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RESUMEN




El sindrome de deplecion y deleciones multiples del ADN mitocondrial (ADNmt) (SDDM) engloba un grupo
de enfermedades minoritarias de herencia autosdmica, recesiva o dominante, debidas a alteraciones en
el mantenimiento del ADNmt. Estas alteraciones se manifiestan como una pérdida de moléculas de

ADNmt (deplecién), acumulacion de deleciones multiples o de mutaciones puntuales en el ADNmt.

El espectro clinico del SDDM es muy amplio y heterogéneo. Puede manifestarse en un rango de gravedad
muy distinto, desde afectaciones simples y relativamente leves, hasta afectaciones de progresion rapida
y/o multiorgdnicas que conducen a la muerte del paciente durante sus primeros afios de vida.
Genéticamente el SDDM es también muy heterogéneo y se asocia a mutaciones en genes nucleares cuyos

productos intervienen en procesos relacionados de algin modo con el mantenimiento del ADNmt.

Uno de estos procesos es la homeostasis de dNTPs que resulta imprescindible para garantizar una correcta
replicacion del ADNmt. El presente trabajo de tesis doctoral consta de estudios preclinicos in vitro e in
vivo para la aplicacion de la administracion de desoxirribonucledsidos (dNs) como precursores de la
sintesis de dNTPs en el tratamiento de dos formas de SDDM, la deficiencia en timidina quinasa 2 (TK2) y

en la subunidad catalitica de la polimerasa mitocondrial (POLG).

La TK2 es la quinasa responsable de la primera y limitante fosforilacién de desoxitimidina (dThd) y
desoxicitidina (dCtd) en mitocondria, esencial en la obtencion de dTTP y dCTP. La deficiencia en TK2 se
presenta tipicamente como una miopatia grave que esta asociada a una marcada deplecién del ADNmt
en musculo. Hemos ensayado la administracion de dThd y dCtd en un modelo murino knock-out para Tk2
(Tk2¥C). Estos ratones desarrollan una encefalomiopatia fatal que progresa rapidamente y conduce a la
muerte a los 16 dias de edad. Con el tratamiento la supervivencia de los ratones Tk2XC asciende a 34 dias,
y los niveles de ADNmt en musculo se normalizan. A pesar de ello, el tratamiento pierde efecto con la
edad. Describimos cambios importantes en el metabolismo de dNTPs que tienen lugar durante el

desarrollo normal del ratdn y contribuyen a reducir la eficacia del tratamiento con la edad.

Por otro lado, hemos trabajado con fibroblastos derivados de pacientes con mutaciones en la subunidad
catalitica de la polimerasa-gamma (POLG), proteina que se encarga de la sintesis del ADNmt. Mutaciones
en esta enzima causan SDDM con un amplio espectro clinico asociado a deplecidn y deleciones multiples
del ADNmt. El tratamiento basado en dNs induce un aumento en el contenido de los cuatro dNTPs
mitocondriales, y esto es suficiente para restituir la capacidad replicativa del ADNmt sin alterar su

fidelidad, en células con mutaciones en diferentes dominios funcionales de POLG.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la estimulacion de la sintesis de dNTPs a través de
la suplementacion con dNs podria ser una estrategia terapéutica vdlida para SDDM distintos a la
deficiencia en TK2 o POLG, asi como para otras enfermedades en las que un incremento en la sintesis del

ADNmt pueda resultar beneficioso.
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1. Las mitocondrias
La teoria de la endosimbiosis se postula hoy en dia como el origen a lo que hoy conocemos como

las mitocondrias. Originariamente las mitocondrias serian bacterias (a-proteobacterias), que
tras un periodo de simbiosis con aqueas (Asgard archaea), se incorporaron a estas células por
endosimbiosis. De esta manera, células bacterianas libres pasaron a ser organulos de células
eucariotas, perdiendo su autonomia. Esta transicion se dio gracias a una integracién progresiva
de ambas células, donde se ha ido produciendo un intercambio en los genes y proteomas entre
el hospedador y el simbionte. Para ello se ha producido una transferencia de genes de la a-
proteobacteria a la Asgard archaea y la evolucidn de un sistema de sefializacion de proteinas

codificadas por el nucleo hacia el recién generado organulo [1, 2].

La bidloga americana Lynn Margulis en el aio 1967 formulé la hipdtesis de la evolucidn de la
vida Eukarya en el articulo titulado “On the origin of mitosing cells” donde proponia que las
mitocondrias derivaban de células autonomas y que las células eucariotas eran el resultado de
la evolucién de una simbiosis ancestral [3]. Hoy en dia la teoria de la endosimbiosis es la mas

ampliamente aceptada para explicar el origen de las mitocondrias [4].

Las mitocondrias son organulos esenciales que se encuentran en casi todas las células
eucariotas, siendo los eritrocitos las Unicas células que no las contienen [5]. Su funcién principal
es la produccidn de energia. Cada tipo celular humano, tiene cientos de mitocondrias en el
citoplasma, dependiendo del requerimiento energético del tejido en el que se encuentren. El rol
mas importante que juega la mitocondria es la generacién de ATP a través del complejo de
cadena de transporte de electrones (CTE) acoplado a un sistema de fosforilacidon oxidativa
(OXPHOS). No obstante, las mitocondrias también forman parte importante de una serie de
procesos bioquimicos que incluyen entre otros la produccién de calor, la apoptosis, la
generacion y detoxificacion de especies reactivas del oxigeno (ROS), la homeostasis del calcio
intracelular, la biosintesis de grupos hemo y hormonas esteroideas, el metabolismo lipidico y de

aminodcidos o la regulacion del ciclo celular [6-8].

Las mitocondrias son orgdnulos dindmicos que pueden desplazarse dentro del citoplasma
celular, fusionarse y dividirse, en funcidn de las necesidades de la célula. Tienen una morfologia
variada y con una estructura caracteristica de doble membrana. Podemos por tanto diferenciar
una membrana externa y una membrana interna con diferente composicion lipidica y proteica,
que separan el espacio intermembrana y la matriz mitocondrial. La membrana externa es lisa y

permeable, conteniendo una gran cantidad de canales acuosos conocidos como porinas, que
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permiten el paso de las moléculas pequefias. La membrana interna en cambio es impermeable
para la mayoria de los solutos y estd muy plegada en lo que se conocen como crestas
mitocondriales. Estas crestas hacen que el area de superficie de la membrana interna sea muy
grande para contener los complejos de CTE responsables de la generacion de energia. La CTE
estd compuesta por cuatro complejos multiheteroméricos (conocidos como complejo | -
complejo IV), que transfieren los electrones extraidos a partir del metabolismo de los nutrientes
por reacciones de reduccidn y oxidacidn secuenciales, a una molécula de oxigeno para producir
agua. Este proceso estd acoplado a la translocacién de protones a través de la membrana interna
por los complejos I, lll y IV, generando un gradiente electroquimico que es utilizado para
convertir ADP en ATP en el complejo V (también conocido como ATP sintasa). El gradiente
electroquimico también se utiliza para otros procesos bioquimicos que tienen lugar en la

membrana [9] (llustracién 1).
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llustracion 1. Representacion esquematica de la fosforilacién oxidativa. Las células utilizan este proceso metabdlico
para acumular energia en forma de ATP mediante la oxidacién de nutrientes. La cadena respiratoria esta formada por
los complejos I-IV y el complejo V (imagen de Gorman et al, Nat Rev Dis Primers, 2016 [10]).

Se ha estimado que son necesarias unas 1500 proteinas para mantener la estructura y funcién
de una mitocondria [11]. Las mitocondrias estan bajo un control de genoma dual. Por un lado,
en su matriz contienen su propio ADN mitocondrial (ADNmt), que codifica para solamente 13
proteinas mitocondriales esenciales (que forman parte de las subunidades de los complejos |,
I, IV y V de la CTE) [12]. Por otro lado, mas del 99% de las proteinas mitocondriales estan
codificadas por genes nucleares (ADNn), sintetizadas en el citoplasma e importadas a la
mitocondria (incluyendo el resto de subunidades de la CTE, factores de regulacion de la
expresion del ADNmt, enzimas, transportadores, factores de ensamblaje de la CTE...). Por lo
tanto, la funcién mitocondrial y su correcta homeostasis estan bajo el control tanto del ADNmt

como del ADNn. De todas estas proteinas, solamente un centenar estan directamente
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involucradas en la fosforilacién oxidativa y la produccién de ATP. La genética dual del
metabolismo mitocondrial hace que las mutaciones en ambos genomas puedan dar lugar a
disfunciones y enfermedades mitocondriales. Estas caracteristicas genéticas explican por qué
las enfermedades mitocondriales pueden tener cualquier patrén de herencia. Podremos
encontrar mutaciones en el ADNn que den lugar a enfermedades de transmisidn autosémica
(tanto dominantes como recesivas) o unidas al cromosoma X, asi como mutaciones en el ADNmt

transmitidas por herencia materna [13].

1.2. El ADN mitocondrial

Una célula humana puede contener miles de copias de ADNmt distribuidas dentro de cientos de
mitocondrias individuales o formando una red intracelular [14]. E| ADNmt estd compuesto por
una doble cadena circular de 16.569 pares de bases que contienen 37 genes requeridos para la
produccién energética. Estos genes codifican 13 proteinas de las subunidades del complejo de

CTE, 22 ARNs de transferencia (ARNt) y 2 ARNs ribosomales (ARNTr) (llustracién 2).

llustracion 2. Genoma mitocondrial humano. El ADNmt humano es una molécula circular de 16,6 kb que codifica 13
subunidades de la cadena de transporte de electrones, 2 ARNr (en naranja) y 22 ARNt (en amarillo). Ademas, incluye
una region no codificante de 1,1 kb llamada D-loop con funcién reguladora (en negro). OH y OL son los origenes de
replicacion de la cadena pesada (heavy-strand) y ligera (light-strand) respectivamente. HSP, heavy-strand promoter;
LSP, light strand promoter (imagen de Gorman et al, Nat Rev Dis Primers, 2016 [10]).

En funcidn de su densidad por su distinto contenido en nucledtidos de guanina y citosina, se
distinguen dos hebras conocidas como hebra pesada (H, heavy) vy ligera (L, light). E| ADNmt

contiene escasas regiones de control donde se encuentran los promotores y origenes de
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replicaciéon de ambas hebras. Cada hebra tiene su propio origen de replicacién, Oy es el de la
hebra Hy O, el de la hebra L [15]. El ADNmt esta organizado en complejos de proteina-ADN
llamados nucleoides, que proporcionan unidades eficientes de segregacion del ADNmt,
conteniendo de una a varias copias de ADNmt [16, 17]. Algunas de las proteinas que componen
los nucleoides son multifuncionales, con roles tanto en el mantenimiento del ADNmt como en
el metabolismo intermediario. Los nucleoides estan anclados a la membrana interna
mitocondrial por la parte de la matriz y se encargan de que el material genético de la mitocondria
se distribuya a lo largo de las mitocondrias. Forman unidades de replicacidon auténoma que se
pueden segregar independientemente y estdn distribuidas uniformemente dentro de la red

mitocondrial [18, 19].

El replisoma mitocondrial estd formado por una serie de enzimas que son necesarias para
sintetizar el ADNmt durante su replicacién. Estas enzimas necesitan estar en cantidades
equilibradas para funcionar correctamente. El intercambio intramitocondrial de contenidos a
través de la fusibn mitocondrial permite el mantenimiento de un proteoma en correcta
homeostasis. Ademds, una suplementacién equilibrada de desoxirribonucledsidos trifosfato

(dNTPs) es necesaria para su correcto funcionamiento.

El ADNmt humano se replica y repara gracias a la polimerasa y (pol y), una enzima
heterotrimérica compuesta por una subunidad catalitica de 140 kDa (p140) codificada por POLG
y dos subunidades accesorias homodiméricas de 55 kDa (p55) codificadas por POLG2 [20]
(Hustracilon 3). El gen POLG contiene 23 exones y su proteina madura (POLG, también
denominada POLG1 6 POLGa) esta dividida en tres dominios funcionales. Contiene un dominio
3’-5’ exonucleasa, un dominio linker y un dominio con actividad polimerasa 5’-3° muy
conservado. El dominio exonucleasa incrementa la fidelidad de la replicacion del ADNmt
proporcionando actividad correctora a la enzima y actividad 5’ desoxirribosa fosfato (dRP) liasa
[21]. Las subunidades accesorias se unen asimétricamente a la subunidad catalitica, donde cada
mondmero juega un rol distinto, otorgando alta procesividad y aumentando la afinidad por el
ADN [22]. El p55 proximal aumenta la afinidad de unidn al ADN, mientras que el p55 distal es
importante para la aceleracion en la incorporacion de dNTPs [23, 24]. La pol y es una enzima de
la maquinaria de replicacion del ADNmt, pero para realizar su funcidn necesita de un conjunto

de proteinas con las que forma el replisoma completo del ADNmt [25].

Twinkle (codificada por el gen TWNK) funciona como una ADN helicasa 5’-3’ y es necesaria para

la rotura de los puentes de hidrégeno que mantienen las dos hebras de ADN unidas, causando
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una desnaturalizaciéon del ADNmt, desenrollando la hebra y separandola permitiendo el avance
de la polimerizacion [26]. La topoisomerasa | mitocondrial (TOP1IMT) es otro de los
componentes del replisoma del ADNmt que actua sobre la topologia del ADNmt desenrolldndolo
al frente de la horquilla de replicacién. Se encarga de liberar tensidn en la doble hélice del
ADNmt catalizando la escision transitoria de la doble hélice de ADNmt y su posterior ligacidon
[27, 28]. La ARN polimerasa mitocondrial (POLRMT), ademas de su funcidn en la transcripcion,
actla como primasa para la replicacion del ADNmt. Junto con el factor A de transcripcion
mitocondrial (TFAM), juegan un papel importante en la produccién del ARN primer para iniciar
la replicacién del ADNmt por la pol y [29, 30]. TFAM ademas de ser necesario en la replicacidony
unirse de forma especifica a las secuencias promotor, también se une de forma inespecifica a
lo largo de toda la molécula jugando un papel muy importante en el empaquetamiento del
ADNmt [31]. Otro de los componentes esenciales en la sintesis del ADNmt es la proteina de
unién al ADNmt de cadena simple (ssDNA) (mtSSB). EIl mtSSB se une a las cadenas de ssDNA
estabilizandolas y evitando que renaturalicen durante el proceso de replicacién. La exonucleasa
| para el mantenimiento del genoma mitocondrial (MGME1), la ADN ligasa Ill mitocondrial, la
ribonucleasa H1 (RNasa H1) y la endonucleasa 1 de cambio entre ARN y ADN (FEN1), son otras
de las enzimas necesarias para la correcta replicacion, mantenimiento y reparacion del ADNmt
[32]. La ADN helicasa/nucleasa 2 (DNA2) también es necesaria para el mantenimiento del
ANDmt y ADNn por su funcién en la reparacion y replicacidon del ADN [33]. Ademas, DNA2 ha
demostrado estimular la actividad de pol y y colocaliza con Twinkle en el nucleoide mitocondrial,

sugiriendo un rol importante en el replisoma [34].

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

—— Nascent L-strand —=— Nascent H-strand —— RNA
GPOLY @TWINKLE 6 POLRMT @ mtSSB

llustracion 3: Modelo asimétrico de replicacidon del genoma mitocondrial humano. La replicacién del ADNmt se inicia
en el Oy y se desplaza unidireccionalmente produciendo la cadena H. El mtSSB se une y protegé la otra cadena H
expuesta. Cuando el replisoma pasa por el O, una estructura de loop se forma y bloquea la uniéon de mtSSB, formando
unaregion de loop de hebra simple desde donde POLRMT puede iniciar la sintesis de primers. La transicion a la sintesis
de ADN de la hebra L tiene lugar cuando la POLG reemplaza la POLRMT al final 3’ del primer. La sintesis de las dos
hebras tiene lugar de forma continua hasta que dos moléculas de cadena doble de ADN se han formado (imagen de
Maria Falkenberg, Essays in Biochemistry, 2018 [35]).
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La replicacion del ADNmt de una célula animal es lenta y compleja, tardando una hora
aproximadamente en sintetizar ambas hebras hijas. Se trata ademas de un proceso continuo,
independiente de la divisién celular. Se han propuesto diferentes mecanismos para la
replicaciéon del ADNmt, siendo la replicacién asincrénica el modelo mas aceptado. En este
modelo de replicacidn, también conocido como modelo asimétrico de desplazamiento de hebra,
hay dos origenes de replicacién independientes y unidireccionales que promueven al replisoma
a iniciar una sintesis continua de ADN, pero el inicio de los dos origenes de replicacién no ocurre
al mismo tiempo. La replicacién del ADNmt se inicia en el Oy con la sintesis de la cadena H. El Oy
esta localizado en el D-loop, una regidn no codificante que contiene las principales secuencias
de regulacién para la transcripcién y el inicio de la replicacion [36]. A partir del promotor de la
cadena L (LSP) se genera un fragmento de RNA por la accién de la POLRMT que sirve de primer.
Pocos nucledtidos después se produce una transicion a DNA que coincide con el inicio de
replicacion Oy. La hebra H que se va desplazando, se va cubriendo con mtSSB lo que previene
su renaturalizacién De acuerdo con este modelo de replicacién, la sintesis de la cadena H
progresay cuando estd a dos tercios del camino, llega al O donde se inicia la sintesis de la cadena
L. Una vez la horquilla de replicacion de la cadena molde H pasa el O,, ésta adopta una estructura
de loop que es reconocida por la POLRMT. La POLRMT inicia la sintesis del primer para la cadena
L. POLRMT no puede avanzar en fragmentos de ssDNA por lo que pronto se substituye por la pol
Y para que pueda avanzar la sintesis de la cadena L en la direccion contraria a la que se estaba
sintetizando la cadena H. La mtSSB o el ARN cubren y estabilizan la cadena H que se va
desplazando durante la replicacion del ADNmt (intervalo entre el inicio de la cadena H y la
sintesis de la cadena L) [37]. La RNasa H1 es esencial en la terminacién de la replicacion por su
funcién en la eliminacidn del primer [38]. En este proceso de terminacion de la replicacién

también actuan la MGME1, DNA2, FEN1 y ADN ligasa Ill mitocondrial [39].

El otro modelo de replicacion del ADNmt conocido como bootlace, defiende que la replicacion
del ADNmt tiene lugar de forma simétrica y simultdanea en ambas cadenas. Este modelo implica
que transcritos de ARN procesados se unen a lo largo de la hebra H desplazada en la direccidn
3’-5’ y se mantienen hibridados sirviendo de primers para la sintesis de ADN hasta que son

desplazados, degradados o procesados [40].

Las mitocondrias son organulos dinamicos que estan constantemente dividiéndose (fisidén) o
uniéndose con otras mitocondrias (fusidn). Estos procesos se dan con el objetivo de mantener
un proteoma balanceado para un correcto funcionamiento de la mitocondria [41]. La fision

mitocondrial requiere una correcta coordinacidn entre la membrana externa e interna por la
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accion de diversas GTPasas. Para la fusién mitocondrial en cambio, son necesarias las proteinas
mitofusina 1 (MFN1) y mitofusina 2 (MFN2) que modulan la fusién de la membrana externa, y
la proteina de atrofia dptica 1 (OPA1) que esta asociada a la membrana interna mitocondrial
[42]. OPA1 es una GTPasa localizada en la membrana interna mitocondrial involucrada en la
fusiéon mitocondrial, organizacién de las crestas y el control de apoptosis. Ademas, OPA1 ancla
los nucleoides en la membrana interna de las mitocondrias, permitiendo su futura distribucién
y promoviendo la replicacion del ADNmt. Existen otras proteinas mitocondriales como la
proteina F-box y rica en repeticiones de leucina 4 (FBXL4) que juegan papeles importantes en el
proceso de fusion mitocondrial mediante la regulacidn e interaccién con otras proteinas de
fusion [43]. Recientemente, se identificd una proteina citosdlica, Regulador de la morfologia y
distribucion mitocondrial misato 1 (MSTO1) que se localiza como factor soluble en la interfaz
citosol-membrana mitocondrial externa e interactia con la maquinaria de fusién mitocondrial

participando de forma esencial en el proceso de fusién [44].

Los dNTPs son las moléculas necesarias para la sintesis del ADN y por tanto son esenciales para
cualquier célula. Para la replicacién tanto del ADNmt como del ADNn, es necesario un buen
equilibrio del pool de dNTPs. La tasa de sintesis de dNTPs depende de las necesidades nucleares
de replicacion del ADN que, a diferencia de la sintesis del ADNmt, estd limitada a la fase S del
ciclo celular. Cuando nos encontramos fuera de la fase S el poo/ de dNTPs se reduce y es 10 veces

menor que el de las células en divisién [45].

Las células utilizan dos rutas para la sintesis de dNTPs: la ruta de sintesis de novo y la ruta de
salvamento (llustraciéon 4). La ruta de sintesis de novo tiene lugar en el citosol y esta regulada
por el ciclo celular, operando principalmente durante la fase S del ciclo y disminuyendo
drasticamente su actividad en las fases post-mitéticas donde la célula no se divide. La ruta de
salvamento en cambio tiene lugar tanto en el citosol como en la mitocondria y sigue activa en

células post-mitdticas o quiescentes.

A diferencia del ADNn, que Unicamente se replica durante la division celular, el ADNmt se
sintetiza continua e independientemente del ciclo celular. Dentro de la mitocondria no existe
una sintesis de novo de dNTPs y la membrana interna de la mitocondria es impermeable a estas
moléculas cargadas. Es por eso por lo que, para mantener la replicacién del ADNmt, se necesita
un pool de dNTPs mitocondriales equilibrado que provenga de las rutas de salvamento
mitocondrial o por importe de dNTPs citosdlicos a la matriz mitocondrial, via transportadores

especificos [46, 47].
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llustracidn 4: Representacion esquematica de las rutas metabdlicas que suplementan dNTPs para la replicacion del
ADNmt. dThd: desoxitimidina; dCtd: desoxicitidina; dAdo: desoxiadenosina; dGuo: despxiguanosina; TP: timidina
fosforilasa; TK1: timidina quinasa 1; TK2: timidina quinasa 2; dGK: desoxiguanosina quinasa; dCK: desoxicitidina
quinasa; cdN y mdN: desoxinucleotidotidasa citosélica y mitocondrial; dCTD: dCMP desaminasa; TS: timidilato sintasa;
RNR: ribonucleotido reductaso. ENT1: transportador equilibrativo de nucledsidos 1. Los circulos con interrogacion
indican evidencias de transporte concentrativo de dTMP. Las enzimas en gris estan involucradas en el sindrome de
deplecion del ADNmt (imagen de Gonzalez-Vioque et al, PLoS Genet, 2011 [48]).

