

desoxinucleotidasa mitocondrial.
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A diferencia de las células en division activa, la sintesis de DN A nuclear en
tejidos diferenciados es relativamente baja. Sin embargo, la demanda de
precursores para el DNA mitocondrial es constante. En el caso de células
diferenciadas o en reposo, los precursores del DNA mitocondrial provienen
principalmente del aporte de nucledtidos citosolicos generados por la
subunidad p53R2 de la ribonucledtido reductasa, que se expresa
constitutivamente durante todo el ciclo celular (Hakansson, Hofer et al. 2006;
Bourdon, Minai et al. 2007), pero también de las vias de recuperaciéon
intramitocondrial. Dentro de la mitocondria encontramos quinasas especificas
encargadas de fosforilar los nucleésidos hasta su forma trifosfato al igual que en
el citosol (Figura A.7). La fosforilacion de los tres nucleésidos de pirimidinas es
llevada a cabo por la misma enzima, la timidina quinasa 2 (TK2). Para la
conversion de dNMPs a dNDPs encontramos dos enzimas: la UMP/CMP
quinasa 2 (CMPK2) que fosforila tanto dCMP como dUMP, y la timidilato
quinasa 2 (TMPK2) que tiene como sustrato dTMP. La adicién del tercer fosfato
es catalizada, al igual que en el citosol, por una tnica enzima con una
especificidad de sustrato muy amplia, la NDPK-D. Esta enzima se encuentra
asociada a la membrana interna mitocondrial y se han encontrado indicios de
un acoplamiento con la fosforilacion oxidativa (Lacombe, Tokarska-Schlattner

et al. 2009).

La recuperacion de timidina catalizada por la TK2 no es suficiente para
mantener la replicaciéon del DNA mitocondrial, sino que se requiere también la
conversion de dUMP en dTMP por la timidilato sintasa (TS). Esta enzima,
dependiente de tetrahidrofolato (THF), se localiza también en la mitocondria
(Samsonoff, Reston et al. 1997), al igual que las enzimas requeridas para la
regeneracion del dihidrofolato (DHF): la dihidrofolato reductasa L1 (DHFRL1)
(Anderson, Quintero et al. 2011) y la serina hidroximetil transferasa 2 (SHMT?2)
(Appling 1991).
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A.l.6. Defectos en el metabolismo de pirimidinas

El mantenimiento de las concentraciones tanto absolutas como relativas de
dNTPs es un factor critico en la fidelidad de la replicacion de DNA vy
consecuentemente en la estabilidad del genoma. El exceso o defecto en alguno
de los precursores de la sintesis de DNA puede tener consecuencias
genotoxicas, como el aumento de la mutagénesis y de recombinaciones
genéticas, la aparicion de anormalidades cromosémicas e incluso llegar a
producir la muerte celular (Mathews 2006; Rampazzo, Miazzi et al. 2010). A
través de estudios de sintesis de DNA in vitro se ha visto como variaciones en el
pool de nucleétidos provocan fallos en su incorporacién, produciendo
apareamientos erréneos, defectos en la correccion de errores durante la
replicaciéon o desplazamientos en el marco de lectura (Kunz, Kohalmi et al.
1994) (Bebenek, Roberts et al. 1992). Por esta razén, la concentraciéon de los
cuatro nucleétidos estd regulada estrictamente mediante procesos catabdlicos y

anabodlicos que compensan cualquier defecto del sistema.

La importancia de estas rutas de sintesis y degradacién se pone de
manifiesto en el hecho de que defectos en enzimas del metabolismo de
nucleétidos se han asociado con varias enfermedades humanas. Hasta la fecha
hay nueve patologias descritas asociadas al metabolismo de pirimidinas, con
una expresion clinica muy diversa, por lo que el diagndstico se apoya con la
identificacion de los metabolitos acumulados. El primer defecto genético
detectado en el metabolismo de pirimidinas fue la aciduria orética hereditaria,
causada por la deficiencia en la UMPS, en la mayoria de los casos por
mutaciones puntuales en el dominio OPRT de esta enzima bifuncional (Loffler,
Fairbanks et al. 2005). Los pacientes se caracterizan por presentar anemia
megaloblastica y en algunos casos inmunodeficiencia. Se diagnostica por la
presencia de &cido ordtico en orina y es tratable con uridina por via oral.
También se han detectado deficiencias en la actividad OMP descarboxilasa que
se presentan con anormalidades neurolégicas y sin anemia. Para el diagnoéstico

se detectan acido ordtico o orotidina en orina.
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Los defectos asociados a la degradaciéon de pirimidinas son mas comunes.
Uno de ellos es la deficiencia en UMP hidrolasa, una 5’-nucleotidasa encargada
de eliminar UMP y CMP. Estos pacientes presentan anemia hemolitica causada
por la acumulacién de nucledtidos de uridina y citidina, asi como CDP-
etanolamina y CDP-colina. Otros casos muy similares son las deficiencias en
CDP-colina o CDP etanolamina fosfotransferasas, en las que también se
acumula CDP-colina y CDP-etanolamina, y los pacientes presentan anemia

hemolitica.

Otros defectos en la degradacion estan asociados a déficits neurolégicos,
como es el caso de deficiencias en la dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD) o
la dihidropirimidasa (DHP) que se diagnostican por la acumulacién en orina de
timina y uracilo, o timina y uracilo mas dihidrotimina y dihidrouracilo,

respectivamente.

En un dltimo grupo encontramos las deficiencias en TP y TK2, englobadas
en un conjunto de patologias mitocondriales conocidas como MDSs (metabolic
depletion sindromes; sindromes de deplecion de DNA mitocondrial), que se
caracterizan por una reduccién del nimero de copias de DNA mitocondrial
(Saada 2009). En tejidos diferenciados, donde la replicacién del DNA nuclear es
relativamente baja, el DNA mitocondrial debe ser constantemente replicado,
independientemente del ciclo celular, necesitando un constante (aunque bajo)
aporte de dNTPs. Es en estas condiciones es donde el DNA mitocondrial es
especialmente vulnerable a cambios en la concentracién de nucleétidos al igual
que al efecto toéxico de andlogos de nucledtidos utilizados en algunas terapias
antitumorales o antivirales. La primera patologia descrita asociada a defectos en
el DNA mitocondrial fue la provocada por la deficiencia en TP, conocida como
MNGIE (encefalomiopatia neurogastrointestinal mitocondrial) (Copeland 2012)
y que provoca miopatia ocular y esquelética junto con sintomas
gastrointestinales. La deficiencia en esta enzima encargada de degradar la
timidina, provoca un aumento en los niveles de dTTP. El exceso de este

nucledtido inhibe la enzima mitocondrial TK2, encargada de fosforilar tanto la
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timidina como la desoxicitidina. La consecuencia indirecta es una disminucién
en los niveles de dCTP, lo que constituye per se la principal causa de la
depleciéon del DNA mitocondrial (Gonzalez-Vioque, Torres-Torronteras et al.
2011). Deficiencias en TK2 cursan de manera similar perturbando

profundamente la funcién mitocondrial y causando graves miopatias.

Ademas, existen deficiencias en otros genes del metabolismo de
nucledtidos y del DNA asociadas con la inestabilidad y disminucién del DNA
mitocondrial. Es el caso de mutaciones en la desoxiguanosina quinasa
mitocondrial (dGK) relacionadas con la forma hepatocerebral de MDS, o
deficiencias en la subunidad p53R2 de la RNR, imprescindible para la sintesis
de DNA mitocondrial y que se han asociado a formas de MDS muscular
(Bourdon, Minai et al. 2007). Dentro de los MDSs también se incluyen
patologias producidas por defectos en la polimerasa pol-y, implicada en la
sintesis del DNA mitocondrial, o en Twinkle, una helicasa mitocondrial. Estos
defectos genéticos estan asociados con dolencias como la oftalmoplejia externa
progresiva (PEO), sindrome de Alpers o ataxia (Rotig and Poulton 2009)
(Eriksson and Wang 2008).

A.2. NTP-PIROFOSFATASAS

A.2.1. Funcién house-cleaning: eliminacion de nucleétidos

no canénicos

Uno de los objetivos fundamentales de la célula es protegerse de
compuestos potencialmente dafiinos. El ambiente en el que se encuentra la
célula es una fuente constante de compuestos toxicos de los que tiene que
defenderse. La primera barrera es la membrana plasmatica, pero adn asi
muchos compuestos entran por difusién pasiva o aprovechando los sistemas de
transporte celular. Ademds de agentes externos, el propio metabolismo celular

genera subproductos potencialmente dafiinos. Los més abundantes son las
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especies reactivas de oxigeno como el peréxido de hidrégeno o el i6n
superéxido, producidos por la cadena de transporte electrénico. No obstante, la
célula dispone de sistemas de detoxificacion que son clave para su
supervivencia. A pesar de ello es inevitable que se produzca un nivel basal de
dafios, que provocan modificaciones en moléculas vitales como nucleétidos,
lipidos o proteinas, que deberan ser entonces reparados o eliminados. Como
resultado, el estrés oxidativo por ejemplo, se ha relacionado con una gran
variedad de condiciones patolégicas como cancer, enfermedades
cardiovasculares, envejecimiento y enfermedades neurodegenerativas (Ames,

Shigenaga et al. 1993).

En células cancerigenas este hecho es especialmente relevante ya que en
muchos casos presentan una regulacion redox alterada (Zhang, Du et al. 2011),
y las especies reactivas de oxigeno afectan a la actividad de cascadas de
sefializacion implicadas en su progresion y metastasis. Estas especies reactivas,
asi como otros compuestos que dafian tanto el DNA como el pool de
nucledtidos, tienen ademas un papel crucial en carcinogénesis. En muchos
casos, las células cancerigenas presentan defectos en reparacion del DNA lo que
las hace especialmente sensibles a la presencia de los nucleétidos modificados .
Los defectos en la reparacion de DNA no sélo contribuyen al inicio de un
tumor, sino que también se estin analizando las proteinas implicadas en
reparaciéon como blanco de accién de farmacos cuyo uso puede contribuir a
aumentar la eficacia de la radioterapia o quimioterapia (Furgason and Bahassi

el 2013).

Los 4cidos nucleicos y sus precursores, el pool de (desoxi)rribonucleétidos,
son un objetivo muy vulnerable de estos compuestos toxicos. Los nucleétidos
canonicos libres son constantemente modificados bajo condiciones fisioldgicas,
por reacciones de oxidaciéon o desaminacién (Evans, Dizdaroglu et al. 2004), o
debido a la exposicion a agentes quimicos exdgenos como compuestos
alquilantes (Topal and Baker 1982) en una proporcién que puede llegar a ser de

hasta 13000 veces superior a la susceptibilidad del DNA. Algunos de los
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nucledtidos libres modificados o no canénicos mas comunes, son por ejemplo
80x0-dGTP, 80xo-dATP o 20xo-dATP, asi como nucledtidos intermediarios del
metabolismo cuya concentracién debe ser controlada, como dITP, dXTP y dUTP
(Figura A.8). Ademads, diversos tipos de bases modificadas y analogos de
nucleésidos que se originan durante los procesos de reparacion del DNA,
pueden ser también afiadidos al pool a través de las vias de recuperaciéon

(Mathews 2006).

La eliminacién de nucleétidos no canénicos antes de que sean incorporados
al DNA durante la replicacién es esencial para el mantenimiento de la
integridad genética. Las enzimas responsables de interceptar y eliminar
nucledtidos no canodnicos son las NTP pirofosfatasas cuya funcién es hidrolizar
los nucleésidos trifosfato dafiados y convertirlos en su forma monofosfato
correspondiente, iniciando de esta forma un proceso de tipo catabodlico. La
actividad de estas nucleotidohidrolasas se incluye asi en una funcién celular
mas general denominada house-cleaning. Esta funcion house-cleaning no se limita
a hidrolizar nucleétidos no canénicos, sino que es también la encargada de
modular la acumulacién de ciertos intermediarios de las vias metabdlicas. Este
es el caso de los nucleétidos de sefializacion ApnA, hidrolizados a AMP y ADP,

los nucleétido-azucares o la desfosforilacion de los difosfoinositol polifosfatos.
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Figura A.8. Estructura de los nucleétidos no canénicos mds comunes: A,
dUTP; B, dITP; C, dXTP; D, 8oxo-dGTP; E, 8oxo-dATP; F, 2o0xo-dATP. R

indica en todos los casos desoxirribosa trifosfato.
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A.2.2. Tipos de NTP-pirofosfatasas

Hasta la fecha se han descrito cuatro superfamilias estructuralmente
distintas: hidrolasas Nudix, dUTPasas triméricas, ITPasas y NTP-pirofosfatasas

todo-a (Galperin, Moroz et al. 2006) (Figura A.9).

Una caracteristica general de este grupo de enzimas es su alta afinidad por
sus sustratos naturales, con valores de Km en un rango micromolar bajo. Esta
alta afinidad les permite seleccionar de manera eficiente nucleé6tidos

modificados de un entorno donde existe un exceso de nucle6tidos candnicos.
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pirofosfatasas todo-a

(Galperin, Moroz et al.

p },;p\ 02 2006).
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Hidrolasas Nudix. Esta familia de enzimas se ha encontrado en toda clase
de organismos e hidroliza un amplio rango de sustratos, incluyendo:
nucleésidos di- y trifosfato, dinucleésidos y difosfoinositol polifosfatos,
nucleétidos-aztcar y caperuzas de RNA (McLennan 2006). Estas enzimas
contienen una secuencia motivo o “caja  Nudix” caracteristica:
GX(5)EX(7)REUXEEXGU, donde U es un aminoacido hidrofébico, y X cualquier

residuo. Esta secuencia consenso no contiene los residuos implicados en el

34



INTRODUCCION | 35

reconocimiento de la base sino del magnesio. Por esta razén, en esta familia se
pueden encontrar enzimas capaces de hidrolizar sustratos muy diferentes
(Galperin, Moroz et al. 2006). Mientras unas hidrolizan nucleétidos
potencialmente mutagénicos, otras se encargan de mantener niveles adecuados
de determinados intermediarios metabdlicos o compuestos de sefializaciéon. La
enzima de E. coli MutT, perteneciente a esta familia, fue la primera enzima
reconocida como house-cleaning, gracias a su capacidad de hidrolizar 8oxo-

dGTP con alta afinidad (Maki and Sekiguchi 1992).

En mamiferos se han identificado alrededor de 24 genes Nudix,
denominados NUDT, varios de los cuales codifican para mas de una variante

enzimatica:

hMTH1 (NUDT1). Esta enzima es funcionalmente similar a MutT de E.
coli, aunque con un rango de sustratos mas amplio. Es una nucledsido
trifosfatasa que elimina 8oxo-dGTP, 20xo-dATP y 8oxo-dATP. Se han
detectado cuatro isoformas con distinto peso molecular, y al menos dos de
ellas tienen sefales potenciales de localizacién mitocondrial (Kang, Nishida
et al. 1995). Una segunda 8oxo-dGTPasa, hMTH2 (NUDT15), presenta menor
afinidad por este sustrato, si bien es capaz de reducir la frecuencia de
mutacion en células de E. coli mutT- (Cai, Ishibashi et al. 2003). Este mismo
fenotipo podemos observarlo al complementar estas células con YSA1H
(NUDTS5), que ademaés de hidrolizar ADP-aztcares, hidroliza eficientemente
la forma difosfato, 8oxo-dGDP (Ishibashi, Hayakawa et al. 2003). Datos
recientes han abierto una nueva via de terapia contra el cancer, ya que
hMTH1 que normalmente no es una enzima esencial, es crucial en células
cancerigenas donde la produccién de especies reactivas de oxigeno es
superior (Gad, Koolmeister et al. 2014). Deficiencias en esta actividad llegan a
causar dafos en el DNA y muerte celular.

hAPAH1 (NUDT2). Esta enzima es la encargada de mantener unos
niveles adecuados del dinucleétido de sefalizacion Ap4A, que estd

implicado en el control de la replicacion y la reparacién de DNA (McLennan



INTRODUCCION | 36

2000), regulacién de canales de K* sensibles a ATP (Jovanovic, Alekseev et al.
1997), iniciacion de apoptosis (Vartanian, Alexandrov et al. 1999) y activacion
de la expresion génica (Lee, Nechushtan et al. 2004).

Familia DIPP (NUDTS3, 4, 10 y 11). Las enzimas pertenecientes a esta

familia hidrolizan principalmente distintos ApnA y difosfoinositol
polifosfatos. DIPP1 (NUDT 3) y DIPP2 (NUDT 4), se distribuyen
ampliamente, a diferencia de NUDT3a (NUDT10) y NUDT38 (NUDT11), que
se expresan preferentemente en testiculo y cerebro (Hidaka, Caffrey et al.
2002).

NUDT9. En eucariotas superiores encontramos una ADP-ribosa
hidrolasa con dos isoformas: NUDT9a (mitocondrial) y NUDTO9 (citosélica);
ambas con alta afinidad por ADP-ribosa e IDP-ribosa.

NUDT12. Esta proteina humana es similar a YjaD de E. coli e hidroliza
NAD(P)H, NAD(P)+, ApnA y ADP-ribosa. Se localiza en peroxisomas y
estructuras de mayor tamafo adn no identificadas (Abdelraheim, Spiller et
al. 2003).

hDcp2 (NUDT20) vy NUDT16. Ambas enzimas estan implicadas en la

eliminacién de la estructura cap (caperuza) en 5 de los mRNAs, liberando
m’GDP. Esta guanosina metilada en posiciéon 7 protege a los mRNAs de la
degradacion por exonucleasas 5-3’. hDcp2, que es la més extensamente
estudiada, se ha detectado en los cuerpos citoplasmaticos llamados P-bodies,
y estd regulada por factores implicados en transcripcién y estabilidad de los
mRNAs (Wang, Jiao et al. 2002; Song, Bail et al. 2013). Ademas de esta
funciéon, NUDT16 ha sido identificada como una (d)ITPase/(d)IDPase

implicada en estabilidad genética (Iyama, Abolhassani et al. 2010).

dUTPasas triméricas. El dUTP es el nucle6étido no canénico mas comun en
la célula debido a que es un intermediario de la ruta de sintesis de pirimidinas.
Aun asi, a diferencia de los otros nucleétidos citosdlicos donde la forma

trifosfato representa en torno al 90 % del total, el pool de nucleétidos de uridina
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estd principalmente compuesto por dUMP, siendo 100 veces mayor que la
cantidad de dUTP (Rampazzo, Miazzi et al. 2010). Este nucleétido trifosfato
puede ser generado por dos vias: reduccion de UDP o desaminacién de dCMP a
dUMP, y posterior fosforilacion. La célula debe evitar la utilizacién del dUTP
por la DNA polimerasa, por lo que sus niveles son mantenidos al minimo
gracias a la dUTPasa. Se trata de una enzima altamente especifica que hidroliza
el dUTP produciendo dUMP y PPi. De esta manera, la célula mantiene la razén
dUTP/dTTP lo més baja posible. Si atin asi el uracilo es incorporado en el DNA
o producido in situ por desaminacion, es eliminado mediante mecanismos de

reparacion especificos iniciados por la uracil DNA glicosilasa.

Las dUTPasas se distribuyen desde bacterias a eucariotas superiores,
aunque con diferencias a nivel estructural, en sus propiedades fisico-quimicas y
en el papel que desempefian en la célula. Estructuralmente se pueden dividir en
dos grandes grupos: las dUTPasas todo-o y las todo-fB. Las primeras estdn
englobadas en la superfamilia de las NTP-pirofosfatasas todo-a que se
explicaran posteriormente. Dentro de las todo-f, encontramos una gran
diversidad: 1) dUTPasas monoméricas, encontradas en algunos virus; 2) las
DCD-DUTasas (dCTP desaminasas-dUTPasas), enzimas bifuncionales
encontradas en algunas arqueobacterias; y 3) las dUTPasas triméricas, que le
dan nombre a la superfamilia y son las més abundantes, encontrdndonse en
bacterias, hongos y eucariotas. A este dltimo grupo pertenece la dUTPasa
humana, una enzima altamente especifica que solo hidroliza dUTP. No
obstante, también es capaz de unir eficientemente dUDP, el cual actia como un

inhibidor competitivo.

ITPasas. Otras enzimas pertenecientes a la funcién house-cleaning son las
ITP pirofosfatasas. La enzima humana, hITPasa o ITPA, hidroliza ITP, dITP y
XTP, producidos a partir de intermediarios de la sintesis de purinas. Esta

enzima, al igual que otras implicadas en house-cleaning, presenta una alta
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especificidad de sustrato, con muy baja actividad frente a otros nucleétidos y
completamente inactiva con la formas monofosfato o difosfato (Lin, McLennan
et al. 2001). Ratones deficientes en el gen ifpa muestran retraso en el crecimiento
y mueren dos semanas después de nacer con graves alteraciones cardiacas
(Behmanesh, Sakumi et al. 2009). Los dafios provocados por el incremento de
nucleétidos de inosina en la célula, pueden ser contrarrestados por la
sobreexpresion de NUDT16 (Abolhassani, Iyama et al. 2010), que como hemos
visto anteriormente hidroliza (d)IDP y (d)ITP. Ambas enzimas juegan un papel
dual en la proteccion de la célula frente a la inestabilidad cromosémica

provocada por niveles anormales de dIDP/IDP o dITP/ITP.

NTP-pirofosfatasas todo-a. La identificaciéon de una nueva clase de dUTP
pirofosfatasas diméricas en los protistas Leishmania major (Camacho, Arrebola et
al. 1997) y Trypanosoma cruzi (Harkiolaki, Dodson et al. 2004), dio lugar a la
descripcion de esta nueva superfamilia de enzimas, estructuralmente
diferenciadas por una alta composicion en hélices alfa. A través de un anélisis
estructural, se identificaron nuevos miembros de esta superfamilia como la
fosforribosil-ATP pirofosfatasa HisE, implicada en la sintesis de histidina, la
NTP-pirofosfatasa MazG y las familias DR2231 y RS21-C6. Todas estas

proteinas tienen como caracteristica comtn un dominio MazG.

dUTPasas diméricas. Tras la identificacién de la enzima de L. major, este

tipo de dUTPasa se ha descrito en otros eucariotas parasitos como Trypanosoma
cruzi 'y Trypanosoma brucei, ademds de en bacterias y en algunos fagos
(Greenberg 1966; Bernier-Villamor, Camacho et al. 2002; Castillo-Acosta,
Estevez et al. 2008; Musso-Buendia, Vidal et al. 2009). Las dUTPasas diméricas
difieren enormemente de las clasicas triméricas y no solo por su estructura.
Entre otras cosas, las dUTPasas diméricas tienen la habilidad de hidrolizar

dUDP ademas de dUTP, siendo dUMP el producto en ambos casos.
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Familia MazG. La primera enzima caracterizada en esta familia y que le

da nombre, es la proteina MazG de E. coli. Esta enzima se identificé en primer
lugar como una NTP pirofosfatasa poco especifica, que hidrolizaba nucleétidos
candnicos, aunque con valores de Kn en torno a 1 mM (Zhang and Inouye
2002). Con la resoluciéon de la estructura cristalina de la enzima MazG de
Sulfolobus solfataricus, se predijo que el sustrato natural de esta enzima era 2o0xo-
(d)ATP (isoGTP) (Moroz, Murzin et al. 2005), aunque este sustrato no ha sido
experimentalmente verificado. Estudios recientes indican que EcMazG es capaz
de disminuir los niveles intracelulares de la guanosina 3’,5"-bisfosfato (ppGpp)
(Gross, Marianovsky et al. 2006). Este nucleétido se sintetiza bajo condiciones
de estrés nutricional, siendo un intermediario de la muerte celular programada
bajo estas condiciones. Estudios posteriores en Mycobacterium han revelado que
el gen micobacteriano mazg es inducible en condiciones de estrés oxidativo (Lu,
Sun et al. 2010), mientras que la enzima que codifica es capaz de hidrolizar
dUTP y 8oxo-dGTP, aunque con altos valores de Km (1 mM y 0.16 mM
respectivamente). Estudios mads recientes proponen el 5-OH-dCTP como un
sustrato natural para esta enzima, cuya hidrélisis es altamente eficiente (Km =
1.9 pM) y fundamental en el mantenimiento de la integridad genética (Lyu,
Tang et al. 2013).

Familia HisE. A diferencia de la mayoria de mamiferos, que son

dependientes de la histidina aportada en la dieta, muchos microorganismos,
hongos y plantas son capaces de sintetizar este aminodcido. La fosforribosil-
ATP pirofosfohidrolasa, o HisE, es la enzima que cataliza el segundo paso de la
biosintesis de histidina, y su estructura tridimensional conserva la organizacién
todo-o de esta superfamilia (Javid-Majd, Yang et al. 2008). Esta enzima se
presenta en muchos casos fusionada con otras proteinas implicadas en distintos
pasos de la misma ruta. Este es el caso de Saccharomyces cerevisiae, en el que
HisE estd formando una proteina trifuncional con la fosforribosil-AMP
ciclohidrolasa y la histidinol deshidrogenasa (Keesey, Bigelis et al. 1979), o en E.

coli y Arabidopsis thaliana, donde encontramos una proteina bifuncional con la
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fosforribosil-AMP ciclohidrolasa (Smith and Ames 1965) (Fujimori and Ohta
1998).

Familia DR2231. A esta familia pertenecen proteinas bacterianas atn
poco caracterizadas. La reciente resoluciéon de la estructura de la proteina
DR2231 de Deinococcus radiodurans (Goncalves, de Sanctis et al. 2011) confirma
la estructura tipica de las NTP-pirofosfatasas todo-a. D. radiodurans y otras
bacterias carecen de dUTPasas triméricas, monoméricas o diméricas, y DR2231
ha sido caracterizada como un nuevo tipo de dUTPasa para estos organismos.
Esta enzima presenta una Km para el dUTP de 4.4 pM, con un alto grado de
selectividad. DR2231 es una enzima dimérica, estructuralmente similar a MazG,
pero funcionalmente relacionada con la dUTPasas.

Familia RS21-C6. Se han hallado ortélogos de esta proteina con un alto

grado de conservacion en todos los organismos vertebrados, en plantas,

Gibberella zea y en diversas bacterias (Moroz, Murzin et al. 2005).

A esta familia pertenece la proteina de raton RS21-C6 y su ortélogo
humano, denominado DCTPP1 (o XTP3TPA). DCTPP1 es una proteina de 170
aminodcidos que contiene el tipico dominio MazG (Figura A.10 panel A), y un
dominio EAR (epilepsy-associated repeat) de 47 aminoacidos, posiblemente

implicado en interacciones proteina-proteina.

Un andlisis transcripcional mediante el empleo de microarrays junto con
datos disponibles en la base de datos Gene Expression Omnibus del NCBI y
resultados obtenidos mediante inmunohistoquimica del proyecto The Human
Protein Atlas, muestran que el gen DCTPP1 se sobreexpresa en células
embrionarias y en proliferacion, ademés de en una amplia variedad de canceres
(Figura A.10 paneles B y C). En linfocitos-B, la expresién de DCTPP1 es activada
por una plétora de inductores tales como las interleukinas 4 y 10, el interferon

gamma, el acido lisofosfatidico, la esfingosina-1-fosfato, etc.
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Figura A.10. A, Esquema del gen DCTPPI1; B, Niveles de expresiéon de
DCTPP1 en diferentes tipos celulares; C, Niveles de expresiéon de DCTPP1 en

diferentes canceres y su correspondiente expresion en tejido sano.

Recientemente, la proteina de raton RS21-C6 se ha caracterizado
bioquimicamente, demostrandose su capacidad de hidrolizar el dCTP asi como
el 5me-dCTP, si bien muestra una baja especificidad sobre otros nucleésidos
trifosfato canénicos. La presencia de un grupo halogenado en posicién 5 de la
base de citosina incrementa significativamente la eficiencia catalitica de la
enzima, especialmente los derivados 5-iodo-dCTP (5I-dCTP) o 5-bromo-dCTP
(5Br-dCTP) (Nonaka, Tsuchimoto et al. 2009). La estructura tridimensional de
RS21-C6 de ratén se ha descrito formando un complejo con 5me-dCTP (Wu, Liu
et al. 2007). La estructura muestra el tipico ordenamiento helicoidal de las NTP-
pirofosfatasas todo-o. Cada monémero contiene 4 hélices alfa conectadas por

lazos (Figura A.11 panel A).
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Figura A.11. Estructura completa de RS21-C6. N: extremo amino; C: extremo

carboxilo; A, Estructura del monémero con las 4 hélices alfa numeradas del 1
al 4; B, Estructura del dimero; C, Vista horizontal (izquierda) y vista vertical
(derecha) del tetrdmero de RS21-C6 (Wu, Liu et al. 2007). A, B, C y D

representan cada uno de los mondémeros.

Una subunidad se une a otras tres para formar un tetrdmero, aunque la
estructura puede ser mejor descrita como un dimero de dimeros. En cada
dimero, las hélices 02 y a3 interacttan a través de 17 pares de residuos
hidrofébicos (Figura A.11 panel B). La unién de dos dimeros se lleva a cabo
mediante las 4 hélices a2 que quedan formando un haz de 4 hélices que
estabiliza la estructura (Figura A.11 panel C). En un alineamiento de las
distintas NTP-pirofosfatasas todo-o podemos ver que las 4 hélices de RS21-C6

se hallan ampliamente conservadas (Figura A.12).
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Figura A.12. Alineamiento de las secuencia de aminodacidos de proteinas de la
superfamilia NTP-pirofosfatasas todo-o. Sobre el alineamiento se muestran
las 4 hélices alfa descritas para RS21-C6. Los residuos hidrofébicos
conservados estan resaltados en amarillo. En azul, rosa y rojo se muestran
otros residuos conservados que forman parte del centro activo. Con letra

blanca y fondo negro estan resaltados los residuos que participan en catalisis.



INTRODUCCION | 44

En la estructura del complejo de RS21-C6 con 5me-dCTP, el bolsillo de
unién al sustrato estd compuesto por varios residuos, incluyendo His38, Trp47,
Trp73, Tyr102, Glu63, Glu66, Glu95 y Asp98 (Figura A.13). La base nitrogenada
y la desoxirribosa caen en una cavidad hidrofébica y los grupos fosfato
interacttian con cuatro residuos electronegativos. Segtn la interacciéon enzima-
sustrato y los datos cinéticos obtenidos para diferentes mutantes, se ha
determinado que los residuos His38, Trp47, Trp73 y Tyr102, estan involucrados
en el reconocimiento del sustrato mientras que Glu63, Glu66, Glu95 y Asp98,
son los encargados de estabilizar los grupos fosfato a través de la unién de
Mg?*. Estos tltimos cuatro residuos estan implicados en la reaccién catalitica, y

mutaciones puntuales en estos aminoécidos inactivan la enzima.

A

GLU95

Figura A.13. A, Vista vertical del tetramero de RS21-C6. Resaltado en verde se
muestra la unién de las dos moléculas de 5me-dCTP; B, Vista girada del
tetramero y ampliacioén del sitio activo; C, Detalle de los residuos implicados

en la unién del sustrato.



INTRODUCCION | 45

RS21-C6, forma una estructura tetramérica con dos sitios activos, cada uno
de los cuales estd compuesto por residuos de dos subunidades distintas,
localizadas a su vez en dimeros distintos. El residuo de His38 esta localizado en
la hélice a-1 y el Trp47 esta en el loop que conecta las hélices a-1 y a-2. La Glu63
y la Glu66 estan localizadas en la hélice o-2, y la Glu95, el Asp98 y la Tyr102
estan en la hélice 0-3. Sin embargo, el Trp73 esta localizado en la hélice o-2 de
una molécula perteneciente a un dimero adyacente, por lo que ambos dimeros
contribuyen a cada sitio de unién al sustrato. La estructura tetramérica es por

tanto necesaria para la actividad nucleotidohidrolasa.

A.3. ANALOGOS DE CITIDINA EMPLEADOS COMO FARMACOS
ANTITUMORALES Y ANTIVIRALES

Los analogos de nucledsidos (NAs) se han utilizado ampliamente en
terapias antitumorales y antivirales, y aunque con caracteristicas similares,
exhiben diversos mecanismos de accién. Por lo general, estos compuestos
inhiben o interfieren con la sintesis de DNA. El hecho de que la mayoria de las
células de un organismo adulto estén en estado quiescente, hace que estos
tratamientos presenten una alta selectividad frente a virus o células tumorales
con una alta tasa de replicacion. No obstante, estos fairmacos muestran cierto
grado de toxicidad en aquellos tejidos donde existen células en estado
replicativo o llevando a cabo procesos de reparacion del DNA que requieren el
aporte constante de nucledtidos. A pesar de ello, se han obtenido compuestos
muy efectivos que aumentan la supervivencia, y en algunos casos, curan al

paciente de su enfermedad.

Una caracteristica comin a los NAs es el hecho de que deben ser
administrados como pro-farmacos, que posteriormente deberan ser activados
por el propio metabolismo celular. Esto se debe a que la forma activa estd unida
a varios grupos fosfato, tres si han de ser incorporados al DNA, lo que les
confiere una elevada carga negativa que impide su paso por la membrana

plasmatica. Estos precursores entran en la célula generalmente aprovechando
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transportadores de membrana, y entonces son incorporados a la via de
recuperacion de nucleétidos para ser fosforilados por quinasas especificas. Este
requerimiento constituye una de las limitaciones de estos farmacos ya que su

activacion depende de sistemas saturables (Parker 2009).

Muchos de estos analogos son derivados de dCyd y en su mayoria ejercen
su accion tras incorporarse al DNA. En algunos casos, los NAs actdan como
terminadores de cadena, bloqueando las células en la fase S del ciclo celular.
Este es el caso de ara-Cyd o citarabina (Ross, Chen et al. 1990), que es el
principal farmaco utilizado en el tratamiento de las leucemias mieloides agudas
(Ewald, Sampath et al. 2008). Se trata de un derivado de dCyd con el grupo
hidroxilo en posicion 2 del aztcar en configuracion B (Figura A.14). Otro
analogo de dCyd es la Gemcitabina o dF-dCyd, con dos dtomos de fltor en
posicién 2’ del azacar (Figura A.14), utilizado en un amplio espectro de tumores
solidos, como el pancreatico, el de mama metastasico, de ovarios o cancer de
pulmoén no microcitico. Se trata de otro terminador de cadena que compite con
el dCTP, pero que requiere la incorporacién de mas de una molécula para
bloquear la progresiéon de la horquilla de replicacion. Ademas, a diferencia del
ara-Cyd, este compuesto no es eliminado por la actividad 3’ —5" exonucleasa de
la DNA polimerasa (Huang, Chubb et al. 1991; Gandhi, Legha et al. 1996). Este
farmaco tiene un segundo mecanismo de accién a través de la inhibicién de la
RNR. El dF-dCDP es el intermediario que inactiva esta enzima clave,
provocando la disminuciéon de los niveles de nucleétidos intracelulares
(Heinemann, Xu et al. 1990). Al mismo tiempo, el aumento de la razén
dFACTP/dCTP potencia la actividad del farmaco al favorecer una mayor
incorporacién en el DNA e inhibir la actividad dCMP desaminasa (Heinemann,

Xu et al. 1992).

Otro andlogo de dCyd que ha demostrado eficacia en pruebas clinicas es la
troxacitabina (OddCyd) (Figura A.14), desarrollada en principio como antiviral.
Se acumula principalmente en su forma difosfato, aunque es fosforilada y un

buen sustrato para la DNA polimerasa. Una vez incorporada, bloquea
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instantdneamente la progresion de la replicacion al no poseer el grupo OH en
3’. Entre las ventajas de este farmaco se encuentran el hecho de que no es
susceptible a la degradacién por CDA, y el que su entrada en la célula (uno de
los pasos generalmente limitantes) parece ser por difusiéon pasiva, ya que la
deficiencia en transportadores de nucledsidos no causan resistencias a este

tarmaco (Grove, Guo et al. 1995) (Grove and Cheng 1996).

Aunque los analogos de nucleésidos de citosina suelen inhibir la sintesis de
DNA, el CNCAD (2'-C-ciano-2'-desoxi-1-beta-D-arabinofuranosil-citosina)
(Figura A.14) tiene un mecanismo de accién distinto. Su incorporacion en el
DNA provoca roturas de cadena sencillas que son dificiles de reparar (Matsuda,
Nakajima et al. 1991). Estos dafios en el DNA provocan la detencion del ciclo
celular en fase G2 (Liu, Guo et al. 2005). Un derivado N*-palmitoil, conocido
como sapacitabina, esta siendo actualmente estudiado en ensayos clinicos frente

a tumores solidos y canceres hematol6gicos.
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Figura A.14. Estructura de la desoxicitidina y de algunos andlogos utilizados

como farmacos antitumorales.
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Uno de los principales problemas de estos farmacos es su corta vida media,
por lo que se intentan desarrollar nuevo derivados, como la tiarabina (Figura
A.14), similar a araC pero con una vida media 10 veces superior y mucho maés

eficaz en pruebas clinicas frente a tumores s6lidos (Someya, Waud et al. 2006).

Dado que estos andlogos de nucledsidos dependen de su incorporacién en
el DNA para ejercer su accién, su eficacia se limita a células con una
proliferacion activa. En casos como la leucemia linfoide crénica (LLC) que
afecta a células maduras, se estudia el uso de terapias combinadas de NAs con
agentes genotoxicos que activen los sistemas de reparacién de DNA y por tanto
la sintesis de DNA (Yamauchi, Nowak et al. 2001). Esta estrategia terapettica
permite prevenir el desarrollo de resistencias por activaciéon de los sistemas de
reparacion en tratamientos con agentes que dafian el DNA (Panasci, Paiement

et al. 2001).

Otro grupo de anédlogos de nucleésidos son los que tienen como mecanismo
de accién revertir el silenciamiento epigenético de las células cancerigenas.
Azacitidina (aza-Cyd) y decitabina (aza-dCyd) (Figura A.14), clasicamente
utilizados como agentes citostaticos (Vesely and Cihak 1977), son potentes
inhibidores de la metilacién del DNA. En ambos nitcleosidos el carbono 5 del
anillo de pirimidina estd reemplazado por un nitrégeno. Antes de su
incorporacién al DNA en lugar del dCTP, ambos andlogos han de ser activados
por fosforilaciéon y en el caso de la azacitidina también reducido por la RNR. La
presencia de azacitosina en el DNA causa la formacién de complejos covalentes
con la DNA metiltransferasa 1 (DNMT1) (Khan, Vale et al. 2013). Esta enzima,
encargada de metilar las citosinas en posicién 5, queda irreversiblemente
inactivada formando un complejo proteina-DNA que induce su degradacion
por el proteosoma. La deplecion de DNMT1 lleva finalmente a wuna
hipometilaciéon generalizada del DNA de las células afectadas. Ademas de este
efecto, la azacitidina se incorpora en gran medida al RNA interrumpiendo el
metabolismo del RNA vy la sintesis de proteinas. Este mecanismo aumenta los

efectos secundarios de este farmaco, ya que afecta por igual tanto a células en
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reposo como a células con una divisién activa. La decitabina a dosis altas
provoca entrecruzamientos en el DNA y parada de la sintesis de DNA, con
efecto citotéxico. Sin embargo, a dosis bajas la célula sobrevive con bajos niveles
de DNMT1 y por tanto con el DNA hipometilado. Su potencial terapéutico ha
sido probado en pacientes con sindrome mielodisplésico. Debido a la vida
media tan corta que tienen estos compuestos, se han desarrollado nuevos
derivados, como la zebularina (Figura A.14), que acttia como un inhibidor de la
metilacion de DNA y es mucho mas estable en soluciones acuosas (Cheng,

Matsen et al. 2003) (Marquez, Kelley et al. 2005).

Ademads de como agentes antitumorales, los NAs han sido ampliamente
utilizados frente a virus. Desde que la azido-timidina (AZT) mostré eficacia
inhibiendo la transcriptasa inversa del HIV y bloqueando la replicacién del
virus, se han desarrollado, siguiendo esta misma estrategia, un grupo de
nucleétidos y nucleésidos antirretrovirales que inhiben la retrotranscriptasa
(NRTIs) (Cihlar and Ray 2010). Su uso clinico en monoterapia o en terapias
combinadas ha dado buenos resultados en pacientes. Algunos de los ya
aprobados son andlogos de citidina, como zalcitabina (ddCyd), lamivudina y
emtricitabina (Figura A.15). La larga duracion de los tratamientos, sus efectos
secundarios y la generacion de complejas resistencias, hace que se sigan
desarrollando nuevos derivados, muchos de los cuales han dado buenos

resultados en fase clinica.
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Figura A.15. Estructura de la desoxicitidina y andlogo utilizados como

farmacos antivirales.
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B. OBJETIVOS

El mantenimiento de la integridad de la informacién genética contenida en
el DNA es uno de los mayores retos con los que se encuentra un organismo. De
su importancia proviene el hecho de que la célula disponga de complejos
mecanismos que acttian tanto evitando la produccién de errores durante la
sintesis de DNA, como reparando cualquier tipo de lesiéon que pueda generarse.
Una funcién esencial que contribuye al control de dafios en el DNA es el
mantenimiento de la composicién y el tamafio correcto del pool de nucleétidos
que sera utilizado por la DNA polimerasa durante la replicacion. Esto implica
no solo el mantener la proporcién y la concentracién adecuada de los diferentes
dNTPs sino al mismo tiempo, eliminar del medio nucle6tidos modificados o no
candnicos cuya incorporacién pudiera dar lugar a mutaciones y/o dafios

estructurales en el DNA.

Las enzimas implicadas en el metabolismo de nucleétidos y especialmente
las consideradas como house-cleaning desempefian un papel fundamental en la
regulaciéon y control del pool de nucleétidos, tanto en situaciones fisioldgicas
normales como patogénicas. Asi mismo, estas enzimas pueden jugar un papel
relevante en la activaciéon y/o degradacion de farmacos. Todo ello confiere
especial interés al estudio y caracterizaciéon de nuevas enzimas implicadas en

estas rutas celulares y su regulaciéon a nivel bioquimico y celular.

El propésito central de esta tesis ha sido la caracterizacion bioquimica y
funcional de la proteina humana DCTPP1, una nucleétidohidrolasa
perteneciente a la superfamilia de enzimas house-cleaning conocida como NTP

pirofosfatasas todo-a. Con este fin, se plantearon los siguientes objetivos:

1. Desarrollo de un sistema de expresiéon y de purificacion de la proteina

recombinante soluble DCTPP1.
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Caracterizacion cinética de DCTPP1 y estudio detallado de su especificidad
de sustrato e inhibicién enzimaética

Establecimiento de la localizacion subcelular de DCIPP1 en células
humanas.

Estudio de las consecuencias de la deplecion de los niveles de expresion de
DCTPP1 sobre la viabilidad celular y el pool intracelular de nucleétidos de
pirimidina.

Regulacion de la expresion de DCTPP1 en funcion del ciclo celular y en
respuesta a perturbaciones del metabolismo de nucleétidos causadas por la
suplementaciéon con nucleosidos exégenos o por la deplecion de enzimas
implicadas en la biosintesis de pirimidinas.

. Analisis del papel de esta enzima en la eliminacién de nucleétidos

modificados del medio intracelular.
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C. MATERIALES Y METODOS

C.1. MATERIALES

C1.1. Lineas celulares

C.1.1.1. Células humanas

En este estudio se utilizaron lineas celulares humanas que se obtuvieron de

ATCC-LGC Cell Biology Collection.

MRC-5: Linea celular humana procedente de fibroblastos de pulmén. Se
trata de células adherentes diploides, con un cariotipo de 46, XY, de origen

caucasiano y 14 semanas de gestacion.

TK6: Linea celular humana procedente de linfoblastos de bazo con
esferocitosis hereditaria. Son células que crecen en suspension, con un cariotipo
46, XY y 5 afios de edad. Esta linea deriva de la linea celular WIL-2, y es

heterocigoética para el locus de la timidina kinasa (k).

HelLa: Linea celular humana de tipo epitelial, procedente de cérvix con

adenocarcinoma. Son células adherentes, con un cariotipo 46, XX y 31 afios de

edad.

C.1.1.2. Bacterias.

Para este estudio se utilizaron las siguientes cepas de Escherichia coli:

XL1-Blue (Bullock, Fernandez et al. 1987) Rec Al, end Al, gyr A96, thi-1,
hdsR17, supE44, relA1, lac [F proAB lacl1 ZAM15 Tn10 (Tetr)]
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BL21(DE3) (Phillips, VanBogelen et al. 1984) F- dcm, ompT, hsdS (rg mp)gal A
(DE3)

C.1.2. Medios de cultivo

MEM (Minimum Essential Medium): Este medio se utiliz6 para el cultivo de

la linea celular MRC-5, segin las recomendaciones de ATCC-LGC. La

composiciéon del medio obtenido de Gibco (Life Technologies) es:

COMPONENTES Molaridad (mM)
L-Hidrocloruro de arginina 0.597
L-Cisteina 0.100
L-Glutamina 2.000
L-Hidrocloruro de histidina-H>O 0.200
L-Isoleucina 0.397
L-Leucina 0.397
L- Hidrocloruro de lisina 0.399
L-Metionina 0.101
L-Fenilalanina 0.194
L-Treonina 0.403
L-Triptéfano 0.049
L-Tirosina 0.199
L-Valine 0.393
Colina cloruro 0.007
D-Pantotenato de calcio 0.002
Acido félico 0.002
i-Inositol 0.011
Niacinamida 0.008
Piridoxal hidrocloruro 0.005
Riboflavina 0.0003
Hidrocloruro de tiamina 0.003
Cloruro de calcio (CaCl>-2H>O) 1.800
Sulfato de magnesio (MgSO;-7H>0) 0.813
Cloruro de potasio (KCl) 5.330
Bicarbonato de sodio (NaHCO:3) 26.190
Cloruro de sodio (NaCl) 117.240
Fosfato de sodio monobésico (NaH>PO,-2H,0) 1.010
D-Glucosa (Dextrosa) 5.560
Rojo fenol 0.027

Tabla B.1.
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Este medio se suplement6 con suero bovino fetal (SBF) al 10 %, y con

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

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640: Este medio se utilizé para la
linea celular TK6 (segin ATCC-LGC) y se obtuvo de PAA (GE Healthcare):

COMPONENTES Molaridad (mM)
Glicina 0.133
L-Arginina 1.150
L-Asparagina 0.379
L-Acido aspartico 0.150
L-Cisteina 0.083
L-Acido glutamico 0.136
L-Glutamina 2.050
L-Histidina 0.097
L-Hidroxiprolina 0.153
L-Isoleucina 0.382
L-Leucina 0.382
L- Hidrocloruro de lisina 0.274
L-Metionina 0.101
L-Fenilalanina 0.091
L-Prolina 0.174
L-Serina 0.286
L-Treonina 0.168
L-Triptéfano 0.024
L-Tirosina 0.110
L-Valine 0.171
Biotina 0.001
Colina cloruro 0.021
D-Pantotenato de calcio 0.0005
Acido félico 0.002
i-Inositol 0.194
Niacinamida 0.008
Acido para-aminobenzoico 0.007
Piridoxina hidrocloruro 0.004
Riboflavina 0.0005
Hidrocloruro de tiamina 0.003
Vitamina B12 0.0000037
Nitrato de calcio (Ca(NO3)2 4H>O) 0.424
Sulfato de magnesio (MgSOs-7H-0) 0.407
Cloruro de potasio (KCl) 5.330
Bicarbonato de sodio (NaHCOs3) 23.810
Cloruro de sodio (NaCl) 94.830
Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,) 5.630
D-Glucosa (Dextrosa) 11.110
Glutatién (reducido) 0.003
HEPES 25.030
Rojo fenol 0.013

Tabla B.2.
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Este medio se suplementé también con suero bovino fetal (SBF) inactivado
al 10 %, L-glutamina a 2 mM (GlutaMAX™) y penicilina-estreptomicina a 100
U/ml - 100 pg/ml (Gibco, Life Technologies).

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium): Este medio es el que se utilizé

para el cultivo de la linea celular HeLa, segtn las recomendaciones de ATCC-

LGC. La composiciéon del medio obtenido de Gibco (Life Technologies) es:

COMPONENTES Molaridad (mM)
L-Hidrocloruro de arginina 0.398
L-Cisteina 0.201
Glicina 0.400
L-Glutamina 3.970
L-Hidrocloruro de histidina-H>O 0.200
L-Isoleucina 0.802
L-Leucina 0.802
L- Hidrocloruro de lisina 0.798
L-Metionina 0.201
L-Fenilalanina 0.400
L-Serina 0.400
L-Treonina 0.798
L-Triptéfano 0.078
L-Tirosina 0.398
L-Valine 0.803
Colina cloruro 0.029
D-Pantotenato de calcio 0.008
Acido félico 0.009
i-Inositol 0.040
Niacinamida 0.033
Piridoxal hidrocloruro 0.020
Riboflavina 0.001
Hidrocloruro de tiamina 0.012
Cloruro de calcio (CaCl>-2H>O) 1.800
Nitrato ferrico (Fe(NO3)3-9H2O) 0.0002
Sulfato de magnesio (MgSO;-7H>0) 0.813
Cloruro de potasio (KCl) 5.330
Bicarbonato de sodio (NaHCOs) 44.050
Cloruro de sodio (NaCl) 110.340
Fosfato de sodio monobasico (NaH>PO,-2H,0) 0.916
D-Glucosa (Dextrosa) 5.560
Piruvato de sodio 1.000
Rojo fenol 0.027

Tabla B.3.
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Este medio se suplementé también con suero bovino fetal (SBF) inactivado
al 10 %, L-glutamina a 2 mM (GlutaMAX™), una solucién de aminoacidos no
esenciales para MEM, y penicilina-estreptomicina a 100 U/ml - 100 pg/ml
(Gibco, Life Technologies).

Medio LB (Luria-Bertani) (Sambrook, Fritsch et al. 1989): Este medio es el
utilizado para los cultivos de bacterias y contiene: 10 g/1 de triptona, 5 g/1 de
extracto de levadura y 5 g/1 de NaCl. En el medio sé6lido para placas se afiade
ademas 15 g/1 de bacto-agar. Este medio se suplementé con ampicilina a 100
pg/ml, (ROCHE) o kanamicina a 50 pg/ml (Sigma-Aldrich) segtn la resistencia

conferida por los plasmidos que porta cada bacteria.

C.1.3. Compuestos

Nucleétidos y nucledsidos: Los nucleétidos y nucledsidos utilizados en este
estudio fueron: dCTP, dTTP, dATP, dGTP, dUTP y 5-metil-dCTP (5me-dCTP)
de GE Healthcare; ATP, CTP, UTP, dCDP, dCMP, dUMP y 2’-desoxicitidina
(dCyd) de Sigma-Aldrich; 5-iodo-dCTP (5I-dCTP), 5-bromo-dCTP (5Br-dCTP),
5me-dCDP, 5me-dCMP, 5me-dCyd y 5I-dCyd de Jena Bioscience; 5-hidroxi-
dCTP (5h-dCTP), 5-hidroximetil-dCTP (5hme-dCTP), 5-formil-dCTP (5fo-
dCTP) y 5-carboxil-dCTP (5ca-dCTP) de TriLink BioTechnologies.

Andalogos de nucledsidos/nucle6tidos con relevancia farmacoldgica: 5-aza-

2’-desoxicitidina o decitabina (aza-dCyd) y ara-citidina o citarabina (ara-Cyd)
de Sigma-Aldrich; aza-dCTP, ara-CIP, 27,2°-difluorocitidina-5-trifosfato o
gemcitabina (dF-CTP) y 2°,3’-didesoxicitidina-5"-trifosfato (ddCTP) de Jena

Bioscience.

Triptolide de Tocris Bioscience. Compuesto natural, con actividad anti-

proliferativa, inmunosupresiva y anti-inflamatoria.
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Tampones y soluciones

TAMPON /SOLUCION

COMPOSICION

Tampon de lisis

Tampoén A para purificacién de DCTPP1

Tampoén B para purificacion de DCTPP1

Tampén A MonoQ

Tampon B MonoQ

Tampoén de reaccion de DCTPP1

Tris-HCI 20 mM, KC1 0,4 M, DTT 5 mM,
inhibidores de

(Roche), 20 % glicerol (pH 7,5)

coctel de proteasas

Fosfato de sodio 0,02 M, NaCl 0,5 M,
MgCl> 5 mM, imidazol 0,02 M (pH 7,4)

Fosfato de sodio 0,02 M, NaCl 0,5 M,
MgCl> 5 mM, imidazol 0,5 M (pH 7,4)

Fosfato de sodio 5 mM, NaCl 50 mM (pH
7,0)

Fosfato de sodio 5 mM, NaCl 350 mM
(pPH 7,0)

Rojo cresol 50 uM, bicina 2 mM, pH 8,
MgCl> 20 mM, albumina de suero bovino
(BSA) 0,75 mg/ml, KC1 0,1 M, ditiotreitol
(DTT) 4 mM.

Tabla B.4.

C.1.5.

C.1.5.1. Vectores

Material para biologia molecular

pGEM-T (Promega). Vector de 3000 pb, utilizado como vector de

amplificaciéon para clonar fragmentos de DNA obtenidos por PCR. La seleccién

del plasmido se lleva a cabo mediante ampicilina y el sistema de regulacién del

operon lac (IPTG 0,1 M y X-Gal 20 mg/ml).

pET-28a (Novagen). Vector de expresion procaridtico de 5369 pb, utilizado

para clonar la regién codificante del gen DCTPP1, con lo que queda fusionado a
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un péptido de 6 histidinas. El plasmido utiliza el promotor de la T7 RNA

polimerasa y se selecciona con kanamicina .