1.3.1. Sintesis de dNTPs mediante la ruta de novo
La biosintesis de dNTPs mediante la ruta de novo, empieza con moléculas pequefias como los

aminodcidos o el CO,. Existen varias enzimas citosdlicas involucradas en el metabolismo de
nucleétidos dentro de esta ruta, que son importantes para el mantenimiento de un pool de
dNTPs equilibrado tanto en el citosol como en la mitocondria, indispensable para la replicacion

y reparacion del ADN tanto mitocondrial como nuclear.

Los productos de esta ruta son los ribonucledsidos difosfato (NDP), para posteriormente
reducirse a desoxirribonucledsidos (dNs) difosfato (dNDPs) por la accion de la enzima citosélica
ribonucledtido reductasa (RNR). Estos dNDPs son fosforilados una vez mas por las nucleésido
difosfato quinasas (NDPKs) a su dNTP correspondiente. La RNR es una de las enzimas claves en
la ruta de novo, y consiste en un heterotetrdmero compuesto por dos subunidades cataliticas

grandes (R1) y dos subunidades pequefias que presenta dos isoformas (R2 o p53R2, subunidad
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inducible por p53). La actividad RNR, ademds de estar regulada alostéricamente, esta controlada
tanto a nivel transcripcional como traduccional, siendo durante la fase S del ciclo celular cuando
mas actividad presenta [49]. Durante la divisién celular, el complejo R1/R2 es el principal
proveedor de dNTPs. En las células quiescentes, la expresién de la subunidad R2 estd reprimida
y degradada por protedlisis, pero en su lugar la subunidad p53R2 forma un complejo estable
junto con la subunidad R1. El complejo R1/p53R2 puede sintetizar dNTPs en células post-
mitéticas para mantener el pool de dNTPs suficiente para la reparacion de ADN [50, 51] y el

mantenimiento del ADNmt [52].

La actividad de la timidilato sintasa (TS) también es indispensable en esta ruta para la sintesis de
dTTP. Esta enzima se encarga de catalizar la metilacién de dUMP a dTMP y también estd regulada

por el ciclo celular, expresandose principalmente durante la fase S [53, 54].

La ruta de salvamento recicla dNs, nucledsidos y nucleobases preexistentes, para sintetizar los
dNTPs correspondientes. En esta ruta hay cuatro enzimas con actividad quinasa que son muy
importantes y se encargan de la produccion de desoxirribonucledsidos monofosfatos (dNMP) a
partir de dNs. Estas desoxirribonucledsido quinasas, catalizan la transferencia de un grupo
fosfato proveniente del ATP u otro ribonucledsido trifosfato, formando los dNTPs. Se tratra de

las enzimas mas limitantes en la ruta de salvamento de sintesis de dNTPs [55].

Dentro de la ruta de salvamento mitocondrial, y localizadas en la matriz mitocondrial,
encontramos a la timidina quinasa 2 (TK2), un mondmero de 29 kDa que juega un papel
importante en la sintesis de dNTPs de pirimidina. Concretamente la TK2 se encarga de catalizar
el primer paso y mas limitante en la fosforilacion de dNs de pirimidina, convirtiendo la
desoxicitidina (dCtd) y desoxitimidina (o timidina, dThd) en desoxicitidina monofosfato (dCMP)
y timidina monofosfato (dTMP), respectivamente [56]. Por otro lado, el primer paso en la ruta
de salvamento de las purinas dentro de la mitocondria, estda mediado por la desoxiguanosina
quinasa (dGK) la cual fosforila la desoxiguanosina (dGuo) y la desoxiadenosina (dAdo) a
desoxiguanosina monofosfato (dGMP) vy desoxiadenosina monofosfato (dAMP)

respectivamente [57]. Se trata de un dimero de dos subunidades idénticas de 30 kDa.

En la ruta de salvamento citosdlica, encontramos otras dos enzimas que realizan la misma
funcion que la TK2 y la dGK. Por un lado, tenemos la timidina quinasa 1 (TK1) y por otro la
desoxicitidina quinasa (dCK). La TK1 fosforila inicamente dThd a dTMP, y dUrd a dUMP, siendo
la desoxirribonucledsido quinasa con mayor especificidad de sustrato [58]. Basandonos en la

secuencia de amino acidos, esta proteina es la que menos se parece el resto y se clasifica en una
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familia de proteinas diferente con similitud a la kinasa de herpesvirus que también incluye las
timidilato kinasas. Actia como homodimero u homotretramero con un tamafo de subunidad
de 24 kDa. Esta fuertemente regulada por ciclo celular tanto a nivel transcripcional como
postraduccional, y su actividad aumenta en fase S. La dCK fosforila dNs de purina y pirimidina,
preferentemente la dCtd a dCMP, pero también la dAdo y la dGuo a dAMP y dGMP

respectivamente. Estd compuesta por dos polipéptidos idénticos de 261 amino acidos [59].

Todos estos dNMP generados, experimentan dos fosforilaciones adicionales y sucesivas antes
de convertirse en dNTPs. Las nucledsido monofosfato quinasas (NMPKs) catalizardn la primera
fosforilacién convirtiendo los dNMPs en desoxirribonucledsidos difosfato (ANDP), mientras que
las nucledsido difosfato quinasas (NDPKs) catalizaran la segunda fosforilacion convirtiendo los
dNDP en dNTPs [60]. Las NDPK mitocondriales, forman un complejo con la succinil-CoA ligasa
(SUCL) y la gamma-aminobutirato transaminasa (GABAT). La interaccion fisica entre los tres
enzimasy la formacidn de este complejo se cree esencial para la funcién de la NDPK mitocondrial
y la consecuente generacion de dNTPs. Tanto SUCL (compuesta por una subunidad alfa y una
subunidad beta) como GABAT, estan consideradas como enzimas de funcién dual [61, 62].
Ademas de ayudar a NDPK en la sintesis de dNTPs, SUCL es una enzima del ciclo de Krebs que
cataliza la conversidn reversible de succinil-CoA y ADP o GDP a succinato y ATP o GTP. GABAT
por otro lado, cataboliza el principal neurotransmisor inhibitorio GABA (acido gamma-

aminobutirico) en la matriz mitocondrial [61, 62].

El pool de dNTPs depende tanto de las dos rutas anabdlicas que hemos descrito, como de otro
tipo de enzimas catabdlicas que se encargan de degradar los dNTPs sintetizados creando ciclos

de regulacion en funcidn de las necesidades celulares.

Por un lado, los dNMPs producto de las quinasas, son reconvertidos en dNs por mediacion de
las 5’-desoxirribonucleotidasas mediante desfosforilacion [63]. Se conocen muchas

nucleotidasas en el citosol, pero solamente se ha encontrado una en la mitocondria (mdN) [64].

Por otro lado, existen otras enzimas que se encargan de degradar estos dNs. Las nucledsido
fosforilasas (nucleosidasas), son un grupo de enzimas catabdlicas que compiten con las
desoxirribonucledsido quinasas por la degradacion o activacidn de los dNs. Las nucleosidasas
limitan la expansidn del pool de dNTPs por degradacién fosforolitica. Dentro de este grupo
encontramos la timidina fosforilasa (TP), una de las enzimas importantes en esta ruta que
cataliza la fosforolisis de dThd y dUrd. Por otro lado, encontramos a la purina nucledsido

fosforilasa (PNP) que degrada la dGuo y la desoxiinosina. Las desaminasas catalizan la
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eliminacion de un grupo amino de dNs. En este grupo encontramos la citidina desaminasa (CDA)
que degrada la dCtd a dUrd y por otro lado la adenosina desaminasa (ADA) que cataliza la

conversion de dAdo a dino [65].

Tal y como hemos visto los competidores mas eficientes para las desoxirribonucledsido quinasas
de purina son la PNP y la ADA. Ambas enzimas son citosdlicas y muy activas y efectivas
previniendo la acumulacién de dGTP y dATP en células de mamifero y por tanto, degradando los
sustratos de la dCK y la dGK. La accidn de estas enzimas es muy importante para evitar la
expansién del pool de dNTPs de purina dado que su acumulacién es muy peligrosa, siendo dGTP
y dATP efectores alostéricos negativos de la RNR [66]. Esto conduciria a una inhibicion de la
sintesis de novo de los dNTPs mediada por la RNR y a un desbalance en el pool de dNTPs.
Deficiencias en PNP y ADA son causa de enfermedades graves en las que la inmunidad de los

pacientes estd comprometida [67, 68].

Por ultimo, tenemos la proteina 1 con dominio SAM y HD (SAMHD1), una trifosfohidrolasa que
defosforila los dNTPs directamente a dNs. La reaccidn necesita la estimulacidon de dGTP. Esta
enzima juega un papel muy importante en el mantenimiendo de la homeostasis de los dNTPs

celulares y su deficiencia también da lugar a inmunodeficiencias [69, 70].

Aunque el pool de dNTPs citosdlicos y mitocondriales se encuentran separados por la doble
membrana mitocondrial, ambos compartimentos estan interconectados e intercambian
componentes a través de transportadores especializados. En células post-mitéticas, dénde el
pool de dNTPs citosdlico se ha reducido de forma muy importante, la célula utiliza esencialmente
de la ruta de salvamento, y la mitocondria se vuelve mas dependiente de su propia capacidad
para generar dNTPs, donde las enzimas TK2 y dGK son indispensables. En células en divisién en
cambio, el pool de dNTPs citosdlico, y también mitocondrial, se mantiene sobre todo gracias al
importe de dNTPs citosdlicos derivados de las rutas de novo. Para permitir este importe del

citosol a la matriz mitocondrial, son necesarios transportadores de membrana especializados.

El transporte de nucledsidos en humanos estd mediado por dos familias de proteinas, la familia
SLC28 compuesta por los transportadores concentrativos (CNT) y la familia SLC29 compuesta
por los transportadores equilibrativos (ENT) [71, 72], presentando diferente distribucion tanto
en drganos como en tejidos celulares [73]. Por ahora no se han caracterizado transportadores

de dNMPs, dNDPs o dNTPs.
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Los CNT tienen 3 miembros (CNT1, CNT2 y CNT3) y presentan mayor afinidad por el sustrato
pero una selectividad mas restringida. Estos transportadores median el flujo unidireccional de
nucledsidos haciendo un gasto energético a través de gradientes transmembrana de sodio. La
estequiometria sodio:nucledsido de cada uno de los CNT también es diferente [74] y aunque
normalmente se acoplan a Na*, el CNT3 ha demostrado poder acoplarse también a H* para el
transporte de nucledsidos [75]. El CNT3 es el que presenta mayor espectro de selectividad y una

capacidad concentrativa mas alta [76].

Los ENT estan compuestos por 4 miembros (ENT1, ENT2, ENT3 y ENT4) y se caracterizan por baja
afinidad pero amplia selectividad de sustrato. Los ENT median la entrada de los nucledsidos de
forma bidireccional a través de la membrana plasmatica y a favor de gradiente de concentraciéon
[77]. ENT1 y ENT2 son los principales transportadores equilibrativos transportando nucleésidos
a través de la membrana plasmatica y funcionan tanto con nucledsidos de purinas como de
pirimidina. En la membrana mitocondrial Unicamente se han encontrado localizados los

transportadores ENT1 [78] y en ENT3 que funciona predominantemente dentro de la célula [79].

Las enfermedades mitocondriales son un grupo de patologias clinicamente y genéticamente
muy heterogéneas, debidas a variantes patogénicas en el ADNmt y en los genes nucleares que
codifican proteinas mitocondriales [80]. Estas mutaciones dan lugar a disfuncion de la CTE y
dafios en el complejo OXPHOS con la consiguiente incapacidad de generar la energia suficiente
para las necesidades de los diferentes tejidos. Los drganos con mayores requerimientos
energéticos suelen ser los mas afectados. El sistema nervioso central, musculos cardiaco y
esquelético, sistema endocrino, el higado y el sistema renal, suelen ser claros ejemplos de

organos afectados por patologias mitocondriales [81].

Las enfermedades mitocondriales se encuentran dentro de las enfermedades raras, siendo su
prevalencia desde 5 a 15 casos por cada 100.000 individuos (con aparicion en la infancia a una
edad <16 afios). Las variaciones en la prevalencia estan afectadas por los criterios de inclusion
que se utilizan en cada caso. Ademas, estas variaciones son debidas a la presencia de mutaciones
genéticas fundadoras y a la consanguinidad. Las mutaciones genéticas fundadoras, aumentan la
prevalencia de enfermedades mitocondriales especificas en ciertas poblaciones [82, 83]. Las
poblaciones con alta consanguinidad muchas veces muestran un incremento en la prevalencia
de enfermedades hereditarias, sobre todo cuando hablamos de aquellas que tienen herencia

autosémica recesiva [84, 85].
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En adultos, la prevalencia de las enfermedades mitocondriales debidas a mutaciones en el
ADNmt estd estimada en 9,6 casos por cada 100.000 individuos, mientras que la prevalencia de
las debidas a mutaciones en el ADNn estd estimada en 2,9 casos por cada 100.000 individuos

[86].

El ADNmt se hereda por via materna y durante el desarrollo embrionario temprano las Unicas
mitocondrias que tienen las células son las adquiridas mediante el ovocito, ya que las
mitocondrias provenientes del esperma se eliminan. No obstante, existen trabajos recientes que
sugieren que, de forma muy poco frecuente y asociado a defectos en los procesos de autofagia,
es posible la transmision del ADNmt proveniente del espermatozoide [87]. EIl ADNmt estd
continuamente sintetizdndose independientemente del ciclo celular, a diferencia del ADNn que
solo replica en la fase S del ciclo. Las células requieren un nimero adecuado de moléculas de
ADNmt para la produccion de las subunidades del complejo de la CTE codificada por el ADNmt
y por tanto para la produccion de energia [88]. Mutaciones en el ADNmt pueden afectar de
forma directa a subunidades de la CTE, o a alguno de los ARN de transferencia o ribosémicos
necesarios para su expresion y también sintetizados a partir del ADNmt. En el primer caso, la
alteracion suele afectar de forma especifica a uno de los complejos mientras que en el segundo,
se ve afectado el proceso de traduccidn mitocondrial y por tanto los efectos se dan de forma

generalizada en todos los complejos OXPHOS.

Dentro de una misma célula existen multiples copias de ADNmt que variaran en funcion del tipo
celular. Muchos pacientes con enfermedades mitocondriales debidas a mutaciones en el
ADNmt, tienen una mezcla de ADNmt mutado y ADNmt sano. Esta caracteristica es conocida
como heteroplasmia y la proporcién de copias de ADNmt con mutaciones patogénicas frente al
sano, sera un factor clave para determinar si la célula expresa algin defecto bioquimico. Cuando
el grado de heteroplasmia es alto, tendremos células con altos niveles de ADNmt mutado y bajos
niveles de ADNmt sano. El limite al que la deficiencia se manifiesta clinicamente varia en funcion
de la mutacidn especifica y del tipo celular en el que se encuentra, pero normalmente se

requieren niveles mayores del 50% de ADNmt mutado para dar lugar a disfuncion celular.

El diagnéstico clinico de estas enfermedades es complicado porque engloba una diversidad de

fenotipos que pueden comprometer muchos érganos diferentes [12].

De las 1500 proteinas que conforman el proteoma mitocondrial, tan solo 13 estan codificadas

por el genoma mitocondrial. El resto de proteinas que constituyen las subunidades de la CTE,
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proteinas de ensamblaje, transportadores, enzimas... estan codificadas por el genoma nuclear
[89]. Las consecuencias patogénicas de las mutaciones en el ADNn que afectan a la mitocondria
incluyen defectos en: las subunidades de la CTE, factores de ensamblaje e importe de proteinas
a la mitocondria, traduccién del ADNmt, metabolismo de lipidos o deficiencia en CoQi0 ademas

de la replicacidon del ADNmt en los cuales nos centraremos mas profundamente [90]

2. Sindrome de deplecién y deleciones multiples del ADNmt (SDDM)

El mantenimiento del ADNmt depende de un nimero de genes nucleares que codifican las
proteinas necesarias para la correcta sintesis del ADNmt y el mantenimiento de un pool de
dNTPs mitocondriales equilibrado [91]. Las variantes patogénicas en estos genes resultan en

defectos secundarios del ADNmt.

El sindrome de deplecién y deleciones multiples del ADNmt (SDDM) engloba todos aquellos
sindromes debidos a defectos en la replicacion del ADNmt. Este grupo de enfermedades,
también conocidas como defectos en el mantenimiento del ADNmt, tiene como consecuencia
una sintesis incorrecta del ADNmt, causando defectos cuantitativos (deplecion o descenso en el
numero de copias de ADNmt) [92] o cualitativos (generando mutaciones puntuales o deleciones
multiples del ADNmt) [93]. Se deben a mutaciones en los genes nucleares implicados de algun
modo en la replicacion del ADNmt, incluyendo los genes relacionados con el replisoma del
ADNmt, el desequilibrio en la homeostasis de los dNTPs, el desbalance en la dindmica
mitocondrial o de relacién desconocida con el mantenimiento del ADNmt. El primer hallazgo de
deficiencia en una enzima asociada a alteraciones en el ADNmt fue en el afio 1999 [94].
Concretamente se trataba de la enzima catabdlica citosdlica TP cuya deficiencia daba lugar a
deplecion, deleciones multiples y mutaciones puntuales en el ADNmt. Estas condiciones
genéticas causaban un sindrome progresivo multiorgdnico conocido como encefalomiopatia

neurogastrointestinal mitocondrial (MNGIE).

Posteriormente a la identificacion de mutaciones en TP como causantes de SDDM, han sido
identificados otros genes afectando a distintos procesos relacionados con la replicacién del

ADNmt (ver genes asociados a SDDM mds adelante).

Los defectos en el mantenimiento del ADNmt cldsicamente se han clasificado en dos grupos
diferentes de enfermedades: los sindromes de deplecién del ADNmt y los sindromes de
deleciones multiples del ADNmt, con presentacidn bien durante la infancia y de mas gravedad,
o mas leve y con un inicio durante la edad adulta. Clasicamente, los genes afectados se creian

asociados preferentemente a una u otra manifestacion molecular (depleciéon o deleciones).
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Actualmente, y conforme se ha ido expandiendo el espectro genético y clinico de estas
enfermedades, sabemos que tanto la deplecion como las deleciones multiples del ADNmt son
manifestaciones que se producen a través de un mismo patomecanismo y que en los defectos
de casi todos los genes asociados con estas enfermedades se pueden dan ambas alteraciones.
Es por eso que hoy en dia se clasifican en un mismo grupo y se entienden de forma unitaria

como sindromes con un amplio espectro y variedad clinica [95].

Como hemos mencionado anteriormente, el SDDM se caracteriza por alteraciones en el ADNmt
y la consecuente disfuncidn mitocondrial de los tejidos afectados (llustracién 5). Sin embargo, la
clinica del SDDM es muy compleja y heterogénea. Estas enfermedades se asocian a un amplio
espectro fenotipico, afectando a diferentes d6rganos y muchas veces con implicacién
multisistémica [96]. Las manifestaciones clinicas tienen un espectro continuo, desde
presentaciones leves de aparicion en la edad adulta, a presentaciones muy graves y de aparicion
infantil. Alteraciones en un mismo gen dan lugar a menudo a presentaciones clinicas muy
variables, y a su vez, presentaciones clinicas similares pueden tener distinto origen genético.
Todos estos factores dificultan el diagndstico y clasificacién clinica de los SDDM. Aun asi

podemos distinguir cuatro grandes grupos de presentaciones clinicas mas frecuentes [97]:

El PEO es muy frecuente en enfermedades mitocondriales. La caracteristica principal de esta
enfermedad es la implicacién del musculo extraocular, presentando ptosis bilateral con
limitaciones en el movimiento de los ojos. Es una encefalopatia de aparicién tardia, los primeros
sintomas suelen aparecer entre los 20 y 40 afios. Frecuentemente los pacientes presentan una
debilitacién progresiva del musculo externo del ojo (oftalmoparesis), debilitacién del muasculo
proximal e intolerancia al ejercicio. Esta enfermedad puede derivar también en problemas
neuromusculares y neuroldgicos. Molecularmente suele manifestarse con presencia de

deleciones multiples del ADNmt [98].

El MNGIE es una enfermedad autosémica recesiva multisistémica. Presenta una combinacion de
caracteristicas donde las manifestaciones gastrointestinales (dismotilidad, diarrea, pseudo-
obstruccion...) son las mds destacadas y debilitantes. La neuropatia periférica, caquexia y PEO
también suelen estar relacionados con el MNGIE. Es una enfermedad grave con una edad media
de aparicion de 19 afos, y una supervivencia de 38 afios. Se caracteriza por la acumulacidn

combinada de deleciones multiples, mutaciones puntuales y deplecion del ADNmt. El MNGIE es
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debido a mutaciones en el gen TYMP aunque sindromes con similitud fenotipica (MNGIE-like)

han sido asociados también a mutaciones en otros genes [99, 100].

2.1.3. Sindromes de espectro neuroldgico recesivo
Dentro de este grupo podemos encontrar distintos sindromes neuroldgicos de gravedad variable

y fenotipos solapantes con deplecién o deleciones multiples en el ADNmt. Uno de los mas
comunes es el sindrome de Alpers-Huttenlocher, una polidistrofia hepatica de aparicion
temprana y prondstico grave, que comporta dafio hepatico progresivo y daifos neuroldgicos
irreparables. Suele estar asociado a deplecién del ADNmt en los tejidos afectados. El sindrome
de SANDO es una neuropatia ataxica sensitiva, con disartria y oftalmoplegia. Se hereda de forma
autosdmica recesiva de aparicion infantil o juvenil, con sindromes progresivos de ataxia sensitiva
con o sin epilepsia. El sindrome de SCAE es una ataxia epiléptica espinocerebelosa con o sin
oftalmoplegia externa. Estos sindromes estdn principalmente relacionados con mutaciones

recesivas en POLG [101].