C.1.5.2. Oligonucledtidos

Todos los oligonucleétidos empleados en este estudio han sido sintetizados
por los Servicios Técnicos del Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lépez

Neyra”.

En la Tabla B.5. se indican los oligonucleétidos utilizados, su secuencia en

sentido 5" - 3" y su uso.

Nombre Secuencia (5 - 3) Sitio de Uso
restriccion
T7P AATACGACTCACTATAG Secuenciacion
T7T GCTAGTTATTGCTCAGC Secuenciacion
SP6 ATTTAGGTGACACTATA Secuenciacion
Clonacion de
Nde I-DCTPP1  CATATGTCTGTGGCCGGT Nde I DCTPP1 en pET28a
GGATCCTAGGTTGAGGT Clonacioén de
DCTPP1-BamH I CTG BamH I DCTPP1 en pET28a
E63Q1 CCTGGCCTTGGTTGGGC Mutagénesis dirigida
AAGTGGGGGAGCTGGC de DCTPP1
E63Q2 GCCAGCTCCCCCACTTG Mutagénesis dirigida
CCCAACCAAGGCCAGG de DCTPP1
TITATTATATTATTTATT Molde del ensayo de
Molde-det-dTTP 1., -5cGGTGGAGGCGG la DNA polimerasa
ITTGTTTGTTTGTTTGTT Molde del ensayo de
Molde-det-dCTP 10 ccGTGGAGGCGE la DNA polimerasa
Cebador del ensayo
DNApol Primer CCGCCTCCACCGCC de la DNA
polimerasa

Tabla B.5. Oligonucleétidos
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C.1.6. Software

C.1.6.1. Programas informaticos

- ImageQuant Version 5.0, Molecular Dynamics.
- LAS AF, Leica Application Suite.

- Cary WinlUV Software.

- Flow]o Software.

- WebLab ViewerPro.

- DNA Strider® version 1.1, Service de Biochimie-Departament de Biologie. Inst.
de Recherche Fondamentale. Commisariat s I’Energie Atomique. France.

- Gen Construstion Kit® version 1.03.1 (1990) B. Gross, A. Pytte y P. Rice.
Textco, Inc.

- Oligonucleotides Properties Calculator, Northwestern University Medical
School.

- Image], version original, MBF (McMaster Biophotonics Faculty) y Fiji.
- Imaris software (Bitplane, Scientific Software)

- Adobe Photoshop™ CS3 version 10.0.

- SigmaPlot version 8.0.

- GraphPad Software.

- EndNote X1.

- Internet Explorer y Mozilla Firefox.

- Paquete Microsoft Office 2007 (Microsoft Word, Microsoft Excel y Microsoft
Power Point).

- Windows XP y Vista, Microsoft.

C.1.6.2. Bases de datos

- NCBI: Utilizada para realizar busquedas de secuencias de ADN,
proteinas, datos de expresion de proteina y bibliografia.

- EMBL-EBI: Anélisis de secuencias y alineamientos.
- PDB (Protein Data Bank): Busqueda de estructuras de proteinas.
- UniProtKB/Swiss-Prot: Blisqueda de informacién sobre genes y proteinas.

- Human Protein Atlas: Bisqueda de informacién sobre proteinas y sus
niveles de expresion.
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- KEGG Pathway Maps: Informacion sobre rutas metabdlicas.

- PhosphoSitePlus: Informacion sobre sitios de fosforilacion en proteinas.

C.2. METODOS

C.2.1. Cultivo y manipulacién de células

C.2.1.1. Cultivo de las lineas celulares humanas

Los estudios in vitro con células humanas se llevaron a cabo en tres lineas
celulares distintas: HeLa, MRC-5 y TK6. Para su mantenimiento, las células se
cultivaron a 37 °C en un incubador con un 5 % de CO,, utilizando frascos de 75
cm? y placas de distintos formatos (NUNC) segin las necesidades. Los medios

de cultivos utilizados son los indicados en el apartado B.1.2.

Las células adherentes, HeLa y MRC-5, se diluyen 1:2 6 1:5, cada 1 6 3 dias
o cada 2 6 6 dias, respectivamente. Para ello, tras retirar el medio de cultivo, las
células se lavan con 5 ml de PBS 1X estéril (NaCl 0,14 M, KCl 2,6 mM, NaH.PO, 10
mM, KH,PO, 1.5 mM (pH 7,2)) y se despegan de la superficie con 2 ml de tripsina
- EDTA 0,25 % (Gibco, Life Technologies) e incubando a 37 °C durante 5 min. A
continuacion se aflade medio de cultivo nuevo precalentado a 37 °C con el fin
de inactivar la tripsina. Posteriormente se procede a diluir las células a la
concentraciéon deseada. Las células en suspension TK6 se diluyen cada 1-2 dias

manteniéndose a una concentracién entre 2 105 - 1 10°¢ células/ml.

C.2.1.2. Criopreservacion y descongelacion

Las células se centrifugaron a 500 ¢ durante 5 min a 4 °C y se resuspenden

en una solucién de medio de cultivo y DMSO al 5% a una concentracién de 1-4 -

106 células/ml. A continuacién, 1 ml de la solucién preparada se ahade a cada

vial de congelaciéon. La congelacion se lleva a cabo de manera gradual,
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introduciendo los viales a - 80 °C en un recipiente con isopropanol 24 h antes de
pasarlos a nitrégeno liquido para su conservaciéon por periodos largos de

tiempo.

Para el inicio de un cultivo, las células se descongelan rdpidamente a 37 °C
y el contenido del vial es transferido a un frasco de 75 cm? con 9 ml de medio de

cultivo fresco.

C.2.1.3. Ensayos de proliferacion celular y sensibilidad a
farmacos

Para los ensayos de proliferaciéon y viabilidad celular, las células se
sembraron en placas de 96 pocillos a 1000 células/pocillo. Para cada condiciéon
ensayada se utilizaron 4 pocillos distintos. Es el caso de los tratamientos con
nucleosidos o famacos, 24 h después de sembrar las células, se procedi6 a la
exposicion a distintas concentraciones de cada compuesto e incubacién a 37 °C
durante distintos tiempos segtin la linea celular. Durante el periodo de

tratamiento, el medio de cultivo y el formaco se renovaron cada 24 h.

Para determinar el nimero de células viables, se utilizé el método de la
reduccién de Resazurina (Sigma-Aldrich). Se trata de un colorante vital de color
azul y no fluorescente, permeable a la membrana plasmética, que es reducido
en el interior celular a resorufina, un compuesto rojo y altamente fluorescente.
En primer lugar, el medio se reemplaza por medio nuevo (100ul/pocillo) sin
compuesto. Como blanco, se emplean 4 pocillos sin células. A continuacién se
aflade a cada pocillo 20 pl de Resazurina a 1,1 mg/ml en PBS 1X y tras una
incubacion a 37°C de 2 h, se mide la fluorescencia a 570-590 nm en un lector de
placas SpectraMax GEMINIEM (Molecular Devices, CA, USA). El valor de
fluorescencia determinado es proporcional al namero de células presente en el
cultivo dentro del rango establecido mediante una curva patrén con

concentraciones conocidas de células.
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Para el ensayo clonogénico, las células se sembraron en placas de 6 pocillos
a una densidad de 300 células por pocillo y se trataron con concentraciones
crecientes de decitabina (0-10 pM) durante 24 h (linea HeLa) o 48 h (linea MRC-
5). Tras la finalizacion del tratamiento, se retir6 el medio de cultivo y las células
se lavaron tres veces con PBS antes de afiadir medio de cultivo fresco. Las
células presentes en cada pocillo se dejaron proliferar durante 7 (Hela) o 12 dias
adicionales (MRC-5) para permitir la formacion de colonias. Para la
visualizacién de éstas se procedié a su tincién con una solucion de cristal

violeta al 0,5% en metanol.

C.2.1.4. Obtencion de extractos celulares

En el caso de células adherentes, las células se recogen de la placa o frasco,
utilizando un raspador (scraper) tras afiadir PBS 1X frio. La solucién celular se
centrifuga a 500 ¢ durante 5 min a 4 °C y el pellet se lava con 5 ml de PBS 1X
frio. A continuacidn, las células se resuspenden en 1 ml de PBS 1X frio y se
transfieren a un tubo de 1,5 ml, se vuelven a centrifugar y el pellet se guarda a -
20 °C. Para proceder a su lisis, las células se resuspenden en 10-50 pl de tampén
de lisis (Tabla B.4.) y se sumergen durante 1 min en nitrégeno liquido.
Inmediatamente después se ponen en hielo durante 20 min tras lo cual se
centrifugan a 10000 g durante 20 min a 4 °C. La fase soluble que compone el
extracto de proteinas se guarda en un nuevo tubo de 1,5 ml y se procede a
determinar la concentracion de proteinas del extracto mediante el método de

Bradford (Bradford 1976).

C.2.2. Técnicas para el estudio de la proteina

El procedimiento seguido para llevar a cabo todas las técnicas bésicas de
biologia molecular utilizadas en el desarrollo de esta Tesis Doctoral, se

describen en los manuales de protocolos de biologia molecular (Sambrook,
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Fritsch et al. 1989) (Ausubel, Brent et al. 1997) o se llevaron a cabo siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

C.2.2.1. Clonacién de la secuencia codificante de DCTPP1 en
pET28a

La secuencia codificante de la proteina humana DCTPP1 fue amplificada
mediante PCR a partir de un clon de cDNA (IRATp970E124D6) obtenido de
RZPD (German Resource Center for Genome Research). Para ello se utilizaron
los oligonucle6tidos Ndel-DCTPP1 y DCTPP1-BamHI (Tabla B.5), con los que
se generaron sitios de restriccion Ndel y BamHI en los extremos de la secuencia.
El producto de PCR se separé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %
en TAE 1x (Tris-Acetato 0,04 M, EDTA 1 mM (pH 8,0)) y posteriormente se
procedié a su extraccion y purificacion empleando el kit Illustra™ GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare). El fragmento conteniendo la
secuencia de DCTPP1 se cloné en el vector intermediario pGEM-T (Promega)
siguiendo las instrucciones del fabricante, dando lugar al pldsmido pGEM-T-
DCTPP1. Para la purificaciéon del DNA plasmidico se utiliz6 el kit Wizard Plus
SV MiniPreps (Promega). A partir de pGEM-T-DCTPP1 se obtuvo la secuencia
de interés mediante digestion con Ndel y BamHI (Promega). El fragmento
obtenido junto con el vector de expresion pET-28a (Novagen), previamente
digerido con las mismas enzimas y desfosforilado con fosfatasa alcalina
(Roche), se incubaron en presencia de la T4 DNA ligasa (Invitrogen, Life
Technologies) a 16°C durante toda la noche. El producto de ligaciéon se emple6
para transformar la cepa de E. coli XL1B, selecciondndose un plasmido que se
denominé pET28-DCTPP1, y que fue verificado por secuenciacion y utilizado

para la expresién de proteina recombinante.

C.2.2.2. Expresion de DCTPP1 en E. coli

La cepa de E. coli BL21(DE3) se transformé con el vector de expresion

pET28-DCTPP1. A partir de un tnico clon se inici6é un cultivo bacteriano que se
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incubé a 37 °C durante 16 h. 10 ml del cultivo estacionario obtenido se
utilizaron para inocular 500 ml de medio LB con kanamicina (50 pg/ml). El
cultivo se incub6 a 37 °C hasta alcanzar una DOeo de 0,6, momento en el que se
indujo la expresion de DCTPP1 mediante la adicion de IPTG (1 mM). Tras 6 h
de incubacién en estas condiciones, el cultivo se centrifugé a 3000 g y 4 °C
durante 10 min. Tras un lavado con PBS 1X, las células se resuspendieron en 10
ml de tampoén A de purificacion (Tabla B.4) junto con un céctel de inhibidores
de proteasas (Roche). Las células se rompieron mediante sonicaciéon (5 x 30 s,
potencia 50%), separando previamente el extracto en dos tubos con 5 ml cada
uno. La fraccién soluble se separ6 mediante centrifugacion a 23000 g y 4 °C
durante 30 min. La sobreexpresion de la proteina en los extractos de E. coli se
comprob6 mediante electroforesis en geles de acrilamida al 15 %, en

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

C.2.2.3. Purificacion de DCTPP1 recombinante

La proteina recombinante DCTPP1 se purific6 mediante cromatografia de
afinidad a niquel, gracias a que la clonacién en el vector pET28a afiade a la
secuencia de la proteina una cola de histidinas en el extremo N-terminal. De
esta manera aprovechamos la afinidad de los residuos de histidina por metales
de transicién, previamente unidos a un grupo quelante fijado al soporte sélido
de la columna. Se utilizé una columna HiTrap 1ml Chelating HP (GE Healthcare)
cargada con una solucién 100 mM de NiClo. La columna se acoplé a un equipo
FPLC (Pharmacia Biotech). Los tampones empleados se describen en la Tabla B.

4. El método de purificacién consistio en :
1) Equilibrado de columna con tampén A (5 volimenes de columna, CV).

2) Carga del extracto de proteina soluble previamente filtrado (filtros de

0,8/0,2 um, PALL).

3) Lavado con tampoén A + 40 mM de imidazol (5 CV) .
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4) Eluciéon de la proteina de interés mediante un gradiente lineal 40-500 mM

de imidazol (10 CV).

Todo el proceso se llevo a cabo a un flujo de 0,2 ml/min y a 4°C. Al final del
gradiente se obtuvo un tnico pico de absorbancia a 280 nm que se recogi6
utilizando un colector de fracciones. El tampén de eluciéon de la proteina
purificada se reemplazé por tampoén de almacenamiento (Tris-HCI 0.1 M pH
8.0, MgCl> 0.1M, 20 % de glicerol) utilizando columnas PD-10 (GE Healthcare).
La proteina se congel6 en alicuotas a -80°C hasta su posterior utilizacién. La
pureza y concentraciéon de la proteina se determinaron mediante SDS-PAGE y

el método Bradford, respectivamente.

C.2.2.4. Obtencién del mutante DCTPP1-E63Q

Para la obtencién de un mutante catalitico de DCTPP1 se hizo un estudio
comparativo con su ortélogo en ratén, la proteina RS21-C6, identificando el
residuo de glutamato 63 como esencial en la actividad. Este residuo fue
reemplazado por glutamina, utilizando el QuikChange Site-Directed Mutagenesis
Kit (Stratagen). Para este ensayo se realizé una PCR utilizando como molde el
vector de expresion pET28-DCTPP1, vy oligonucledtidos disefiados
especificamente (oligos E63Q1 y E63Q2, Tabla B.5.) que portan la mutacion
deseada (G187C). Para la reaccién, se utiliz6 una polimerasa de alta
procesividad (DNA polimerasa Pfu Turbo). Posteriormente, el producto de PCR
se digiri6 con la enzima Dpn I, que reconoce especificamente las copias
parentales metiladas. Con el producto de la digestion se transformaron
bacterias de E. coli XL1B supercompetentes. Tras la seleccion de clones
resistentes a kanamicina, la secuenciacion de DNA permitié comprobar que

contenian la mutacién de interés.

La construccion pET28-DCTPP1-E63Q se emple6é para la expresion y

purificacion de proteina segtn el protocolo descrito anteriormente.
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C.2.2.5. Anidlisis el estado de oligomerizacién de DCTPP1
mediante crosslinking

Para los ensayos de crosslinking se utilizaron dos compuestos: dimetil
suberimidato (DMS) y dimetil adipimidato (DMA). Ambos interaccionan con
residuos de lisina de distintos monémeros formando amidas. Los ensayos se
realizaron en tampén de trietanolamina (TEA) 0,2 M a pH 8,5, 5 mg/ml de
DMA o DMS y 0,5 mg/ml de la proteina DCTPP1 humana purificada, en un
volumen final de 300 pl. Las reacciones se llevaron a cabo a temperatura
ambiente durante 30 min, 1 h o 3 h, recogiéndose alicuotas de 50 pl a las que se
le afiadieron 50 pl de tricloroacético (TCA) al 100 % para parar la reaccion. Tras
10 min a 4 °C las muestras se centrifugaron a 16000 ¢ durante 15 min. Se retir6
el sobrenadante y se lavaron dos veces con 1 ml de acetona, centrifugando entre
cada una a 16000 g durante 15 min. Tras retirar el altimo sobrenadante se dej6
evaporar la acetona. Las muestras finales se cargaron en geles SDS-PAGE al 10
%. Los ensayos también se realizaron en presencia de 5 mM de DTT, 10 mM de
MgCl, y 6 mM de dCTP, condiciones que pueden favorecer la conformacion

oligomérica.

C.2.2.6. Caracterizacion cinética

- Analisis del producto de la reaccion catalizada por DCTPP1 mediante

cromatografia de intercambio aniénico (monoQ)

Para un andlisis cualitativo de los productos de reacciéon de DCTPP1, 40 pg
de enzima se incubaron con 200 nmol de dCTP en tampoén de reaccién (Bicina 2
mM pH 8,0, MgCl, 20 mM, BSA 0,75 mg/ml, KC10,1 My DTT 4 mM) y en un
volumen final de 250 pl. Tras incubar la mezcla de reaccién a 25 °C durante 30
min, se filtr6 con Centrifugal Filter Units de 0,22 pm (Millipore). La muestra
resultante se cargé en una columna Mono Q™ 5/50 GL (GE Healthcare)
acoplada a un sistema de HPLC AKTAbasic (GE Healthcare) y previamente
equilibrada con 5 CV de Tampén A MonoQ (Tabla B.4). A continuacién se
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procedio a la elucion de la muestra mediante un gradiente de concentracion de
NaCl (50-350 mM) con un flujo de 0,3 ml/min. Los nucleétidos presentes en la
reaccion se detectaron midiendo la absorbancia a 254 nm. El tiempo de
retencion de los nucleétidos en distintos estados de fosforilacién se determiné

mediante el uso de patrones comerciales.

- Determinacion de pirofosfato

Para determinar el pirofosfato como producto de reaccion de DCTPP1 se
utilizé el kit Pyrophosphate Reagent (Sigma-Aldrich) segtn las instrucciones del
fabricante. Se trata de un ensayo de enzimas acopladas en el que se produce la
oxidacién de dos moles de NADH por cada mol de pirofosfato, reaccién que es

cuantificada espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 340 nm.

PPi + Fructosa — 6 — P—22=P"8 5 Fyuctosa —1,6 — DP + Pi

Fructosa —1,6 — DP—214¢ s G4AP + DHAP
GAP—™ s DHAP
2DHAP + 28— NADH +2H " —%% 3 2¢licerol —3— P+ 28 — NAD"*

Para este ensayo se utilizé como sustrato 5me-dCTP (2 mM) y dos
concentraciones diferentes de DCTPP1 (4 y 12 uM). La reaccién se llevo a cabo
en un tampoén Tris-HCI 50 mM pH 8, MgCl, 50 mM y BSA 1 mg/ml, a 25 °C

durante 10 min, en un volumen final de 25 pl.

- Estudio de los parametros cinéticos para DCTPP1

Para determinar las constantes cinéticas de la actividad pirofosfohidrolasa
de DCTPP1, se midieron las velocidades iniciales de la enzima a diferentes
concentraciones de sustrato. Para ello se utiliz6 un ensayo espectrofotométrico
continuo, basado en la monitorizacién de protones liberados durante la reaccién
de hidrolisis del nucleétido (Larsson, Nyman et al. 1996) (Recio, Musso-Buendia

et al. 2011).
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DCTEFRFL
ENTP + H,0 —— dNMP + PPt + nH*

Los cambios de absorbancia registrados a 573 nm, en un medio débilmente
tamponado y en presencia de un indicador acido-base, Rojo de Cresol, son
directamente proporcionales a la concentracion de producto que se genera. El
andlisis de los datos mediante la ecuaciéon integrada de Michaelis-Menten, se
llevé a cabo utilizando el programa MMD (cedido por Johan Nord, Universidad

de Lund, Suecia).

La mezcla de la enzima y el sustrato se llevo a cabo utilizando un sistema
de stopped-flow (SFA-20 Rapid Kinetic Accessory, Hi-Tech Scientific) unido a un
espectrofotometro UV-visible (Cary 50BIO, Varian). Las reacciones se llevaron a
cabo a 25 °C y a pH 8,0, utilizando el tampoén de reaccién indicado en la Tabla
B.4. En una reacciéon estdndar (1 ml de volumen final) concentraciones
crecientes de sustrato (10-250 uM) se incubaron con distintas concentraciones de
DCTPP1 (0,1-1 uM). Los parametros cinéticos se obtuvieron mediante el ajuste a
la ecuacién de Hill de los datos de velocidad inicial obtenidos a diferentes

concentraciones de sustrato, utilizando para ello el programa SigmaPlot 8.0:

Vo [8]
T E,TE £ [s]

El valor de kcat se calculé dividiendo el valor de Vmax obtenido entre la
concentraciéon de enzima utilizada y asumiendo que DCTPP1 es un tetrdmero
con dos sitios activos, de acuerdo a la estructura obtenida para su ortélogo en

ratén, RS21-Cé6.

La inhibiciéon de DCTPP1 fue analizada utilizando la representacion lineal
de los valores de Km aparentes (Kmap) frente a la concentraciéon de inhibidor
empleado. Las reacciones se llevaron a cabo en condiciones estandar con 0,5 uM

de enzima y 50 uM de dCTP. El valor de K se obtuvo de la ecuacion:
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E
Epep = =t + Em
K, [1]

C.2.3. Técnicas inmunoldgicas

C.2.3.1. Generacidén de anticuerpos anti-DCTPP1

El anticuerpo policlonal especifico frente a DCTPP1 utilizado en el
desarrollo de esta tesis, fue producido en el laboratorio mediante la
inmunizacion de un conejo New Zealand White con proteina recombinante
purificada. Previo a la inmunizacién, el conejo se mantuvo en cuarentena
durante 21 dias. Como control se obtuvo un suero preinmune a partir de 10 ml
de sangre. La inmunizacién del conejo se realizé mediante cuatro inoculaciones,
via subcutdnea, de proteina recombinante purificada. La solucién de proteina se
preparé como una emulsiéon de 500 ng de DCTPP1 en 600 pl de PBS 1X,
mezclado con el mismo volumen de Adyuvante Completo de Freud para
activar la respuesta inmune del conejo. Para las siguientes inoculaciones se
utilizé el Adyuvante Incompleto de Freud, y se realizaron durante un periodo
de 2 meses hasta la extraccién final. Una semana después de cada inoculacion
se procedia a la extraccion de 10 ml de sangre para comprobar el estado del

titulo del anticuerpo.

Para la obtencién del suero, la sangre extraida se someti6é a una incubacién
a temperatura ambiente durante 2 h, seguida por una incubacién a 37°C
durante 20 minutos y por dltimo a 4°C durante 4 h. Tras este periodo, el suero
se obtuvo mediante centrifugaciéon a 2500 g durante 10 minutos (X2). El titulo
del anticuerpo fue 1:8000000, calculado mediante un ensayo ELISA donde la
proteina recombinante DCTPP1 purificada es fijada a una placa multipocillo y

luego detectada por el anticuerpo desarrollado.
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C.2.3.2. Western blot

Las proteinas se separaron por peso molecular mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida al 15 % en SDS Running buffer (Tris 25 mM, glicina 102 mM,
SDS 1% (pH 8,3)), a un voltaje de 200 V durante 50 min. Las proteinas se
transfirieron del gel a membranas de nitrocelulosa (Whatman) entre dos
papeles Whatman de 3 mm y sumergidos en solucién de transferencia (Tris 25
mM, glicina 150 mM, metanol 20 % (pH 8,1 - 8,4)). La transferencia se realiz6 a 4 °C,
bajo un voltaje de 100 V durante 45 min. La visualizacion de las proteinas y los
marcadores de peso molecular (SDS-PAGE Standards Low Range, BioRad)
tijados en la membrana se realizé6 mediante tinciéon con una solucién de Rojo
Ponceau durante 1 min. Posteriormente, las membranas se destifieron con
lavados en PBS 1X. Tras un paso previo de incubacién de la membrana en
soluciéon de bloqueo [PBS 1X, 0,1 % de Tween 20 (PBS-T), leche en polvo
desnatada 5 %], la membrana se incub6 con el anticuerpo primario diluido en
solucion de bloqueo. Los anticuerpos y la diluciones empleadas fueron: anti-
DCTPP1 (1:5000) y anti-dUTPasa (1:10000) (obtenidos en este laboratorio); anti-
TMPK (1:10000), anti-TK (1:1000) y anti-DCTD (1:250) (Santa Cruz
Biotechnologies), anti-dCK (1:3000) (Abcam) y anti-a tubulina (1:10000) (ACRIS
Antibodies). Posteriormente se incubé con el anticuerpo secundario anti IgG de
conejo o ratén conjugado con peroxidasa (1:5000 o 1:3000, respectivamente,
Promega). Ambas incubaciones se realizaron durante 1 h, y después de cada
una se realizaron lavados con PBS-T durante 10 min (X3). Por ultimo, el
anticuerpo se detecté mediante el kit de deteccion ECL™ (GE Healthcare) y
exposicion de la membrana a una pelicula autorradiogréfica Hyperfilm™ ECL

(GE Healthcare).

C.2.3.3. Microscopia de fluorescencia

Las células adherentes, MRC-5 y HeLla, se sembraron sobre cubreobjetos
estériles (10° 6 2,5 10° células, respectivamente). Una vez alcanzado el grado de

confluencia adecuado, los cubreobjetos se lavaron con PBS 1X y las células se
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tijaron con p-formaldehido al 4 % diluido en solucién de lavado (PBS 1X, 0,2 %
de Tween 20). Para las células en suspension TK6, 5 10° células se centrifugaron,
se lavaron y se resuspendieron finalmente en 20 pl de solucién de fijaciéon. A
continuaciéon se aplic6 sobre un pocillo delimitado en un portaobjetos
previamente tratado con poli L-lisina al 0,1 %. Tras 15 min de incubacién a
temperatura ambiente, las células se lavaron dos veces con soluciéon de lavado y
se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1 % durante 10 min. Para la deteccién
de DCTPP1, la preparacion se bloqued previamente durante 1 h en solucién de
bloqueo (Blocking Reagent 1 % en PBS 1X, Roche), y luego se llevaron a cabo
incubaciones durante 1 h con soluciones del anticuerpo primario anti-DCTPP1
(1:1000) y del secundario anti-IgG de conejo conjugado con Alexa 488 (5 pg/ml)
(Invitrogen, Life Technologies), diluidos en soluciéon de bloqueo. Tras cada
incubacion se realizaron 6 lavados de 5 min con solucién de lavado. Para la
deteccion de foci de yH2AX, las células se incubaron con una dilucién 1:250 de
anticuerpo monoclonal anti-yH2AX (Millipore) durante 30 min a 37 °C y
posteriormente con una dilucién 1:40 de anticuerpo secundario anti-IgG de
raton conjugado con Alexa 488 (Invitrogen, Life Technologies). A continuacion,
las preparaciones se deshidrataron en metanol al 96 % durante 1 min, se dejaron
secar y se montaron afiadiendo 3 pl de Vectashield-DAPI (Vector Laboratories,
Inc.), como marcador de DNA nuclear. Para visualizar la mitocondria, los
cultivos se incubaron con 250 nM de Mitotracker Red CMXRos (Invitrogen, Life
Technologies) durante 30 min a 37 °C antes de recoger las células. Las
preparaciones se sellaron con esmalte y se guardaron en oscuridad y a 4 °C
hasta su procesamiento. Las imagenes digitales se tomaron utilizando un
microscopio confocal LEICA TCS SP5. El anadlisis de la intensidad de sefial y la
colocalizacion de las distintas sefiales se llevé a cabo mediante el uso del
programa de LEICA LAS AF v23.6 Build 5381lsps y el software de
procesamiento de imagenes Image]. Para el estudio de la colocalizacién en 3D,
utilizando imdagenes de z-stack completos se utilizé el programa Imaris

(Bitplane, Scientific Software).
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C.24. Técnicas para el estudio de DCTPP1 en cultivos

celulares

C.24.1. Silenciamiento génico mediante siRNA

El silenciamiento génico de DCTPP1 se llevé a cabo mediante el uso de

pequefios RNAs interferentes (siRNA). En concreto se utiliz6 un conjunto de 4

siRNA distintos (ON-TARGETplus SMARTpool, Dharmacon), especificos para

distintas zonas del mRNA (Tabla B.6) (Figura B.1).

Secuencia 5’ > 3’

1- GGCGAUAACUUCUAGAUUA

. 2-  CCCAGUAGGAUGUCAUGUA
SiRNA DCTPPI 3-  UCUUAGAGAUUGAAGGCUG
4- CCGCAAGUAUACAGAAUUG

1- GCUCAUUUGCGAACGGAUU

. 2-  UGUAGGAGCUGGUGUCAUA
SiRNA DUT 3-  UAGAGGAAAUGUUGGUGUU
4- UGCCUAUGAUUACACAAUA

1- CCAGAGACAUGCUUACAUA

. 2-  AAAGCUGGCUCCUGCAUAG
SIRNA DCK 3-  UAUCAAGACUGGCAUGACU
4 GGAAUGUUCUUCAGAUGAU

1-  GGGCCGAUGUUCUCAGGAA

. 2-  GCAUUAACCUGCCCACUGU
SIRNA TK1 3-  GCACAGAGUUGAUGAGACG
4  CAAAGACACUCGCUACAGC

Tabla B.6. Secuencias de los siRNAs especificos utilizadas para disminuir

la expresion de DCTPP1, dUTPasa, dCK y TK1.

Cap Cola de poli A
5'UTR CDS 3UTR

AAAAAA

Figura B.1. Representacion esquemadtica del mRNA de DCTPP1. En rojo se

indican las zonas reconocidas por los distintos siRNAs utilizados.
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La introducciéon del RNA en la célula se llev6 a cabo mediante un agente de
transfeccion basado en lipidos catiénicos, Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Life
Technologies), que al formar agregados con los acidos nucleicos permite que
atraviesen la membrana plasmatica. Para estos ensayos, las células MRC-5 o
HelLa se sembraron un dia antes de la transfeccion a un 30 o 15 % de
confluencia, respectivamente, en el formato de placa requerido para el
experimento a realizar. Cuatro o cinco horas antes de proceder con la
transfeccion, las células se lavaron con PBS 1X y se afiadié medio sin suero ni
antibioticos. Las transfecciones se llevaron a cabo siguiendo el protocolo
indicado por el fabricante. Para transfectar una placa de cultivo de 60 mm de
didmetro, se mezclaron 100 pmol de RNA en 500 pl de medio sin suero ni
antibioticos. Por otro lado, se mezclaron 10 pl de Lipofectamine 2000 con 500 pl
de medio y se incubaron durante 5 minutos. Inmediatamente después se
mezclaron ambas soluciones y se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente
para la formacién los complejos RNA-Lipofectamine. A continuacion, la solucién
(1 ml) se afiadi6 gota a gota sobre la placa con células, tras lo cual se incub6 a 37
°C durante 4-5 h, antes de reemplazar el medio de transfecciéon por medio
completo. Las concentraciones o6ptimas de 4cido nucleico y agente de
transfeccion se determinaron para cada caso monitorizando la disminucién de
proteina mediante Western blot. La linea celular MRC-5, en los casos en los que
fue necesario, se retransfect6 el dia 4 post-transfeccion para prolongar el
silenciamiento génico. Para transfectar en cualquier otro formato de placa de
cultivos, las concentraciones de RNA y agente de transfeccion se extrapolaron
en funcion de la superficie sembrada. Como control negativo, se utiliz6 un
conjunto de cuatro siRNAs no especificos, sin ninguna diana en células de

mamifero (ON-TARGETplus non-targeting pool, Dharmacon).

C.2.4.2. Analisis del ciclo celular mediante FACS

El estudio de la expresion y distribucion de DCTPP1 a lo largo del ciclo

celular se llevé a cabo mediante citometria de flujo en 2D. En estos ensayos, las
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células en fase S se diferenciaron del resto por la incorporaciéon de bromo-
desoxiuridina (BrdU) en el DNA, que luego puede ser detectada por un

anticuerpo especifico.

Antes de recoger los cultivos, las células se incubaron con 10 pM de BrdU
(BD Pharmingen) durante 1 h a 37°C. Posteriormente, se fijaron con p-
formaldehido al 4 % durante 15 min y se permeabilizaron con Tritén X-100
durante 10 min a temperatura ambiente. Para la deteccion del BrdU
incorporado, las células se trataron con HCl 4N/Triton X-100 1 % durante 10
min y se lavaron inmediatamente después tres veces con 500 ul de PBS 1X. Este
paso es clave para la disociacién de las histonas y la desnaturalizaciéon del DNA
lo que permite que el BrdU incorporado esté accesible a los anticuerpos.
Posteriormente, las células se incubaron en una solucién 1:5 de anti-BrdU-FITC
(Becton Dickinson) y soluciéon de bloqueo, durante 30 min a temperatura
ambiente. A continuacion, las células se lavaron con PBS 1X y se incubaron con
anti-DCTPP1 (1:1000) durante 30 min. Tras un nuevo lavado con PBS 1X, se
incubaron con anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado con
aloficocianina (APC) (1:100) (Invitrogen, Life Technologies) durante 30 min a
temperatura ambiente. Para tefiir el DNA, las células se incubaron durante 30
min a temperatura ambiente con una solucién 1 pg/ml de DAPI (Sigma-
Aldrich) y 50 pg/ml de RNasa libre de DNasas (Qiagen). Las células lavadas y
resuspendidas en PBS 1X se analizaron usando el citometro de flujo FACSAria
III cell sorter (Becton Dickinson). Los datos resultantes se evaluaron en el

software de andlisis Flow]Jo (Tree Star Inc.).

C.2.4.3. Sincronizacion del ciclo celular

La distribucién intracelular de DCTPP1 en las diferentes fases del ciclo
celular se analiz6 en células HeLa sincronizadas. La sincronizacién al principio
de fase G1 se realiz6 mediante incubacién en 60 pM de lovastatina (Sigma-
Aldrich) durante 24 h. Para la detencion del ciclo celular en fase S se emple6

afidicolina (Sigma-Aldrich) a 0,5 pg/ml durante 18 h, y posterior incubacién de
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4 h en medio sin afidicolina. La sincronizacién en fase M o de mitosis, se llevé a
cabo en presencia de nocodazol (Sigma-Aldrich) a 100 ng/ml durante 18 h, y
posterior incubacién en medio sin nocodazol durante 1 h. Todos los
tratamientos se realizaron sobre 10° células en placas de 60 mm. La
sincronizacién se determiné mediante el andlisis del contenido en DNA por
citometria de flujo. Para ello, tras los tratamientos, las células se lavaron con
PBS 1X y se fijaron en una solucion de etanol frio al 70 % en PBS 1X durante
toda la noche a -20 °C. Al dia siguiente, se lavaron con PBS 1X y se incubaron
durante 20 minutos a temperatura ambiente en una solucién con 50 pg/ml de
yoduro de propidio y 50 ng/ml de RNasa libre de DNasa. La suspension de

células se analiz6é en un equipo FACScalibur (Becton Dickinson).

C.24.4. Cuantificacion de los mniveles intracelulares de
nucleétidos

El ensayo wutilizado para determinar los niveles de nucle6tidos
intracelulares esta basado en la incorporacién por la DNA polimerasa de dATP
radiactivo en oligonucleé6tidos de secuencia especifica (Sherman and Fyfe 1989).
En presencia de un exceso del nucleétido radioactivo, la cantidad de
radiactividad incorporada es proporcional a la cantidad de los nucleétidos
limitantes presentes en el extracto celular. Para cada nucleétido, se utiliza un
oligonucleétido sintético en el que se intercala una unidad del nucleétido a
determinar en cada caso, por cada de tres unidades del nucleétido marcado

radiactivamente (Tabla B.5).

Para la obtencién del extracto celular con los desoxirribonucleétidos, 1 x 106
células MRC-5 o Hela se resuspendieron en 1 ml de una solucién
metanol/agua 1:1 (v/v) a -20 °C. Esta solucioén celular se someti6 a dos ciclos de
congelacién/descongelacién, durante 10 min en una mezcla de hielo seco con
etanol y después otros 10 min en hielo. Tras este proceso, las células se
centrifugaron a 16000 ¢ durante 20 min a 4 °C y se retir6 el sobrenadante que se

guard6 en un tubo nuevo. A continuacién, se procedi6 a una segunda
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extraccion a partir del pellet celular siguiendo el mismo protocolo. Los
sobrenadantes obtenidos se juntaron y dividieron en tres muestras
independientes, cada una de las cuales se utiliz6 para medir un nucleétido

distinto. Estos sobrenadantes se guardaron a - 80 °C hasta su utilizacién.

Previo a su uso, los extractos se evaporaron en vacio utilizando un
SpeedVac DNA 120 (Savant). Para determinar dUTP, se realiz6 un tratamiento
previo con dUTPasa a una de las muestras, de manera que los niveles de dUTP
vendran dados por la diferencia entre la determinacién de la muestra sin tratar
(dTTP+dUTP) y la muestra tratada con dUTPasa (s6lo dTTP). Para el
tratamiento con dUTPasa, las muestras se resuspendieron en tampoén Tris-HCI
34 mM pH 7,8 y MgCl> 5 mM, y se incubaron con 30 ng de dUTPasa humana
obtenida en el laboratorio durante 20 min a 37 °C. Tras la incubacién, se
afiadieron 60 pl de metanol al 100 % y se mantuvieron a -20 °C durante 30 min.
Posteriormente se centrifugaron a 16000 ¢ durante 20 min y 4 °C. El

sobrenadante retirado se someti6 entonces a evaporaciéon en SpeedVac.

Para realizar el ensayo de la DNA polimerasa, las muestras se
resuspendieron en el tampén de reaccion de la DNA polimerasa (NEBuffer 2,
New England Biolabs) junto con 32 nM de DNA molde, 32 nM de DNA primer
(Tabla B.5.), 0,0032 pCi/pl de 3H-dATP (PerkinElmer) y 0,3 unidades del
fragmento Klenow de la DNA polimerasa I (New England Biolabs) en un
volumen final de 100 pul. La mezcla se incub6 a 25 °C durante 15 min, tras lo cual
la reaccién se detuvo mediante la adicion de EDTA a una concentracion final
de 10 mM e incubacion a 75 °C durante 20 min. A continuacién se procedio6 a la
precipitacion del DNA con 420 pl de Tris-HCl 10 mM pH 7,9 y TCA al 10 % e
incubacion a 4 °C durante al menos 30 min. Cada muestra se cargé en un filtro
Glass Microfibre Filters GF/C (Whatman), y utilizando un sistema de vacio se
lavé con 30 ml de TCA al 5 % y 3 ml de etanol. Por dltimo, los filtros se secaron
y la radiactividad de cada muestra se midi6é en un contador de centelleo (LS

6500 Multi-Purpose Scintillation Counter, Beckman CoulterTM).
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C.2.4.5. Determinacion de los niveles de metilacion global

La cuantificacién de los niveles de metilaciéon global del DNA se realiz6
mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas. E1 DNA
gendmico se aislé con el kit Tissue & Cell GenomicPrep Mini Spin (GE
Healthcare). Una vez obtenido el DNA, éste se cuantific6 midiendo la
absorbancia a 260 nm, empleando un NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific).
Un microgramo de DNA de cada muestra se evaporé en un SpeedVac y a
continuacion se sometié a una hidrélisis 4cida mediante resuspensiéon en 100 pl
de acido férmico al 99 % (Sigma-Aldrich). El material resuspendido se transfirié
a un vial de vidrio de borosilicato (W224581, Wheaton) y se calent6 a 150 °C
durante 3 h. Con este tratamiento se liberan las bases del DNA para su anélisis
y cuantificacién. Posteriormente, el dcido férmico se evaporé a 70 °C y las
muestras se resuspendieron en 100 pl de una solucién acuosa 5 mM de acido
perfluoropentanoico (NFPA) (Sigma-Aldrich), tras lo que se almacenaron a -20
°C hasta su utilizacion. El andlisis por UPLC/MS/MS se llevé a cabo con un
espectrometro Waters XEVO TQ-S en el Centro de Instrumentacion Cientifica
de la Universidad de Granada, siguiendo el protocolo previamente descrito
(Kok, Smith et al. 2007) (Rocha, Castro et al. 2010). Los resultados se expresaron
como la razén 5meC/total-C, de manera que se eliminan los problemas de

variabilidad en la cuantificacion de DNA.
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D. RESULTADOS

D.1. EXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA
RECOMBINANTE HUMANA DCTPP1

D.1.1. Construccién del vector de expresion de DCTPP1

La secuencia codificante de la proteina humana DCTPP1 se amplificé por
PCR a partir de un plasmido obtenido de RZPD (German Science Centre for
Genome Research) que contenia el cDNA de interés (IRATp970E124D6). Para
ello se utilizaron dos oligonucleétidos disefiados especificamente (Ndel-
DCTPP1 y DCTPP1-BamHI, Tabla B.5), en cuyos extremos 5" se introdujeron
secuencias de corte para Ndel y BamHI que nos permiten su posterior insercion
en un vector de expresion. El producto de la amplificacion por PCR se
comprobd en un gel de agarosa al 1% (Figura D.1. panel A), obteniendo una

banda del tamafio esperado de 513 pb.

A B
BalrnHI
sl DCTPP
1353 pb e /._-:'-;’ﬁ_o'ngen 1 \E!\:el
1078 pb —_ /f/"(an prometor TT \
872 pb— 'ff'f \.:'»“
T pET28-DCTPP1 4 |
603 pb — 513 pb \ (5045 pb) " ,II
)\’\ origen E, coli r/::”!
310 pb — \ Y/
™ — //

Figura D.1. Construccion del vector de expresion pET28-DCTPP1. A.
Electroforesis en gel de agarosa al 1 %. 1- Marcadores de tamafio molecular
de DNA. 2- Fragmento amplificado por PCR a partir del vector de origen con
el cDNA codificante para la proteina humana DCTPP1. B. Mapa del vector de
expresion pET28-DCTPP1.
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El fragmento de 513 pb obtenido se purificé y cloné en el vector pGEM-T
(Promega), generando el plasmido pGEMT-DCTPP1. La integridad del
fragmento de DNA amplificado y clonado en pGEM-T se verific6 por

secuenciacion utilizando los oligonucleétidos T7P y SP6 (Tabla B.5).

Con el fin de obtener proteina recombinante soluble, la secuencia codificante
para DCTPP1 se subcloné en el vector de expresion pET28a (Novagen), que
permite la expresion de la proteina fusionada a un hexapéptido de histidinas en
el extremo N-terminal. Para ello, el plasmido pGEMT-DCTPP1 se digiri6 con las
enzimas Ndel y BamHI. El fragmento de interés se separ6 en un gel de agarosa
al 1 %, se purifico la banda correspondiente al tamafio esperado y se ligd con el
vector pET28a previamente digerido con las mismas enzimas de restricciéon y
desfosforilado con fosfatasa alcalina. El plasmido seleccionado se denominé
pET28-DCTPP1 (Figura D.1 panel B). La correcta integracion de la secuencia
codificante de dctppl fue comprobada por secuenciacion empleando como

cebadores los oligonucleétidos T7P y T7T (Tabla B.5).

D.1.2. Expresion de DCTPP1 en el sistema heterdlogo

Escherichia coli

La expresion de DCTPP1 se llevé a cabo en la cepa BL21(DE3) de E. coli,
que contiene una copia del gen de la T7 RNA polimerasa necesaria para
transcribir el gen de interés (Studier and Moffatt 1986). Esta cepa bacteriana se
transformé con la construccion pET28-DCTPP1, seleccionandose la
incorporacién del plasmido por resistencia a kanamicina (50 pg/ml). Uno de los
clones seleccionados se cultivd en 250 ml de medio LB hasta alcanzar una
DO=0.6, momento en el cual se indujo la transcripcién del gen mediante la
adiciéon de 1 mM de IPTG al medio de cultivo. Tras 2, 4 y 6 horas de incubacién
a 37°C y en agitacion, se tomaron muestras del cultivo y se centrifugaron para

recoger las células. Las bacterias se rompieron por sonicacién y las fracciones
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soluble e insoluble, esta ultima conteniendo los cuerpos de inclusién, se
separaron por centrifugacion y se analizaron en geles de acrilamida al 15%
(Figura D.2 panel A). En todas las condiciones ensayadas se observé una
elevada sobreexpresion de DCTPP1 (20,8 kDa) presente en la fraccion soluble.
Mediante Western blot se confirmé que la banda correspondiente a la proteina
sobreexpresada, era detectada utilizando un anticuerpo monoclonal anti-His
(1:5000, GE Healthcare), que reconoce especificamente el péptido de seis

histidinas incorporado en el N-terminal de DCTPP1.

A B
F. soluble C. inclusion F. soluble C. inclusion
KDa Oh 2h 4h 6h 0Oh 2h 4h 6h KDa Oh 2h 4h 6h Oh 2h 4h 6h
66,2 (S & 66,2
45,0 f?"‘:";' — LR = 450
31,0 (- ' 31,0

-

e
21,5 21,5

145 . 14,5

Figura D.2. Sobreexpresion de la proteina DCTPP1 humana en E. coli BL21
(DE3). Extractos de proteinas obtenidos de bacterias E. coli BL21 (DE3)
transformadas con pET28-DCTPP1 en ausencia de IPTG (0 h), y a distintos
tiempos de induccién con 1 mM de IPTG (2, 4, y 6 h). Las muestras se
separaron en su fraccion soluble (izquierda) y en cuerpos de inclusiéon
(derecha). A. Extractos separados en un gel de acrilamida al 15 % y tefiido con
azul de Coomassie. B. Western blot de estos extractos, utilizando un

anticuerpo anti-His.

D.1.3. Purificacién de la proteina recombinante DCTPP1

Para la purificacion de DCTPP1 se utiliz6 la fracciéon soluble de extractos
obtenidos de un cultivo de 500 ml de E. coli BL21 (DE3) transformadas con el
plasmido pET28-DCTPP], tras la induccion de la expresion con 1 mM de IPTG

durante 6 h. La sobreexpresion de la enzima se comprobé mediante
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electroforesis en geles de acrilamida al 15 % (Figura D.3). DCTPP1 se purific6
mediante cromatografia de afinidad a metal bajo las condiciones indicadas en el

apartado B.2.2.3. (Figura D.3).

Figura D.3. Purificacion de DCTPP1

kba M ET FT DCTPP1 mediante cromatografia de afinidad a
97.1 s niquel. Gel de acrilamida al 15 % tefido
igz :__ -____ con azul de Coomassie. M, marcador de
2% peso molecular; ET, fracciéon soluble del

pran o extracto total inducido con IPTG durante 6
218 h; FT, fraccion de extracto no retenida en la
14,5 | w——

columna o “flow-through”; DCTPP1,

proteina una vez purificada.

D.1.4. Identificacion de DCTPP1 mediante Huella de Masas
Peptidicas

Para confirmar la identidad de la proteina purificada llevamos a cabo un
analisis mediante Huella de Masas Peptidicas (Peptide Mass Fingerprinting,
PMEF) (Servicio de Proteémica del I.P.B. “Lépez-Neyra”). La separacion de 50 ug
de DCTPP1 recombinante en un gel de acrilamida al 10 % resulta en una banda
mayoritaria, con un tamafio aproximado al esperado para DCTPP1 unido al
péptido de histidinas (20,8 kDa), y cinco bandas minoritarias de pesos
moleculares superiores (Figura D.4 panel A). Todas estas bandas se analizaron
en el servicio de proteémica. Los resultados obtenidos identificaron 5 de las
bandas como la proteina humana DCTPP1 (Figura D.4 panel B). Sélo la banda
de mayor tamafio, situada en torno a 66,2 kDa, y que representa el 0,42 % de la

proteina total, se identificé como una chaperona de E. coli.
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kDa
97,1 —
66,2 MM Cobertura de Puntuacion Masas ajustadas/
1 Barda (kDa) secuencia (P. significativa) buscadas
2 1 Chaperona dnaK (E. coli) 69,13 27% 84 (52) 10/36
45‘0 3 2 DCTPP1 (humana) 18,68 50% 178 (55) 13/30
3 DCTPP1 (humana) 18,68 50% 169 (55) 12126
31.0 4 4 DCTPP1 (humana) 18,68 50% 155 (55) 11/24
5 5 DCTPP1 (humana) 18.68 50% 177 (55) 12123
[ DCTPP1 (humana) 18,68 54% 151 (55) 11427
215 — WP 6
14,5 —

Figura D.4. Identificacion de DCTPP1 mediante huella peptidica (PMF). A.
Electroforesis en gel de acrilamida al 10 % de 50 ug de DCTPP1 recombinante
purificada. Con los ntimeros del 1 al 6 se indican las bandas analizadas

mediante PMF. B. Resultados obtenidos en el anélisis de PMF.

D.1.5. Determinacion de la masa molecular de DCTPP1

mediante MALDI TOFE-TOFF

Con el fin de determinar la masa molecular de la proteina de estudio y
confirmar que tiene el peso molecular esperado en solucién, se analiz6
mediante espectrometria de masas MALDI TOF-TOF (Servicio de Proteémica
de Centro Nacional de Biotecnologia de Madrid (CNB)) (Figura D.5). El peso
molecular tedrico calculado a partir de la secuencia de aminoacidos de la
enzima es de 18,681 kDa (ProtParam tool de Expasy), y de 20,844 kDa al
expresarla unida al péptido de histididas. Los resultados obtenidos mostraron
que la proteina DCTPP1 recombinante purificada estd presente
mayoritariamente en una forma con 20,826 kDa, muy similar al tamafio
esperado. Estos datos indican que no hay degradacion significativa de DCTPP1

en solucion.
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Figura D.5. Determinacién de la masa molecular de DCTPP1 mediante

MALDI TOF-TOF.

Mediante este andlisis también es posible obtener informacién sobre el
estado de oligomerizacién de la proteina. En el espectro obtenido se observaron
diferentes especies cuyos tamafios moleculares corresponden con las formas
monomeérica, trimérica y tetramérica de la enzima. Estos resultados sugieren
que DCTPP1, al igual que el ortélogo de ratéon RS21-C6, es capaz de formar una

estructura tetramérica en solucion.

D.1.6. Analisis el estado de oligomerizaciéon de DCTPP1

mediante Crosslinking.

El estado de oligomerizacion de DCTPP1 también se estudié mediante un
ensayo de crosslinking. En este ensayo se utilizan agentes bifuncionales, que
interaccionan con las distintas subunidades de las proteinas formando enlaces
covalentes (Davies and Stark 1970). De esta manera, las moléculas que estan

interaccionando en soluciéon quedan unidas lo que permite visualizar la
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formacion de complejos de proteina en geles de acrilamida en condiciones

desnaturalizantes.

La proteina DCTPP1 purificada se incub6 a temperatura ambiente con los
agentes de crosslinking DMA y DMS como se indica en el apartado B.2.2.5,,
ademads de en distintas condiciones que pudieran favorecer la conformacién
oligomérica, como la presencia de MgCl,, DTT o un sustrato de la enzima. Las
muestras se precipitaron, se lavaron con acetona y se analizaron en

electroforesis en gel de acrilamida al 10 % (Figura D.6).

k& (%)
& ¥
kDa S & &
YA -
L ™y
-
45,0 m— - e
310 m—

21,5_.-.

Figura D.6. Ensayo de crosslinking de la proteina DCTPP1. Control,
proteina incubada sin agente de crosslinking; DMA, DCTPP1 incubada en
presencia de DMA; DMS, DCTPP1 incubada en presencia de DMS En todos
los ensayos se utilizaron 25 pg de proteina, y DMA y DMS a una

concentraciéon de 5 mg/ml. Las mezclas se incubaron en tampén TEA con 5

mM de DTT y 10 mM de MgCl,, durante 30 minutos a 25 °C.

Los resultados obtenidos muestran una banda principal correspondiente a
la forma monomérica de la enzima, y otra de menor intensidad en torno al
marcador de 45 kDa, similar al tamafo esperado para el dimero de DCTPP1
(41,6 kDa). En todas las condiciones ensayadas, y especialmente en los
tratamientos con DMS, podemos observar también especies oligoméricas de

mayor tamafio, con pesos moleculares en torno a los esperados para las formas
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trimérica (62,4 kDa) y tetramérica (83,2 kDa) de la enzima. Estos datos
confirman los obtenidos en la determinacién de masa molecular mediante

MALDI TOFE-TOF.

D.2. CARACTERIZACION ENZIMATICA DE DCTPP1

D.2.1. Actividad nucleésido trifosfato hidrolasa

Nuestro primer objetivo fue establecer la actividad nucleétido hidrolasa de
DCTPP1, basdandonos en el hecho de que la mayoria de proteinas
pertenecientes a la superfamila todo-alfa, entre las que se encuentran diversas
enzimas de la familia MazG, se han caracterizado experimentalmente como
NTP pirofosfatasas. Un andlisis preliminar del sitio activo de DCTPP1 sugirio
como sustrato potencial el 5-metil-dCTP (Moroz et al., 2005). En nuestro
estudio, la actividad pirofosfohidrolasa de DCTPP1 se ensay6 empleando bien
dCTP o 5-metil-dCTP como sustratos. La identificacién de los productos de
reaccion se realizé mediante dos metodologias complementarias. En primer
lugar, se utiliz6 cromatografia de intercambio aniénico (Mono Q™ 5/50 GL,
GE Healthcare) que permite la discriminaciéon de nucleésidos en distintos
estados de fosforilacidon. Asi, se analizaron estdndares conocidos de dCTP,
dCDP, dCMP y dCyd (Figura D.7), para determinar los tiempos de retencion
de cada uno de ellos. Posteriormente, se analiz6 el producto de la reacciéon
catalizada por DCTPP1 en presencia de dCTP. Para ello, 40 pg de proteina
DCTPP1 se incubaron con 200 nmol de dCTP en tampén de reaccion (Tabla
B.4) durante 30 min a 25°C. El andlisis de la mezcla de reaccién revel6 la
desaparicion del pico correspondiente al dCTP, y la aparicién de un nuevo

pico que presenta el mismo tiempo de retenciéon que el de dCMP.
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Figura D.7. Andlisis de los
productos de reaccion de DCTPP1
mediante cromatografia de
intercambio anidnico. Panel
superior, estandares de dCTP,
dCDP, dCMP vy dCyd. Panel
intermedio, mezcla de reaccién en
ausencia de enzima. Panel inferior,
producto de la reaccién catalizada

por DCTPP1.