2.1.4. Sindromes de deplecidon del ADNmt érgano-especifica
Son clinica y genéticamente muy heterogéneos. Suelen ser de aparicién temprana y herencia

autosémica recesiva y presentan un alto grado de depleciéon en el ADNmt. Aunque también
pueden ser multisistémicos, habitualmente afectan de forma especifica a uno o varios de estos
drganos: musculo, cerebro o higado. En funcidn de los érganos afectados podemos clasificarlos

primordialmente en tres formas: miopaticas, encefalomiopaticas o hepatocerebrales.
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llustracién 5. Organos afectados por el SDDM. Los signos y sintomas del SDDM pueden aparecer en diferentes
organos dependiendo del gen afectado (imagen de A. Soumalainen and P. Isohanni, Neuromuscular disorders, 2010
[102]).
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Como hemos visto, segln los genes implicados se ven mas afectados unos tejidos u otros. La
razon de ello no parece ser un patron de expresion diferencial, ya que los genes relacionados
con el SDDM se suelen expresar de forma generalizada en todos los tejidos. Entender por qué
determinados defectos afectan de forma preferencial a un tejido u otro contintda siendo
investigado en la actualidad. En cuanto a los sintomas de cada SDDM, aunque muchos genes se
cataloguen como causantes de un tipo de sindrome, el espectro clinico de cada uno de ellos se
va ampliando cada vez mas con la aparicidn de nuevos casos clinicos. Es por eso que cada vez es
mas comun encontrarse con genes cuyo espectro clinico estd en continua expansidon y los

sintomas y signos asociados se solapan entre las diferentes enfermedades [102].

2.2. Genes asociados a SDDM
Aunque cada vez son mas los genes que se asocian con este grupo de enfermedades, gracias a

las nuevas técnicas de secuenciacién masiva, hoy en dia hay unos 20 genes nucleares se han
relacionado con SDDM y por tanto son cruciales para el mantenimiento del ADNmt. En la
clasificacién que hemos realizado los hemos distribuido en 4 grupos diferentes [97, 103]

(llustracién 6).
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llustracion 6: Genes afectados en los SDDM y representacion de las principales rutas metabdlicas involucradas. Las
proteinas que han sido relacionadas con los SDDM estan marcadas en verde (maquinaria de replicacién), en rojo
(metabolismo de dNTPs) o en azul (fusién mitocondrial) o en gris (inciden en el mantenimiento de ADNmt mediante
un mecanismo desconocido). En amarillo aparecen otras proteinas no relacionadas con los SDDM y en blanco
inhibidores especificos del catabolismo de los dNs. ADA: adenosina desaminasa; AFG3L2: subunidad catalitica de la
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proteasa m-AAA; AGK: acilglicerol quinasa mitocondrial; ANT1: transportador de nucleétido de adenina mitocondrial
en musculo; CDA: citidina desaminasa; cdN: deoxirribonucleotidasa citosélica; dAdo: desoxiadenosina; dCK:
desoxicitidina quinasa; dCtd: desoxicitidina; dCTD: dCMP desaminasa; dGK: desoxiguanosina quinasa; dGuo:
desoxiguanosina; dIno: desoxiinosina; dThd: timidina; dUrd: desoxiuridina; EHNA, eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)
adenina; ENT1: trasportador equilibrativo de nucledsidos 1; FBXL4: proteina F-box y rica en repeticiones de leucina 4;
GABAT: 4cido gamma aminobutirico; GFER: factor de crecimiento estimulador de la regeneracion hepatica; IH,
immucilina H; mdN: desoxirribonucleotidasa mitocondrial; MGME1: exonucleasa 1 para el mantenimiento del
genoma mitocondrial; MFN2: mitofusina 2; MSTO1: regulador de la morfologia y distribucién mitocondrial misato 1;
NDPK: nucleétido difosfato quinasa; NMPK: nucledtido monofosfato quinasa; OPAL: atrofia éptica 1; PNP: purina
nucledsido fosforilasa; POLG1: subunidad catalitica de la poly; POLG2: subunidad accesoria de la poly; RNASEH1:
ribonuclasa H1; RNR: ribonucleétido reductasa; SAMHD1: proteina 1 con dominio SAM y HD; SPG7: proteina
componente de la proteasa m-AAA; TFAM: factor A de transcripcidn; THU, tetrahidrouridina; TK1: timidina quinasa 1;
TK2: timidina quinasa 2; TOP3a: topoisomerasa 1 mitocondrial; TP: timidina fosforilasa; TPI, tipiracil; TS: timidilato
sintasa (imagen modificada de Y. Cdmara et al, Drug Discovery Today, 2013 [104]).

2.2.1. Defectos en genes que codifican enzimas de la maquinaria de replicacion del ADNmt
Podemos clasificar las enfermedades debidas a mutaciones en genes relacionados con la

replicaciéon del ADNmt en dos grupos. Por un lado, encontramos los genes con funcién en la
propia polimerizacion del ADNmt, donde encontramos a la pol Y (codificada por POLG y POLG2),
la helicasa Twinkle (codificada por TWNK) y TFAM, necesario para comenzar la sintesis
(codificado por TFAM). En el segundo grupo encontramos todos aquellos genes involucrados en
la reparacién y maduracién de las nuevas hebras sintetizadas de ADNmt asi como la finalizacion
de la replicacidon. En este grupo encontramos a la RNasa H1 (codificado por RNASEH1), MGME1
(codificado por MGME1) y DNA2 (codificado por DNA2). En la Tabla 1 encontramos la lista de
todos los genes que se encuentran en estos dos grupos y el primer articulo en el que se describid

su relacion con SDDM asi como su afio de publicacion.

Defectos en la polimerizacion del ADNmt
Las mutaciones en POLG son la mayor causa de SDDM, habiéndose descrito alrededor de 300

variantes patogénicas en este gen (http://tools.niehs.nih.gov/polg/). Las variantes patogénicas
en POLG son muy polimdrficas y con un amplio espectro de presentacién, variando su edad de
aparicidn asi como la afectacidn de érganos o sintomas [105, 106] [107] [108]. Suelen dar lugar
a una reduccidn en la actividad de pol y pudiendo llevarla a un estancamiento en la horquilla de
replicacion. La gravedad de las enfermedades suele variar en funcién de la mutacién, pero
muchas veces una misma mutacion da lugar a diferentes sindromes [109, 110], algo comun en

SDDM (mas informacién en el apartado de introduccién 3.2.1).

Las mutaciones en POLG2 pueden dar lugar a una disminucién en la afinidad y una alteracién de
la interacciéon entre la subunidad accesoria p55 con la subunidad catalitica p140. Como
consecuencia, tendremos una procesividad de la pol y reducida que puede dar lugar a un
estancamiento en la horquilla de replicacién [111, 112]. Se han descrito algunas mutaciones

dominantes heterocigotas en POLG2 en pacientes con un amplio espectro de fenotipos
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incluyendo sobre todo PEO [113], pero también miopatia, hipotonia, hepatopatia, neuropatia

sensorial, ataxia y Parkinson [114, 115].

Variantes patogénicas en TWNK, anteriormente denominado como Cl10orf2, afectan su
actividad helicasa dando lugar a un estancamiento en la replicacién y acumulacién de deleciones
multiples del ADNmt [116]. Cuando las mutaciones son monoalélicas, suelen ser dominantes y
con aparicion en la edad adulta, con presentaciones clinicas de PEO y ptosis mayoritariamente.
Otra de las apariciones comunes es la miopatia. Las mutaciones bialélicas son de peor prondstico
con comienzos de la enfermedad sobre los 1-2 afos. Suelen estar asociadas a ataxia
espinocerebelar de aparicion infantil (IOSCA) y sindromes hepatocerebrales, asociadas ambas

con deplecidon del ADNmt [117-119].

TFAM es critico para la replicacién del ADNmt tanto por su rol en la produccion del ARN primer
como en la compactacién del ADNmt y su organizacion en el nucleoide [120]. Es por ello que
variantes patogénicas en TFAM se relacionan con una disminucién en el nimero de nucleoides
y sintesis del ADNmt defectuosa. Se ha descrito una variante patogénica en homocigosis en
TFAM en dos hermanas con retraso en el crecimiento intrauterino y dafio hepdtico, con muerte

en la infancia. Presentaban deplecion del ADNmt en musculo e higado [121].

Una vez las nuevas moléculas de DNA se han sintetizado, éstas deben ser distribuidas a lo largo
de la red mitocondrial, pero los mecanismos que intervienen en este proceso se desconocen.
Estas nuevas moléculas formarian estructuras complejas encadenadas a la molécula parental
gue necesitarian de la accion de varias proteinas para resolverse en moléculas independientes.
Recientemente, se ha asociado a la topoisomerasa 3a con la resolucidon de estas estructuras

[122].

RNASEH1 codifica las isoformas de RNAasa H1 endorribonucleasa nucleares y mitocondriales,
que hidrolizan las hebras de ARN de los hibridos de ARN-ADN. Las variantes patogénicas en
RNASEH1 se relacionaron con una reduccidn en la capacidad de eliminar los primers de ARN,
dando lugar a una disminucidn y estancamiento en la replicacion del ADNmt [123]. Los fenotipos
mas frecuentes son el PEO y la intolerancia al ejercicio. A medida que la enfermedad progresa,

podemos encontrar debilidad muscular y acumulacion de deleciones multiples del ADNmt [123].

MGME1 codifica la flipasa mitocondrial MGME1. Se ha propuesto que variantes patogénicas en
este gen podrian inhabilitar la eliminacién de los intermediaros unidos, dando lugar a una

replicacion del ADNmt defectuosa [124]. Se han identificado variantes bialélicas en MGME1 en
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pacientes con miopatia y PEO asi como deplecidon y deleciones en el ADNmt [125]. Mas
recientemente se ha descrito una delecidn en homocigosis de un paciente infantil con aparicidon

temprana de ataxia cerebral progresiva [126].

También se han descrito mutaciones monoalélicas en DNA2. Estas variantes patogénicas en
DNAZ2 son de herencia dominante y estan asociadas a miopatia y deleciones multiples del ADNmt

en el musculo [127, 128].

Gen/Proteina ID gen en | Herencia | Afectacion del ADNmt | Referencias | Afo
NCBI
POLG/POLG 5428 AR/AD Deplecién/Deleciones/ | [129] 2001
Mutaciones puntuales
POLG2/POLG2 11232 AD Deleciones [130] 2006
TWNK/Twinkle 56652 AR/AD Deplecién/Deleciones | [131] 2001
TFAM/TFAM 7019 AR Deplecién [121] 2016
RNASEH1/RNasaH1 | 246243 AR Deplecién/Deleciones | [123] 2015
MGME1/MGME1 92667 AR Deplecién/Deleciones | [125] 2013
DNA2/DNA2 1763 AR/AD Deleciones [127] 2013
TOP3A/TOP3a 7156 AR Deleciones [122] 2018

Como hemos visto, el pool de nucleétidos mitocondriales estd muy bien regulado y los defectos
en enzimas implicadas en el metabolismo de nucledtidos tanto mitocondriales como citosélicos,
asi como transportadores de nucledtidos entre ambos compartimentos, pueden afectar su
correcta homeostasis. Tanto defectos en el catabolismo como en el anabolismo de nucleétidos
provocan alteraciones en la replicacion del ADNmt. Sabemos que en ambos casos, la causa
ultima del desbalance comporta la insuficiencia de uno o varios dNTPs y esto compromete la
sintesis de ADNmt [48]. En la Tabla 2 encontramos la lista de todos los genes que se encuentran
en este grupo y el primer articulo en el que se describié su relacion con SDDM asi como el afo

de su publicacion.

Todos aquellos genes que codifican enzimas metabdlicas que se encargan de la sintesis de dNTPs
dentro de la mitocondria a través de la ruta de salvamento, son esenciales en el mantenimiento
del pool de dNTPs mitocondrial. En este grupo tendremos la TK2 y la dGK (codificadas por TK2 y
DGUOK respectivamente) que se encargan de catalizar la primera fosforilacién de los dNs
pirimidinicos y purinicos respectivamente. Defectos en DGUOK y TK2 conllevan la insuficiencia

mitocondrial de dNTPs de purina y pirimidina respectivamente.
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Mutaciones recesivas en TK2 se han asociado a formas miopaticas de la enfermedad con un
amplio espectro de gravedad. La forma de presentacion mas tipica y grave es la disfuncién
muscular progresiva muchas veces asociada a insuficiencia respiratoria progresiva [132] aunque
también existen formas menos graves con debilidad muscular [133-135] mds informacién en el

apartado de introduccién 3.1.1).

Mutaciones recesivas en DGUOK se encuentran habitualmente en asociacidn con formas severas
infantiles hepatocerebrales con afectacion multisistémica caracterizada por manifestaciones
hepaticas y neuroldgicas, y con muerte por fallo hepatico durante la infancia en muchos de los
casos. De forma menos comun, existen pacientes con variantes patogénicas recesivas en DGUOK
con un fallo hepatico aislado de aparicién durante la infancia y mucho menos grave que la forma
multisistémica de la enfermedad. Las mutaciones en DGUOK se asocian a deplecion del ADNmt
en higado y musculo [136]. Una secuenciacién de exoma en pacientes adultos ha revelado que
la presencia de mutaciones en DGUOK se asocia también con un espectro clinico amplio y

acumulacidn de deleciones multiples del ADNmt en musculo [137, 138].

Los genes en este grupo estan implicados en el metabolismo citosdlico de nucleétidos, tanto en
la ruta de salvamento como en la ruta de novo y son importantes para mantener la homeostasis
de nucledtidos citosdlicos y también mitocondriales, dado que el pool de nucledtidos

mitocondriales depende, en parte, de los nucledtidos importados del citosol.

El gen RRM2B codifica la subunidad pequefa p53-inducible de la RNR, y se expresa durante todo
el ciclo celular. La identificacion de mutaciones en este gen puso en evidencia la importancia de
la ruta de novo para el mantenimiento del ADNmt [52]. Variantes patogénicas en RRM2B estan
asociadas a un amplio espectro de gravedad de la enfermedad. Podemos encontrar desde
fenotipos poco graves con mutaciones dominantes en edades adultas y relacionadas con casos
de adPEO [139, 140], a fenotipos de mayor gravedad relacionados con mutaciones recesivas
encontradas en casos infantiles con sindrome neuromuscular y deplecion del ADNmt [52]. Se ha
visto que en este caso existe una correlacién entre el genotipo y el fenotipo al que da lugar la

mutacion [141].

El gen TYMP codifica la TP. Defectos en este gen dan lugar a una acumulacidn sistémica de sus
sustratos (dThd y dUrd) [142] y por consiguiente un desbalance en el pool/ de dNTPs que dando
lugar a una insuficiencia en el dCTP [48, 143] se traduce en inestabilidad del ADNmt [144].
Variantes patogénicas recesivas en TYMP estan asociadas al MNGIE, caracterizado por una

dismotilidad gastrointestinal con caquexia, oftalmoplegia, neuropatia periférica y miopatia.
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Normalmente se presenta antes de los 20 afios y esta caracterizado por deleciones multiples,

mutaciones puntuales y deplecion del ADNmt del musculo.

Gen/Proteina ID gen en | Herencia | Afectacion ADNmt Referencias Ano
NCBI
TK2/TK2 7084 AR Deplecién/Deleciones | [145] 2001
DGUOK/dGK 1716 AR Deplecién/Deleciones | [146] 2001
TYMP/TP 1890 AR Deplecién/Deleciones/ | [94] 1999
Mutaciones puntuales
RRM2B/P53R2 50484 AR/AD Deplecién/Deleciones | [52] 2007

Variantes patogénicas en genes como OPA1, MFN2 y FBXL4 dan lugar a unas dindamicas
mitocondriales defectuosas con fragmentacion mitocondrial y alteraciones en la produccidon de
energia. Esto también afecta a la mezcla del contenido intramitocondrial y provoca variaciones
en el proteoma dentro de las poblaciones mitocondriales. Esta heterogeneidad en los
proteomas mitocondriales puede dar lugar a un desequilibrio en las enzimas necesarias para la
sintesis del ADNmt, que necesitan de una precisa estequiometria para la eficiente sintesis de
ADNmt [147, 148]. En la Tabla 3 encontramos la lista de todos los genes que se encuentran en
este grupo y el primer articulo en el que se describid su relacién con SDDM asi como el afio de

publicacidn.

OPA1 codifica la proteina OPAL. Defectos en OPA1 dan lugar a la inhibicion de la replicacion de
ADNmt y a la alteracién de la distribucién de nucleoides en la mitocondria resultando en una
agregacion de los mismos [149]. Variantes patogénicas en OPA1 estan asociadas con atrofia
Optica no sincrénica autosémica dominante, con deleciones multiples del ADNmt en el musculo.
Otras variantes patogénicas recesivas en OPA1 se han asociado con el sindrome de Behr,

encefalomiopatia y deplecidn en el ADNmt del musculo [150, 151].

MFNZ2 codifica la MFN2, y se ha encontrado en asociacién con mutaciones en OPA1 en pacientes
con acumulacidn de deleciones multiples del ADNmt en el musculo [152]. La atrofia dptica y el
sindrome Charcot-Marie-Tooth también son fenotipos que podemos encontrar por mutaciones

dominantes en este gen y dando lugar a deleciones en el ADNmt [153, 154].

FBXL4 codifica la FBXL4. Defectos en este gen dan lugar a una disfuncion mitocondrial por

deplecion del ADNmt y desequilibrio de la red mitocondrial [155]. Variantes patogénicas en
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FBXL4 se han descrito recientemente asociadas a encefalomiopatia y a un retraso en el

desarrollo global [156].

MSTO1, codificada por el gen MSTO1, es una proteina cuya disfuncidon impide el proceso de
fusidn mitocondrial causando miopatia, ataxia cerebelosa y retinopatia pigmentosa, asociadas

a depleciéon de ADNmt.

Gen/Proteina ID gen | Herenci | Afectacion ADNmt Referencias | Afio
en NCBI | a

OPA1/0PA1 4976 AR/AD Deplecién/Deleciones | [157] [158] 2008

MFN2/MFN2 9927 AR/AD Deplecién/Deleciones | [152] 2012

FBXL4/FBXL4 26235 AR Deplecién [159] 2013

MSTO1/MSTO1 | 55154 AR Deplecion [160] 2019

El resto de genes asociados por el momento a SDDM podemos clasificarlo en un cuarto grupo
de genes que por mecanismos aun desconocidos también afectan al mantenimiento del ADNmt.
En modelos animales de algunas de estas deficiencias se ha documentado un desequilibrio en el
pool de dNTPs. Por este motivo, en algunas revisiones bibliograficas algunos de los genes de este
grupo se clasifican como relacionados con la homeostasis de dNTPs. En la mayoria de casos no
se ha probado relacidn directa de estas proteinas con metabolismo de dNTPs por lo que en este
trabajo los incluimos en este cuarto grupo. En la Tabla 4 encontramos la lista de todos los genes
gue se encuentran en este grupo y el primer articulo en el que se describio su relacion con SDDM

asi como el afio de publicacién.

La enzima SUCL esta compuesta por las subunidades a (codificada por SUCLG1) y B (codificada
por SUCLA2 o SUCLG1). Mutaciones recesivas en SUCLG1 se han asociado a encefalomiopatia
con hipotonia, atrofia muscular y retraso en el desarrollo [161]. Mutaciones recesivas en SUCLA2
también se han asociado a encefalomiopatia con presentacién en la infancia y retraso en el
desarrollo, hipotonia, distonia y atrofia muscular. En ambos casos se ha observado deplecién del

ADNmt en el musculo [162].

La enzima GABAT esta codificada por ABAT. Variantes patogénicas en este gen dan lugar a
deficiencia en GABAT, una enfermedad poco comun que eleva los niveles de GABA en el liquido

cefalorraquideo dando lugar a encefalomiopatia [163].
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SLC25A4 codifica ANT1, la isoforma especifica de musculo del translocador del nucledtido de
adenina (ANT) mitocondrial. Esta proteina intercambia ADP por ATP desde el citosol hacia la
matriz mitocondrial, garantizando la disponibilidad del substrato para la fosforilacion oxidativa
(aunque puede funcionar de forma reversa en condiciones glicoliticas dénde juega un papel
importante manteniendo el potencial de membrana). La deficiencia en ANT1 da lugar a un
desequilibrio OXPHOS y en la produccién de energia [164]. Las variantes patogénicas en SLC25A4
pueden ser dominantes o recesivas y siempre se han encontrado asociadas a deleciones
multiples del ADNmt en el musculo. Las mutaciones dominantes, suelen ser de aparicién adulta
y se manifiestan como adPEO, intolerancia al ejercicio y debilidad muscular [165-167]. Las
mutaciones recesivas en cambio suelen aparecer a edades infantiles y asociadas a
cardiomiopatia hipertréfica y miopatia [168]. También se han encontrado casos de

cardiomiopatia hipertréfica causada por mutaciones dominantes en SLC25A4 [169].

La acilglicerol quinasa mitocondrial (AGK) esta codificada por AGK. La deficiencia en AGK da lugar
a una perturbacién en la composicién de la membrana lipidica dentro de la mitocondria. Dado
gue ANT1 estd unida a esta membrana lipidica, deficiencias en AGK afectan al ensamblaje y
estabilidad de ANT1 [170]. Variantes patogénicas en AGK, se han asociado con el sindrome de

Sengers, una enfermedad autosdmica recesiva que tiene presentacién neonatal [171].

El gen MPV17 codifica una pequeiia proteina de la membrana mitocondrial interna (MPV17).
Variantes patogénicas en este gen dan lugar a una disminucién de los dNTPs mitocondriales y
afectacién de la sintesis de ADNmt ralentizando su replicacidon [172-174]. Mutaciones en este
gen estan asociadas a encefalohepatopatia, caracterizada por disfuncién hepatica e implicacién
neuroldgica con retraso en el desarrollo. La disfuncion hepatica suele progresar a fallo hepatico,
que sin un trasplante dard lugar a muerte durante la infancia. Las mutaciones recesivas en
MPV17 también se asocian a miopatia con PEO en edades adultas, con deleciones multiples del

ADNmt [175-177].

El gen GFER codifica el factor de crecimiento estimulador de la regeneracion hepatica (GFER,
Growth factor, augmenter of liver regeneration). GFER participa en el importe de proteinas ricas
en cisteina al espacio intermembrana. Se han identificado mutaciones en GFER en una familia
consanguinea donde los individuos afectos sufrian una deficiencia mitocondrial en la infancia
con miopatia progresiva, cataratas congénitas, sordera sensorineural, y retraso del desarrollo.
Los pacientes mostraban deficiencia combinada de la CTE y deleciones multiples en el ADNmt

[178].
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AFG3L2 y SPG7 codifican para proteinas constituyentes de la AAA-m-proteasa, un sistema ATP-
dependiente asociado a la membrana mitocondrial interna que se encarga de eliminar proteinas
de forma controlada ajustando el proteoma mitocondrial a las necesidades funcionales de la
célula. Mutaciones en AFG3L2 se asocian ataxia espinocerebelosa dominante (SCA28) con
pérdida de células de Purkinje, mientras que mutaciones en SPG7 causan una forma recesiva de
paraplegia espastica hereditaria (HSP7) con afectaciéon de las neuronas motoras cortico-
espinales. Para ambos genes se han descrito casos de PEO asociados a acumulacién de

deleciones multiples del ADNmt.

Gen/Proteina ID gen | Herencia | Afectacion ADNmt Referencias | Afho
en NCBI

SUCLG1/SUCLG1 | 8802 AR Deplecidn [179] 2007
SUCLA2/SUCLA2 | 8803 AR Deplecidn [180] 2005
ABAT/GABAT 18 AR Deplecion [61] 2015
SLC25A4/ANT1 291 AR/AD Deplecién/Deleciones | [164] 2000
AGK/AGK 55750 AR Deplecion [171] 2014
MPV17/MPV17 | 4358 AR Deplecién/Deleciones | [175] 2006
AFG3L2 10939 AR Deleciones [181] 2015
SPG7 6687 AD Deleciones [182] 2014
GFER 2671 AR Deleciones [178] 2009

El SDDM abarca un amplio rango de fenotipos como ya hemos visto. Esto hace que sea muy
dificil el estudio de estas enfermedades Unicamente con la informacidon que obtenemos de los
pacientes. Para avanzar en el estudio y en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para
estas enfermedades, es importante el uso de modelos experimentales para entender mejor los
mecanismos y la progresién de la enfermedad. Una de las limitaciones que nos encontramos, es
la baja disponibilidad de estos modelos, tanto in vitro como in vivo, y su poca fidelidad a la hora

de reproducir el fenotipo clinico humano.

Como hemos visto anteriormente el SDDM afectan muchas veces de forma especifica mas a
unos organos que a otros dando lugar a variaciones cuantitativas o cualitativas en el ADNmt.
Una parte importante del SDDM se debe a defectos en el metabolismo de dNTPs. Las células y
tejidos seran especialmente vulnerables en su estado post-mitdtico cuando el pool de dNTPs
celular se encuentra muy reducido. Bajo estas condiciones, el pool de dNTPs dependera

fundamentalmente de la ruta de salvamento, forzando asi una replicacién del ADNmt basada
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principalmente en esta ruta de sintesis. Para simular mejor estos estados, cuando trabajemos

con cultivos celulares serd importante inducir y mantener las células en quiescencia.

Los tipos celulares con los que seria dptimo trabajar en el estudio de SDDM serian el higado, el
cerebro o el musculo, siendo una limitacidn la dificultad en la obtencidn, diferenciacion y
manipulacién de estas muestras. De todos estos, los cultivos de células musculares han sido los
mas utilizados. Se han utilizado tanto mioblastos como miotubos (obtenidos a partir de la
diferenciacidon de mioblastos en cultivo). Aunque muchas proteinas especificas del musculo se
expresan en los miotubos que se encuentran en estado post-mitético, y no en los mioblastos
gue actlan como precursores y se encuentran en division [183-185], |la diferenciacién en cultivos

implica la pérdida de muchos factores esenciales para la funcionalidad del tejido.

En los cultivos celulares, otra limitacidon importante viene dada por la necesidad de introducir
las variantes patogénicas que permitan el estudio de SDDM. Por este motivo, el modelo in vitro
mas utilizado es el de cultivos primarios derivados de pacientes, concretamente los fibroblastos
de piel dada la facilidad para su obtencién. Sin embargo, no son el modelo mas adecuado. A
pesar de que los pacientes si que presenten deplecién o deleciones en el ADNmt en diferentes
drganos, los fibroblastos de piel no suelen manifestar estas alteraciones. Una excepcidn son los
fibroblastos deficientes en dGK, que de forma espontanea sufren una deplecion del ADNmt
cuando se encuentran en estado quiescente [186]. También se ha utilizado la transformacién de
fibroblastos a mioblastos mediante la expresion del factor de diferenciacion MyoD. En algunos

casos, esta estrategia permite obtener células que manifiestan deplecion del ADNmt [184].

Otra opcidn para forzar la deplecién del ADNmt en cultivos primarios, es el uso de agentes que
interfieran de forma transitoria en la replicacion del ADNmt forzando su deplecién, como es el
caso del bromuro de etidio (BrEt) o algunos andlogos de dNs. Tras su retirada del medio de
cultivo, se analiza la velocidad o capacidad de las células para recuperar el nimero inicial de

copias de ADNmt [183, 187, 188].

En cuanto a los modelos animales para los SDDM, se han generado en varias especies como
Caenorhabditis elegans [189], zebrafish (Danio rerio) como modelos de las deficiencias en POLG
[190], MPV17 [191, 192] y dGK [193], o en rata (Rattus Norvegicus) para la deficiencia en dGK
[194], siendo los modelos en ratdn (Mus Musculus) los mas comunes [195]. Existen muchos
modelos murinos Utiles que replican las deficiencias en la replicacion mitocondrial (Tabla 5).
Algunos de los modelos fueron generados antes de conocer su relacién con los SDDM,

caracterizandose la presencia de deplecion o deleciones en el ADNmt a posteriori.
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Gen Tipo de | Afectacion del ADNmt Referencia | Aio de
mutado modificacién publicacién
genética

Mpv17 Mpv17/ Deplecidon en higado, musculo, | [196] [175] | 1990
rifién y cerebro

Antl Ant1” Deleciones multiples en musculo | [197] 1997
y corazon

Rrm2b Rrm2b” Deplecidn en riflones, musculo e | [198] [52] 2003
higado

Rnasehl1 Rnaseh1” Letal en estado embrionario [199] 2003

Polg Polg” Deplecién, letal en estado | [200] 2005
embrionario

Twinkle Twinkle?r33-3%5 | Deleciones multiples en musculo | [201] 2005
y cerebro

Opal Opale/* No se detectan [202] 2007

Polg Polg">>¢ Deplecidn en corazdn [203] 2007

Tk2 Tk27 Deplecidn en cerebro, musculo, | [204] 2008
rifién, corazén y médula espinal

Tk2 Tk2'126N Deplecién en musculo, cerebro, | [205] 2008
corazon, higado, bazo y tejido
adiposo

Tymp Tymp” Uppl”- | Deplecién en cerebro [206] 2009

Polg2 Polg2” Deplecidn, letal en estado | [207] 2013
embrionario

Twinkle Twinkle"%¢ Deplecidn en higado [208] 2016

Mgmel Mgmel” Deplecidn y deleciones multiples | [209] 2018
en cerebro, higado, musculo vy
rinones

Dguok Dguok” Deplecidon principalmente en | [210] 2019
higado

A pesar de las diferencias que existen entre humanos y ratones, los modelos experimentales en

ratdn son una herramienta muy importante para validar tratamientos para estas enfermedades

y entender mejor sus patomecanismos. La lista creciente de modelos murinos disponibles

evidencia que estos no siempre reproducen el fenotipo clinico de los pacientes [211], por tanto,

es importante un andlisis exhaustivo del modelo con el que vamos a trabajar para saber si es

adecuado para el estudio que queramos realizar en cada caso.

Muchos de los defectos en el mantenimiento del ADNmt son enfermedades graves con mal

prondstico y hoy en dia no existe ninguna terapia para poder curarlas o tratarlas eficazmente,

aunque se estdn realizando avances importantes en este sentido. El hecho de que en la mayoria

de los casos tengan afectacion multiorganica exige una evaluacién completa de expertos
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multidisciplinarios para poder determinar la afectacion de cada uno de los érganos. Ademas, el
diagndstico de estos pacientes no suele ser facil, dificultando y retrasando asi su posible

tratamiento.

Existen algunos suplementos dietéticos comunes en el tratamiento de otras enfermedades
mitocondriales que pueden ayudar a modular algunos de los sintomas. El acido félico y otros
suplementos que promueven la funcidn mitocondrial cdmo los antioxidantes, vitaminas o
agentes inductores de la biogénesis mitocondrial suelen ser utilizados, aunque hay poca

evidencia de su efectividad [212, 213].

Otra de las estrategias que se suele llevar a cabo en aquellos casos con fallo hepatico, es el
trasplante de higado aunque no estd recomendado en todos los casos. Tratandose de
enfermedades multiorgdnicas, una gestidn eficaz en un solo érgano no evita la progresion de la

enfermedad en el resto de los drganos que estén afectados [214, 215].

Para la enfermedad del MNGIE se han desarrollado diferentes estrategias terapéuticas a lo largo
del tiempo como la hemodidlisis [216] y el trasplante de células madre alogénicas
hematopoyéticas [217] [218]. Actualmente en estudios preclinicos se encuentran la terapia de
reemplazo enzimatico [219, 220] y la terapia génica que consigue restablecer el equilibrio
bioguimico de la dThd y la dUrd [221]. Para la deficiencia en MPV17 también se han realizado
estudios preclinicos para poder aplicar la terapia génica, con resultados prometedores que

restablecen los niveles de ADNmt en el higado [222].

Recientemente, la suplementacion con dNs como estrategia farmacoldgica para el tratamiento
del SDDM estd acaparando mucha atencidn debido en gran parte, a su éxito en los pacientes
deficientes en TK2 (ver apartado de resultados 3.1.3). Esta estrategia en la que se ha centrado

el trabajo de esta tesis la desarrollaremos con mas profundidad en el préximo apartado.

3. Administracién de dNs como estrategia para tratar los SDDM

En el afio 2003 se realizaron los primeros ensayos pre-clinicos para algunos defectos en el
mantenimiento del ADNmt causados por defectos enzimaticos [186]. Esta estrategia consiste en
la administraciéon de dNs como terapia para promover la sintesis de dNTPs a través de la ruta de
salvamento [104, 223]. En primer lugar, la idea de este tratamiento consistia en la
administracién del producto de la reaccién catalizada por el enzima deficiente en cada caso.
Concretamente se empezo trabajando con células derivadas de pacientes con mutaciones en

dGK, enzima que cataliza la primera reaccion de fosforilacion de dNs de purinas en la ruta de
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salvamento dentro de la mitocondria. La dGK fosforila la dAdo y dGuo a dAMP y dGMP,
respectivamente. Con la adicion de los dos productos de reaccién al medio de cultivo en
experimentos in vitro, se consiguidé prevenir la deplecién del ADNmt en estas células [183-186].
Esta estrategia basada en los ANMP también se utilizé en experimentos in vitro para otros SDDM
como las deficiencias en POLG, TYMP 6 RRM2B para rescatar el ADNmt deplecionado [183, 184].
No obstante, los dNMPs son compuestos idnicos que por tanto, no pueden atravesar
membranas celulares sin ayuda de transportadores, y que sélo una vez desfosforilados cruzan
la membrana celular en forma de dNs a través de transportadores [223]. De esta forma, son los
dNs derivados los que aumentan los niveles de dNTPs actuando como los agentes terapéuticos
en la recuperacion de los niveles de ADNmt [223]. Estos dNs se fosforilaran a dNTPs por accién
de la actividad residual de la enzima deficiente dentro de la ruta de salvamento mitocondrial, o
por rutas de salvamento citosélicas. El uso de los dNs como tratamiento para la recuperacién
del ADNmt se ha utilizado en diferentes modelos in vitro demostrando su eficacia [188, 223] [48,

224].

Tal y como hemos visto, dentro de las células los dNs actian como precursores de los dNTPs,
fosforildndose a través de las rutas de salvamento citosdlica y mitocondrial. Esta ruta de sintesis
serd la encargada principal de mantener un pool de dNTPs suficiente para la replicacién y
reparacion del ADNmt dentro de la mitocondria cuando la célula no se encuentre en division.
Tanto el citosol como la matriz mitocondrial, a pesar de tratarse de compartimentos separados,
tienen una buena comunicacion a través de diferentes trasportadores. Durante la realizacién de
esta tesis, hemos estudiado cémo la suplementacién de dNs y el consecuente aumento de los
niveles de dNTP en las células, puede utilizarse como estrategia terapéutica para las deficiencias

en TK2 y POLG.

En el afio 2001 se identificaron las mutaciones en el gen TK2 como causa genética de una de las
formas miopaticas de SDDM en cuatro nifios con miopatia severa, defectos en la actividad de la
cadena de respiracion mitocondrial y deplecién en el ADNmt del musculo [145]. Desde entonces
se han ido describiendo diferentes casos con una clinica y genética molecular heterogénea. En
un reciente estudio retrospectivo que incluye 92 casos de pacientes con deficiencia en TK2, se
ha realizado una clasificaciéon fenotipica de la enfermedad que tiene predominante presentacion

miopatica y un amplio espectro tanto de aparicion como de gravedad [225].
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Centrandonos en los aspectos clinicos, la edad de aparicidn de la enfermedad en los 92 pacientes
incluidos en el estudio va desde el nacimiento a los 72 ainos, afectando en igual proporcién a
hombres que a mujeres. Se definieron 3 grupos en funciéon de la edad de aparicion: infantil (< 1
afio), infantil-juvenil (>1 y <12 afios) y tardia (212 afios). Todos los pacientes presentaban
debilidad en el musculo proximal como primer signo de la enfermedad, afectando a la funcién
motora global en el 82% de los casos, mientras que sdlo el 18% de los pacientes tenian una
funcién motora compatible con una vida diaria normal. La respiracion en estos casos también
estd altamente comprometida, con un 65% de los pacientes con necesidad de respiracion
asistida, aumentando este porcentaje en relacion inversa a la edad. El resto de las

manifestaciones clinicas encontradas estan incluidas en la llustracion 7.
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llustracion 7. Manifestaciones clinicas de los pacientes deficientes en TK2. El grafico de barras muestra la prevalencia
de los sintomas clasificados por érganos y tejidos (imagen de C. Garone, et al, ] Med Genet, 2018 [225]).

Los resultados de mortalidad obtenidos a partir de 79 individuos se han realizado comparando
la aparicion infantil de la enfermedad con el grupo combinado de infantil-juvenil + tardia
(teniendo en cuenta que su supervivencia es parecida). La supervivencia mediana del primer
grupo es de un afio tras la aparicion de la enfermedad, mientras que la del segundo es de al

menos 23 afios (llustracion 8).
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llustracién 8. Supervivencia después de la aparicion de la enfermedad en los pacientes con deficiencia en TK2
(imagen de C. Garone et al, ] Med Genet, 2018 [225]).

En cuando a los aspectos moleculares y bioquimicos, podemos decir que los niveles de ADNmt
en musculo muestran deplecién en mayor proporcién cuando la aparicién de la enfermedad es
temprana, y deleciones multiples cuando la aparicidn de la enfermedad es tardia. Son muchas
las variantes patogénicas encontradas a lo largo del gen TK2, siendo la p.Thr108Met la mutacion
mas comun, y parece no haber una relacion clara entre el genotipo y el fenotipo de la
enfermedad (llustracion 9). Igualmente, la actividad TK2 residual determinada en fibroblastos
de algunos de los pacientes, a pesar de estar reducida en comparacién con la presente en

controles sanos, parece no tener relacién con la gravedad de la enfermedad [226].

—c.1-495_283-2899del5830 B

Infantile myopathy
Infantile/

Adult myopathy

Adult myopathy

Adult myopathy
Heterogeneous clinical phenotypes

llustracién 9. Mutaciones descritas en TK2. Los exones marcados en rojo son los que mas mutaciones acumulan. Los
cambios de aminodcido en la proteina estan indicados segln un cédigo de colores basado en la aparicidn clinica del
fenotipo. Los cambios en negro se relacionan con las tres formas. Las variantes en las secuencias de ADN aparecen
en color gris (imagen de C. Garone et al, ] Med Genet, 2018 [225]).

44



Para el estudio de la deficiencia en TK2 existen dos modelos de ratéon que se publicaron
simultdneamente. Por un lado, se publicé un modelo KO con un fenotipo muy grave de la
enfermedad. Estos ratones tenian una evolucion del peso normal durante la primera semana
antes de empezar a presentar un retraso en el crecimiento. Los ratones desarrollaban una
encefalomiopatia y morian entre la segunda y la tercera semana de vida simulando los casos
mas graves de la enfermedad en humanos. También se puede observar una deplecién del
ADNmt en diferentes tejidos y una afectacién principalmente encefalopatica. La letalidad a
edades tempranas es indicativo de que la funcidn de TK2 es imprescindible y que no hay vias
alternativas, que puedan suplir o comenzar su falta de funcion [204]. Por otro lado, se publicé
un modelo Kl con la mutacién H126N. Este modelo también presentaba un fenotipo

encefalomiopatico indistinguible del del modelo KO [205].

Con el modelo KO para la TK2, se publicaron un par de trabajos donde sobre-expresaban el
transgén para la desoxirribonucledsido quinasa de Drosophila melanogaster (Dm-dNK)
recuperando el fenotipo del ratén y alargando su vida hasta por lo menos 20 meses. La Dm-dNK
se expresa en citosol dénde cataliza la fosforilacion de dNs a dNMPs. Estos resultados indican
gue un aumento en los niveles de dNMPs, dNDPs o dNTPs importados a la mitocondria y
provenientes del citosol, pueden compensar la deficiencia de TK2 en los tejidos afectados [227,

228].

Con el modelo KI se comenzd a probar tratamientos primero con dNMP (dTMP y dCMP) [229],
y después con dNs (dThd y dCtd) [230], obteniendo resultados positivos similares que
demostraban la eficacia del tratamiento. En ambos casos tras la administracidn del tratamiento
se observaba un aumento de la supervivencia, asi como la recuperacion del ADNmt y de la

deficiencia en CTE en algunos érganos.

Durante esta tesis, se ha utilizado el modelo KO para TK2, carente de cualquier actividad TK2,
como modelo de estudio para probar el tratamiento basado en la administracion dNs. Hemos
obtenido resultados similares y complementarios a los obtenidos con el modelo KI ademas de
ahondar en la caracterizacidon metabdlica y de los factores que limitan la eficacia terapéutica de
los dNs [231]. De forma paralela a la realizacion de este trabajo y en colaboracién con el grupo

del Dr. Hirano, se ha desarrollado una investigacion complementaria en el modelo Kl [232].

En base a los prometedores resultados preclinicos obtenidos con el tratamiento de dNMPs y dNs

en los modelos murinos para la deficiencia en TK2, y dada la falta de terapias para esta
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enfermedad devastadora, se aprobé el tratamiento compasivo de dNMP y dNs en pacientes de
diversos paises. Primeramente, los pacientes empezaron a tomar dNMPs, pero debido a su
elevado coste y a que se demostré que el agente terapéutico eran los dNs provenientes de la
defosforilacion de dNMPs [223], se cambid a la administracion de dNs. Se han publicado
recientemente los primeros resultados de este tratamiento compasivo que estd siendo aplicado

en 5 paises [233]. En el articulo se presenta el caso de 16 pacientes bajo tratamiento desde por

lo menos un afo.

Seis de los pacientes iniciaron el tratamiento con dNMPs, pero 5 de ellos pasaron a recibir dNs.
La dosis se determiné en funcidn de los estudios preclinicos en ratones y se establecié en un

maximo de 400 mg/kg/dia dependiendo de la tolerancia, y repartido en varias tomas al dia.

En funcién del fenotipo y espectro clinico de los pacientes, fueron divididos en dos grupos. El
primero contenia 5 pacientes con aparicion temprana de la enfermedad antes de los 2 afios e
incapacidad para caminar y/o necesidad de respiracion asistida. En el segundo grupo se incluian
los 11 pacientes restantes con progresion mas lenta de la enfermedad. La supervivencia del
primer grupo de pacientes fue comparada con un grupo de 44 pacientes histdricos que cumplian
los mismos criterios. La supervivencia de los pacientes tratados mejord drasticamente en
comparacién con la cohorte de pacientes histéricos sin tratamiento. Concretamente a los 2 afios
después de la aparicién de la enfermedad solo el 27,3% del histérico de pacientes sobrevivia,

mientras que los 5 pacientes tratados siguen todos vivos y con mejoras objetivas notables en la

funcién motora (llustracién 10).
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llustracion 10. Curva de supervivencia Kaplan-Meier de los pacientes con deficiencia en TK2 tratados o no. Los 5
pacientes con deficiencia en TK2 con miopatia severa de aparicién temprana muestran el 100% de supervivencia por
lo menos 2 afios después del tratamiento. En comparacion, el grupo de controles histérico no tratado con deficiencia
en TK2 con miopatia severa de aparicion temprana muestran un 27,3% de supervivencia a los 2 afios después de la

aparicién de la enfermedad. El sombreado indica los intervalos de confianza del 95% (imagen de Dominguez-Gonzdlez
et al, Ann Neurol, 2019 [233]).
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En cuanto a los resultados obtenidos en el segundo grupo de pacientes con una progresion mas
lenta de la enfermedad, se observd una estabilizacién o mejora en las diferentes medidas
clinicas que se realizaron. Entre las mejoras mas importantes observadas tras la administracién
del tratamiento se incluyen la recuperacion de la capacidad de andar, la interrupcién de la
nutricién entérica o ventilacion asistida requerida antes del uso del tratamiento y la mejoria de
la funcién motora. El Unico efecto adverso encontrado en los pacientes tratados es una diarrea

dosis-dependiente que remite ajustando la dosis y pauta de administracién. .