La hidrolisis del dCTP por DCTPP1 daria lugar a la formaciéon de dCMP y

de PPi. Para confirmar la liberacién concomitante de pirofosfato se emple6 en

segundo lugar un ensayo de enzimas acopladas (Pyrophosphate Reagent Kit,

SIGMA) segin se describe en Materiales y Métodos. En este ensayo, la

concentraciéon de pirofosfato en la solucién es proporcional a la cantidad de

NAD+ producido, proceso que podemos cuantificar midiendo la absorbancia a

340 nm. En este caso, las reacciones se llevaron a cabo utilizando 5me-dCTP

como sustrato (Tabla D.1). Como control se emple6 un estdndar con una

cantidad conocida de pirofosfato (1 mM).

Mediante este ensayo se determindé que el pirofosfato es uno de los

productos liberados en la reaccion de DCTPP1, si bien en las condiciones

ensayadas, el sustrato no es completamente hidrolizado.
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Muestra AAsg [PPi] (mM)
Blanco 0,004 0
Control (1 mM PPj) 0,246 1,18
Muestra 1 (4 uM DCTPP1) 0,127 0,63
Muestra 2 (12 uM DCTPP1) 0,178 0,88
Muestra 1 + control 0,374 1,82

Tabla D.1. Determinaciéon del pirofosfato producido en la reaccion
catalizada por DCTPPI1. El célculo de la concentracién final se realizé
teniendo en cuenta la absortividad molar del NADH y los moles del mismo
producidos por mol de pirofosfato hidrolizado. Las mezclas de reaccién con
5me-dCTP (2 mM) y DCTPP1 (4 6 12 uM) se incubaron en tampoén de reaccion
(Tris-HC1 50 mM pH 8, MgCl> 50 mM y BSA 1 mg/ml ) a 25 °C durante

10 min. Blanco, tampoén de reaccién sin enzima ni sustrato.

D.2.2. Efecto de las condiciones de reaccion sobre la

actividad especifica de DCTPP1

La actividad pirofosfohidrolasa de DCTPP1 se estudié en detalle utilizando
un ensayo continuo con un espectrofotometro provisto de un accesorio
“stopped-flow”. La liberacién de protones asociada a la reacciéon de hidrélisis
del nucleétido, provoca una disminucion de pH en un medio débilmente
tamponado, que podemos monitorizar gracias a la presencia de un indicador
acido-base, el rojo de cresol (Larsson, Nyman et al. 1996). A partir de la curva
de hidrdlisis de sustrato podemos aplicar la ecuacién integrada de Michaelis-

Menten, obteniendo valores de Vo a distintas concentraciones de sustrato.

En primer lugar, se evalué empiricamente la composicion de la mezcla de

reaccion con el fin de determinar las condiciones 6ptimas de hidrolisis:

Relevancia del ion metdlico. Las enzimas que utilizan nucle6tidos como

sustrato, dependen de iones divalentes, principalmente de magnesio (Mg?*)
para llevar a cabo el proceso de catdlisis. El papel del ion metalico en la

actividad catalitica de DCTPP1 se estudié mediante la adicién de diferentes
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concentraciones de MgCl al tampoén de reaccién, desde 1 hasta 80 mM (Figura
D.8 panel A). En nuestras condiciones de ensayo, la velocidad de la reaccion
aumento con la concentracién del catién divalente hasta alcanzar un maximo en
torno a 20 mM. En un tampén sin MgCl, se observan niveles residuales de
hidrolisis de dCTP, debido probablemente a que la enzima es purificada y
almacenada en presencia de MgClo. En cambio, al afiadir un agente quelante de
iones metélicos como el EDTA (1 mM), la reaccién catalizada por DCTPP1 se
inhibe por completo, lo que indica el caracter esencial del ion metélico en el

proceso de catélisis.

A B
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Figura D.8. Efecto del magnesio sobre la actividad especifica de DCTPP1.
Las reacciones se llevaron a cabo a 1 uM de DCTPP1 y 50 uM de dCTP, en
presencia de distintas concentraciones de A. MgCl, o B. DTT Cada punto
corresponde al valor medio de al menos tres determinaciones independientes.
Los valores de desviacion estdindar no superaron en ningtn caso el 10% del

valor total.

Agentes reductores. Los grupos sulfidrilo (-SH) presentes en residuos de

cisteina pueden presentarse en forma reducida o como enlaces disulfuro (-5-S)
entre dos residuos. En muchas ocasiones, el estado en el que se encuentran es
determinante para la catélisis o la conformacién de la enzima. Un agente
reductor como el DTT (ditiotreitol), capaz de reducir enlaces disulfuro, puede

prevenir o eliminar enlaces intramoleculares o intermoleculares inapropiados.
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Debido a que la proteina recombinante DCTPP1 mostré tendencia a la
agregacion, quisimos determinar si la presencia de DTT en la reaccion afectaba
a su actividad. Para ello, la hidrolisis de dCTP por DCTPP1 se llevé a cabo en
tampones de reacciéon con distintas concentraciones de DTT, encontrandose un
maximo de actividad especifica en presencia de al menos 3 mM de DTT (Figura
D.8 panel B). Sin embargo, concentraciones superiores a 10 mM eran

inapropiadas para la estabilidad del tampé6n de reaccion.

Efecto de la fuerza iénica. La estructura de una proteina en solucién puede

verse afectada por la fuerza iénica del medio. Ademds, pueden producirse
cambios en su actividad por variaciones en los pK. de los residuos
pertenecientes al centro activo. Por ello se estudié el efecto de diferentes
concentraciones de KCl sobre la actividad de DCTPP1 (Figura D.9 panel A). Los
resultados revelaron un leve aumento en la velocidad de la reaccién de
hidroélisis del dCTP, alcanzando un méaximo de actividad a una concentraciéon

de KCl de 100 mM. A concentraciones superiores se osberva un descenso en la

activida.
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Figura D.9 Efecto de la fuerza idnica y del BSA sobre la actividad especifica
de DCTPP1. Representacion de la actividad especifica (AE) de DCTPP1 (1
uM) en presencia de dCTP (50 uM) a distintas concentraciones de A. KCl o B.
BSA. Cada punto corresponde al valor medio de al menos tres
determinaciones independientes. Los valores de desviacion estdndar no

superaron en ningan caso el 10% del valor total.
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Papel estabilizador del BSA. Dado que una elevada concentraciéon de

proteina es uno de los factores que favorece la estabilidad de una enzima en
solucién, en muchas ocasiones la presencia de BSA (“Bovine Serum Albumin”)
en las reacciones enzimaticas puede contribuir significativamente al aumento
de la actividad enzimaética. Para estudiar el efecto del BSA sobre la capacidad de
hidrélisis de DCTPP1, se ensayaron diferentes tampones con concentraciones
crecientes de BSA (Figura D.9 panel B). Los resultados obtenidos muestran un
incremento de la hidrélisis de dCTP por DCTPP1 a concentraciones de BSA

iguales o superiores a 0,75 mg/ml.

D.2.3. Determinacion de los parametros cinéticos de

DCTPP1

La curva de saturaciéon de DCTPP1 obtenida a diferentes concentraciones
de dCTP en condiciones o6ptimas de actividad, muestra una desviacion
significativa de la cinética hiperbolica de Michaelis-Menten. El carécter
sigmoidal de la curva sugiere que la union del sustrato al centro activo ocurre
de manera cooperativa. Los datos experimentales ajustados a la ecuacién de
Hill dan un coeficiente de Hill (ny) = 2,13 (Figura D.10 panel A). Este coeficiente
mayor que 1 es indicativo de cooperatividad positiva, comportamiento que es
caracteristico de las enzimas oligoméricas, apoyando esto la hipétesis de que
DCTPP1 podria adoptar la misma conformacién tetramérica que su ortélogo en
ratoén, RS21-C6. El cardcter cooperativo de DCTPP1 se manifiesta asi mismo en
la representacion gréfica de dobles inversos o linearizacién de Lineweaver-Burk
(Figura D.10 panel B), en la que podemos encontrar dos pendientes distintas. A
partir del ajuste de la ecuacién de Hill, se determiné que DCTPP1 hidroliza

dCTP con una Vmax = 1,42 £ 0,05 pM/s y una K = 47,63 + 2,66 uM.

93



140
120
100
80
60
40
20

AE (nrnol's_1 -mg'1)

0

50

100 150 200 250
dCTP (uM)

(A%

0.05

0.04

0.03

0.02

0011 pees"

0.00
0.00

1/S

RESULTADOS | 94
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Figura D.10. Hidrélisis de dCTP por DCTPP1. A. Ajuste de los valores de

velocidad obtenidos a la ecuacion de Hill. Las reacciones enzimaéticas se

llevaron a cabo incubando 0,5 pM de DCTPP1 con concentraciones crecientes

de dCTP (20-250 uM), bajo condiciones de reaccién estdndar descritas en el

apartado B.2.2.6. (AE, actividad especifica) B. Representaciéon de dobles

inversos o de Lineweaver-Burk a partir de los datos de Vo obtenidos a

distintas concentraciones de dCTP. Cada punto corresponde al valor medio

de al menos tres determinaciones independientes. Los valores de desviacion

estandar no superaron en ningtn caso el 10% del valor total.

D.24.

Estudio de la especificidad de sustrato de DCTPP1

La mayoria de las NTP pirofosfatasas descritas hasta la fecha llevan a cabo

una funcién de “house-cleaning”, hidrolizando nucleétidos no canénicos o

modificados evitando de esta forma su incorporacién al genoma por DNA

polimerasas. En este trabajo, con el fin de determinar la especificidad de

sustrato de DCTPP1, se ha analizado su actividad frente a una amplia seleccién

de nucleétidos, tanto canénicos como derivados modificados (Figura D.11).

De los cuatro nucleétidos canénicos, dCTP es el sustrato preferido por

DCTPP1, con una constante de especificidad (kcat/ Km) = 119000 s1-M-1, seguido

por dTTP y dUTP, con valores de 28000 y 25000 s1 ‘M1, respectivamente. Por el

contrario, no se detecté ninguna actividad utilizando dGTP como sustrato.
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Figura D.11. Especificidad de sustrato de DCTPP1. A. Curvas de hidrolisis de

los cuatro nucleétidos candnicos y del dUTP. B. Curvas de hidrélisis de

derivados del dCTP con modificaciones en posicion 5 de la base. La curva de

hidrélisis del dCTP se incluye como referencia. Todas las reacciones se

llevaron a cabo con 0.1 uM de DCTPP1 y 50 pM de sustrato. C. Parametros

cinéticos para DCTPP1. Los valores de ket se calcularon asumiendo que la

enzima es un tetrdmero con dos sitios activos. Los datos son la media de al

menos tres determinaciones independientes. S.A. indica sin actividad o por

debajo de los niveles de deteccion bajo las condiciones de ensayo utilizadas.
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En general, los ribonucle6tidos no son un buen sustrato para DCTPP1, que
sOlo es capaz de hidrolizar CTP, aunque con una constante de especificidad 13
veces inferior a la del correspondiente desoxirribonucleétido (9000 s1-M-1). Este
dato nos indica una fuerte exclusién del grupo OH en posiciéon 2’ de la ribosa, lo
que hace a la enzima altamente selectiva frente a desoxirribonucleétidos,
presentes en concentraciones muy inferiores. A diferencia de otras enzimas de
la superfamilia todo-a, como las dUTPasas diméricas y DR2231, DCTPP1 es
muy poco eficiente hidrolizando dUTP, con un valor de kcat/ Km = 17000 s -M-1.
Esta observaciéon nos indica ademads, la relevancia del grupo amino de la
citosina en el proceso catalitico. Por otra parte, DCTPP1 no es capaz de

hidrolizar ninguna de las formas difosfato ensayadas, dCDP o 5me-dCDP.

Por dltimo, y basandonos en la preferencia de DCTPP1 por desoxicitidina
trifosfato, se ensayaron una serie de derivados de dCTP con distintas
sustituciones en posicion C5 de la base y con posible funciéon fisioldgica.
DCTPP1 es muy eficiente eliminando derivados halogenados como 5I-dCTP
(371000 s1-MT) y 5Br-dCTP (256000 s'-M1), mientras que 5me-dCIP se
hidroliza con una eficiencia similar al dCTP (143000 s ‘M1). Dentro del grupo
de derivados oxidados de dCTP y 5me-dCTP, encontramos la mayor constante
de especificidad para el 5fo-dCTP (322000 s1 ‘M-1). Este sustrato es hidrolizado
por DCTPP1 con un valor de K cinco veces inferior al de dCTP, el mas bajo
encontrado hasta el momento para esta enzima. El siguiente mejor sustrato de
este grupo es el 5Shme-dCTP (90000 s'1 ‘M), mientras que la actividad sobre 5h-
dCTP y 5ca-dCTP es muy baja.

D.2.5. Inhibicién competitiva de DCTPP1 por PPiy dCDP

La inhibicién por producto ha sido previamente caracterizada en otras
todo-a nucledtido hidrolasas, por lo que se llevé a cabo un estudio del efecto
del dCMP y el PPi sobre la actividad de DCTPP1. Para estos ensayos, la enzima

(0,5 uM) se incub6 en la mezcla de reaccion con el sustrato, dCTP (50 uM), y con



RESULTADOS | 97

distintas concentraciones de cada uno de los productos de hidrélisis. En estas
condiciones, la adiciéon de dCMP a la reacciéon no causé ningtun efecto sobre
DCTPP1. Sin embargo, concentraciones crecientes de PPi provocaron un
aumento en los valores de K, (Figura D.12 panel A.). La hidrélisis de dCTP por
DCTPP1 fue inhibida por PPi de forma competitiva con una constante de

inhibicion en el rango micromolar (Ki = 56,3 pM).
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Figura D.12. Inhibicién de DCTPP1 por PPi, dCDP y triptolide. Calculo de
las constantes de inhibicion a partir de la regresion lineal de las Ki, aparentes
(Kmapp) respecto a la concentraciéon de inhibidor, para: A. PPi; B. dCDP; y C.
triptolide. Cada valor de Kmapp corresponde al obtenido del ajuste de Hill de la
curva de saturaciéon de dCTP, en presencia de la concentraciéon indicada de
inhibidor, y 0,5 pM de DCTPP1. Los valores representados son la media de al
menos tres determinaciones independientes. La desviaciéon estandar no

superd en ningudn caso el 10% del valor total.
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Ademas de los productos de reacciéon, se ensayaron otros nucleétidos no
hidrolizables o nucleésidos. De ellos, ATP, UTP, dGTP, 5me-dCMP, dUMP y
5me-dCyd, no afectaron a la hidrolisis de dCTP por DCTPP1. Por el contrario,
se observo que la adiciéon de dCDP a la mezcla de reacciéon provocaba un
aumento en los valores de K (Figura D.12 panel B.). El anélisis de la inhibicién
deDCTPP1 por dCDP dio un valor de K; = 43,5 uM. Estos datos sugieren que el
dCDP intracelular podria actuar como un regulador negativo de la actividad de

DCTPP1.

Por altimo, también se estudi6 la inhibicién provocada por triptolide sobre
DCTPP1. Se trata de un compuesto natural, con actividad anti-proliferativa,
inmunosupresiva y anti-inflamatoria, y para el cual se ha descrito una
interaccion directa con DCTPP1 (Corson, Cavga et al.). Bajo nuestras
condiciones de ensayo, triptolide inhibe la conversiéon de dCTP a dCMP y PPi
de manera competitiva y presentando una K; de 30,9 uM (Figura D.12 panel C.).

D.3. ELIMINACION DE LA COLA DE HISTIDINAS DE LA
PROTEINA RECOMBINANTE

La enzima recombinante DCTPP1 ha sido expresada y purificada unida a
un péptido de 6 histidinas, incorporado en su extremo N-terminal, gracias al
vector de expresion pET28a. Ademds de facilitar la purificacion por
cromatografia de afinidad, la presencia de la cola de histidinas en estas
proteinas de fusion presenta algunas ventajas adicionales como son la mejora
de la expresion, el plegamiento y la solubilidad de la proteina asi como la
disminucion de la proteélisis y antigenicidad (Arnau, Lauritzen et al. 2006).
Pero por otro lado también se han observado efectos negativos como cambios
en la conformaciéon de la proteina, inhibicion de la actividad enzimatica,
alteraciones en su actividad bioldgica, excesiva flexibilidad en estudios

estructurales o toxicidad.
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Debido a los posibles efectos negativos de las proteinas de fusiéon es
siempre recomendable la eliminacién del péptido unido. Con este fin, el vector
utilizado, pET28a, incorpora una secuencia de corte para la proteasa trombina,
situada delante del sitio de clonacién de la secuencia codificante (Figura D.13).
La secuencia de corte para esta enzima es Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser, dejando la
glicina y la serina unidas a la proteina.

His<Tag
ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCAT
DCTPP1

MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGl yLechIFroArgGleerHls

thrombin

Figura D.13. Detalle de la proteina de fusion His-DCTPP1. En el esquema se
muestra la secuencia de seis histidinas unidas a la proteina y el sitio de corte

para la liberacion del péptido.

Para la digestion de His-DCTPP1 se utilizé el Thrombin CleanCleave Kit
(SIGMA), una suspensién de trombina-agarosa, de manera que tras la
digestion, la proteasa puede ser eliminada facilmente por centrifugaciéon. La
reaccion se llevé a cabo con 1 mg de proteina, en 50 mM de Tris-HCI pH 8,0 con
10 mM de CaCl,, a temperatura ambiente, y se recogieron alicuotas a 10, 20, 30,
40, y 50 min de incubacién (Figura D.14). A los 10 min de incubacién se observa
la aparicion de una banda ligeramente inferior al control que corresponderia a
DCTPP1 sin el péptido de histidinas (18,7 kDa), completandose la digestion a
los 50 min. En las condiciones de digestion empleadas, se produce asi mismo la
aparicion de un producto de degradacion inespecifico, situado entre los

marcadores de 21,5 y 14,5 kDa.

Las dos bandas resultantes de la digestion se identificaron mediante huella
peptidica y determinacién de masa molecular (Servicio de Proteémica del IPB
“Lopez-Neyra”) (Figura D.15). El analisis revel6 que ambas bandas

correspondian a DCTPP1, la superior con 18963 Da y la inferior de 15372 Da.
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Figura D.14. Digestion de His-DCTPP1 con trombina. La proteina His-
DCTPP1 (1 mg) se incubd en presencia de trombina (15 pg) a temperatura
ambiente. En un gel de acrilamida al 15 % se analizaron 20 pg del producto de
digestion recogido a los tiempos indicados. Como control la proteina se

incubé durante 50 min en las mismas condiciones que las muestras pero sin

proteasa.
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Figura D.15. Espectro de masas del producto de digestién de His-DCTPP1
con trombina. A. Proteina recombinante incubada en las mismas condiciones
de digestién pero en ausencia de proteasa. B. Producto de digestion de His-
DCTPP1 con trombina. La proteina recombinante se incub6 con la proteasa a

temperatura ambiente durante 1 h.
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El efecto del péptido de histidina sobre la actividad enzimatica se analiz6
mediante ensayos cinéticos en condiciones estandar de reaccién empleando 50
uM de 5me-dCTP y 1 uM del producto de digestiéon por trombina o de la
proteina sin digerir como control (Figura D.16 panel A). En una superposicion
de las curvas de hidrélisis obtenidas no se observan diferencias significativas
(Figura D.16 panel B), manteniéndose las constantes cinéticas. Estos resultados
indican que el péptido de 6 histidinas no afecta la reacciéon catalizada por

DCTPP1.
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Figura D.16. Comportamiento cinético de His-DCTPP1 y de DCTPP1 tras
digestion con trombina. A. Gel SDS-PAGE al 15 %: 1, His-DCTPP1; 2,
proteina recombinante digerida con trombina durante 1 h a temperatura
ambiente. B. Comparacién de las curvas de hidrélisis de 5me-dCTP (50 uM)
por His-DCTPP1 o por el producto de digestion con trombina (1 pM).

D.4. GENERACION DEL MUTANTE DCTPP1-E63Q,
PURIFICACION Y ACTIVIDAD ENZIMATICA

Para confirmar que la actividad nucleétido hidrolasa detectada es intrinseca
de la proteina recombinante purificada se obtuvo un mutante catalitico de la
misma. Segtn los datos estructurales existentes para el ortélogo de DCTPP1 en

raton, RS21-C6, uno de los residuos clave del centro activo es el glutamato en
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posicién 63, que participa en la interaccién con un grupo fosfato del nucleétido

sustrato (Wu, Liu et al. 2007).

Mediante mutagénesis dirigida (QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit
,oligos E63Q1 y E63Q2, Tabla B.5), la guanina 187 de la secuencia codificante de
DCTPP1 se sustituy6 por citosina. Este cambio conlleva el reemplazamiento del
glutamato 63 por glutamina. La proteina mutante DCTPP1-E63Q se expreso y

purificé siguiendo el mismo protocolo que para la proteina nativa (Figura D.17

paneles A y B).
kDa 1 - KBd ! . = DCTPP1-E63Q
97,1 97,1 I 60 ® DCTPP1
66,2 66,2 [—
45 45 [ X
g 40
31 31 . L 30
- — 20
21,5 218 . .
125 14,5 . 0
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Figura D.17. Expresion y purificacién del mutante catalitico DCTPP1-E63Q.
A. Gel SDS-PAGE al 15 % mostrando la induccién de la expresiéon de la
proteina recombinante en la cepa de E. coli BL21 (DE3): 1. no inducida; 2.
inducida con 1 mM de IPTG. B. Purificacion de la enzima mediante
cromatografia de afinidad a niquel: 1. extracto total; 2. lavado a 40 mM de
imidazol; 3. elucién a 500 mM de imidazol. C. Comparacién de las curvas de
actividad de DCTPP1-E63Q (0,5 pM) (naranja) respecto de la de DCTPP1 (0,5
uM) (negro), empleando dCTP (50 uM) como sustrato.

Como se muestra en la Figura D.17 (panel C) la sustitucién del glutamato
63 en la proteina DCTPP1-E63Q conlleva la pérdida de la actividad nucleétido
hidrolasa en las condiciones ensayadas, indicando el papel esencial de este

residuo en el proceso catalitico.
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D.5. LOCALIZACION INTRACELULAR DE DCTPP1

D.5.1. Obtencion de anticuerpos policlonales frente a la

proteina recombinante DCTPP1

Con el objetivo de estudiar la localizacién de DCTPP1 en el interior de la
célula, se generaron anticuerpos policlonales especificos frente a la proteina

recombinante purificada.

Estudio de la especificidad del anticuerpo mediante Western blot. En primer

lugar se determiné la capacidad del suero extraido del conejo inmunizado para
detectar la proteina recombinante purificada DCTPP1. Estos estudios se
llevaron a cabo mediante Western blot, utilizando 0,1 y 1 ng de DCTPP1 y una
diluciéon del suero anti-DCTPP1 1:100000. Como anticuerpo secundario se
utiliz6 un anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa (Figura D.18 panel A).
El resultado obtenido muestra que el anticuerpo generado es capaz de detectar

los niveles de proteina pura ensayados.

Por otra parte, se llevé a cabo un ensayo de saturacion del anticuerpo para
confirmar su especificidad (Figura D.18 panel B). En este ensayo, el suero anti-
DCTPP1 (50 pg) se incubd con proteina recombinante purificada (25 pg) a 4°C
durante toda la noche. Esta incubacién bloquea el anticuerpo anti-DCTPP1,

perdiendo éste la capacidad de reconocer la proteina en Western blot.

La especificidad del anticuerpo se estudié también en extractos celulares de
tres lineas celulares distintas: MRC-5, TK6 y HeLa (Figura D.18 panel C). En
todos los casos, el anticuerpo reconoce una tnica banda en torno al tamafio
esperado. Por otro lado, DCTPP1 presenta diferentes niveles de expresion en las
lineas celulares estudiadas, llegando a ser mas de 10 veces superior en TK6 y
HeLa que en MRC-5. Esta expresion diferencial se ha asociado de forma
directamente proporcional con la diferente capacidad proliferativa de cada linea

celular.
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Figura D.18. Especificidad del anticuerpo anti-DCTPP1 en Western blot. A.
Inmunodeteccién de proteina recombinante purificada. 1, 0,1 pg; 2, 1 pg (anti-
DCTPP1 1:100000). B. Ensayo de saturaciéon del anticuerpo anti-DCTPP1.
Western blot de 10 y 20 ng de proteina recombinante purificada incubados con
anti-DCTPP1 (1:10000) (panel izquierdo). La saturaciéon del anticuerpo se
llevé a cabo mediante una pre-incubacién del suero anti-DCTPP1 con la
proteina recombinante purificada (panel derecho). C. Inmunodetecciéon de
DCTPP1 en extractos celulares (40 ng) de MRC-5, TK6 y HeLa; anti-DCTPP1,
1:5000 (panel superior). Como control de carga se determinaron los niveles de
tubulina. Cuantificacion por densitometria de los niveles de expresion en

cada una de ellas (panel inferior).

D.5.2. Analisis por microscopia de inmunofluorescencia

La localizacion intracelular de DCTPP1 se determiné llevando a cabo
estudios de inmunofluorescencia indirecta en tres lineas celulares distintas:
TK6, MRC-5 y HeLa. Para ello se utilizé el anticuerpo policlonal anti-DCTPP1

(1:1000), producido en el laboratorio a partir de la proteina recombinante
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purificada, y anti-IgG de conejo conjugado con Alexa 488 como anticuerpo
secundario (Figura D.19 panel A). Mediante tincion con DAPI se localiz6 el
nicleo de la célula, y con Mitotracker Red se detect6 la mitocondria. Las
imagenes se visualizaron en un microscopio confocal. Como controles se
utilizaron el suero preinmune obtenido del conejo, o sélo el anticuerpo

secundario, no observandose sefial en ninguno de los casos.

DCTPP1 presenta una distribucion citosélica, nuclear y mitocondrial de
aspecto granular en las tres lineas celulares humanas estudiadas. La
distribucion relativa de proteina en los distintos compartimentos varia en
funcién de la linea celular. En HeLa y MRC-5, el citosol contiene la mayoria de
la enzima (hasta un 50 % y un 72 % del total de DCTPP1, respectivamente),
mientras que la mitocondria y el ndcleo acumulan los restantes 26 % y 24 %,
respectivamente (HeLa) o el 13 % y 15 % (MRC-5). Sin embargo, DCTPP1 se
encuentra principalmente en el nidcleo de células TK6 (45 %) y es menos
abundante en el citosol (25 %) o en la mitocondria (30 %). Por otro lado, la
intensidad de la sefial de fluorescencia asociada a DCTPP1 en el ntcleo y en el
citosol es similar en todas las lineas celulares, mientras que llega a ser hasta tres
veces superior en las regiones que colocalizan con la sefial de Mitotracker Red
(Figura D.19 panel B), lo que indica una mayor concentracién de DCTPP1 en

mitocondria.
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Figura D.19. Localizacién intracelular de DCTPP1. A. Imégenes de
microscopia confocal mostrando la distribucion de DCTPP1 y la
colocalizacién con niicleo y mitocondria. La inmunodeteccién se llevé a cabo
con anti-DCTPP1 y anti-IgG de conejo conjugado con Alexa 488. E1 DNA
nuclear se tifié con DAPI y la mitocondria con Mitotracker Red. B. Escaner
cuantitativo de la sefial de fluorescencia de una seccion de MRC-5 (linea

blanca). DCTPP1, linea verde; mitocondria, linea roja; ntcleo, linea azul.
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D.6. DISTRIBUCION DE DCTPP1 A LO LARGO DEL CICLO
CELULAR

D.6.1. Analisis de los niveles de expresion de DCTPP1
mediante FACS.

Algunas enzimas asociadas con la replicacién se expresan de forma
diferencial en funcién de la fase del ciclo celular. Este es el caso también de
algunas de las enzimas del metabolismo de nucleétidos, ya que el
mantenimiento de una apropiada concentraciéon de nucleétidos es esencial para
la sintesis de DNA vy la proliferaciéon celular. Dado que los datos bioquimicos
sugieren una implicacion de DCTPP1 en el metabolismo de nucleétidos, se
estudio la expresion de DCTPP1 a lo largo del ciclo celular. En un cultivo de
células proliferativas y sin sincronizar se procedié a diferenciar subpoblaciones
celulares en distintas fases del ciclo celular: GO/G1, S y G2/M. Esto se llev6 a
cabo mediante doble marcaje con DAPI y BrdU y posterior andlisis por
citometria de flujo (Figura D.20 panel A). Al mismo tiempo, las células se
marcaron con anti-DCTPP1 y anti-IgG de conejo conjugado con aloficocianina
(APC). De esta manera podemos estudiar los niveles de fluorescencia asociada a
DCTPP1 en cada una de las fases del ciclo celular perfectamente diferenciadas

(Figura D.20 paneles By C).

Este andlisis mostré una modulacion de la expresion de DCTPP1 a lo largo
del ciclo celular, comportamiento que fue similar en las dos lineas celulares
estudiadas: TK6 y MRC5. En comparaciéon con G0/G1, los niveles de DCTPP1
aumentan 1,38 veces y 1,34 veces en fase S, y 1,96 veces y 1,73 veces en G2/M,

en células TK6 y MRC-5, respectivamente.

El aumento de proteina en fase S concuerda con la activacion de la sintesis
de novo asociada a replicacion. Estos niveles pueden seguir aumentando hasta
que se active su degradacion. Este es también el caso de TK1 y TMPK, cuyos

niveles aumentan en fase S y la degradacion por proteolisis mediada por
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APC/C - Cdh1 es activada al terminar mitosis y antes de entrar en G1 (Ke, Kuo
et al. 2005) (Hu and Chang 2007).
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Figura D.20. Expresion relativa de DCTPP1 en funcion del ciclo celular. A.
Determinacion del contenido en DNA mediante tincién con DAPI. Las células
en fase S se marcaron especificamente mediante la incorporacién de BrdU y
posterior detecciéon con anti-BrdU-FITC. B. Determinacién de la fluorescencia
asociada a DCTPP1 en cada una de las fases del ciclo celular, utilizando un
anticuerpo anti-DCTPP1 y un anticuerpo secundario conjugado con APC. C.
Cuantificaciéon de los niveles relativos de DCTPP1 en fase G0/G1, fase S y
fase G2/ M.

D.6.2. Localizacion subcelular de DCTPP1 en funcion del

ciclo.

Para estudiar la dindmica de la distribucién de DCTPP1 en las distintas
fases del ciclo celular, se sincronizaron células HeLa al principio de fase G1, en
fase S y en mitosis, como se describe en el apartado B.2.4.3. La correcta
sincronizacion se monitorizé midiendo el contenido en DNA mediante
citometria de flujo (Figura D.21 panel A). Las células sincronizadas se fijaron
sobre cubreobjetos, procediéndose posteriomente a la inmunodeteccion de
DCTPP1. Para estos ensayos se tomaron imagenes de z-stack completos, de al

menos 40 células en 4 campos diferentes por condicién ensayada (Figura D.21
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panel B). A partir de estas imagenes se llevd a cabo una colocalizacién en 3
dimensiones de DCTPP1 con la mitocondria y con el ntcleo, en cada una de las
tases del ciclo celular (Figura D.21 panel C). Los resultados obtenidos muestran
que la distribucién de DCTPP1 permanece invariable a lo largo de las diferentes

etapas del ciclo celular.
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Figura D.21. Distribucién intracelular de DCTPP1 en células sincronizadas.
A. Determinacién del contenido de DNA en células HeLa sincronizadas por
citometria de flujo. B. Microscopia de inmunofluorescencia en células
sincronizadas. DCTPP1 se detecté mediante anti-DCTPP1 y un anticuerpo
secundario conjugado con Alexa 488. La mitocondria y el ndcleo se marcaron
con Mitotracker Red y DAPI, respectivamente. Las imagenes se obtuvieron
mediante microscopia confocal. C. Resultados de los porcentajes de
colocalizacién de DCTPP1 con la mitocondria (M), el ntcleo (N) y el citosol

(C) respecto del volumen completo de la célula.
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D.7. PAPEL DE DCTPP1 EN EL METABOLISMO DE
NUCLEOTIDOS EN CELULAS HUMANAS.

D.7.1. Disminucién de la expresion de DCTPP1 mediante siRNA

Con el fin de estudiar el papel que DCTPP1 lleva a cabo en la célula, se
procedi6 a su silenciamiento génico de forma transitoria mediante la
transfeccion de pequefios RNAs interferentes o “small interfering RNAs”
(siRNAs), que promueven la degradaciéon especifica del RNA mensajero de
interés.

Las transfecciones transitorias se llevaron a cabo en células MRC-5 y Hela
utilizando un agente de transfeccion lipidico y siguiendo el protocolo indicado
en el apartado B.2.4.1. Los niveles de proteina DCTPP1 en extractos celulares se
comprobaron cada 24 h mediante Western blot (Figura D.22 panel A). A las 96 h
post-transfeccion, los niveles de proteina disminuyen significativamente en
ambas lineas celulares, llegando a una disminucién de la expresion de un 90 %
en MRC-5 y un 95 % en HeLa. En todos los experimentos llevados a cabo, se
utilizaron como control negativo células transfectadas con un siRNA
inespecifico (siRNA control). Estas células transfectadas con el siRNA control
no mostraron ningtin cambio significativo en los niveles de DCTPP1 respecto a
las células sin transfectar durante el periodo analizado.

La disminucién de la expresion de DCTPP1 mediada por siRNAs se analiz6
también mediante microscopia confocal de inmunofluorescencia. En cultivos
transfectados con el siRNA especifico para DCTPP1 se observéd una
disminucion significativa y mayoritaria en la intensidad de la sefial de
fluorescencia asociada a DCTPP1 (Figura D.22 panel B). Estos resultados
confirman por un lado, la especificidad del anticuerpo generado en nuestro
laboratorio y por otro, la alta eficacia del proceso de transfeccion. Esta
reduccién de la sefial se produce por igual en regiones que colocalizan con la
sefial de DAPI, con MitoTracker o con ninguna de ellas, validando de esta
forma, la localizacion de DCITPP1 en nucleo, mitocondria y citosol

respectivamente (Figura D.22 panel C).
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Figura D.22. Silenciamiento de DCTPP1 mediante siRNA. A. Analisis
mediante western blot de los niveles de DCTPP1 en células MRC-5 y HelLa

transfectadas con siRNAs. Ctrl (control), células transfectadas con un siRNA

inespecifico. Los niveles de DCTPP1 se normalizaron respecto a los niveles de

tubulina. En diagrama de barras se representa el porcentaje de DCTPP1 en

células MRC-5 (barras negras) y HeLa (barras blancas) tras la transfeccion,

teniendo como valor de referencia el nivel de DCTPP1 en células control. B.

Microscopia confocal de inmunofluorescencia de células transfectadas con el

siRNA control o el siRNA especifico para DCTPP1. C. Andlisis cuantitativo de

la sefial de fluorescencia en una secciéon especifica (linea blanca). DCTPP1

(linea verde), Mitotracker Red (linea roja), DAPI (linea azul).
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D.7.2. DCTPP1 regula el pool de nucleétidos intracelular.

En vista de la actividad in vitro de la proteina recombinante como dCTP
hidrolasa, se estudi6 su papel en el control de los niveles de nucleétidos
pirimidinicos presentes en el interior celular. La concentracion de dTTP, dCTP y
dUTP en células MRC-5 y HelLa se determiné a las 96 h después de la
transfeccion mediante el método basado en la DNA polimerasa descrito en el
apartado B.2.4.4. Las células con niveles disminuidos de DCTPP1 muestran un
aumento significativo en la concentraciéon de dCTP, en comparacién con las
células que expresan niveles normales de esta enzima (Figura D.23). Asi, los
niveles de dCTP en células control MRC-5 y HeLa fueron respectivamente 8,6 y
2,9 pmol por 10¢ células. En cambio, tras el silenciamiento génico de DCTPP1, se
produjo un aumento significativo de dCTP hasta 12,3 pmol/10° células en
MRC-5 y 5,0 pmol/10¢ células en HeLa. Estas variaciones suponen incrementos

de 1,4y 1,7 veces, respectivamente.
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Figura D.23. Determinacion de nucleétidos pirimidinicos tras el
silenciamiento génico de DCTPP1. A. MRC-5 B. Hela. Los datos
corresponden a determinaciones efectuadas a las 96 h post-transfecciéon y son

la media de al menos tres determinaciones independientes. * representa p <

0,05y **p<0,01.

Ademas de alterar los niveles de dCTP, la supresién de DCTPP1 provoca la

aparicion de niveles detectables de dUTP en el pool de nucleétidos (2,85
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pmol/10¢ células MRC-5 y 0,88 pmol/10¢ células HeLa). En ningtn caso se
observaron variaciones significativas en los niveles de dTTP tras la disminucién

de la expresion de DCTPP1.

D.7.3. Modulacién de la expresion de DCTPP1 en respuesta

al suplemento con desoxicitidina.

Dada la actividad de DCTPP1 como dCTPasa y su papel en la homeostasis
de dCTP, se estudio el efecto de un incremento del pool intracelular de dCTP
sobre los niveles de expresion de la enzima. Con este fin, se analizaron los
niveles de DCTPP1 mediante Western blot a distintos tiempos de incubacién en
medio suplementado con 100 pM de dCyd, concentraciéon a la que no se observa
pérdida de viabilidad celular. Una vez incorporada al interior de la célula, la
dCyd es transformada en dCTP a través de la via de recuperacion de
pirimidinas mediante tres fosforilaciones consecutivas catalizadas por la
desoxicitidina quinasa, la UMP/CMP quinasa y la nucleésido difosfato quinasa.
En presencia de un exceso de dCyd, se produce un rapido aumento en los
niveles de DCTPP1 en células Hela, observable a los 30 min tras la adiciéon del
nucledsido (Figura D.24 panel A). Tras 24 h de incubacion, los niveles de
proteina incrementaron hasta 5 veces respecto de los detectados en células sin
tratar. En la linea celular MRC-5, también se observé un aumento a partir de las
24 h de hasta 2,4 veces respecto del control correspondiente, que se mantuvo al

menos hasta las 76 h (Figura D.24 panel B).

En paralelo se determinaron cambios en los niveles de expresiéon de otras
enzimas implicadas en el metabolismo de pirimidinas bajo condiciones de
exceso de dCyd en el medio de cultivo. En la linea celular HeLa aumentaron
significativamente los niveles de expresion de la dUTPasa (x9), TK1 (x3), DCTD
(x6) y TMPK (x15) tras 24 de incubacién, mientras que los niveles de dCK

permanecieron invariables (Figura D.24 panel A). En células MRC-5, se indujo
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la expresion de la dUTPasa (x12), TK1 (x15) y TMPK (x2), mientras que los
niveles de dCK y DCTD apenas sufrieron modificacién (Figura D.24 panel B).
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Figura D.24. Modulaciéon de los niveles de expresion de enzimas del
metabolismo de pirimidinas. Analisis mediante Western blot de extractos
celulares de A. HeLa (5 ng) y B. MRC-5 (10 pg), tras exposicién a 100 uM de

desoxicitidina durante diferentes periodos de tiempo.

D.74. Regulacién coordinada de la expresion de DCTPP1 y

enzimas del metabolismo de pirimidinas.

En vista de la implicacién de DCTPP1 en el metabolismo del dCTP y su
posible papel en la generacion de dCMP y dUMP como precursor del
timidilato, se estudi6 a continuacion el efecto que la inhibicién de su expresion
tendria sobre los niveles de otras enzimas implicadas en la sintesis de timidilato

y eventualmente de dTTP. Con este fin se seleccionaron tres enzimas del
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metabolismo de pirimidinas: por un lado la dUTPasa, que hidroliza el dUTP
dando lugar al precursor de timidilato, el dUMP y por otro lado la TK1 y la
dCK, dos enzimas claves que forman parte de la via de recuperacion de
timidina y desoxicitidina respectivamente (Figura A.3 y A.4 de Introduccién).
Para este estudio se llev6 a cabo el silenciamiento transitorio en células HeLa de
la expresion de cada proteina por separado, ademds de silenciamientos dobles
DCTPP1/dUTPasa, DCTPP1/TK1 y DCTPP1/dCK. En todas las transfecciones
se emplearon ratios siRNA:agente de transfeccién 6ptimas para la disminucioén
de la expresiéon de las proteinas estudiadas. Ni en la linea deficiente en
DCTPP1, ni en ninguna de las otras enzimas o combinaciones de enzimas
estudiadas se observé un efecto significativo sobre la proliferacion celular en un

periodo de 6 dias post-transfeccion, (Figura D.25, paneles A y B).
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Figura D.25. Proliferacion de células transfectadas con siRNAs dirigidos
contra enzimas del metabolimo de pirimidinas. A. Linas deficientes en
DCTPP1, dUTPasa, TK1 o dCK; B. Lineas deficientes en DCTPP1 en
combinacién con dUTPasa, TK1 o dCK. Como control se utilizaron células
transfectadas con un siRNA inespecifico. Los datos son la media de tres

determinaciones independientes.
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La disminuciéon de los niveles de DCTPP1 intracelular produjo
principalmente un aumento en la expresion de la dUTPasa (x3,5 veces). En
cambio, los niveles de TK1, dCK, DCTD y TMPK no resultaron afectados
significativamente (Figura D.26 panel A). En el caso del silenciamiento de la
dUTPasa, la expresion de DCTPP1 y TMPK se increment6 2,8 y 2 veces,
respectivamente mientras que TK1, dCK y DCTD mostraron sélo leves
variaciones de expresion respecto al control. Cuando se inhibié la expresion de
TK1 aumentaron significativamente tanto DCTPP1 como la dUTPasa (4,3 y 5
veces, respectivamente). Por tltimo, un efecto similar en la expresiéon de estas
dos enzimas se obtuvo mediante la supresion de la expresion de dCK (4,5 y 3,4
veces, respectivamente). En ausencia de esta enzima, también se observaron

cambios moderados en los niveles de DCTD (x2) y TMPK (x1,5).

El silenciamiento simultdneo de la expresion de DCTPP1 junto con
dUTPasa, TK1 o dCK, dio lugar a ligeros descensos en la expresiéon de las
restantes enzimas estudiadas (Figura D.26 panel B). Por ejemplo, la supresion
de DCTPP1 y dUTPasa provocé disminuciones de aproximadamente el 50% en
la expresion de dCK, DCTD y TMPK. Variaciones similares en la expresiéon de
la dUTPasa, dCK, DCTD y TMPK se observaron tras el silenciamiento de
DCTPP1 y TK1. Y por dltimo, el silenciamiento doble de DCTPP1 y dCK,
produjo la reduccion de los niveles de dUTPasa, DCTD y TMPK,

permaneciendo inalterados los de TK1.
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Figura D.26. Respuesta al silenciamiento génico de enzimas implicadas en

metabolismo de pirimidinas. Andlisis mediante Western blot de la expresion

de DCTPP1, dUTPasa, TK1, dCK, DCTD y TMPK, en extractos celulares

donde se ha disminuido la expresiéon mediante siRNA A. siRNAs sencillos
dirigidos contra DCTPP1, dUTPasa, TK1 y dCK. B. siRNAs dobles dirigidos
contra DCTPP1/dUTPasa, DCTPP1/TK1 y DCTPP1/dCK. Las muestras se

recogieron a los 4 dias post-transfeccion. En todos los casos la sefial se

cuantificé por densitometria y se normaliz6 utilizando la sefial de a-tubulina.

En un diagrama de barras se representan los niveles de proteina relativos al

control de células transfectadas con un siRNA inespecifico.

Los cambios de expresién observados sugieren una coordinacién entre las

actividades de DCTPP1 y de la dUTPasa que tendria como finalidad la sintesis

regulada de timidilato. En este escenario, la deficiencia en una de estas enzimas

podria ser compensada, al menos parcialmente, por la sobreexpresion de la otra
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y viceversa. Sin embargo, en ausencia de ambas enzimas, la célula no
dispondria de la via de sintesis de novo, dependiendo exclusivamente de la ruta
de salvamento. Con el fin de evaluar el impacto de una deficiencia en sintesis
de novo de timidilato sobre la proliferacion celular, se procedi6é a mantener la
inhibicion de la expresion de DCTPP1 y de dUTPasa durante periodos de
tiempo prolongados. En estos ensayos, tras la transfeccién inicial se llevaron a
cabo retransfecciones cada 4 dias, determindndose el niimero de células viables
cada 24 h hasta un total de 14 dias. Tanto las células deficientes en DCTPP1
como las células sin dUTPasa muestran una tasa de proliferacion notablemente
inferior a partir del dia 10 post-transfecciéon (aproximadamente entre el 30-40%
de la tasa en células control). En contra de lo esperado, las células doblemente
silenciadas para DCTPP1 y dUTPasa, deficientes en sintesis de novo, no
presentaron un mayor defecto en proliferacion mostrando una tasa de
duplicacién celular similar a la de células deficientes en una sola de estas

enzimas(Figura D.27).
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Figura D.27. Curvas de proliferaciéon de células con niveles disminuidos de
DCTPP1, dUTPasa o ambas enzimas. Las células se retransfectaron cada 4
dias para mantener la disminucién de la expresion. Como control se
transfectaron células con un siRNA inespecifico por el mismo periodo de

tiempo. Los datos representados son la media de tres determinaciones

independientes.
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D.8. PAPEL DE DCTPP1 EN LA ELIMINACION DE NUCLEOTIDOS
MODIFICADOS DEL MEDIO INTRACELULAR.

D.8.1. Sensibilidad de células deficientes en DCTPP1 a

analogos derivados de citidina

Ademas del dCTP, DCTPP1 tiene capacidad de hidrolizar in vitro con una
alta eficiencia otros nucleétidos trifosfato de citosina con distintos tipos de
modificaciones en posicién 5. Entre los mas relevantes desde un punto de vista
biolégico se encuentran el 5-I-dCTP y el 5me-dCTP. Con el fin de determinar si
DCTPP1 es capaz de hidrolizar estos nucledtidos no canénicos una vez
incorporados al pool intracelular, células MRC-5 y HeLa transfectadas con el
siRNA especifico para DCIPP1 o el siRNA control se expusieron a
concentraciones crecientes de 5I-dCyd o 5me-dCyd. Tras el periodo de
tratamiento, la viabilidad celular se evalu6 mediante el ensayo de reduccién de
resazurina. Como control, las células se incubaron en primer lugar con
concentraciones crecientes de dCyd. Como se muestra en la Figura D.28 (panel
A), la ausencia de niveles normales de DCTPP1 no afect6 al crecimiento de

células MRC-5 o HelLa en medio suplementado con cantidades elevadas de

dCyd.



RESULTADOS

>
o
O

MRC-5 MRC-5 MRC-5
120 120 . 120
= 100 3 100 ) & 100 ] .
E 80 E 80 \ -'-é 80 ;—‘\E\«J
E 40 —a— siRNA control ﬁ 40 —8— siRNA control \ 8 40 —e— siRNA control \7
> 20 —o— siRNA DCTPP1 ) —o— siRNA DCTPP1 % > o —0— siRNADCTPP1
0+ 0 - : 0
1 10 100 1000 1 10 100 1000 1 10 100 1000
dCyd (uM) 5I-dCyd (uM) 5me-dCyd (uM)
HelLa HelLa Hela
120 120 120
& 100 WM = 100 -:L . §1ool ; .
3 80 —o8 T 80 \ T 80 i ,
2 60 2 60 o _ 2 60 —
E 40 —e— siRNA control g 40 —e— SiRNA comrorlk\_w - E 40 —e— siRNA contro\\.\’\ﬁ
> 20 —o— siRNA DCTPP1 > 20 —— siRNA DCTPP1 > 20 —— siRNA DCTPP1
0 0 0-
1 10 100 1000 1 10 100 1000 1 10 100 1000
dCyd (uM) 51-dCyd (uM)

5me-dCyd (uM)

Figura D.28. Sensibilidad de células deficientes en DCTPP1 tras incubacion
con analogos de nucledsidos. Células MRC-5 y HelLa (10¢ céls/ml) se
expusieron a concentraciones crecientes de: A. 2’-desoxicitidina (dCyd); B. 5-
iodo-2’-desoxicitidina (5I-dCyd); C. 5-metil-2’-desoxicitidina (5me-dCyd);
durante 5 (MRC-5) ¢ 3 dias (HeLa). El porcentaje de viabilidad se calcul6 en
relacion al ntmero de células viables en ausencia de nucledsidos exégenos.

Cada punto representa la media de tres determinaciones independientes.

La exposicion a dosis bajas del derivado halogenado 5I-dCyd indujo una
moderada citotoxicidad en ambas lineas celulares transfectadas con el siRNA
control, mostrando Gnicamente una pérdida significativa de viabilidad a dosis
altas del nucledésido modificado. Por el contrario, las células deficientes en
DCTPP1 mostraron una mayor sensibilidad a 5I-dCyd, observdndose una
significativa pérdida de viabilidad a todas las concentraciones ensayadas
(Figura D.28 panel B). Cuando las células se expusieron a 5me-dCyd, la
deficiencia en DCTPP1 también aument6 la sensibilidad a este analogo de
nucledsido (Figura D.28 panel C), induciendo un nivel importante de muerte
celular incluso a dosis donde células con niveles normales de DCTPP1 no se ven

practicamente afectadas.
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D.8.2. Papel protector de DCTPP1 frente a la acciéon de

analogos de nucleésidos con accién antitumoral.

Muchos anélogos de nucledsidos utilizados actualmente en terapias contra
el cancer o como antivirales requieren su fosforilacién previa por enzimas
intracelulares antes de ser incorporados al DNA donde ejercen su efecto
genotoxico (Galmarini, Mackey et al. 2002) (Otto 2004). Dado que DCTPP1 es
capaz de hidrolizar in wvitro la forma trifosfato del fdrmaco antitumoral
decitabina o aza-dCyd, se procedié a evaluar su potencial papel en el

mecanismo de accién de este analogo de nucleésido.

Para evaluar la capacidad de DCTPP1 de hidrolizar aza-dCyd una vez
fosforilado en el medio intracelular, células transfectadas con el siRNA
especifico para DCTPP1 o con el siRNA control, se trataron con concentraciones
crecientes del farmaco. Como control, las células se expusieron a ara-Cyd,
tarmaco cuya forma trifosfato activada no puede ser hidrolizada in vitro por
DCTPP1. Las células transfectadas con el siRNA inespecifico mostraron
resistencia frente a aza-dCyd hasta 1 mM en las condiciones ensayadas. Por el
contrario, células deficientes en DCTPP1 presentaron una pérdida significativa
de viabilidad a concentraciones superiores a 10 uM (Figura D.29 panel A). En
cambio, el silenciamiento génico de DCTPP1 no tuvo ningtn efecto sobre la
letalidad inducida por ara-Cyd (Figura D.29 panel B). En ensayos clonogénicos
donde analizamos la supervivencia a largo plazo, observamos que ambas lineas
deficientes en DCTPP1 son mas sensibles a tratamientos con decitabina a
concentraciones inferiores a 10 uM (Figura D.29 panel C), sugiriendo que el
papel protector de DCTPP1 est4d vinculado con la hidrélisis del farmaco a su

forma monofosfato inactiva.



MRC-5
120
a—’g 100 w’l/‘\.
g 80 | —
2 60/
% 40 | —e— siRNA control
= 20{ siRNA DCTPP1
0 | = . =
1 10 100 1000
aza-dCyd (uM)
HelLa
120
g; 100 © . I i
he] 60 | S o
E 40 | —e— siRNA control
= 20 —o— sIRNA DCTPP1
1 10 100 1000
aza-dCyd (uM)
. MRC-5
£ 120
w
B 100 e
5 80
8
o 60
-
15 40 1 siRNA control
& 20 | —®— siRNADCTPP1
£
\6 0 | |
H 0 0.001 0.01 01 1 10

aza-dCyd (uM)

RESULTADOS | 122

MRC-5
120 |
g'..':‘ 100 ¢
g 80 |
Z 60
'% 40 |  —e— siRNA control
S 9o | -~ SRNADCTPP1
0! ;
1 10 100 1000
ara-Cyd (uM)
Hela
120
-6? 100 :L\\-‘_‘
S 80 \
8 601 x
'_g 40 | —.—siRNAconlmT\\";‘
= 20 { —o— siRNADCTPP1 \
0! " 3 .
1 10 100 1000
ara-Cyd (uM)
= Hela
£ 120
0
.8 100
5 80 |
8
o 60
°
;5 40 | —e— siRNA control
8 20 | —e— siRNADCTPP1
£ o
5]
[

0 0001001 01 1 10
aza-dCyd (uM)

Figura D.29. DCTPP1 confiere resistencia frente a decitabina. Células MRC-

5y HeLa (104 céls/ml) se expusieron a concentraciones crecientes de A. 5-aza-

2’-desoxicitidina (aza-dCyd); B. ara-citidina (ara-Cyd); durante 3 (MRC-5) 6 1

dias (HeLa). El porcentaje de viabilidad se calcul6 en relaciéon al nimero de

células viables en ausencia de nucledsidos exdgenos. Los experimentos se

realizaron tres veces para cada compuesto. C. Ensayo de clonogenicidad de

células tratadas con 5aza-dCyd durante 48 h (MRC-5) o 24h (HeLa). Se

representa el porcentaje de formacién de colonias respecto a las células sin

tratar. Cada punto representa la media de 4 experimentos independiente.
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D.8.3. Contribuciéon de DCTPP1 al nivel de metilacién
global del DNA en respuesta a agentes metilantes y

desmetilantes

La presencia de 5me-dCyd o aza-dCyd en el pool intracelular de nucleétidos
puede inducir alteraciones en los niveles de metilacién global de la célula. En el
caso de 5me-dCyd, su incorporacién directa al DNA por la accién de la DNA
polimerasa incrementa los niveles de metilacién (Holliday and Ho 1995). Por el
contrario, el mecanismo de accién de la aza-dCyd promueve la desmetilaciéon
del genoma, al inhibir irreversiblemente la actividad de la DNA metil-

transferasa (Momparler 2005).