Actualmente se estd desarrollando el primer ensayo clinico del tratamiento

(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03845712)

La deficiencia en POLG es la causa mds comun de enfermedad mitocondrial, siendo responsable
del 10% de casos en adultos de una cohorte australiana [234] y la mayor causa de SDDM [235].
La primera vez que se asocid con deleciones multiples en el ADNmt fue en el afio 2001, con un

articulo que describia 4 mutaciones en POLG asociadas a adPEO y arPEO [129]. Desde entonces

son muchas las manifestaciones clinicas que se han asociado a variantes patogénicas en POLG y
actualmente se relaciona con un amplio espectro de fenotipos que se solapan formando un
continuo en el que las formas graves suelen ir asociadas a deplecidon mientras que las leves lo
estan a deleciones multiples (llustracion 11) La aparicion de la enfermedad puede darse desde
la infancia a la edad adulta, variando también su gravedad. Las manifestaciones neuroldgicas

son las mas comunes y en la Ultima revisidn realizada sobre los aspectos clinicos de la

enfermedad, se clasifican en 6 sindromes principales [235].
1) Sindrome de Alphers-Huttenlocher (AHS)

Es uno de los fenotipos mas graves y esta caracterizado por una encefalopatia progresiva y grave
con epilepsia intratable y fallo hepatico de apariciéon temprana. También es uno de los fenotipos
mas comunes presente en el 70% de casos de nifios con mutaciones en POLG. Suele presentarse
al final de primer afo de edad, aunque también durante la infancia o incluso en la edad adulta

en casos puntuales. Suele ir asociado a deplecién del ADNmt.
2) Espectro infantil miocerebrohepatico (MCHS)
Es la presentacién mas temprana de la enfermedad, presentandose durante los primeros meses

de vida con una hipotonia severa, retraso en el desarrollo y discapacidad hepatica. Los nifios con
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esta enfermedad suelen morir antes del afio de edad por fallo hepatico. Se presenta con

depleciéon de ADNmt.

3) Ataxia sensorial con miopatia epiléptica mioclénica (MEMSA)

Las mutaciones en POLG estan asociadas a un gran numero de fenotipos epilépticos, alcanzando
un 80% de los casos en pacientes pediatricos. La MEMSA abarca un grupo de enfermedades con
epilepsia, miopatia y ataxia, normalmente sin oftalmoplegia. Dentro de este grupo encontramos
enfermedades previamente descritas como la ataxia espinocerebelar con epilepsia (SCAE),
ambos caracterizados por tener deleciones multiples en el ADNmt. Las epilepsias relacionadas
con POLG pueden imitar los sindromes cldsicos mitocondriales de herencia materna como la
epilepsia miocldnica con fibras rojas rasgadas (MERRF) y la encefalopatia mitocondrial, acidosis

lactica y episodios tipo ictus (MELAS).

4) Espectro de ataxia neuropatica (ANS)

La ataxia en enfermedades relacionadas con POLG puede ser sensorial o cerebelar. Dentro de
este grupo se encuentra el sindrome mitocondrial recesivo de ataxia (MIRAS) y neuropatia
ataxica sensorial, disartria y oftalmoplegia (SANDO). Dentro de las caracteristicas clinicas
asociadas estan la disartria, encefalopatia, oftalmoplegia y neuropatia periférica. También se

caracteriza por la aparicion de deleciones multiples en el ADNmt.

5) Oftalmoplegia externa progresiva autosémica recesiva (arPEQ)

Esta caracterizada por una debilidad progresiva del musculo extraocular dando lugar a ptosis y

oftalmoparesis sin implicaciéon sistémica asociada y deleciones multiples en el ADNmt.

6) Oftalmoplegia externa progresiva autosomica dominante (adPEOQ)

Normalmente incluye miopatia generalizada y grados variables de pérdida de audicion
neurosensorial, ataxia, depresion, Parkinson, hipogonadismo y cataratas. También se relaciona

igual que la arPEO con deleciones multiples del ADNmt.

Hay muchos otros sindromes que de manera mas puntual también se relacionan con mutaciones
en POLG. La neuropatia, un fenotipo parecido al del MNGIE (caracteristico de pacientes con
mutaciones la TYMP) o los sindromes del trastorno del movimiento como el Parkinson, son

algunos de los ejemplos mas comunes.
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llustracion 11. Espectro clinico de las enfermedades relacionadas con POLG en funcién de la edad de aparicion y
los defectos en el ADNmt asociados. Los nombres en negrita indican los sindromes mas prevalentes. AHS, sindrome
de Alphers-Huttenlocher; ANS, espectro de ataxia neuropdtica; MCHS, espectro infantil miocerebrohepatico; MELAS,
encefalopatia mitocondrial, acidosis lactica y episodios tipo ictus; MEMSA, ataxia sensorial con miopatica epiléptica
mioclénica; MNGIE, encefalopatia mitocondrial neurogastrointestinal; PEO, oftalmoplegia externa progresiva;
SANDO, neuropatia atdxica sensorial, disartria y oftalmoplegia; SCAE, ataxia espinocerebelar con epilepsia (imagen
de S. Rahman and W.C. Copeland, Nat Rev, 2019 [235]).

Se han descrito mds de 300 mutaciones patogénicas de herencia dominante o recesiva en la
POLG (https://tools.niehs.nih.gov/polg/), que pueden dar lugar o a deplecion o a deleciones
multiples del ADNmt. No existe una relacidn clara ente el genotipo y el fenotipo de los pacientes,
que como ya hemos descrito anteriormente, pueden ser muy heterogéneos. Las mutaciones en
POLG se pueden agrupar en 5 regiones diferentes, que han permitido generar un servicio de
prediccién de patogenicidad para ayudar en la prediccion del diagnéstico clinico en base a las
mutaciones que ya se conocen [236]. En cualquier caso, al igual que sucede con otros SDDM, la
edad de aparicién y progresion de las enfermedades relacionadas con POLG siguen siendo
altamente impredecibles, sugiriendo que existen otros factores a parte de la mutacion concreta,
gue modulan el fenotipo y que aun no conocemos. Estos factores podrian ser por ejemplo,
modificadores genéticos del ADN nuclear o mitocondrial, el sistema inmune o factores
medioambientales [237]. Tres variantes patogénicas autosdmicas recesivas son responsables
del 50% de los casos de deficiencias en POLG [238]. Estas variantes son cambios en los amino
acidos de la proteina: A467T, W748S (casi siempre en cis con el polimorfismo E1143G) y G848S.
Todas estas mutaciones reducen la actividad catalitica de la pol Y, reduciendo la afinidad de la
enzima por los dNTPs 6 causando defectos en la unién al DNA. La variante Y955C es la mutacidn
autosdmica dominante mds comun en POLG y también reduce la actividad de la enzima. En la
imagen (llustracion 12) podemos ver todas las mutaciones que se han descrito hasta ahora en

el gen de la POLG y la asociacion con la enfermedad descrita.
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llustracion 12. Mutaciones descritas en POLG y su asociacion con las diferentes enfermedades. En cada panel
podemos ver los 23 exones del cDNA y sus dominios funcionales. Los asteriscos indican las mutaciones que también
han sido identificados como polimorfismos. A) Mutaciones asociadas al sindrome de Alpers-Huttenlocher y otros
sindromes infantiles hepatocerebrales que cursan con deplecion en el ADNmt. B) Mutaciones asociadas a
oftalmoplejia progresiva externa (PEQ). C) Otras mutaciones relacionadas con enfermedades asociadas a POLG. ANS,
espectro de ataxia neuropatica; MIRAS, sindrome mitocondrial recesivo de ataxia; NRTI, inhibidor de la nucledsido
transcriptasa reversa; SANDO, neuropatia ataxica sensorial, disartria y oftalmoplegia; SCAE, ataxia espinocerebral con
epilepsia (imagen de S. Rahman and W.C. Copeland, Nat Rev, 2019 [235]).

3.2.2.

Estudios preclinicos en un modelo de fibroblastos de paciente deficientes en POLG

El modelo de deficiencia en POLG mas estudiado es un KI con mutaciones que afectan a la

actividad exonucleasa, y por tanto a la actividad correctora, del enzima. Este modelo presenta

un fenotipo de envejecimiento prematuro con acumulacién de mutaciones simples en el ADNmt

[239, 240].

En cuanto a los modelos de estudio con la actividad polimerasa afectada, se intentd obtener un

modelo KO para POLG que resulté ser letal alrededor de los 8 dias después de la concepcion,
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demostrando que la presencia de POLG es esencial para el desarrollo embrionario [200]. El KO
heterocigoto si era viable, desarrolldandose con normalidad pero conteniendo la mitad de

numero de transcritos de POLG y una reduccién de los niveles de ADNmt [200].

Hay un modelo de ratén transgénico especifico de corazén para la POLG con la mutacién Y955C,
la mds comun y grave con herencia autosémica dominante. Este modelo experimenta deplecion
del ADNmt en el corazdn, que da lugar a cardiomiopatia e hipertrofia cardiaca [203]. La falta de
disponibilidad de alguno de estos u otros modelos animales para trabajar con la deficiencia en

POLG nos ha limitado a trabajar con modelos in vitro en este estudio.

A lo largo del tiempo, se han ido utilizando diferentes modelos celulares para el estudio de las
deficiencias en POLG. Se empez6 utilizando mioblastos o fibroblastos de pacientes diferenciados
a miotubos, consiguiendo una deplecidn del ADNmt [183, 184]. La primera estrategia que se
realizd in vitro en estos modelos se basaba en el uso de dAMP y dGMP, amplidndose su uso a
los 4 dNMPs, con buenos resultados al restablecer parcialmente los niveles de ADNmt. Por otro
lado, también se establecié como modelo in vitro la deplecién del ADNmt forzada con BrEt en
fibroblastos de pacientes con mutaciones en POLG [187]. En este caso las células se mantenian

en crecimiento.

En este trabajo, se ha utilizado el modelo de deplecién forzada del ADNmt en fibroblastos con
mutaciones en distintos dominios funcionales de POLG, y un tratamiento basado en dNs para

intentar recuperar la capacidad replicativa de estas células. .

Actualmente no existe ningun tratamiento para las enfermedades asociadas a POLG vy las
terapias sintomaticas son la base de los tratamientos, pero los resultados de este trabajo han
dado pie a la licencia de una patente con objetivo de poder desarrollarlos: TREATMENT OF
MITOCHONDRIAL DISEASES (depdsito en la European Patent Office (EPO), application number
EP15170825.2) incluido en el Anexo.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipdtesis

Los dNs actian como precursores de la sintesis de dNTPs a través de la ruta de salvamento
citosdlica y mitocondrial. Estudios previos mostraron que el tratamiento de dThd y dCtd
aumentaba la supervivencia y retrasaba la progresion de la enfermedad en un ratén K/ portador
de una mutacién patogénica en la TK2. Nuestra hipdtesis de trabajo sostiene que los dNs
administrados utilizan la ruta de salvamento citosdlica para la sintesis de dNTPs, por lo que
también resultaran efectivos en un ratdn KO para Tk2y, por tanto, carente de cualquier actividad
del enzima. Esto apoyaria la idea de que cualquier paciente con deficiencia en TK2 podria
beneficiarse de esta terapia independientemente de la mutacién que presente en la enzima. Al
igual que sucede con el ratdn K/ para Tk2, sostenemos que en el ratdn knock-out la eficacia del
tratamiento estara limitada a edades tempranas, y que son factores metabdlicos y ontogénicos

los que estan condicionando el efecto terapéutico del tratamiento.

Por otro lado, la POLG forma parte de la maquinaria de replicacién del ADN mitocondrial
encargandose de su sintesis. Algunas mutaciones en este enzima pueden afectar a su afinidad
por los dNTPs. Nosotros proponemos que aumentar la concentracién de dNTPs mitocondriales
mediante la administraciéon de dNs, podria acelerar la actividad de polimerizacidon de la POLG

mutada favoreciendo la sintesis de ADNmt.

Objetivos

1. Testar la efectividad terapéutica del tratamiento con dThd y dCtd en un modelo de
enfermedad carente de actividad TK2 (ratén KO para Tk2).

2. Estudiar factores metabdlicos y ontogénicos que puedan estar modulando la efectividad
del tratamiento con dThd y dCtd en la deficiencia en TK2.

3. Buscar estrategias terapéuticas alternativas o complementarias a la dThd y dCtd y que
puedan mejorar o favorecer su eficacia en el tratamiento de la deficiencia en TK2.

4. Determinar si una terapia basada en la administraciéon de dNs resulta eficaz para el

tratamiento de defectos en el ADNmt causados por mutaciones en POLG.
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MATERIAL Y METODOS
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1. Cultivos celulares

En funcién del objetivo de cada experimento sembramos las células en placas de diferente

didmetro y capacidad (Tabla 6).

Nombre de la placa

Diametro del pocillo

Superficie del pocillo

Cantidad de medio

P35

35 mm

8 cm?

2mL

P100

100 mm

58 cm?

10 mL

P150

150 mm

152 cm?

20 mL

Utilizamos diferentes tipos de medio de cultivo en funcion del objetivo del experimento:

e Medio completo: Lo utilizamos para tener las células en constante crecimiento. Este
medio esta compuesto por DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) High-Glucose
(de elevada concentracion de glucosa; 4,5 g/L), comlUnmente utilizado para el
crecimiento de células de mamifero. Lo suplementamos con un 10% de FBS (Fetal Bovine
Serum, suero fetal bovino) rico en proteinas que proporcionan los factores de
crecimiento necesarios y bajo nivel de anticuerpos. También afiadimos L-Glutamina a
una concentracién de 2 mM (aminoacido esencial que sirve como fuente de energia para
la propagacion celular) y los antibidticos Penicilina-Estreptomicina 100 U/mL (como
medida de seguridad para evitar contaminaciones por bacterias Gram+/-).

e Medio de quiescencia: Lo utilizamos para que las células entren en estado de
quiescencia. Tiene la misma composicién que el medio completo pero reducimos la
concentracién de FBS a un 0,1% y siendo éste dializado (utilizamos FBS dializado para
reducir la presencia de desoxirribonucledsidos (dNs) y otros posibles interferentes con
el experimento).

e Medio de congelacidn: Lo utilizamos para congelar las células y mantenerlas
conservadas hasta su préximo uso en un congelador a -80 °C (durante periodos breves)
o en nitrogeno liquido (durante periodos largos). El medio de congelacion se compone
de un 90% de FBS y un 10% de dimetilsulféxido (DMSO; agente preservante de

crioproteccion).
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Para congelar las células que tenemos en cultivo, primero aspiramos el medio y lavamos
la placa con PBS (% del volumen inicial de medio).

Para despegar las células de la placa, afiadimos tripsina 1X (1/10 del volumen inicial de
medio) e incubamos a 37 °C hasta que las células se desprendran.

Recogemos la suspensidon de células en tripsina, con medio completo (5 veces el
volumen de tripsina que hayamos afiadido) y centrifugamos a 400 g durante 5 minutos
a temperatura ambiente (TA).

Eliminamos el sobrenadante y resuspendemos el pellet de células en 1 mL de medio de
congelacién por vial de criopreservacion que queramos congelar (es recomendable
congelar a 1/3 de confluencia de la placa).

Guardamos los viales en un tanque de isopropanol en el congelador de -80 °C para
aseguranos una congelacion lenta de las células y evitar asi dafios en las mismas.
Pasamos los viales al tanque de nitrégeno a -170 °C transcurridas 24 horas para su mejor

preservacion.

La descongelacion de células a partir del congelador de -80 °C o del nitrogeno liquido,
se tiene que realizar de forma rapida para evitar la toxicidad del agente criopreservador
a las células.

Pasamos los viales que queramos descongelar a un recipiente con hielo seco (-70 °C).
Realizamos una descongelacién rdpida de las células en el bafio a 37 °C.
Resuspendemos el contenido del vial en 5 mL de medio completo.

Centrifugamos a 400 g durante 5 minutos a TA.

Eliminamos el sobrenadante y resuspendemos el pellet en el volumen de medio

completo que queramos utilizar para sembrar.

Sembramos la suspension de medio y células a la/s placa/s donde queramos cultivarlas.

Aspiramos el medio y lavamos la placa con PBS (% del volumen inicial de medio).

Para despegar las células de la placa, afiadimos tripsina 1X (1/10 del volumen inicial de
medio) y dejamos la placa en el incubardor a 37 °C hasta que las células se despeguen.

Recogemos la suspension de células en tripsina, con medio completo (5 veces el
volumen de tripsina que hayamos afiadido) y centrifugamos a 400 g durante 5 minutos

a TA.

56



Eliminamos el sobrenadante y resuspendemos el pellet de células en el volumen de
medio completo que queramos sembrar las células.

Sembramos la suspension de medio y células a la/s placa/s donde queramos cultivarlas.

1.1.6. Recuento de células de cultivos celulares

Seguimos el protocolo de dilucién de densidad hasta tener las células en un pellet.
resuspendemos las células en un volumen de medio completo conocido.

Utilizamos una cdmara de Neubauer para hacer el recuento celular en la suspensidn.
Cada portaobjetos tiene dos camaras de recuento imprintadas en su superficie
(llustracién 13). Al cubrirlas con un cubreobjetos queda una ranura que permite llenar
cada camara por capilaridad. Pondremos 10 uL de la suspensién celular por cada una de
las camaras.

Las reticulas trazadas en cada camara de recuento se dividen en 9 zonas cuadradas, de
1 mm de lado y 0,1 mm de alto cada una (0,1 mm?3).

Contamos las células que hay en las 4 zonas de las esquinas (cuadrados que a su vez se
dividen en 4x4). Del recuento se obtiene un valor medio de las células que hay en cada
0,1 mm3 (que equivaldrd a 10*ml).

Entonces podemos calcular la concentracién de celulas en suspensidon como:

N células por zona/10*mL = N x 10* células/ml de suspensién

1 mm

llustracion 13: Cdmara de Neubauer: Cada porta contiene dos cdmaras reticuladas como ésta. Marcado con circulos
rojos aparecen las 4 zonas 4x4 en las que contamos en niumero de células.

1.1.7. Preparacion de células de cultivo para extracciéon de ADN

Seguimos el protocolo de dilucién de densidad hasta tener las células en un pellet.
Lavamos el pellet con 1 mL de PBS.
Centrifugamos a 400 g durante 5 minutos a TA.

Aspiramos el sobrenadante y congelamos el pellet a -20 °C hasta su préoximo uso.
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Para la obtencién de fibroblastos a partir de biopsias de piel utilizamos este protocolo:

e La biopsia de piel nos llegarad dentro de tubo lleno de medio de cultivo. Vertimos el
contenido en una placa P100 y pasamos los trozos de piel a otra placa P100 con medio
fresco. Cortamos los trozos de piel a un tamafio aproximado de 1 mm con bisturi y
puntas estériles.

e Preparemos una mezcla de gelatina (al 1,5% y previamente atemperada a 37 °C) +
plasma humano (1 mL de plasma + 2 mL de gelatina) y lo filtramos. Ponemos una gota
en el centro de una placa de P35 y con una pipeta Pasteur (previamente modificada en
forma triangular) lo extendemos por toda la placa. Preparar tantas placas como
vayamos a utilizar. teniendo en cuenta que pondremos 5 trozos de biopsia por placa.

e Colocamos los trozos de piel en las placas P35 (unos 5 trozos por placa) y ponemos una
gota de medio completo encima de cada trozo de biopsia. Dejamos secar en el
incubador la placa durante 30 minutos para ayudar a que los trozos de biopsia queden
enganchados en la placa. Sacamos la placa y afiadimos medio completo hasta cubrirla.

e Dejamos crecer las células durante unos dias cambiando el medio dos veces por semana.
Cuando las células hayan crecido suficiente podemos volver a cultivar los explantes en
otras placas nuevas. Las placas que quedan sin explante las dejamos crecer durantes
unos dias mds hasta que estén confluentes para hacer una diluciéon de densidad o

congelacion.

Hemos utilizado cultivos primarios de fibroblastos de piel de 5 pacientes con mutaciones en la
subunidad catalitica de la polimerasa mitocondrial codificada por el gen POLG
(NP_001119603.1; NM_001126131.1). Los pacientes presentan diferentes mutaciones vy

localizacién a lo largo de POLG (Tabla 7).

El primer paciente era una mujer adulta y presentaba una mutacién recesiva en homozigosis,
p.[Arg309Cys];[Arg309Cys], ¢.[925C>T];[925C>T], localizada en el exdn 4 de POLG. En cuanto a
las caracteristicas clinicas, su fenotipo era severo, con neuropatia periférica (PN), oftalmoplegia
externa progresiva (PEO), ataxia y encefalomiopatia (parecida a la que se da en la
encefalomiopatia neurogastrointestinal mitocondrial (MNGIE)). Otros de sus sintomas incluian

disartria-distrofia, epilepsia, pérdida de la audicidn, retinosis pigmentaria e ictus. También
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padecia pseudo-obstruccion intestinal crénica (CIPO), una enfermedad rara causada por
dismotilidad intestinal y asociada a deficiencia mitocondrial [241]. El paciente tenia familiares
con historial de afectacidn similar y padres consanguineos, y murié a los 22 afios en estado
epiléptico. En la bibliografia es el Unico caso descrito con esta mutacion, siendo el Arg309 un

amino acido muy conservado [107].

El segundo paciente era un adulto que presentaba 2 mutaciones recesivas en heterozigosis,
p.[Trp748Ser];[Gly848Ser], c.[2243G>C];[2542G>A], en los exones 13 y 16 respectivamente
(rs113994097 y rs113994098). Su fenotipo era menos severo pero similar al del primer paciente.
Presentaba sindrome de Alpers-Huttenlocher (AHS) con neuropatia, disfuncion hepatica
transitoria, encefalopatia progresiva con ataxia, sintomas psiquidtricos y sintomatologia
gastrointestinal. Murié alrededor de los 25 afios tras cometer suicidio. La mutacidn
p.[Trp748Ser] es una mutacion muy comun asociada a fenotipos muy graves de la enfermedad.
En ocasiones la clinica asociada puede estar modulada por polimorfismos en POLG [242] que
hacen que sea menos deletérea. La mutacion p.[Gly848Ser] afecta a un residuo muy conservado

y suele manifestarse en patrones de herencia recesivos [107].