La hipersensibilidad de células deficientes en DCTPP1 a 5me-dCyd y aza-
dCyd sugiere que esta enzima podria estar impidiendo la incorporaciéon de
estos agentes al DNA y por tanto, evitando cambios en el patréon de metilacion
global del genoma. Para confirmar esta hipotesis, se midieron las cantidades
relativas de 5-metilcitosina y citosina mediante LC-MS/MS, tras un proceso de
hidrolisis acida del DNA genémico obtenido de células tratadas con 1 mM de

5me-dCyd o aza-dCyd (Figura D.30).

En ausencia de agentes metilantes o desmetilantes, la disminucién de los
niveles de expresion de DCTPP1 mediante siRNA, no afecté al contenido en
citosinas metiladas en el genoma. Por el contrario, el tratamiento de células
control con 5me-dCyd aumenté significativamente los niveles de metilacion
global, siendo el incremento méas pronunciado en ausencia de DCTPP1. Por otro
lado, la incubaciéon con aza-dCyd provocé un descenso significativo del
contenido en 5-metilcitosina (5meC). Este descenso fue atin mas evidente tras el
silenciamiento de DCTPP1. En conjunto, estos datos confirman la formacién de
las formas trifosfato 5me-dCTP y aza-dCTP, ambas sustrato de DCTPP1, y
respaldan el papel de esta enzima en la eliminaciéon de estos nucleétidos
modificados del medio intracelular, evitando su incorporacién al DNA y sus

consecuencias genotoxicas.
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Figura D.30. Metilacion global de DNA en células incubadas con analogos
de nucledsidos. A. Niveles de metilacion en DNA gendémico de células
expuestas a b5me-dCyd (1 mM) durante 5 (MRC-5) 6 3 (HeLa) dias; B. aza-
dCyd (1 mM) durante 3 (MRC-5) 6 1 (HeLa) dia. Los resultados estan
expresados como la cantidad relativa de metilacién de DNA con respecto a la
muestra control (DNA extraido de células transfectadas con el siRNA no
especifico y no expuestas a ningtin nucle6sido exégeno). * representa p < 0,05,

**p <0,001 y *** p <0,0005.

D.8.4. Estudio del efecto de aza-dCyd en células deficientes
en dUTPasa

La desaminacién intracelular de aza-dCyd podria dar lugar a derivados con
capacidad de inhibir la TS e interferir de esta forma con la biosintesis de
pirimidinas (Vesely, Gostof et al. 1969). Puesto que la dUTPasa es un factor
critico en la modulacién de la respuesta a agentes quimioterapéuticos dirigidos
contra la TS (Tinkelenberg, Hansbury et al. 2002) (Koehler and Ladner 2004)
(Wilson, LaBonte et al. 2012) se evalud el efecto del silenciamiento de esta

enzima sobre la citotoxicidad ejercida por decitabina.
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Figura D.31. Papel protector de la actividad dUTPasa en células tratadas con
decitabina . Células MRC-5 y HeLa (104 céls/ml) expuestas a concentraciones
crecientes de: A. 2'-desoxicitidina (dCyd); B. 5-aza-2’-desoxicitidina (aza-
dCyd o decitabina); C. 5-ara-citidina (ara-Cyd o citarabina); durante 3 (MRC-
5) 6 1 dias (HeLa). El porcentaje de viabilidad se calcul6 en relacién al namero
de células viables en ausencia de nucledsidos exégenos. Los experimentos se
realizaron tres veces para cada compuesto. D. Ensayo de clonogenicidad de
células tratadas con 5aza-dCyd durante 48 h (MRC-5) o 24h (HeLa). Se
representa el porcentaje de formaciéon de colonias respecto a las células sin

tratar. Cada punto representa la media de 4 experimentos independiente.
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Con este objetivo, células MRC-5 y Hela silenciadas para el gen DUT se
trataron con concentraciones crecientes de aza-dCyd hasta 1 mM (Figura D.31).
Como control, las células se expusieron a las mismas cantidades de dCyd o ara-
Cyd, observandose s6lo una ligera sensibilidad en células HeLa con menor
expresion de dUTPasa a 1 mM de dCyd. En cambio, la deficiencia en dUTPasa
confiri6 mayor sensibilidad a decitabina en ambas lineas celulares. Este
resultado se confirmé en un ensayo clonogénico a concentraciones por debajo
de 10 uM, donde las células con menores niveles de dUTPasa mostraron una

capacidad reducida para formar colonias tras la retirada del farmaco.

Para determinar si la exposicion a decitabina promueve el aumento de los
niveles de dUTP de manera similar a los inhibidores de la TS como el 5-
fluorouracilo o la 5-fluorodesoxiuridina (Wilson, LaBonte et al. 2012),
determinamos la concentracion de nucleétidos de pirimidina tras el tratamiento
con aza-dCyd de células HeLa (Figura D.32 panel A). Es importante tener en
cuenta que el ensayo basado en la DNA polimerasa utilizado para cuantificar
nucledtidos no permite discriminar entre dCTP y aza-dCTP ni entre dUTP y
aza-dUTP (ver apartado B.2.5.3.). Por tanto, aqui nos referiremos a ellos como
dCTP o dUTP. En células control, transfectadas con el siRNA inespecifico, sélo
los tratamientos a dosis més elevadas de decitabina inducen un incremento
importante en los niveles de dCTP (8.5 frente a 4.1 pmol/10° células),
probablemente debido a la conversion de aza-dCyd en aza-dCIP y la
saturacion de las vias catabdlicas. Es en el caso de las células deficientes en
dUTPasa y expuestas a aza-dCyd cuando se observan diferencias significativas
en los nucledtidos de pirimidina intracelulares. Las alteraciones consistieron
fundamentalmente en un fuerte incremento en los niveles de dCTP y dTTP (de
4,4 a20,9y de 8,0 a 224 pmol/10° células, respectivamente); y por otro lado, en
una acumulacién significativa de dUTP en el pool intracelular (1,7 y 3,4
pmol/10¢ células a 10 pM y 1 mM, respectivamente), provocando una
disminucion efectiva de la razéon dTTP/dUTP de 16 a 7 veces

aproximadamente.
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Figura D.32. Efecto de la decitabina sobre la concentracién intracelular de
nucledtidos y la expresion de DCTPP1 y dUTPasa. A. Concentraciéon de
nucleétidos de pirimidinas en células HeLa 4 dias después de la transfeccién
con el siRNA especifico para DUT. Los tratamientos se realizaron con 0, 10 o
1000 pM de aza-dCyd durante 24 h. Los datos representan la media de al
menos 4 determinaciones independientes. * representa p < 0,05, ** p < 0,005 y
*** p < 0,0005. B. Modulacion de los niveles de expresion de DCTPP1 y
dUTPasa tras exposicion a aza-dCyd. Niveles determinados mediante Western
blot a partir de extractos de células HeLa (10ng) tratadas con 10 uM de
decitabina. La intensidad de las bandas se cuantifico utilizando ImageQuant y

se normaliz6 con la sefial de a-tubulina.

En el apartado D.7.4. se mostré como el suplemento de células MRC-5 y
HeLa con un exceso de desoxicitidina indujo un aumento en la expresion de
DCTPP1 y de la dUTPasa. Era de interés por tanto establecer si la exposicion a
decitabina podria inducir una modulacién similar de los niveles de ambas
enzimas en respuesta a la acumulacion de aza-dCTP y aza-dUTP. Tras la
incubacion de células HeLa con aza-dCyd a 10 pM, se analiz6 la expresion de
ambas nucledtido hidrolasas a distintos tiempos de incubacién mediante
Western blot (Figura D.32 panel B). En las condiciones ensayadas, los niveles de
DCTPP1 y dUTPasa incrementaron hasta 3 veces, lo que sugiere que la
sobreexpresion de estas enzimas podria contribuir a contrarrestar la

citotoxicidad de aza-dCyd..
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D.8.5. Papel de DCTPP1 y la dUTPasa en la formaciéon de
foci de yYH2AX en respuesta a aza-dCyd.

La fosforilacion de la histona H2AX (H2AX fosfoserina-139) es la senal
molecular de la respuesta celular a roturas dobles de cadena del DNA (DSBs).
Diversos estudios han demostrado que el tratamiento con aza-dCyd promueve
la formacion de foci de YH2AX y de DSBs de forma directa o indirecta (Palii,
Van Emburgh et al. 2008). Basdndonos en estas observaciones, procedimos a
cuantificar la formaciéon de foci de yH2AX mediante microscopia de
inmunofluorescencia en células HeLa deficientes en DCTPP1 o dUTPasa tras
una incubacion con decitabina. La exposiciéon de células control a 10 uM de
aza-dCyd produjo alrededor de un 7% de células positivas para yH2AX
mientras que este porcentaje increment6 hasta el 10% y 12% en ausencia de
DCTPP1 y dUTPasa respectivamente (Figura D.33). Mayores diferencias se
observaron a 100 pM de aza-dCyd, donde el nimero de células yH2AX
positivas aument6é desde un 21% en células control a un 33% y un 38% en
células silenciadas para DCTPP1 y dUTPasa respectivamente. Estos resultados
sugieren que la deficiencia en cualquiera de estas nucleotidohidrolasas

incrementa la susceptibilidad al efecto genotdxico de la decitabina.
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Figura D.33. Induccion de foci yH2AX por aza-dCyd en células deficientes
en DCTPP1 o dUTPasa. A. Iméagenes representativas de microscopia de
immunofluorescencia mostrando el marcaje de foci yH2AX en células HeLa
no tratadas o tratadas con 10uM 6 100 uM de aza-dCyd. Todos los campos
escogidos contienen un ndmero similar de células (~ 50) determinado
mediante tincién con DAPI. B. Porcentaje de células positivas para yH2AX en
células control, siRNA-DCTPP1 y siRNA-DUT tratadas con aza-dCyd como
se indica en la figura. Las células positivas para yH2AX se contaron de un
total de 200 células analizadas por linea celular y dosis y por experimento.

Los datos representados son la media de dos experimentos independientes.
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E. DISCUSION

La proteina humana DCTPP1 pertenece a la superfamilia de enzimas NTP-
pirofosfatasas todo-o que comprende un diverso grupo de proteinas
ampliamente distribuidas desde organismos superiores hasta bacterias. Dentro
de ellas encontramos enzimas capaces de hidrolizar nucleétidos canénicos en
distintos estados de fosforilacién o con diversas modificaciones. En términos
generales podemos decir que las enzimas pertenecientes a esta superfamilia
desempenan dos importantes funciones en la célula. Por un lado, una funcién
denominada house-cleaning, encargada de mantener la integridad del conjunto
de precursores del DNA. Este es el caso de las dUTPasas diméricas, DR2231,
también con actividad dUTPasa, o MazG, recientemente caracterizada como
una enzima importante en respuesta a estrés oxidativo y que elimina 50H-
dCTP. Por otro lado, existen NTP-pirofosfatasas todo-a que participan en el
metabolismo normal de la célula, como es el caso de HisE, una enzima
perteneciente a la ruta de sintesis de la histidina en bacterias, o la dUTPasa de
tripanosomatidos, ya que ademds de su funciéon en eliminar el dUTP
potencialmente téxico, su actividad tiene una mayor transcendencia en la
formacion de dTTP, ya que estos organismos carecen de dCMP/dCTP
desaminasa. En vista de las diversas funciones llevadas a cabo por las enzimas
de la superfamilia todo-a, en el trabajo desarrollado en la presente tesis se ha
realizado un andlisis exhaustivo de la especificidad de sustrato de DCTPP1 in
vitro asi como el estudio de la funciéon desempefiada por esta enzima en un

contexto celular.
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E.1l. PROPIEDADES CINETICAS DE DCTPP1

E.1.1. DCTPP1 es una NTP pirofosfatasa con capacidad
para hidrolizar el dCTP

Los resultados obtenidos muestran que DCTPP1 posee actividad NTP
pirofosfatasa que acttia preferentemente hidrolizando dCTP frente a otros
nucleotidos canénicos. De hecho, DCTPP1 puede ser considerada como la
primera actividad dCTP pirofosfatasa descrita en células humanas. La hidrdlisis
del nucledtido trifosfato dCTP genera dCMP y PPj, los dos productos esperados
en reacciones catalizadas por NTP pirofosfatasas. La curva de saturaciéon
obtenida a partir de los valores de velocidad médxima muestra una cinética
sigmoidal (Figura D.8), con un coeficiente de Hill superior a 1, lo que es
indicativo de cooperatividad positiva. Los fenémenos de cooperatividad
positiva son caracteristicos de enzimas oligoméricas donde la formacién de la
estructura cuaternaria se ve favorecida por la unién al sustrato. En este tipo de
cinéticas la unién de una primera molécula de sustrato al centro activo
promueve cambios en la conformaciéon tridimensional de la enzima que
facilitan la union de la siguiente molécula al segundo centro activo. Esto tendria
como finalidad que una enzima de tipo catabdlico como DCTPP1 sea poco
eficiente a bajas concentraciones de sustrato, y su actividad aumente cuando los
niveles de dCTP sobrepasen las necesidades de la célula o puedan ser incluso
toxicos. Este comportamiento cooperativo observado en DCTPP1 asi como los
estudios de crosslinking y de espectrometria de masas por MALDI TOF-TOF
apoyan la hipétesis de que esta enzima pueda adoptar la estructura cuaternaria
tetramérica de RS521-C6. Bajo condiciones 6ptimas, DCTPP1 hidroliza dCTP con
una Km = 47,6 pM y una Kcat = 5,7 s°1. El valor de Ki se encuentra muy préximo
a la concentracién fisiologica de dCTP (Traut TW, 1994) y en el rango del de
otras enzimas que acttian sobre nucleétidos de citosina como UMP/CMPK (513
uM) (Liou, Dutschman et al. 2002), UCK1 (291 uM), UCK2 (86 uM) (Van
Rompay, Norda et al. 2001), CDA (39 uM) (Vincenzetti, Cambi et al. 2000),
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dCMP desaminasa (22 uM) (Liou, Krishnan et al. 2003) y DCK (17 uM) (Wang,
Kucera et al. 1993).

E.1.2. Base estructural de la actividad y especificidad de

sustrato

La obtencion de la estructura tridimensional del fragmento central de la
proteina RS21-C6 (residuos 21-126) unida a 5me-dCTP ha permitido la
identificacion de residuos clave en la interaccién con el sustrato. Dada la alta
identidad de secuencia aminoacidica de DCTPP1 con RS21-C6, las conclusiones
extraidas pueden ser extrapoladas para la enzima humana. El sitio de unién al
sustrato se compone de varios residuos integramente conservados en DCTPP1,
entre ellos His38, Trp47, Trp73, Tyrl02, Glu63, Glu66, Glu95, and Asp98,
algunos de los cuales establecen interacciones que permiten la estabilizacion el
sustrato. His38 forma un puente de hidrégeno con el O2 de la base nitrogenada
mientras que las cadenas laterales de Trp47 y Trp73 forman un bolsillo
hidrofébico donde se sitta la base 5meC. También existe una interacciéon de tipo
hidrofébico entre la Tyr1l02 y la desoxiribosa. RS21-C6 y DCTPP1 presentan
ademads cuatro residuos acidicos en el sitio activo, Glu63, Glu66, Glu95, y
Asp98, con un papel esencial en la catalisis. Estos residuos se hallan
conservados en la dUTPasa de C. jejuni y en MazG de S. solfataricus donde estan
implicados en la coordinacién de iones Mg2+ y en la estabilizacién de la

conformacién de los grupos fosfato del nucleétido.

Los datos cinéticos presentados muestran una alta selectividad de DCTPP1
por el desoxirribonucleétido dCTP frente al ribonucleétido CTP. La estructura
cristalina de la dUTPasa de T. cruzi en complejo con dUDP establece las bases
moleculares de la selectividad por la forma desoxi en estas enzimas diméricas
(Harkiolaki, Dodson et al. 2004). Mientras la Asn201 ancla la desoxirribosa a
través de dos enlaces de hidrégeno, dos residuos aromaticos (His83 y Phe84)

flanquean el aztcar evitando cualquier movimiento una vez que el sustrato esta
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unido (Harkiolaki, Dodson et al. 2004) (Figura A.1.2) (Figura E.1). Estos
residuos impiden el posicionamiento de la correspondiente ribosa en el UTP
debido a impedimentos estéricos causados por el grupo hidroxilo extra.
DCTPP1], al igual que RS21-C6, conserva la asparragina (Asn125) y dos residuos
hidrofébicos (Ile101 y Tyrl02) que podrian estar implicados en la
discriminacién del grupo desoxi- del ribonucleétido. La posible interaccién de
Asn125 con la desoxirribosa no se menciona en la estructura cristalina de RS21-
C6 obtenida por Wu et al., debido probablemente a la localizacién del residuo
Asn125 en el extremo de la proteina truncada, lo que pudiera haber afectado a

su correcto posicionamiento dentro de la estructura.
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Figura E.1. Comparacién de los centros activos de: A, la dUTPasa de T. cruzi
y B, RS21-C6 de ratén. En verde esta resaltado el sustrato: dUDP o 5me-dCTP

respectivamente.

A pesar de sus similitudes estructurales, las dUTPasas diméricas difieren
de DCTPP1 en su capacidad para reconocer el dUTP y al mismo tiempo, excluir
dCTP y dTTP de su sitio activo. Los datos cinéticos de DCTPP1 muestran una
baja eficiencia en la hidrolisis de dUTP o dTTP lo que indica la relevancia del
grupo amino en posicion C4 de la citosina en el proceso catalitico. En la

dUTPasa de T. cruzi, la discriminacién entre citosina y uracilo tiene lugar
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mediante el Trp61 que actuaria repeliendo el grupo amino de la citosina y en su
ausencia, formando un enlace de hidrégeno con el O4 del uracilo. Por otro lado,
la dUTPasa excluye el dTTP de su sitio activo por interferencias estéricas de la
cadena lateral del Trp62 con el grupo metilo de la timina. Ambos residuos de
Trp se hallan ausentes en la enzima humana DCTPP1 y en la de ratéon RS521-Co,
lo que contribuye a su baja actividad dUTPasa asi como a su capacidad para

reconocer e hidrolizar por igual dCTP y 5me-dCTP.

Otro hecho diferencial entre DCTPP1 y las dUTPasas diméricas de
tripanosomatidos es la capacidad de estas udltimas de hidrolizar la forma
difosfato correspondiente, el dUDP. Dado que estos organismos carecen de
dCMP desaminasa, esta segunda actividad constituye la principal via de
produccion de dUMP como intermediario para la sintesis de dTTP pues
permite hidrolizar de forma rapida la forma difosfato reducida por la RNR

antes de ser fosforilada hasta dUTP.

Una caracteristica comun de las enzimas implicadas en procesos de house-
cleaning es la alta afinidad que presentan para sus sustratos naturales. Esta alta
afinidad les permite seleccionar estos sustratos que estdn en concentraciones
muy bajas de una mezcla que contiene un exceso de nucleétidos canénicos. Con
el fin de identificar sustratos potenciales de la actividad house-cleaning de
DCTPP1 se ensayaron un amplio grupo de derivados de dCIP con
modificaciones en la posicion C5 de la base. De todos los derivados ensayados,
la mayor afinidad se encontré para los nucleétidos halogenados en posicién 5
(5-Iodo, 5-Bromo) asi como para el 5-formil-dCTP, que presentaron valores de
Km en el rango de micromolar bajo. Estos sustituyentes comparten propiedades
fisico-quimicas y estructurales similares que sin duda juegan un papel
importante en la especificad, aunque los determinantes estructurales que
favorecen la hidroélisis de estos sustratos atn no han sido identificados. La
obtencion de la estructura tridimensional de DCTPP1 en complejo con alguno
de estos sustratos permitiria responder a éstas y otras cuestiones que atn

quedan por resolver tales como determinar los residuos implicados en la
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interaccion con el grupo amino de la citosina y el papel del residuo Asn125 en la

exclusion de ribonucleétidos.

E.1.3. Regulacién de la actividad de DCTPP1

La inhibicién por el producto de reacciéon o inhibicioén de tipo feed-back es
un mecanismo comun entre las enzimas para controlar su actividad en funcién
de la necesidad de producto existente. Esto también ocurre a menudo entre las
NTP pirofosfatasas, como las dUTPasa diméricas que muestran una fuerte
inhibiciéon por dUMP. DCTPP1 también es regulada por uno de sus productos,
en este caso el pirofosfato. Una gran cantidad de enzimas biosintéticas liberan
PPi y muchas de ellas se encuentran inhibidas por este producto. En
condiciones normales, los niveles de pirofosfato estan sujetos a una estrecha
regulacion mediante su hidrolisis a fosfato inorganico en una reaccion
catalizada por pirofosfatasas. Se ha descrito que niveles altos de PPi intracelular
debido a deficiencias en actividad pirofosfatasa, provocan parada del ciclo
celular y muerte en levaduras (Serrano-Bueno, Hernandez et al. 2013),
probablemente debido a una inhibicién general de procesos metabdlicos de tipo

anabdlico.

La actividad de DCIPP1 se regula ademds por otro metabolito
intermediario de la sintesis de pirimidinas, el dCDP. Este nucleétido puede
proceder de la sintesis de novo tras la reducciéon de CDP llevada a cabo por la
RNR, o de la via de recuperacion tras la fosforilacion de dCMP catalizada por la
CMPK (Figura E.2). Independientemente de la via empleada, cuando aumentan
los requerimientos de dCTP y comienza su sintesis activa, se genera dCDP, que
ademas de como intermediario, contribuiria a la formacién de dCTP mediante

la inhibicién de DCTPP1.
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Figura E.2. (Version 1) Regulaciéon de la actividad de DCTPP1 durante la
sintesis de pirimidinas. En lineas rojas discontinuas se muestra la inhibicién

de DCTPP1 por PPi y dCDP.

E2. DCTPP1 CONTRIBUYE A LA HOMEOSTASIS
INTRACELULAR DE NUCLEOTIDOS DE PIRIMIDINA

La actividad dCTP hidrolasa de DCTPP1 asi como el aumento en la
concentraciéon de dCTP intracelular tras su inhibicién mediante siRNA sugiere
su implicacién en la regulaciéon de los niveles de dCTP en la célula. Al mismo
tiempo, la hidrolisis de dCTP podria tener como finalidad la formacién de
dCMP que puede derivarse hacia la sintesis de dTTP (Figura E.4). Acompafiado
del incremento en dCTP, también se produce un aumento en los niveles
intracelulares de dUTP tras la deplecion de DCTPP1. En células de mamifero, la
desaminacion de dCMP a dUMP por la dCMP desaminasa es la via principal
que proporciona los precursores intermediarios para la sintesis de novo de dTTP
(Jackson 1978). La pérdida de esta actividad desaminasa genera un drastico
desbalance del pool intracelular de dNTPs, especialmente con un aumento en el
dCTP intracelular y una disminucién en el dTTP, siendo estas células

auxotrofas para timidina (Weinberg, Ullman et al. 1981) (de Saint Vincent,
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Dechamps et al. 1980). El dUMP producido en esta reaccion es convertido a
dTMP por la accién de la timidilato sintasa. El dUMP es sintetizado también via
reduccién de UDP a dUDP por la RNR, seguido de fosforilacion por NDK e
hidrélisis por la dUTPasa. Por tanto, estas dos vias son la que determinan la
razén dCTP/dTTP. Una de las causas posibles del aumento en la concentracién
de dUTP causado por la deplecion de DCIPP1 es probablemente la
sobreproduccion de dUMP debido a la activaciéon de la dCMP desaminasa en
presencia de un exceso de dCTP (Maley and Maley 1968). En estas condiciones,
la actividad TS podria estar saturada y parte del dUMP acumulado seria
fosforilado hasta dUTP. Por otro lado, una activacién de la reduccion de UDP
debido al bloqueo de la via complementaria a través de dCTP, aportaria dUDP
para la sintesis de dTTP, lo que también podria conllevar un aumento en los
niveles de dUTP. En nuestras condiciones experimentales, los niveles de dTTP
permanecieron invariables. Esto puede deberse a una compensaciéon por parte
de la via de recuperacién tanto de timidina y uridina, a través de TK1, como de

desoxicitidina por la accién de la dCK.

CTP duT dTTP
A A A
RNR ﬁ
3
CDP ! duD g dTDP
A A A
DCTD
CMP ——> dUM dTMP
dCKT TKIT TKIT
dCyd durd Thd

Figura E.4. Funciéon de DCTPP1 en la ruta de biosintesis de pirimidinas.
RNR: ribonucleétido reductasa, TK1: timidina quinasa 1, dCK: desoxicitidina

quinasa, DCTD: dCMP desaminasa.
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Otra de las evidencias que apoyan la implicacién de DCTPP1 en el control
de los niveles de dCTP se encuentra el aumento de su expresiéon cuando se
suplementa el medio de cultivo con desoxicitidina. Una vez incorporada al
interior celular, la dCyd es fosforilada hasta dCTP por la accion consecutiva de
tres quinasas: dCK, CMPK y NDK. El rdpido aumento de la expresion de
DCTPP1 de hasta 5 veces su expresiéon basal, estaria de acuerdo con la
necesidad de la célula de retirar el exceso de dCTP producido. Ademas de
DCTPP1, otras enzimas del metabolismo de pirimidinas experimentan cambios
en su expresion en respuesta a dCyd. En las dos lineas celulares estudiadas se
produce un incremento en la expresion de la dUTPasa, probablemente como
respuesta a los altos niveles de dUTP que se generan por la desaminacion del
dCMP a dUMP que a su vez es fosforilado a dUTP. El comportamiento del resto
de las enzimas parece tener como fin la formacién de dTTP, compensando asi la
razén dCTP/dTTP y dUTP/dTTP. En el caso de células HeLa, esto se logra con
un aumento en la expresion de DCTD y de TMPK, mientras que en células
MRC-5 s6lo se observa un aumento significativo de los niveles de TK1. Las
diferentes respuestas encontradas pueden deberse a diferencias en el nivel de
expresion basal en cada linea, de forma que el incremento de expresion afectaria
unicamente a aquellas enzimas cuya actividad es limitante a la hora de eliminar

el exceso de dCyd.