El tercer paciente presentaba dos mutaciones en heterozigosis. Por un lado tenia un
polimorfismo con rol modulador frente a la presencia de otras mutaciones en POLG,
p.[Glul1143Gly] (rs2307441), que disminuye la actividad catalitica de la enzima [109]. Esta
mutacion puede modificar la expresiéon de las mutaciones que le acompafan y recuperar
parcialmente los efectos dafiinos de éstas afectando tanto a su unién a la cadena de ADN como
a su actividad [109]. Por otro lado tenia otra mutacion dominante en cis, p.[Val1177Leu], de la

que no hay referencias bibliograficas aun siendo éste el primer caso descrito. Las dos mutaciones

estdn localizadas en los exones 21 y 22 respectivamente (p.[Glul143Gly;Valll77Leu],
c.[3428A>G;3529G>C]). Las caracteristicas clinicas del paciente eran adPEO, intolerancia al

ejercicio con debilidad muscular proximal de aparicidn tardia y problemas psiquiatricos.

Los pacientes 1, 2 y 3 presentaban acumulacién de deleciones multiples en musculo. Las células
de estos tres pacientes fueron proporcionadas por la Dra. Anne Lombeés (Insitut Cochin, INSERM

Paris).
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La cuarta paciente tenia dos mutaciones recesivas en heterozigosis, p.[Leu623Trp];[Lys755Glu],
c.[1868T>G];[c.2263A>G] en los exones 10 y 13 respectivamente. Presentaba enfermedad
hepatica con aparicidon neonatal y tenia un hermano gemelo que murié siendo portador de las
mismas mutaciones pero con un fenotipo mds severo y una deplecién marcada del ADNmt [243].

Estas células fueron proporcionadas por la Dra. Irene Bruno (IRCCS Burlo Garafolo, Trieste).

La quinta paciente era una mujer de 50 afos con una mutacién simple en heterozigosis
p.[Tyr955Cys], c.[2864A>G]; rs113994099, localizada en el exdn 18, de herencia autosémica
dominante. La paciente habia desarrollado a lo largo de su cuarta década una ptosis palpebral
bilateral y oftalmoparesis externa incompleta, asociada a fatiga muscular muy intensa, falta de
resistencia fisica y mialgias ante esfuerzos leves. No presentaba debilidad muscular establecida
en la exploracién neuroldgica. Los andlisis de southern blot del ADNmt mostraban acumulacién
de deleciones multiples. Estas células fueron proporcionadas por la Dra. Cristina Dominguez-
Gonzalez y el Dr. Miguel Angel Martin (Unidad de enfermedades neuromusculares, Instituto de

Investigacion Hospital 12 de Octubre (i+12), Madrid).

Utilizamos fibroblastos de donantes sanos como controles. Tanto las células de los pacientes
como las de los controles sanos se obtuvieron con el consentimiento informado de los pacientes

y en base a la Declaracién de Helsinki.

Paciente | Variantes en POLG Sustitucion de amino acido Patron de Dominio de
en POLG herencia POLG

P1 c.[925C>T];[925C>T] p.[Arg309Cys];[Arg309Cys] Autosomiso Exonucleasa
recesivo

P2 c.[2243G>C];[2542G>A] p.[Trp748Ser];[Gly848Ser] Autosémiso Linker /
recesivo Polimerasa

P3 c.[3428A>G;3529G>C(C] p.[Glu1143Gly;Val1177Leu] Autosémico Polimerasa
dominante

P4 c.[1868T>G];[c.2263A>G] | p.[Leu623Trp];[Lys755Glu] Autosémiso Linker
recesivo

P5 c.[2864A>G] p.[Tyr955Cys] Autosdmico Polimerasa
dominante
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Los fibroblastos de controles sanos y pacientes los crecemos primeramente en medio completo
hasta alcanzar el volumen de células requerido para el experimento. Las condiciones de

incubacién utilizadas son siempre de 37 °Cy de una atmdsfera humeda con 5% de CO..

Una vez obtenemos la cantidad celular suficiente de cada una de las lineas, sembramos los
fibroblastos en placas de P35, con una confluencia de 120.000 células por placa y utilizando el
mismo medio de cultivo anteriormente descrito. Plagueamos duplicados para cada condicidn
experimental y lo mantenemos en las mismas condiciones hasta que alcanzamos el 100% de
confluencia. Entonces inducimos el estado de quiescencia de los fibroblastos durante 3 dias con

medio de quiescencia.

Una vez las células estan en quiescencia, recogemos el punto del Dia 0 e iniciamos el tratamiento
con 25 mg/mL de Bromuro de Etidio (BrEt) durante 10 dias para forzar la deplecién del ADN
mitocondrial (ADNmt) de las células. A Dia 10 volvemos a recoger las células y comenzamos con
la fase de recuperacién del ADNmt. Retiramos el BrEt del medio de cultivo y administramos el
tratamiento de desoxirribonucledsidos (dNs). Manteniendo el medio de quiescencia, lo
suplementamos con 50 uM de cada uno de los dNs (dAdo (desoxirriboadenosina), dThd
(desoxirribotimidina), dCtd (desoxirribocitidina) y dGuo (desoxirriboguanosina)) solos o en
combinacion con 5 uM de EHNA (eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil) adenina), inhibidor de la adenosina
desaminasa (ADA), principal responsable de la degradacién de dAdo. El tratamiento lo llevamos

a cabo durante 20 dias adicionales y recogemos las muestras en los Dias 20 y 28/30.

Realizamos controles para todas las lineas donde no se suplementa el medio con dNs ni EHNA
(llustracién 14). Durante los tratamientos, cambiamos el medio cada 3-4 dias y todos los
tratamientos los realizamos por duplicado. Los pellets de células de cada uno de los puntos los
recogemos por tripsinizacion y los almacenados a -20 °C hasta su posterior procesamiento. El
medio de cultivo también lo recogemos en funcién del disefio experimental y almacenamos a -

20 °C.

Los experimentos iniciales los realizamos con mayores concentraciones de dNs (200 uM).
Decidimos reducir la concentracidn de dNs a 50 uM en los siguientes experimentos tras
comprobar su estabilidad en el cultivo celular. Tras la retirada del BrEt, el ADNmt comienza a
recuperarse hasta alcanzar los niveles previos a la deplecién forzada. Los dias que tarda en

alcanzar este nimero de copias iniciales es variable y para asegurarnos que esto ocurre
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decidimos expandir la fase de recuperacién del experimento de los 10 dias iniciales a los 18/20
actuales. Después de varias semanas en quiescencia, los fibroblastos presentan signos de estrés,
por lo que decidimos no recoger células a partir de este dia (un maximo de 30). Esta observacion
también nos lleva a acortar la duracion de la exposicidn del BrEt (de 14 a 10 dias) y aumentar su
concentracién (de 5 a 25 ng/mL) para asegurarnos la deplecién del ADNmt. Por estas razones,
hay pequefias modificaciones en las condiciones experimentales que estan especificadas en

cada uno de los casos incluidos en esta tesis.

Fase de Deplecién forzada del
crecimiento ADNmt con BrEt Fase de recuperacién del ADNmt

Il I |
do d10 d20 d28/30

Sin tratamiento

I

Tratamiento con dNs

I

Tratamiendo con dNs + EHNA

llustracion 14: Esquema del diseiio experimental utilizado

1.5. Extraccion del ADN de muestras de células de cultivo

El ADN total lo extraemos de los pellets de células recogidos y guardados a -20 °C. Para ello
utilizamos el QiIiAmpDNA Minikit (Quiagen) siguiendo el protocolo especifico para células en
cultivo. Eluimos el ADN en una solucion de Tris-HCl a 10 mM (pH 8) y cuantificamos por
espectrofotometria haciendo una lectura de absorvancia a 260 nm (NadoDrop

Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific).

Ademas de conocer la concentracién de ADN de la muestra, podemos saber la pureza de la
misma con la relacion de absorbancias entre 260 nm y 280 nm (donde absorben las proteinas u
otros compuestos residuales del proceso de extraccion). Este ratio 260 nm/280 nm tiene que

ser de alrededor de 1,8.

Hasta su préximo uso, guardamos en ADN extraido en el congelador a -20 °C. Este ADN aislado
lo utilizaremos tanto para la deteccion de deleciones multiples del ADNmt, como para la

cuantificacion del nimero de copias del ADNmt.
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Para comprobar si existen o no deleciones en el ADNmt en los fibroblastos de las muestras de
pacientes y controles recogidas con anterioridad, realizamos una PCR larga que amplifica todo
el ADNmt. Utilizamos las muestras a Dia O (justo antes de empezar el tratamiento con BrEt para

forzar la deplecidn) y Dia 28/30 (en la fase de recuperacidn con o sin el tratamiento).

Partiendo del ADN anteriormente aislado de las muestras, realizamos una PCR larga disefada
para amplificar casi todo el ADNmt (16,3kb), usando un primer forward correspondiente a la
secuencia de la cadena L (nt-1482-1516) y un primer reverse para la cadena H (nt-1180-1146) y

el kit comercial Takara LA Taq (Takara), optimizado para amplificaciones largas [244].

Realizamos la mezcla de la reaccién (Tabla 8) e incubamos en el termociclador con el programa

correspondiente (Tabla 9).

Reactivo (concentracion origen) | Concentracion final Volumen
LA PCR Buffer Il (10X) 1X 2,5 pL
MgCl, (25 mM) 2,5 mM 2,5 pL
dNTP Mixture (2,5 mM) 400 pM 4l
Primer Forward (2 uM) 200 nM 2,5 uL
Primer Reverse (2 uM) 200 nM 2,5 uL
TaKaRa LA Taqg (5 U/ul) 0,05 U/ul 0,25 pL
DNA Molde (75 ng/uL) 3 ng/uL 1puL

H,0 hasta un Viina de 25 uL | 9,75 uL

Temperatura | Tiempo | Ciclos
94 °C iy 1

98 °C 10” 30

68 °C 11

72°C 10’

4°C oo

Resolvemos los productos de PCR por electroforesis en un gel de agarosa para fragmentos
grandes al 0,8% (peso/volumen) en buffer de TBE (Tris-borato-EDTA, Alfa Aesar). Afiadimos BrEt
(0,6 g/mL de TBE) que se intercala en el ADN mientras éste se desplaza a lo largo del gel de
agarosa y asi permitirnos visualizarlo después al exponerlo a una fuente ultravioleta. Cada
producto de PCR (5 pL) lo cargaremos con 2 uL de tampdn de carga Orange G (Sigma Aldrich) y
utilizaremos el marcador de peso molecular A DNA Hindlll (Thermo Fisher Scientific) y controles

de ADN de musculo de donantes sanos y pacientes diagnosticados con deleciones en el ADNmt,
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como controles negativos y positivos, respectivamente. Corremos el gel durante 60-120 minutos

a 100 V y visualizamos las bandas en un transiluminador.

La secuenciacion del ADNmt ha sido realizada por Lidia Carrefio Gago y la metodologia estd
incluida en su tesis “Configuracidon de una estrategia para la identificacién genético-molecular
de pacientes con enfermedad mitocondrial” dentro del departamento de Bioquimica, Biologia
Molecular y Biomedicina de la Universitat Autbnoma de Barcelona (UAB) en el afio 2017.

También esta brevemente explicado en el Articulo Il incluido en el apartado de resultados 2.

2. Experimentacion Animal

Llevamos a cabo el estudio con un modelo de ratén knock-out para la TK2 (TK2*°) con
background genético de C57BL/6. Este modelo ha sido previamente generado y caracterizado
[204]. Los ratones los hemos estabulado y crecido en un ambiente estandar controlado bajo
ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad con un acceso a agua y comida ilimitada. El
modelo de ratdén TK2XC desarrolla una encefalomiopatia fatal y muere alrededor de las dos
semanas de vida. Nosotros hemos monitorizado el peso corporal, el comportamiento,
apariencia general y supervivencia diariamente. Por razones éticas, hemos eutanasiado a los
ratones en los estudios de supervivencia, cuando eran demasiado débiles como para moverse y

obtener la comida y bebida necesarias.

Para conocer la biodisponibilidad de la dThd y la dCtd, realizamos farmacocinéticas en ratones
tanto adultos como crias. La administracién del tratamiento la realizamos por la via oral,
intravenosa (IV) o intraperitoneal (IP). Recogemos una muestra de sangre antes de administrar
el tratamiento (tiempo 0) y después de administrarlo a diferentes tiempos. La recogida y
procesamiento de la sangre para la obtencion del plasma estdn descritos en el apartado de

material y métodos 2.5.1.

Durante el transcurso de este trabajo hemos administrado diferentes tratamientos a los ratones

por via oral (Tabla 10). El maximo volumen administrable por gavage a los ratones es de 10 pl/g.
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Tratamiento | Dosis Vehiculo | Tiempo de administracion

dThd+dCtd 400 mg/kg/dia | PBS Desde dia 4 postnatal hasta su muerte
dTMP+dCMP | 620 mg/kg/dia | PBS Desde dia 4 postnatal hasta su muerte

dThd 400 mg/kg/dia | PBS Desde dia 4 postnatal hasta su muerte

dCtd 400 mg/kg/dia | PBS Desde dia 4 postnatal hasta su muerte
dThd+dCtd 400 mg/kg/dia | PBS Desde dia 4 postnatal hasta dia 16 postnatal
Orotato 400 mg/kg/dia | H,0O Desde dia 4 postnatal hasta su muerte
dThd+dCtd 400 mg/kg/dia | PBS Desde dia 4 postnatal hasta su muerte
Orotato* 50 mg/kg/dia | H20O Desde dia 21 postnatal hasta su muerte

*En este caso el orotato en vez administrarse por gavage, se administraba mediante el biberén

que contiene cada jaula.

Cada uno de los tratamientos lo administramos diariamente con una sola dosis de gavage oral
gue comienza a los 4 dias postnatal. Las soluciones de dThd, dCtd, dTMP y dCMP las preparamos
en PBS, esterilizamos por filtracién y guardamos a 4 °C (o -20 °C para almacenamiento a largo
plazo) hasta su administracion a los ratones TK2*°y sus hermanos wild-type, TK2"". La dThd y la
dCtd las administramos tanto en combinacion como de forma individualizada, todos ellos a una
dosis de 400 mg/kg/dia (165mM de dThd y 176mM de dCtd). La dTMP y la dCMP las co-
administramos a una dosis equimolar de 620mg/kg/dia. El orotato lo administramos a 400
mg/kg/dia por gavage o a 50 mg/kg/dia disuelto en el agua del biberdn de la jaula a una dosis
de 50 mg/kg/dia. Administramos un grupo de animales control con una solucién de PBS como

vehiculo.

Los ratones los sacrificamos a los dias 12 o 29 postnatal (excepto aquellos que estan incluidos
en las curvas de supervivencia) una hora después de la administracién del tratamiento
(coincidiendo con la biodisponibilidad maxima del tratamiento administrado en sangre, tal y
como hemos realizado en nuestros estudios farmacocinéticos previos (apartado de resultados
1.1). El estado de salud de los ratones TK2%C tratados degenera gradualmente, mostrando los
primeros signos de debilidad pocos dias antes de la muerte (apartado de resultados 1.2). Por
ello, para prevenir la deshidratacién y malnutricidn de los ratones a edades tempranas de la
enfermedad, proporcionamos a todas las camadas accesibilidad a comida semi-solida desde el

dia 15 después del nacimiento.
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Para obtener plasma de los ratones, utilizamos o sangre circulante periférica (en ratones de 12
dias) o sangre proveniente de puncién cardiaca (para ratones de 29 dias). La sangre la recogemos
en capilares recubiertos con EDTA (Microvette capillary tubes, SARSTEDT) y la mantenemos en
hielo antes de procesarla a 3.500 g a 4 °C por 5 minutos para obtener el plasma. Las muestras

las guardamos a -20 °C hasta su préximo uso.

Los tejidos (cerebro, higado, musculo esquelético (gastrocnemio) e intestino delgado) los
recogemos e inmediatamente congelamos en nitrégeno liquido y guardamos a -80 °C hasta su
proximo uso. El lumen del intestino delgado lo limpiamos con abundante solucién salina antes

de congelarlo en nitrégeno liquido.

Para el genotipado de los ratones TK2 utilizamos extremos de cola de un par de milimetros
(extraidos post-mortem) o perforaciones de orejas (que también servirdn para identificar los
animales). Podemos proceder con la extraccion de ADN directamente 6 guardar las muestras en
el congelador si nuestra intencion es hacerlo otro dia. Con este protocolo obtenemos de forma

rapida una cantidad suficiente de ADN para poder hacer el genotipado de los ratones.

Reactivo (concentracion origen) | Concentracion final Volumen
Tris-HCI (1 M) 50 mM 25 mL
NaCl (5 M) 100 mM 10 mL
EDTA (0,5 M) 2,5mM 2,5 mL
SDS 20% 0,5% (peso/volumen) 12,5 mL
H.O hasta un Viina de 500 mL

- Afiadimos 400 pL de buffer de lisis (Tabla 11) suplementado con proteinasa K 0,2 mg/mL
a la muestra de oreja/cola

- Loincubamos a 55 °C durante 5-12 horas

- Afadimos 75 ul de acetato potasico 8 M y vorteamos

- Anadimos 500 pl de cloroformo y vorteamos (realizarlo en campana)

- Centrifugamos a 13.000 g durante 10 minutos a TA
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- Transferimos la fase acuosa a un nuevo tubo de 1,5 mL

- Afadimos 2 volumenes de etanol absoluto

- Centrifugamos a 13.000 g durante 20 minutos a TA

- Eliminamos el sobrenadante y limpiamos el pellet blanquinoso que habra quedado con
1 mL de etanol al 75%

- Centrifugamos a 13.000 g durante 10 minutos a TA

- Eliminamos el sobrenadante y dejamos secar el pellet blanquinoso a TA o en un termo
bloque a 55 °C

- Resuspendemos el pellet en 50 uL de Tris-HCI 10 mM pH 8. Para facilitar la solubilizacién
del ADN podemos incubar a 55 °C durante unos minutos

- Guardamos el ADN a 4 °C hasta su préximo uso

El DNA total lo extraeremos de los tejidos previamente congelados en nitrégeno liquido y
conservados a -80 °C. Para hacer la extraccién previamente tendremos que pulverizar los
drganos con ayuda de un mortero y nitrégeno liquido, garantizando que la muestra permanezca
congelada durante el proceso. Pulverizar todo el érgano nos ayudard a homogenizar las
muestras y asegurarnos que los resultados que obtengamos a partir de la misma sean
representativos de todo el drgano. Utilizaremos una cucharadita de polvo (50 mg
aproximadamente) para extraer el ADN con el QIiAmpDNA Minikit (Quiagen) siguiendo el
protocolo especifico para tejidos. Es importante no exceder la capacidad de la columna. Eluimos
el ADN en una solucién de Tris-HCl a 10 mM (pH 8) y cuantificamos por espectrofotometria a
una absorbancia de 260 nm (NadoDrop Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific). Hasta su
proximo uso, guardamos el ADN extraido en el frigorifico a -20 °C. Este ADN aislado lo

utilizaremos para la deteccién de deplecion del ADNmt.

Una vez tenemos el ADN procedente de tejido de ratén aislado, pasamos a realizar la reaccién
de PCR para genotipar a los ratones. Utilizamos una estrategia en la que mediante una sola
reaccion de PCR podemos amplificar una banda para el alelo WT y otra banda para el alelo KO.
Para la generacidn de este raton, se sustituyo el exén 4 y parte del 5 por un casete de resistencia
a neomicina. Para genotipar utilizamos un mismo primer reverse para los alelos WT y KO, y
primers forward diferentes para cada alelo. En el caso de la amplificacion del alelo WT, el primer
forward estard situado en una regidon que ha sido eliminada en el ratén KO. En el caso de la

amplificacion del alelo KO el primer forward estard situado en la region del casete de neomicina
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gue ha quedado tras la generacién del modelo de ratdn. Asi el esquema del genotipado es el

siguiente (llustracion 15), y los primers los que se ensefian abajo:

o Primer TK2Neo Fw GCCAGCTCATTCCTCCCACTC
o Primer TKR2ZWT Fw TACCATGATGCCAGCCGATG
o Primer TK2ZWT Rv CCTGTGAGGACAGGAGACCT

llustracion 15: Esquema del diseiio de primers para la genotipacion.

En la amplificacion del alelo WT se genera una banda de 223 bp mientras que en la del alelo KO

se genera una banda de 399 bp.

Realizamos la mezcla de la reaccién utilizando el kit comercial TaKaRa Taqg HS PCR kit UNG plus

y ponemos el termociclador con el programa correspondiente (Tablas 12 y 13).

Tabla 12: Mezcla de reacciéon para genotipar

Reactivo (concentracion origen) | Concentracion final Volumen
PCR Buffer for UNG plus (10 X) 1X 2 uL

dU plus dNTP Mixture (12,5 X) 1X 1,6 uL
Primer TK2WT Forward (10 uM) | 0,5 uM 1pul
Primer TK2Neo Forward (10 uM) | 0,5 uM 1pul
Primer TK2WT Reverse (10 uM) | 0,5 uM 1pul
TaKaRa Taq HS (5 U/ul) 0,025 U/uL 0,1puL
UNG (2 U/uL) 0,02 U/uL 0,2 pl
ADN Molde 50-200 ng 2 uL

H.0 hasta un Viina de 20 ul

Tabla 13: Condiciones de reaccién para genotipar

Temperatura | Tiempo | Ciclos
25 °C 10’ 1
95°C 2 1
95°C 30” 30

60 °C 30”

72°C 30”

72°C 10’ 1
4°C oo
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El producto de PCR lo resolvemos en un gel de agarosa que contenga BrEt para que se vaya
intercalando en el ADN que vaya corriendo y asi poder visualizarlo después en el

transiluminador.

El gel de agarosa para fragmentos pequefios lo prepararemos al 2% (peso/volumen) con Buffer
TBE. Disolveremos la agarosa en el microondas y antes de poner a polimerizar el gel, afiadimos

BrEt 0,6 g/mL de TBE.

Una vez el gel haya polimerizado, cargamos los productos de PCR en la misma. De los productos
de PCR correremos 5 pL. Utilizamos un marcador de peso molecular de 1 kb, del que ponemos
1 ul mezclado con 4 pl de H,0. A todas las muestras les afiadimos 2 pL de tampdn de carga,
Orange G (Sigma-Aldrich) que ayudaran no solo a visualizar las muestras, sino a que precipiten

en los pocillos.

Corremos el gel durante 20 minutos a un voltaje de 100 V. Una vez el gel haya corrido,

visualizamos las bandas con la ayuda de una transiluminador UV.

3. PCR cuantitativa a tiempo real

Con la técnica de Real-Time podemos determinar el nimero de copias de un gen mitocondrial y
un gen nuclear de copia Unica en una reaccidn con sondas y primers especificos para la
amplificacion de estos genes. Las sondas utilizadas son de tipo TagMan con fluorocromos que
emiten luz a una determina longitud de onda (FAM y VIC) que podemos leer y registrar de forma
independiente. El ratio gen mitocondrial/gen nuclear nos permitird determinar si existe una

deplecidn, es decir, una disminucion del nimero de copias de ADNmt/genoma nuclear haploide.

El nimero de copias de las muestras la calculamos por extrapolacién de curvas de calibracion
preparadas con unos estandares de los cuales conocemos el nUmero de copias. Los estandares
tienen plasmidos en los cuales hay clonado el fragmento del gen mitocondrial y nuclear
respectivamente. Los genes mitocondriales y nucleares que utilizamos varian en funcién del

origen de las muestras.

Una vez extraido el DNA de cada una de las muestras, realizamos diluciones 1/3 con Tris 10 mM

pH 8 y ponemos por duplicado tanto las muestras originales de ADN como las diluciones 1/3 en
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la placa de RT-PCR. La dilucion de las muestras nos servira para acotar mejor la muestra dentro
de la curva estdndar y para apreciar la presencia de posibles interferentes con la reaccién de

amplificacion.

Afiadimos 7,5 uL de mezcla de reaccion en cada uno de los pocillos de reaccién y finalmente los
2,5 uL de ADN correspondiente en cada caso. Sellamos la placa con una lamina adhesiva y
hacemos un spin en la centrifuga antes de procesarla en el termociclador. La PCR real-time
cuantitativa se realiza en un termociclador y detector de fluorescencia ABI PRISM® 7900HT
Sequence Detection System (Applied Biosystems) (Tabla 14). A los 60 °C de cada ciclo de
amplificacion se realiza la lectura de fluorescencia, que sera proporcional a la cantidad de

producto de reaccion en cada uno de los ciclos.

Temperatura | Tiempo | Ciclos
50 °C 2 1
95°C 10” 1

95 °C 15” 40

60 °C i

El andlisis de los datos lo realizamos con el programa SDS 2.4 (Applied Biosystems),
primeramente establecemos las concentraciones de los estandares que sirven también como

control interno de placa, para posteriormente poder cuantificar el resto de muestras.

Para el estudio de deplecién en muestras humanas utilizamos el gen mitocondrial 12S rRNA y el
gen nuclear de copia Unica RNAsaP. En este caso la reaccion de Real-Time que llevaremos a cabo
es multiplex. Cada una de las sondas utilizadas tiene un flourocromo diferente (FAM, en el caso
de 12Sr RNA y VIC en el caso de RNasaP) que emite luz a diferente longitud de onda y

permitiendo por tanto la lectura simultadnea de ambas sondas.

Para cuantificar la RNAsaP utilizamos un ensayo comercial, RNAsaP Control Reagent (Fluoréforo
VIC-Quencher TAMRA; Applied Biosystems) que incluye los primers y sonda necesarios para su

amplificacion. Para la cuantificacion del 12S rRNA utilizamos los primers y sonda por separado:

o 12SrRNA Primer Fw: 5’- CCA CGG GAA ACA GCA GTG AT -3’ (ntd 805-824*)
o 12SrRNA Primer Rv: 5’- CTATTG ACT TGG GTT AAT CGT GTG A -3’ (ntd 903-927*)
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o 12SrRNA Sonda: FAM - 5’- TGC CAG CCA CCG CG -3’- MGB (ntd 888-900*)

*posicidn de los primers segun la secuencia de referencia del ADNmt humano NC_012920.

Preparamos las diluciones a partir del estandar (STD) madre con Tris 10 mM pH 8 que contienen

copias conocidas de los genes RNAsa P y 12S rRNA (Tabla 15). Cada punto de los STD asi como

el control los determinaremos por triplicado.

N2 copias/5uL 12S rRNA

Ne copias/5uL RNAsa P

STD1 9000000 90000
STD2 (STD1 diluido 1/3) 3000000 30000
STD3 (STD2 diluido 1/3) 1000000 10000
STD4 (STD3 diluido 1/3) 333333 3333
STD5 (STD4 diluido 1/3) 111111 1111
Control Tris10mMM pH8 | O 0

En esta reaccion multiplex (los reactivos para la amplificacién de ambos genes (12S rRNA y
RNAsa P) se afiaden en el mismo pozo) afiadimos 7,5 uL de mezcla de reaccion a cada pozo de
la placa. Las reacciones de Real-Time PCR cuantitativa las realizamos en placas de 384 pocillos y

utilizamos la Master Mix Universal de PCR de TagMan con UNG (TagMan® Universal Master Mix

I, with UNG (Uracil-N-Glycosylase), Applied Biosystems) (Tabla 16).

Reactivo (concentracion de origen) | Concentracion final | Volumen
Master Mix (2X) 1X 5uL
Primer Fw 12S (4 uM) 100 nM 0,25 uL
Primer Rv 12S (4 uM) 100 nM 0,25 uL
Sonda mit 12S (5 uM) 125 nM 0,25 uL
Assay RNAsa P (20X) 1X 0,5 uL
H,0 Hasta Vsinade 7,5 pl 1,25 pL

En las muestras de ratén utilizamos el gen mitocondrial 16S (localizado en una zona conservada

fuera de las moléculas con delecidn simple) y el gen nuclear de copia Unica angiogenina 1

(ANG1).
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Primers, sondas y ensayos comerciales
Para cuantificar la ANG1 utilizamos un ensayo comercial (ANG1 Inventoried Assay Life

Technologies: Mm00833184_s1), mientras que para cuantificar las copias de gen 16S rRNA

utilizamos primers y sondas separados [245].

o 16SrRNA Primer Fw: 5" AAT GGT TCG TTT GTT CAACGATT 3’
o 16S rRNA Primer Rv: 5" AGA AAC CGA CCT GGATTG CTC 3’
o 16S rRNA Sonda: FAM-5" AAG TCC TAC GTG ATC TGA GTT 3’-MGB

Diluciones de los estandars
Utilizamos dos curvas de estandars con los amplicones Angl (Tabla 17) y 16S rRNA (Tabla 18)

clonados para hacer la cuantificacion absoluta de la mtDNA y nDNA. Preparamos las diluciones

con Tris 10 mM pH 8. Ponemos cada uno de los STD por triplicado en cada placa.

Tabla 8: Curva de estandares utilizados

ANG1 N2 copias/pL
STD1 108.000
STD2 (STD 1 dil 1/6) SuL STD1 +25 pl Tris 18.000
STD3 (STD 2 dil 1/6) 5uL STD2 +25 ul Tris 3.000
STD4 (STD 3 dil 1/6) 5uL STD3 +25 ul Tris 500
STD5 (STD 4 dil 1/2) 9uL STD4 +9 plL Tris 250

Tabla 18: Curva de estandares utilizados

16S N@ copias/uL
STD1 No se pone en la placa 11.070.000
STD2 (STD 1 dil 1/3) 9uL STD1 +18 pL Tris 3.690.000
STD3 (STD 2 dil 1/3) 9uL STD2 +18 pL Tris 1.230.000
STD4 (STD 3 dil 1/3) 9uL STD3 +18 pL Tris 410.000
STD5 (STD 4 dil 1/3) 9uL STD4 +18 pL Tris 136.670
STD6 (STD 5 dil 1/3) 9uL STD5 +18 uL Tris 45,555

Mix de reaccién
Preparamos una mix diferente para cada ensayo utilizando TagMan Universal PCR Master Mix

I, with UNG (Applied Biosystems). Utilizamos placas de 384 pocillos donde el volumen total es

de 10 pL (Tablas 19 y 20).

Tabla 19: Mezcal de reaccion para cuantificacion de ADNn en muestras de ratén

Reactivo (concentracién de origen) Concentracion final Volumen
Master mix (2X) 1X 5uL
Assay ANG1 Primers 900 nM, sonda 250 nM | 0,5 pL
H.0 Hasta Vsina de 10 pL 2 uL
ADN 20-50 ng 2,5 uL
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Reactivo (concentracion de origen) Concentracion final Volumen
Master mix (2X) 1X 5uL
Primer 16S Forward (10 uM) 300 nM 0,3 uL
Primer 16S Reverse (10 uM) 300 nM 0,3 uL
Sonda 16S (5 uM) 150 nM 0,3 uL
H.O Hasta Viina de 10 pL 1,6 uL
ADN 20-50 ng 2,5uL

Para determinar la expresién de diferentes enzimas que queremos estudiar, cuantificamos el
numero de copias de cDNA de los diferentes genes en los diferentes tejidos. Primeramente
extraemos el RNA total de los tejidos, hacemos una retro-transcripciéon de este RNA a cDNA, y

finalmente mediante una real-time PCR cuantificamos el nimero de copias de cada gen.

Para extraer el RNA total de los tejidos de ratdn, primero de todo pulverizamos los drganos con
nitrégeno liquido y mortero. De una cucharadita de polvo de érgano (aproximadamente 50 mg)
extraemos el RNA siguiendo el protocolo de TRIzol™ Reagent (Invitrogen) y cuantificamos su
concentracién con el espectrofotémetro NanoDrop.

Tratamos con DNAsa | el RNA extraido con el Kit Ambion DNAsa-free para eliminar restos de
DNA gendmico contaminante. Diluimos 5 pg de RNA en un Viina de 20,5 L para tratarlos con

DNAsa | (diluimos con H,0 RNAsa-free) (Tabla 21).

Reactivo Volumen
10X DNAsa | buffer | 2,5 uL
rDNAsal 2 pL

RNA 5 ug 20,5 uL (6 21)
Vsinal 25 uL

- Incubamos la reaccién a 37 °C durante 30 minutos.

- Afadimos 2,5 pL del inhibidor para DNasa | que contiene el kit.

- Dejamos 2-5 minutos a TA.

- Centrifugamos 2 minutos a 10.000 g para eliminar el inhibidor sobrante.

- Guardamos el sobrenadante a -20 °C hasta su préximo uso.

73



Al final de la reaccion tendremos 0,2 pg/ulL (5 pg en 25 pl) RNA tratado con DNAsa. Para evaluar
la calidad del RNA obtenido, podemos analizar 2 uL del producto tratado con DNAsa en el
Bioanalyzer (Nano XP, entre 25-500 ng/uL) 6 correr un 1 pL de producto en un gel de agarosa al
2% (peso/volumen). La relacidn entre las bandas correspondientes a los rRNA, y tRNA que por
su abundancia podemos visualizar directamente en gel con un agente intercalante como el BrEt,
nos da una idea de la calidad del RNA analizado. El Bioanalyzer utiliza un sistema de
electroforesis capilar y agentes intercalantes fluorescentes para evaluar de igual modo la

relacion entre rRNA, tRNA y un estandar de calidad interno.

Realizamos la transcripcion reversa del RNA a cDNA utilizando el High-Capacity cDNA Archive Kit

(Applied Biosystems) (Tablas 22 y 23).

Reactivo (concentracion de origen) | Concentracion finales Volumen
10X RT buffer 2X 4 L

25X dNTP Mix (100 mM) 2X 1,6 pL
10X RT Random primers 2X 4 uL
MultScribe Reverse Transcriptase | 5 U/uL 2 uL

(50 U/uL)

Nuclease-free water Hasta Vinal 40 pl 8,4 uL
RNA DNAse treated 0,125 pg/uL 20 pL

Temperatura | Tiempo | Ciclos
25 °C 10’ 1
37°C 120’ 1
85°C 85’ 1
4°C oo

Realizamos la reaccidn real-time PCR cuantitativa utilizando placas de 384 pocillos y la TagMan
Universal PCR Master Mix I, with UNG (Applied Biosystems) (Tabla 24). Utilizamos los ensayos
TagMan de expresion génica predisefiados (Applied Biosystems) para la deteccidn de los niveles
de mRNA de los diferentes genes que queremos estudiar. Ademas utilizamos el gen de la

ciclofilina A (PPIA) como referencia para normalizar los valores entre las diferentes muestras:

o Timidina fosforilasa (Tymp): Mm01301808_m1
o Citidina deaminasa (Cda): Mm01341706_m1
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o Timidina quinasa 1 (Tk1): Mm01246403_g1
o Deoxicitidina quinasa (Dck): Mm00432794_m1
o Ciclofilina A (Ppia) Mm02342430_g1

Cada muestra la analizamos por triplicado y el valor medio se utiliza como medida de mRNA que
se normalizara con los niveles de mRNA del PPIA que tomaremos como referencia. Las muestras

de cDNA estan a 2 ug/10 uL y la diluimos a 1 pug/20 uL (1/4).

Reactivo (concentracion de origen) Concentracion final Volumen
Master Mix (2X) 1X 5uL
Sonda especifica para cada gen (20X) 1X 0,5 uL
H,0 Hasta Vina de 10 pL 2 uL
cDNA molde (1 pg/20 L) 0,0125 pg/uL 2,5 uL

4. Ensayos Bioguimicos

Para hacer la cuantificacidon de los dNTPs celulares totales, crecemos los fibroblastos en placas
de 150 mm de didmetro para cada condicidn hasta que llegan a la confluencia. Después de
inducir la quiescencia durante 9 dias, suplementamos el medio celular con dNs (50 uM de cada)
Unicamente o junto con EHNA (5 uM) durante 5 dias adicionales (haciendo un cambio de medio

una vez entre medias).

En una cdmara fria, lavamos cada placa dos veces con PBS frio y rascamos las células con una
rasquetay un 1 mL de PBS. Recogemos todo el producto en un tubo de 1,5 mLy lo centrifugamos
a 450 g durante 5 minutos a 4 °C para obtener un pellet de células. El pellet lo tratamos con 600
uL de acido tricloroacético (TCA) 0,5 M y centrifugamos durante 5 minutos a 20.000 g a 4 °C.
Recogemos los sobrenadantes y los neutralizamos afiadiendo 1,5 volumenes de triotilamina
(TOA)0,5 M en freon (1,1,2-triclorotrifluoroetano). Vorteamos bien y centrifugamos durante 10
minuntos a 10.000 g a 4 °C. Recogemos solo 400 uL de la fase acuosa para prevenir
contaminaciones de la fase organica. Los extractos de las fases acuosas neutralizadas los

secamos en una cdmara de vacio y los guardamos a -80 °C hasta su analisis.
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Para realizar la determinacién de dNTPs en los extractos, utilizamos un método basado en la
reaccion de extension catalizada por el enzima polimerasa [48]. Determinamos cada uno de los
nucledtidos (dATP, dTTP, dCTP y dGTP) por separado con reacciones independientes. Los
principales elementos necesarios para esta reaccion enzimatica son los que se describen a

continuacion.

El método utiliza pequefios polimeros que se forman tras la hibridaciéon de dos cadenas de
nucledtidos: una cadena corta y otra mas larga y especifica para cada uno de los dNTPs que
gueramos medir. La secuencia corta es comun en todos los casos y funciona como primer. La
secuencia larga se une al primer y tendrd una secuencia conocida y diferente en funcion del
dNTP que vayamos a determinar. En todos los casos, la cadena larga contiene el nucleétido
complementario al que queremos determinar (que se unirdn a los nucledtidos presentes en la
muestra durante la polimerizacidn), espaciado por multiplos de timina que se hibridardn con el
radionucledtido (dATP-3H) que utilizamos en la cuantificacidn. En el caso de la determinacidn

de dATP, el radionucledtido es dTTP-3H y la secuencia contiene multiplos de adenina (Tabla 25).

dNTP a | Tipo de | Secuencia del oligonucleédito

determinar | oligonucleétido

dATP Cadena larga 5" AAATAAATAAATAAATAAATGGCGGTGGAGGCGG 3’
Cadena corta 3’ CCGCCACCTCCGCC S

dTTP Cadena larga 5 TTATTATTATTATTATTAGGCGGTGGAGGCGG 3’
Cadena corta 3’ CCGCCACCTCCGCC S

dcTp Cadena larga 5 TTTGTTTGTTTGTTTGTITGGGCGGTGGAGGCGG 3’
Cadena corta 3’ CCGCCACCTCCGCC S

dGTP Cadena larga 5 TTTCTTTCTTTCTTTCTTTCGGCGGTGGAGGCGG 3’
Cadena corta 3’ CCGCCACCTCCGCC S

Cada una de las cadenas que componen el oligonucleétido se sintetiza por separado (Invitrogen)
y posteriormente realizamos una hibridacién de las mismas. Para ello resuspendemos los
productos liofilizados en NaCl 0,1 M, llevandolos a una concentracion final de 100 uM cada uno.
Preparamos diluciones equimolares de cada una de las cadenas y mezclamos cada cadena corta
con la cadena larga. Introducimos el tubo con la mezcla de las dos cadenas en un bafno a 70 °Cy
dejamos que la temperatura baje hasta llegar a TA lentamente. De esta manera obtenemos los
oligonucledtidos hibridados a una concentracién final de 50 uM. Realizamos diluciones a 5 uM

con agua y congelamos las alicuotas a -20 °C hasta su préximo uso.
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Utilizamos diferentes radionucleétidos para la determinacién de los diferentes dNTPs. Para la
determinacidn de dTTP, dCTP y dCTP utilizamos el 3H-dATP, mientras que para la determinacion
de dATP utilizamos el 3H-dTTP (Moraveck). Los radionucleddidos los recibimos disueltos en
etanol 50% que tendremos que eliminar para poder llevar a cabo la reaccién. Tras calcular el
volumen de radionucledtido que necesitamos para cada determinacién, lo pasamos a un tubo
de 1,5 mL y evaporamos en una centrifuga speed-vac a temperatura ambiente. El sedimento

seco que quede lo resuspendemos en agua a la concentracién deseada.

La enzima con actividad polimerasa que utilizamos para llevar a cabo la reaccién es la Sequencing
Taq DNA Polymerase (Bioron). Durante la reaccion, la polimerasa utiliza la cadena corta del
oligonucledtido como primer, y la cadena larga como molde para incorporar tanto los
nucledtidos procedentes de las muestras, como el nucledtido radioactivo. La reaccién de
extension se realiza durante 1 hora a 48 °Cy es a punto final. La determinacién del nucleétido
radioactivo que se haya incorporado al oligonucledtido, es la seial radioactiva que obtendremos
posteriormente, y dependera de la cantidad de cada dNTP que haya en la muestra que queramos

medir.

Se realiza una curva patrén para poder determinar la concentracidn de cada uno de los dNTPs
que haya en la muestra. La curva patron la incluimos en la determinacién especifica de cada
dNTP (con cada pareja de oligonucleétidos) y la realizamos a partir de diluciones seriadas que
contienen una concentracion conocida de los cuatro dNTPs. Las diluciones las realizamos en Tris-

HCIl 40 mM pH 7,4 y son las que se especifican a continuacion:

o Parael dATP, dCTP y dGTP: 400 nM, 200 nM, 100 nM, 20 nM, 10 nM, 5 nM.
o Parael dTTP: 100 nM, 70 nM, 40 nM, 20 nM, 10 nM, 5 nM.

Para preparar la reaccién, trabajamos en todo momento en hielo. Los extractos de dNTPs totales
de las células, los resuspendemos en un volumen determinado de Tris-HCl 40 mM pH 7,4 y
realizamos una dilucidn 1/3 en el mismo buffer de cada muestra donde también determinamos
las concentraciones de dNTPs. Realizamos cada determinacién de cada muestra por
cuatriplicado (por duplicado cada una de las diluciones) y por triplicado cada una de las
diluciones de la curva patron. La reaccién contiene 5 pL de cada una de las muestras que

gueramos medir y otros 5 pL de mezcla de reaccion (Tabla 26).
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Reactivo (concentracion de origen) Concentracion final Volumen
Tris-HCl pH 7,4 (1M) 20 mM 0,2 uL
MgCI2 (0,1 M) 10 mM 1uL

DTT (0,5 M) 5mM 0,1 L
Oligonucleétido (5 uM) 0,25 uM 0,5 uL
Radionucledtido (15 uM) 0,75 uM 0,5 uL
Sequencing Tag DNA Polymerase (5 U/uL) | 0,025 U/pL 0,05 pL
H.O Hasta Viina de 5 pl 2,65 uL
Muestra problema 5ulL

Una vez preparadas las reacciones, mezclamos con un vortex y centrifugamos mediante un spin
antes de incubarlas a 48 °C durante 1 hora en un bafio. Una vez transcurrido este tiempo,
paramos la reaccién colocando las muestran en hielo otra vez. Realizamos un spin y colocamos
9 uL del producto de la reaccion en unos filtros de dietilaminoetilo (DEAE) (Filtermat,
PerkinElmer). Dejamos secar al aire o con una lampara de infrarrojos. El filtro permite la union
especifica del ADN que habra incorporado parte del radionucledtido. Mediante lavados a pH
acido podemos eliminar los restos de radionucleétido libre que hayan podido quedar adheridos

al filtro. Para ello posteriormente realizamos los siguientes lavados seriados en agitacion:

o 3 lavados de 10 minutos con 5% (peso/volumen) de fosfato de sodio monobdsico
hidrato (Na;HPO,4) a pH 5

o 3 lavados de 5 minutos con 5% (peso/volumen) de Na;HPO4 a pH 5

o 1lavado de 10 minutos con agua destilada

o 1lavado de 10 minutos con etanol 70% (volumen/volumen)

Volvemos a secar los filtros al aire o con una lampara de infrarrojos. Después de secar los filtros,
afiadimos 2 mL de liquido de centelleo Ultima Gold (Perkin Elmer) para cada una de las
reacciones y detectamos la radioactividad incorporada en un contador beta TriCarb (Perkin
Elmer). Calculamos la concentracion de cada dNTP en las muestras por interpolacién de los
resultados de las curvas patrén utilizadas para cada dNTP. También tendremos en cuenta las
diluciones realizadas a lo largo del procedimiento para poder corregirlo. Determinamos la
concentracién en al menos 2 cultivos independientes por cada una de las condiciones y lineas

celulares.