La concentracién de cada uno de los precursores utilizados para la sintesis
y reparacion del DNA es un factor esencial que determina la fidelidad de las
polimerasas y por tanto la integridad genética. Por ello, es 16gico encontrar que
la ruta de sintesis de desoxirribonucle6tidos presenta una estricta regulacion
que determina la concentraciéon absoluta y relativa de cada nucleétido en el
pool intracelular. En este trabajo se han presentado datos que indican una
interregulacién de algunas de las enzimas implicadas en la sintesis de
pirimidinas. En primer lugar, se pone de manifiesto una clara relacién inversa
entre los niveles de DCTPP1 y de la dUTPasa. Dado que ambas enzimas tienen
un papel central en la generacion de dUMP a partir de la sintesis de novo , la

pérdida de la actividad de una de ellas podria ser compensada por la célula
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aumentando la expresion de la otra. Por otro lado, la inhibicién de la actividad
dCTP hidrolasa de DCTPP1 causa un incremento significativo en la
concentracion intracelular de dUTP, el cual podria ser el desencadenante de la
activacion de la dUTPasa cuyos niveles aumentan para eliminar este nucleétido
no canoénico del medio. Otro ejemplo notable de la regulaciéon coordinada de la
ruta es el hecho de que los niveles de DCTPP1 y de dUTPasa aumentan cuando
se inhibe la via de recuperacién de nucleétidos tras la deplecion mediante
siRNA de dCK o TK1. Por el contrario, la inhibicibn de las dos
nucleotidohidrolasas no conlleva un aumento significativo del nivel de
expresion de enzimas implicadas en la via de recuperacién de pirimidinas, al
menos en los intervalos de tiempo estudiados, aunque posiblemente puedan
existir otras mecanismos de activaciéon independientes del incremento de los

niveles de proteina.

A pesar de los mecanismos de regulaciéon descritos, la funcién que
desempefia DCTPP1 en la ruta del metabolismo de pirimidinas resulta esencial
para la proliferacién celular a medio y largo plazo. Asi, se ha observado una
pérdida de viabilidad celular de un 30-40 % tras 14 dias de silenciamiento,
aunque no a periodos mas cortos. La deficiencia prolongada de DCTPP1 o de la
dUTPasa provoca finalmente un desequilibrio en el pool de nucleétidos que
probablemente produce una acumulaciéon de dafios que genera toxicidad a
medio largo plazo tras multiples rondas de replicacion. El efecto sobre la
viabilidad de la deplecién simultanea de ambas enzimas no es aditivo ya que la
viabilidad celular es similar a la observada tras la deplecién de cada una de

manera independiente.

E.3. DCTPP1 SE LOCALIZA DE FORMA UBICUA EN LA CELULA

En las tres lineas celulares analizadas, DCTPP1 presenta una amplia
distribucion celular, localizdndose en el citosol, en el ntcleo y en la mitocondria.
Este altimo compartimento alberga la mayor concentracién de esta hidrolasa de

dCTP, lo que sugiere que debe cumplir una funcién especialmente relevante en
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este organulo. Por el contrario, R521-C6 se detect6 exclusivamente en la fraccién
citosolica aislada a partir de células de higado de ratén (Nonaka, Tsuchimoto et
al. 2009), lo que podria indicar que existen diferencias esenciales entre el

metabolismo de ntcleotidos en humanos y en raton.

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que DCTPP1
controla el nivel intracelular absoluto de dCTP. Este hecho junto con los datos
de localizacion de DCTPP1 sugieren que esta enzima estd implicada en la
regulacion del pool de nucleétidos requeridos para la replicacion y reparaciéon
tanto del genoma nuclear como del mitocondrial. En este estudio se ha medido
la concentracion total intracelular no pudiendo establecer conclusiones acerca
del papel de la enzima en la homeostasis de nucleétidos de distintos organulos.
Por consiguiente, se hace imprescindible determinar la composicion de dNTPs
nuclear y mitocondrial tras la disminucién de la expresion de DCTPP1 con el fin
de establecer el papel que juega esta enzima en la fidelidad de replicacién de

cada genoma.

Los nucle6tidos mitocondriales pueden provenir del citosol o ser
sintetizados a través de la via de recuperacion que posee este organulo. En
células no replicativas de tejidos diferenciados, la sintesis de novo de dNTPs
citos6lica se encuentra reducida al minimo, mientras que la replicaciéon del
DNA mitocondrial requiere un aporte continuado de nucleotidos. En estas
células, el suministro de nucleétidos depende en gran medida de la subunidad
de R2 inducible por p53 de la RNR citosoélica (R1-p53R2) (Hakansson, Hofer et
al. 2006) asi como de la via de recuperaciéon mitocondrial, con TK2 catalizando
la primera fosforilaciéon de las pirimidinas (Saada 2009). De hecho, defectos en
los genes que codifican alguna de estas enzimas se han asociado con sindromes
de deplecion mitocondrial, caracterizados por la reduccién de la cantidad de
DNA mitocondrial en células post-mitéticas diferenciadas. Es interesante
mencionar en particular uno de estos sindromes, la encefalomiopatia
neurogastrointestinal mitocondrial (MNGIE), que se caracteriza por alteraciones

en la degradaciéon de dTTP y una expansion del pool de este nucleétido por una
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deficiencia en timidina fosforilasa. Recientemente se ha demostrado que la
consecuencia indirecta de la deficiencia en TP y la expansion de dTTP es la
disminucion secundaria de dCTP. El dTTP es un inhibidor alostérico de la RNR
y un inhibidor de la TK2, una enzima mitocondrial que fosforila tanto la
timidina como la desoxicitidina. De forma semejante, el dCTP también inhibe a
la TK2. Ademas la fosforilacion de desoxicitidina por TK2 es inhibido
competitivamente por timidina y la fosforilaciéon de timidina es inhibida
(aunque menos eficientemente) por desoxicitidina. En pacientes con MNGIE,
como consecuencia de la inhibicién de la TK2 en respuesta a un actmulo de
dTTP se produce un descenso en la fosforilacién mitocondrial de desoxicitidina
lo que conlleva una deplecién de dCTP. En estas condiciones, la disponibilidad
de dCTP adquiere una importancia significativa en el control de la tasa de
replicacién en este organulo y parece ser el factor responsable del sindrome en
el caso de MNGIE. Es posible por tanto que si DCTPP1 est4 involucrada en la
homeostasis de dNTPs mitocondrial, su funcién pueda ser especialmente
relevante en la mitocondria de células no replicativas. Por ejemplo, la
deficiencia en actividad dCTP hidrolasa en la mitocondria podria conllevar el
aumento de los niveles de dCTP, que también puede actuar como inhibidor de
TK2 (Wang, Saada et al. 2003), provocando en este caso una deplecion
secundaria de dTTP. Ademas hemos comprobado que el dTTP es un sustrato de
DCTPP1 con una Km semejante al del dCTP pero con una eficiencia catalitica
aproximadamente 4 veces menor. Si el cociente dTTP/dCTP es muy elevado, el
dTTP podria actuar como un inhibidor competitivo de DCTPP1 contribuyendo
de esta manera a regular/compensar los niveles de dCTP. Es posible especular
con la posibilidad de emplear inhibidores de DCTPP1 con el fin de revertir, al
menos parcialmente, la disminucién del dCTP mitocondrial en MNGIE

(Camara, Gonzalez-Vioque et al. 2013; Camara, Gonzalez-Vioque et al. 2014).
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Figura E.3. Posible papel de DCTPP1 en la homeostasis mitocondrial de
pirimidinas. TP: timidina fosforilasa, TK2: timidina quinasa 2, mdN:

desoxinucleotidasa mitocondrial, mtDNA: DNA mitocondrial.

E4. FUNCION HOUSE-CLEANING DE DCTPP1

E4.1. Eliminacion de andlogos derivados de citidina del

medio intracelular

Nuestros datos cinéticos indican que los derivados 5-halogenados de dCTP
son sustrato para DCIPP1, incluyendo 5I-dCTP y 5Br-dCTP. Resultados
similares se obtuvieron en un estudio con su homoélogo en ratén RS21-C6, en el
que también se incluy6 entre sus posibles sustratos al 5Cl-dCTP (Nonaka,
Tsuchimoto et al. 2009). La hipersensibilidad de células deficientes en DCTPP1
expuestas a nucledsidos halogenados sugiere un papel de su actividad
hidrolasa en la eliminacién de estos nucle6tidos modificados, evitando asi su
incorporaciéon al DNA. Estudios previos sugieren que la halogenacion de

citosina puede ocurrir en el DNA in vivo a través de moléculas reactivas que
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participan en los procesos de inflamacién (Kawai, Morinaga et al. 2004). Tanto
la enzima mieloperoxidasa, sintetizada y secretada por neutréfilos y monocitos,
como la peroxidasa del eosindfilo, liberada por eosinéfilos activados, producen
agentes de clorinacién y brominacion respectivamente con capacidad para
modificar una gran cantidad de moléculas biolégicas, incluyendo &cidos
nucleicos y nucleésidos precursores como 2’-desoxicitidina (Henderson, Byun
et al. 1999) (Henderson, Byun et al. 2001). Los nucleétidos halogenados son
potencialmente citotéxicos y mutagénicos si se incorporan en el DNA. En
concreto, se ha descrito que la halogenacion de residuos de citosina en el DNA
provocada por los procesos de inflamacion puede mimetizar a la 5-
metilcitosina, alterando de esta manera la afinidad de las proteinas que se unen
a estos residuos y promoviendo la metilacién mediada por DNMT1 de citosinas
dentro de secuencias CpG (Valinluck and Sowers 2007). Por tanto, las citosinas
halogenadas pueden interferir en la regulaciéon epigenética de la expresion
génica. Diversos autores han propuesto que el dafio al DNA o la perturbacion
de los patrones de metilacién debido a la halogenacién, podrian ser la causa de

la carcinogénesis asociada a enfermedades inflamatorias crénicas (Coussens

and Werb 2002).

Estudios preliminares de modelizacién comparativa del centro activo de
DCTPP1 (Moroz, Murzin et al. 2005) sefialaron al nucleétido 5me-dCTP como
sustrato potencial para esta enzima. Nuestros datos cinéticos indican que
efectivamente, DCTPP1 es capaz de hidrolizarlo con una eficiencia similar al
dCTP. Ademas, en ausencia de DCTPP1, las células mostraron una mayor
sensibilidad a 5me-dCyd asi como unos niveles de metilacién global superiores
tras la exposicion al nucleésido. Sin embargo, el silenciamiento transitorio de
DCTPP1 no alter6 el contenido de citosinas metiladas en DNA genémico en
ausencia de nicleosidos exégenos por lo que no podemos concluir que el nivel
de 5me-dCTP intracelular sea fisioldgicamente relevante, al menos en los tipos
celulares y condiciones experimentales empleadas. No obstante, no podemos
descartar que wuna incorporaciéon significativa de 5meC requiera una

disminucién mas prolongada de la expresion de DCTPP1. Dado que la 5meC
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induce silenciamiento génico en células de mamifero, un exceso de 5me-dCTP
en el pool intracelular disponible para ser utilizado por la DNA polimerasa
puede ser la causa de patrones erréneos de regulacion epigenética (Nyce 1991).
Se ha demostrado que las células de mamifero pueden incorporar 5me-dCyd al
DNA, en forma de timina o de 5me-citosina, lo que sugiere que la actividad
dCMP desaminasa tiene un papel importante en prevenir la incorporacion
errénea de este nucle6tido al DNA (Holliday and Ho 1998). Una via alternativa
de eliminacién de 5me-dCMP es su degradacién al correspondiente nucledsido
por actividades de tipo catabdlico. En este escenario, DCTPP1 podria formar
parte de esta via catabdlica de eliminacién de nucleétidos de citosina metilados,
previniendo asi su utilizaciéon por la DNA polimerasa y sus consecuencias

genotoxicas.

Otro potencial sustrato fisiolégico de DCTPP1 es el derivado oxidado 5fo-
dCTP. Diversos estudios han demostrado la presencia en el genoma de
mamiferos de 5-hidroximetilcitosina (5hmC), 5-formilcitosina (5foC) y 5-
carboxicitosina (5caC) como resultado de tres oxidaciones consecutivas
catalizadas por la familia de enzimas TET, cuyo sustrato inicial es la 5mC (Wu
and Zhang 2011) (Ito, Shen et al. 2011) (Figura E.5). Los recientes
descubrimientos de estos productos de oxidacién han dado lugar a un nuevo
escenario para la desmetilaciéon activa del DNA. De acuerdo a la hipétesis
vigente, las citosinas metiladas que han de ser retiradas del DNA son
previamente oxidadas por las enzimas TET a 5-hidroximetil-citosina, y este
posteriormente a 5-formil-citosina y 5-carboxil-citosina. En un segundo paso, se
procederia a su escision por la timina DNA glicosilasa (TDG) (He, Li et al. 2011)
(Maiti and Drohat 2011) y finalmente la restauracién de la citosina no metilada
por la via de reparacion por escision de bases (BER) (Wu and Zhang 2011). El
DNA mitocondrial también contiene una significativa proporcién de 5meC y su
derivado oxidado 5hmC (Shock, Thakkar et al. 2011) y es posible que los
derivados oxidados de 5meC, incluyendo 5foC, se formen también en el
mtDNA a causa del ataque por las especies reactivas de oxigeno generadas por

el metabolismo mitocondrial (Kamiya 2003). Hasta la fecha, no se ha encontado
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TDG en este organulo, por lo que el mecanismo de escision de estas bases

modificadas podria ser a través de la reparaciéon de apareamientos erréneos o

mismatch repair (MMR) que libera el nucle6sido monofosfato correspondiente.

Podemos hipotetizar que la 5foC o el 5fo-dCMP libre resultante del proceso de

escision del DNA puedan ser recuperados e incorporados al pool intracelular

de nucleétidos trifosfato, proporcionando un sustrato para DCTPP1. La

incorporacion de 5fo-dCTP por

la DNA polimerasa puede generar

apareamientos erréneos, como lo sugieren las propiedades mutagénicas de la

5foC en células de mamifero (Xing, Liu et al. 2013), ademéds de perturbar la

programacion epigenética de la célula.

| TETs
5meC
DNMT%
A
C
BEI&
Sitio
abasico ¢
TDG
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Figura E.5. Mecanismos potenciales de desmetilacién activa en el DNA

nuclear (nDNA) y en el DNA mitocondrial (mtDNA). C: citosina, 5meC: 5-

metilcitosina, 5hmC: 5-hidroximetilcitosina, 5foC: 5-formilcitosina, 5caC: 5-

carboxicitosina,

DNMTs:

DNA metiltransferasas,

TDG:

timina-DNA

glicosilasa, BER: Reparacion por Escision de Bases, MMR: Reparacién de

Apareamientos Erréneos, ROS: especies reactivas de oxigeno.
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E.4.2. Las nucleotidohidrolasas DCTPP1 y dUTPasa como

factores de resistencia al agente antitumoral decitabina

La decitabina (aza-dCyd) es un farmaco antitumoral que esta indicado para
el tratamiento del sindrome mielodisplasico, la leucemia crénica
mielomonocitica y la leucemia mieloide aguda. Para ejercer su funcién
antitumoral, la decitabina (aza-dCyd) debe ser activada metabodlicamente
mediante sucesivas fosforilaciones hasta formar 5aza-dCTP (Figura E.6), el cual
puede ser entonces incorporado al DNA durante la replicacion. La presencia de
este analogo de citosina en el DNA induce una disminucién de la actividad
DNA metiltransferasa debido al secuestro de la enzima que reacciona y forma
una unién covalente con la azacitosina (Christman 2002). El resultado es la
desmetilacion global del DNA genémico y como consecuencia la reactivacion
génica. La eficiencia farmacoldgica de los andlogos de nucleésidos que se
emplean como antivirales o antitumorales se ve comprometida por actividades
del propio metabolismo celular. Asi, el mecanismo de resistencia primario
frente a inhibidores de la metilacién de DNA basados en andlogos de citosina es
el incremento en la actividad desaminasa (citidina desaminasa o dCMP
desaminasa) o la disminucion de la actividad de la desoxicitidina quinasa (Qin,
Castoro et al. 2011). La afinidad mostrada del DCTPP1 por el aza-dCTP in vitro,
sugiere un papel fundamental de la enzima en la susceptibilidad o resistencia
hacia este andlogo de nucleésido. La hidrolisis por parte de DCTPP1 implica la
conversion al derivado monofosfato y por tanto la reversion de los pasos de
fosforilacion. El papel de DCTPP1 en el modo de accién de la decitabina viene
apoyado por el hecho de que células deficientes en DCTPP1 presentan un
fenotipo de hipersensibilidad al farmaco. De hecho, el silenciamiento de
DCTPP1 aumenta la desmetilaciéon observada en el DNA genémico tras el
tratamiento con decitabina, lo que sugiere que una vez que el farmaco es
activado en el interior celular es susceptible de ser hidrolizado por esta enzima
antes de ser utilizado por la DNA polimerasa. De acuerdo a este modelo, la

proporcion relativa de actividad quinasa respecto a la de dCTP hidrolasa podria
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tener un valor clinico predictivo. Dado que niveles intracelulares elevados de
DCTPP1 podrian comprometer la respuesta clinica a este agente hipometilante,
el uso de inhibidores de esta enzima o el desarrollo de nuevos analogos que no
sean eficientemente hidrolizados por DCTPP1 podria prevenir fenotipos de

resistencia.

aza-dCTP aza-dUTP

] ]

aza_chP é aza_dUMP ............................

DCTD
LI T TK1 T

aza-dCyd ——> aza-dUrd

aza-dCyd

Figura E.6. Metabolismo de la decitabina (aza-dCyd). DCA: desoxicitidina
desaminasa, TK1: timidina quinasa 1, dCK: desoxicitidina quinasa, DCTD:

dCMP desaminasa, TS: timidilato sintasa.

Una vez que la aza-dCyd se encuentra formando parte del pool intracelular
de nucleétidos, ésta puede seguir una ruta metabolica diferente a la de su
fosforilacion hasta aza-dCTP. La decitabina puede ser desactivada por

desaminacion hasta aza-desoxiuridina (aza-dUrd), cuya fosforilacion por la
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timidina quinasa es probablemente tan poco eficiente como la de dUrd (Munch-
Petersen, 1991). Por otra parte, el intermediario aza-dCMP también puede ser
desaminado por la dCMP desaminasa. El producto de la desaminacién, el aza-
dUMP, actuaria como un inhibidor de la TS, y contribuir asi a la expansion del
pool de dUTP o ser fosforilado a aza-dUTP. Esta hipotesis estad también
fundamentada en nuestra observacion de que las células deficientes en
dUTPasa son més sensibles a la aza-dCyd. Ademas, la exposicién a decitabina
provoca un aumento significativo en la concentracion intracelular de dUTP,
aunque con la técnica utilizada no es posible distinguir entre dUTP y aza-dUTP.
El aumento de (aza)dUTP conlleva una disminucién asociada de la razén
dTTP/(aza)dUTP, si bien esta alteraciéon se produce tnicamente en células
deficientes en dUTPasa, lo que indica que en condiciones normales, esta enzima
es capaz de hidrolizar el (aza)dUTP producido. No hay que olvidar que la
exposicion a decitabina induce el incremento de los niveles intracelulares tanto
de DCTPP1 como de dUTPasa, lo que sugiere que ambas tienen un papel

fundamental en el modo de accién del farmaco.

A la luz de nuestros datos es razonable pensar que en células deficientes en
dUTPasa, la aza-dCyd promueve la incorporaciéon errénea de uracilo o aza-
uracilo en el DNA activando mecanismos de reparaciéon por escision de bases.
De hecho, nuestros resultados muestran como células deficientes en DCTPP1 o
dUTPasa presentan una mayor proporciéon de roturas de doble cadena,
indicado por la fosforilacion de yH2AX, cuando son sometidas a un tratamiento
con decitabina. La expansion del pool de dTTP observada, es probablemente la
consecuencia de la activaciéon de la sintesis de dNTPs en respuesta a dafios en el
DNA (Chen, Eriksson et al. 2010). La decitabina ha sido caracterizada como un
agente que causa dafios en el DNA, tanto roturas de cadena sencilla como de
cadena doble (Chai, Li et al. 2008), por lo que es posible que algunos de estos
dafos se deban a hiperactivacion de la reparacion de uracilo o aza-uracilo en el
DNA. En consonancia con esta hipdtesis, un estudio reciente muestra que

células mutantes para XRCC1, deficientes en BER, son hipersensibles a aza-
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dCyd y este fenotipo se correlaciona con un incremento en sitios abasicos y

roturas de cadena de DNA (Orta, Hoglund et al. 2014).

Existen numerosos estudios en los que se ha descrito que las propiedades
antiproliferativas de la decitabina aumentan en combinacién con inhibidores
de desacetilasas de histonas (HDAC) como el acido valproico, tricostatina A,
fenilbutirato, depsipéptido o vorinostat (Stiborova, Eckschlager et al. 2012). La
hipétesis propuesta es que la inhibicion simultanea de la metilacion de DNA y
de las HDAC induciria un incremento sinérgico en la expresion de genes que
estan metilados en su regién promotora (Wade 2001). Sin embargo, hasta la
fecha no se ha podido establecer una clara correlacién entre la inhibicién de la
proliferacion celular, la respuesta clinica y la reversion de la metilaciéon y la
reactivaciéon de genes (Griffiths and Gore 2008). Curiosamente, los inhibidores
de HDAC también aumentan el efecto citotoxico del agente antitumoral 5-
fluorouracilo (5-FU). El mecanismo de acciéon de 5-FU se basa en la inhibicién
de la TS y uno de los mecanismos de resistencia mas frecuentes es el aumento
en la expresion de esta enzima. Sin embargo, la administracién combinada de 5-
FU junto con inhibidores de desacetilasas de histonas es capaz de revertir esta
resistencia debido a la reduccién de la expresion de la TS (Lee, Park et al. 2006)
(Fazzone, Wilson et al. 2009). Es por tanto tentador especular que la actividad
de la decitabina, de forma similar a 5-FU, podria potenciarse en presencia de
inhibidores de desacetilasas debido a la disminucién de la expresiéon de uno de

sus blancos celulares, como es la TS.

En resumen, los datos obtenidos sugieren un modo de accién dual para la
decitabina, como inhibidor tanto de la metilacién de DNA como de la TS. El
resultado es la acumulacién de aza-dCTP y aza-dUTP en el pool de nicleotidos
y el dafo genotdxico al DNA. En este escenario, las actividades catabdlicas de
DCTPP1 y de la dUTPasa tendrian un papel importante en la eliminaciéon de
estos precursores de DNA no candnicos, de manera que el uso de inhibidores
especificos de ambas enzimas en combinacién con decitabina podria potenciar

la eficacia del tratamiento y prevenir la aparicion de fenotipos de resistencia.
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A la luz de los datos obtenidos en esta tesis doctoral podemos proponer
una funcién dual para DCTPP1 en la célula. Por un lado, esta enzima puede
actuar como dCTP hidrolasa modulando los niveles intracelulares de dCTP.
Ademas, DCTPP1 puede estar también proporcionando dCMP como precursor
para la sintesis de dTTP. Por otro lado, esta enzima puede estar también
implicada en la prevencién de la incorporacion de nucleétidos modificados que
son agentes potencialmente mutagénicos debido a su apareamiento erréneo o a
sus propiedades epigenéticas. En relaciéon con esta funcién, hemos demostrado
como DCTPP1 esta implicada en la eliminacién del andlogo antitumoral aza-
dCyd, abriendo nuevas vias de investigaciéon de resistencias al farmaco e
incluso la posibilidad de utilizar inhibidores de esta enzima en terapias

combinadas.
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. DCTPP1 es una nucledtidohidrolasa que cataliza de manera eficiente la
hidrdlisis de dCTP liberando su forma monofosfato dCMP y pirofosfato
(PPi). La curva de saturacion de este sustrato por DCTPP1 muestra carécter
sigmoidal, con un coeficiente de Hill n = 2,15, que es indicativo de
cooperatividad positiva.

. Bl andlisis de la especificidad de sustrato revela que DCIPP1 tiene
preferencia por otros nucledsidos trifosfato derivados de desoxicitidina con
modificaciones en la posicion 5 de la base. Las constantes de especificidad
mayores se encontraron con el derivado 5-formil y los derivados
halogenados 5-yodo y 5-bromo.

. La actividad de DCTPP1 se encuentra regulada mediante inhibicién
competitiva por uno de los productos de la reacciéon (PPi) y por un

intermediario en la sintesis de dCTP, el dCDP.

. El andlisis de la concentracién de nucledtidos en células deficientes en

DCTPP1 indica que esta enzima juega un papel relevante en la regulacion
del pool de nucle6tidos mediante el control del nivel intracelular de dCTP.

. La supresion prolongada de la actividad DCTPP1 mediante siRNA en
células HeLa inhibe significativamente la proliferacion celular.

. El aumento de proteina DCIPP1 causado por la presencia de
concentraciones elevadas de desoxicitidina en el medio de cultivo indica la
existencia de mecanismos de regulaciéon de la expresion de DCTPP1 en

respuesta a perturbaciones en la concentracién intracelular de dCTP.

. Los estudios de localizacion intracelular de DCTPP1 muestran una

distribucién citosélica, nuclear y mitocondrial, encontrandose una mayor
acumulacion de enzima en este ultimo compartimento. Esta distribucion
sugiere un papel relevante para DCTPP1 en la regulaciéon del pool de
nucleétidos tanto nuclear como mitocondrial.

. DCTPP1 no presenta una expresion o localizacion subcelular diferencial en

funcion del ciclo celular.
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9. La expresion de DCTPP1 se regula en respuesta a cambios en los niveles de
expresion de otras enzimas implicadas en la sintesis de pirimidinas como la
dUTPasa, TK1 y dCK.

10.La deficiencia en DCTPP1 confiere hipersensibilidad a analogos de
desoxicitidina con potencial genotéxico como 5I-dCyd y 5me-dCyd asi como
al farmaco antitumoral aza-dCyd (decitabina) cuya forma activada trifosfato
es hidrolizada de manera eficiente por DCTPP1.

11. Las nucleotidohidrolasas DCTPP1 y la dUTPasa juegan un papel relevante
en la proteccién celular frente al efecto citotéxico y antiproliferativo de la
decitabina. La decitabina ejerce su mecanismo de accién no sélo a través de
la formaciéon de aza-dCTP y su incorporaciéon al genoma sino también
mediante la formaciéon de aza-dUMP que actuaria inhibiendo la timidilato
sintasa y promoviendo la produccion de nucleétidos de caracter genotéxico

como el dUTP y aza-dUTP.
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