Los dNs afiadidos en el medio de cultivo, asi como los metabolitos formados por la degradacion

de los mismo, son cuantificados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
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en tandem (LC-MS/MS), utilizando el aparato Acquity UPLC-MS/MS (Acquity UPLC-Xevo™ TQ
Mass Spectrometer, Waters, Mildord, MA, USA). Los medios de cultivo de los fibroblastos de los
diferentes pacientes y controles, los recogemos 48 horas después del Ultimo cambio de medio.
Guardamos medios que habian sido suplementados con el tratamiento de dNs con EHNA vy sin
EHNA, y a modo de control, medios sin tratamiento donde no esperamos encontrar valores

detectables de dNs (ya que usamos suero dializado con este fin).

Preparamos el medio de cultivo para poder analizarlo por el sistema LC-MS/MS. Para ello
desproteinizamos las muestras con unas columnas de ultrafiltracién de 3 kDa (Amicon Ultra

Filters, MilliporeSigma) que previamente preparamos.

- Filtramos 300 pL de H,Od milliQ en cada columna a 14.000 g durante 5 minutos a 4 °C.

- Eliminamos el filtrado, invertimos el filtro y centrifugamos a 1.000 g durante 1 minuto a
4°C.

- Afadimos la muestra al filtro

- Centrifugamos a 14.000 g 30 minutos a 4 °C

- Recuperamos el filtrado y descartamos el filtro y contenido residual

- Realizamos diluciones 1/10 de cada una de las muestras filtradas con PBS

- Congelamos las muestras a -20 °C hasta su préximo uso

Utilizamos una curva multi-estandar que contenga los compuestos que queramos
cuantificar en la muestra y con concentraciones conocidas que nos permitan realizar la
deteccidon y cuantificacion de los mismos. Cargamos las muestras y el multi-estandar en
placas de 96 pocillos (Waters® 1ml Round Collection Plate) para inyectarlos en el sistema

LC/MS-MS.

Determinamos la dThd, dCtd y sus productos de degradacién (timina (Thy) y deoxiuridina (dUrd))
en plasma y muestras de tejido por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
en tandem (LC-MS/MS), usando un sistema LC-MS/MS ((Acquity UPLC-XevoTM TQ Mass
Spectrometer, Waters, Milford, MA, USA).

Tendremos los tejidos congelados a -80 °C. Pulverizamos los tejidos con ayuda de nitrégeno
liguido y un mortero, evitando que se descongelen. Para cada muestra utilizamos una cucharada

de polvo de érgano que homogenizamos en hielo con piezas de plastico y 250 pL de buffer de

79



lisis (Tabla 27 y 28). La dThd* (dThd deuterada (Cambridge Isotope Laboratories)) la utilizamos

como estandar interno para corregir cualquier degradacién o alteracién de la dThd natural

durante el procesamiento de las muestras.

Reactivo Concentracion del reactivo Concentracion en la solucion
PMSF (fluoruro de | 100 mM 1:50 (2 mM)
penilmetilsulfonil)

Thd* 100 puM 1:100 (1 pM)

THU (tetrahidrouridina) 40 mM 1:400 (100 puM)
6-amino-5-bromouracilo 5mM 1:50 (100 uM)

Tampdn de lisis Hasta Vfinal

Reactivo Concentracion en la solucién
Tritén X-100 1%

2-mercaptoetanol 0,02%

Tris-HCI (pH 7,2) 50 mM

H,O Hasta Viinal

- Traslahomogenizacién, centrifugamos los homogenados a 20.000 g durante 30 minutos

a 4 °Cy recogemos los sobrenadantes.

- Medimos la concentracién de proteina con el método Bradford. Para ello generamos

una muestra final que estara compuesta por una solucion A y una solucién B, donde la

solucién problema quedara diluida 20 veces.

o Solucidn A: Diluimos la muestra con H,0 1:10 (90 uL H,0 milliQ + 10 puL muestra)

o Solucién B: Diluimos el buffer de lisis con H,O 1:10 (90 pL H,O milliQ + 10 pL

buffer lisis)

o Muestra final: 45 pL de solucién Ay 45 plL de solucién B

- Medimos la proteina de 5 pL de la muestra final que reaccionaran con 250 plL de

Bradford. Utilizaremos una curva patrén para poder cuantificar la proteina de las

muestras problema.

o Curva de proteina (Tabla 29):
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[proteina] BSA 2 mg/mL Buffer de lisis 1/10 (B) H,0

1 mg/mL 100 pl 20 ul 80 pl
0,5 mg/mL 100 pl (del 1) 10 pl 90 pl
0,25 mg/mL 100 pl (del 0,5) 10 pl 90 pl
0,125 mg/mL 100 pl (del 0,25) 10 pl 90 pl
0,0625 mg/mL 100 pl (del 0,125) | 10 ul 90 ul
0 mg/mL - 20 ul 180 pl

Preparamos los extractos de tejido y plasma para poder ser analizados por el sistema LC-MS/MS.
Para ello desproteinizamos las muestras con unas columnas de ultrafiltracién de 10 kDa (Amicon
Ultra Filters, MilliporeSigma) que preparamos como hemos indicado previamente en el apartado

de material y métodos 4.2.

Utilizamos una curva multi-estandar que contenga los compuestos que queramos cuantificar en
la muestra, y con concentraciones conocidas que nos permitan realizar la deteccion y
cuantificacidon de los mismos. Las muestras y el multi-estandar las cargamos en placas de 96
pocillos (Waters® 1ml Round Collection Plate) para ser inyectados en el sistema LC/MS-MS. En
el caso de las muestras de tejido, los estandars estaran resuspendidos en la misma matriz que

las muestras, el tampon de lisis. Ademas los suplementaremos con 1 uM de dThd*.

Para todas las determinaciones de dNs y sus metabolitos, la fase estacionaria es una columna
Acquity UPLC BEH C18 (100 x 2.1 mm, 130 A pore, 1,7 mm particle, Waters). Para las
determinaciones inyectamos 7,5 L de las muestras deproteinizadas en el sistema LC-MS/MS y
las resolvemos a 0,5 mL/minuto por mediacién de un gradiente de elucion binario, usando un
tampodn salino (20 mM de acetato de amonio, pH 5,6) y acetonitrilo como se determina a

continuacién:

= Tiempo 0-1,1 minutos, tampdn salino 100% isocratico

= Tiempo 1,1-5 minutos, gradiente de 0 a 13,6% de acetonitrilo

= Tiempo 5-5,1 minutos, gradiente de 13,6 a 100% de acetonitrilo
= Tiempo 5,1-6,1 minutos, 100% de acetonitrilo isocratico

= Tiempo 6,1- 7,2 minutos, tampdn salino 100% isocratico

Realizamos la deteccion de los componentes de elucién usando una reaccidon de monitorizacion

multiple, con un modo de electrospray positivo con las siguientes transiciones de m/z:

81



= 251,8>136,1dAdo

= 242,8>127,1dThd

= 267,9>152,1dGuo

= 228,8>113,1dUrd

= 227,9>112,1dCtd

= 136,8 >110,1 hipoxantina

= 136,8>110,1dIno

= 151.7>110.1 guanina

= 126.7 >110.0 timina

= 255.0>133.8 dThd* (deuterada)

La identificacion de los metabolitos con misma transicion m/z se basa en sus diferentes tiempos
de retencidn. Las curvas de calibracion realizadas con estandares acuosos las procesamos en
paralelo y las concentraciones las obtenemos por la integracion de las dreas de los picos

utilizando el software TargetLynx (Waters).

El protocolo para la determinacion de la actividad catalitica de la timidina fosforilasa (TP) y la

citidina deaminasa (CDA) es una adaptacion de Marti et al. [246].

Preparamos 8 tuvos de 1,5 mL por cada muestra que vayamos a analizar:

Muestra de tejido lisado

Dilucién 1/10 con H,0 (90 pl de H,0 y 10 pl de muestra 1)

Dilucién 1/100 con buffer de lisis 1/10 (90 pl de buffer de lisis 1/10 y 10 pl muestra 2)
1,35 mg de proteina (en un Vsina de 400 pl con H,0)

Actividad TP (TA)

Actividad TP blanco (TB)

Actividad CDA (CA)

© N O v Bk~ W N PR

Actividad CDA blanco (CB)

Los tejidos los tendremos congelados a -80 °C. Pulverizamos los tejidos con ayuda de nitrégeno
liguido y un mortero, evitando que se descongelen. Para cada muestra utilizamos una cucharada
de polvo de érgano que homogenizamos en hielo con piezas de plastico y 500 uL de tampdn de

lisis (Tabla 30). EI PMSF lo afiadimos justo antes de utilizar el tampdn.
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Reactivo Concentracion en la solucion
PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 1:50 (2 mM)

Tritén X-100 1%

2-mercaptoetanol 0,02%

Tris-HCl (pH 7,2) 50 mM

H,O Hasta Viinal

Centrifugamos los homogenados a 20.000 g durante 30 minutos y a 4 °C. Veremos que
precipita la fraccién celular (tubo 1).

Recogemos el sobrenadante y realizamos dos diluciones secuenciales 1/10 (tubo 2) y
1/100 (tubo 3) de las muestras.

Realizamos la determinacién de proteina con el método Bradford sobre las muestras

(tubo 3) (8 pl de muestra y 200 pl de azul comassie (Protein Reagent, Bio-Rad).

Llevamos todas las muestras a una concentracién de 1,35 mg/mL (tubo 4).

Para llevar a cabo la reaccién, incubamos 100 ug de proteina con 10 mM de dThd en un
volumen final de buffer de reaccién de 100 pL (0,1 M Tris-arsenato, pH 6,5) para la
actividad TP (tubo 5, TA) o con 5 mM de dCtd en un volumen final de tampdn de reaccién
de 100 pL (0,2 M Tris-HCl, pH 8; 100 uM 6-amino-5-bromouracilo [6A5BrU]) para la
actividad CDA (tubo 7, CA). La 6A5BrU nos ayudara a inhibir la actividad TP (Tablas 31y
32)

Realizamos un blanco en el que se omite la adicidn de dThd (tubo 6, TB) y dCtd (tubo 8,

CB).

Reactivo (concentracién de origen) Concentracion Volumen en | Volumen en
final Reaccion (TA) Blanco (TB)

Buffer de reaccidn: tris-arsenato 0,5 M | 0,1 M 20 uL 20 uL

pH 6,5

Muestra (1,35 mg/mL) 100 ug 74 pL 74 uL

dThd (166 mM) 10 mM 6 uL -

Viinal 100 pL 94 plL
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Reactivo (concentracion de origen) Concentracion Volumen en | Volumen en
final Reaccion (TA) | Blanco (TB)

Tampdn de reaccién: 1M Tris-HCIpH 8 | 0,2 M 18 uL 18 uL

6A5BrU (5mM) 100 uM 2 uL 2 uL

Muestra (1,35 mg/mL) 100 pg 74 uL 74 uL

dcCtd (83,33 mM) 5mM 6 uL -

Vfinal 100 pL 94 uL

- Incubamos la reaccién a 37 °C durante 1 hora.

- Paramos la reaccion afiadiendo 1 mL de HCIO; 0,55 M (desnaturaliza las proteinas,
parando la reaccion).

- Al blanco le afiadimos 10 mM de dCtd o dThd.

- Vorteamos y centrifugamos a 20.000 g durante 10 minutos a 20.000 g y 4 °C para
precipitar proteinas.

- Guardamos los sobrenadantes en el congelador a -20 °C para su préoximo uso.

Para todas las determinaciones de dNs y sus metabolitos, la fase estacionaria es una columna
Acquity UPLC BEH C18 (100 x 2.1 mm, 130 A pore, 1,7 mm particle, Waters). Para las
determinaciones inyectamos 5 plL de las muestras deproteinizadas en el sistema Acquity UPLC
(Waters, Milford, MA, USA) y las resolvemos a 0,5 mL/minuto por mediacidn de un gradiente de
elucién binario, usando un buffer salino (20 mM de acetato de amonio, pH 5,6) y un eluyente

organico (metanol) como se determina a continuacion:

= Tiempo 0-1,1 minutos, buffer salino 100% isocratico

= Tiempo 1,1-5 minutos, gradiente de 0 a 13,6% de metanol

= Tiempo 5-5,1 minutos, gradiente de 13,6 a 100% de metanol
= Tiempo 5,1-6,1 minutos, 100% de metanol isocratico

= Tiempo 6,1- 7,2 minutos, buffer salino 100% isocratico

Monitorizamos la absorvancia de los eluidos a 267 nm vy los picos de la Thy (producto de la
reacién de la TP) o la dUrd (producto de la reaccién de la CDA) los identificamos y cuantificamos

usando una curva de calibracion multiestandar.

La puesta a punto y medida de las actividades TK1 y dCK estd incluida en el trabajo final de

master de Daniel Jiménez Heis, con el titulo “Estudi de les activitats TK1 i dCK durant el
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desenvolupament muri: relaci6 amb I'efectivitat del tractament del deficit de TK2 amb
nucleodsids” realizado dentro del Master de Biotecnologia Avanzada de la UAB en el curso
2018/2019. La metodologia esta brevemente explicado en el Articulo | incluido en el apartado

de resultados 1.2.

5. Anadlisis estadistico

Los analisis estadisticos los hemos realizado con el software de GraphPad Prism 6. Los test
especificos usados en cada caso estaran indicados en la leyenda de cada gréfica. Para facilitar el

analisis estadistico, los valores indetectables los hemos considerado cero.
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RESULTADQOS
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Los resultados de esta tesis estan divididos en dos bloques, en el primero se describen los
estudios preclinicos in vivo para el tratamiento con dNs con un modelo murino de deficiencia en
TK2. El segundo bloque incluye los experimentos in vitro realizados con fibroblastos primarios
humanos, para testar la posible aplicacion del tratamiento a la deficiencia en POLG. La tesis
ademas se ha realizado por compendio de publicaciones por lo que incluye dos articulos que son
el nucleo principal de este trabajo, ademds de otros resultados que complementan la

investigacion.

El bloque 1 esta dividido en cinco partes. El punto 1.1 incluye los estudios farmacocinéticos
preliminares realizados con dThd y dCtd en ratones de distinta edad. El punto 1.2 corresponde
al Articulo | con el estudio preclinico detallado en ratones deficientes en TK2. En el punto 1.3 se
profundiza en el estudio de la posible interaccién entre dThd y dCtd tras su co-administracidn.
Finalmente, en los puntos 1.4 y 1.5 exploran variantes del disefio experimental con interrupcion
temprana del tratamiento y activacién suplementaria de rutas alternativas de la sintesis de
nucledtidos, respectivamente. El bloque 2 corresponde al Articulo Il con el estudio de la

administracién de dNs en fibroblastos de pacientes con mutaciones en la POLG.

o Bloque 1: Estudio preclinico sobre el tratamiento con dNs en un modelo murino de

deficiencia en TK2

1.1 Estudio farmacocinético preliminar de los dNs en ratones

1.2 Articulo I: Los cambios metabdlicos debidos a la edad limitan la eficacia de la terapia

basada en desoxirribonuclesidos en un raton deficiente en TK2

1.3 Estudio sobre la competencia de los dNs por la entrada al torrente sanguineo

1.4 Estudio de supervivencia con interrupcién del tratamiento

1.5 Estudio de la estimulacion de la ruta de sintesis de novo de los dNTPs

o Bloque 2: Articulo II: El incremento del pool de dNTPs recupera la deplecién del ADNmt

en fibroblastos de humanos deficientes en POLG
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1. Estudio preclinico sobre el tratamiento con dNs en un modelo murino de
deficiencia en TK2

1.1. Estudio farmacocinético preliminar de la dThd y dCtd en ratones

Introduccion

En el presente trabajo de tesis doctoral, testamos la eficacia de los dNs pirimidinicos, dThd y
dCtd, como tratamiento para la deficiencia en TK2, en el modelo de ratén knock-out (KO) para
este enzima [204] (apartado de resultados 1.2). Dado que los ratones deficientes en TK2 mueren
prematuramente entre la segunda y tercera semana de vida [204, 205], era importante
administrar el tratamiento lo antes posible. En nuestro caso administramos el tratamiento
diariamente desde dia 4 postnatal [229]. El reducido tamafo de las crias y el cardcter crénico

del tratamiento limitaron las opciones de via de administracion a la oral (gavage).

Para seleccionar una via de administracion a utilizar en el estudio preclinico, primeramente
realizamos un breve estudio farmacocinético comparando diferentes vias de administracién en
ratones WT tanto adultos como crias. Ademas, el comportamiento farmacocinético de la dThd
y la dCtd en el organismo afecta a las determinaciones de su concentracion en tejidos y otros
pardmetros de estudio en este trabajo. Este estudio farmacocinético ayuda a determinar el
momento idoneo para la recogida de muestras tras la administracion de dThd y dCtd durante el

estudio preclinico posterior (apartado de resultados 1.2).

Material y Métodos
Para ello administramos la maxima dosis posible de tratamiento (500 mg/kg de dThd y dCtd)

teniendo en cuenta la solubilidad de los compuestos en el vehiculo acuoso (50 mg/ml en PBS) y
el volumen méaximo administrable por gavage (10 uL/g). Para observar la biodisponibilidad de la
dThd y la dCtd, recogimos diferentes muestras de sangre, antes de administrar el tratamiento
(minuto 0) y después de la administracién a diferentes tiempos. La recogida y analisis de las
muestras de plasma estan descritas en el apartado de material y métodos 2.5.1. Para facilitar la
interpretacion de los resultados se ha utilizado la representacidn de la media y el error estandar

de la media (SEM) en las graficas de este apartado.

Resultados y Discusién

Farmacocinéticas en ratones adultos
Para estudiar la biodisponibilidad de la dThd y la dCtd en el plasma de ratones adultos,

comparamos tres vias de administracion diferentes: oral, intraperitoneal (IP) e intravenosa (IV).

Una vez administrado el tratamiento, fuimos recogiendo muestras de sangre a diferentes
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tiempos durante 8 horas. Posteriormente extrajimos el plasma y cuantificamos tanto la dThd y

la dCtd, como sus primero productos de degradacidn, la Thy y la dUrd.

Los resultados muestran que se alcanzan concentraciones mas altas tanto de dThd como de dCtd
con la administracion 1V, seguida de la IP, y concentraciones mucho mds bajas con la
administracién oral. Los picos donde se concentran los niveles mas altos de ambos compuestos
son diferentes en funcién de la via de administracion también. Por via oral el pico de mayor
concentracién lo encontramos entre los 60-90 minutos después de administrar el tratamiento,

por via IP entre los 15-30 minutos y por via IV a los 5 minutos (llustracion 16).

Durante las 8 horas monitorizamos la biodisponibilidad de la dThd y la dCtd en plasma. Vemos
como una vez alcanzado el pico de concentracién maxima, los niveles de ambos compuestos
descienden hasta llegar a los que habia en el minuto 0 antes de la administracién del
tratamiento, correspondiéndose con los niveles basales. En cuanto a los primeros productos de
degradacion de la dThd y la dCtd (la Thy y la dUrd, respectivamente), podemos ver que sus picos
de biodisponibilidad coinciden o se alcanzan justo después del pico de concentracién maxima

de sus precursores, especialmente en las vias IP y IV (llustracion 16).
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llustracion 16. Cinéticas de dThd y dCtd (y sus productos de degradacion) en plasma de ratones adultos tras su
administracion por via oral, IP o IV. Concentraciones en pM de dThd y dCtd asi como sus primeros productos de
degradacion (Thy y dUrd respectivamente) en plasma. Cinéticas realizadas en ra
oral e IP y n=1 en la cinética IV) tratados con 500 mg/kg de dThd y dCtd. Muestras recogidas a los minutos 0, 15, 30,
60, 90, 120, 180, 300 y 480 en la cinética oral e IP y a los minutos 0, 5, 25, 40, 60
puntos indican la media y las barras el SEM.

tones adultos WT (n=4 en la cinética

, 120, 240y 480 en la cinética IV. Los

Si calculamos el area bajo la curva de cada uno de los compuestos administrados durante las 8
horas de cinética, sabremos la absorcion biodisponible que hemos tenido en plasma durante los

480 minutos hasta que se ha eliminado la dThd y la dCtd (Tabla 33). Esta area bajo la curva es



muy parecida entre la dThd y la dCtd en las administraciones IP e IV, con valores cerca de
150.000 pumol*minuto/L y de 120.000 pumol*minuto/L, respectivamente. En el caso de la
administracién oral en cambio, ademas de tener un area bajo la curva mucho mas pequenfa, ésta
es diferente entre la dThd y la dCtd. La dThd tiene un area bajo la curva de casi 14.000
umol*minuto/L mientras que la dCtd apenas sobrepasa los 4.000 umol*minuto/L, 3 veces
menos que la dThd. También cabe destacar que, en el caso de la administraciéon oral, los
productos de degradacion Thy y dUrd alcanzan niveles de drea bajo la curva mayores que sus
precursores en plasma (del orden del doble o triple respectivamente), evidenciando una rapida
degradacion de los mismos. Los niveles acumulados de dUrd tras la administracion IP también

se mantienen bastante altos durante el transcurso de la cinética.

Area bajolacurva | dThd dCtd Thy durd
(umol*minuto/L)

Cinética oral 13.839 4.180 | 26.493 12.948
Cinética IP 145.832 | 143.696 | 36.992 | 114.116
Cinética IV 115.547 | 126.974 | 25.522 60.468

Teniendo en cuenta que vamos a realizar la administracién del tratamiento desde el dia 4
postnatal de los ratones, también es importante hacer un analisis de la farmacocinética a edades
tempranas. Para ello realizamos cinéticas del tratamiento en ratones mas pequefos pero solo
por via oral e IP, dada la complejidad de realizar una administracién IV en ratones tan pequefios.
La edad de los ratones es de 5 dias en la administracion oral, y de 7 dias en la administracién IP.
Realizamos la cinética recogiendo muestras de sangre a distintos tiempos durante 5 horas. En
esta ocasion, la recogida de muestra implica el sacrificio del ratén, por lo que cada ratén
Unicamente se puede utilizar para un tiempo. Igual que en las cinéticas de ratones adultos,

extrajimos el plasma y cuantificamos la dThd, la dCtd, la Thy y la dUrd.

La observacion mas llamativa en este caso, es que los niveles de dThd y dCtd que se alcanzan
tras la administracién oral en las crias de ratén son mucho mayores que los que se alcanzan en
los ratones adultos, desvelando diferencias en la biodisponibilidad en funcion de la edad
(Hustracidn 17). Durante las 5 horas de la cinética, en la administracion oral no se observa un
decaimiento claro en las concentraciones de dThd y sobretodo dCtd, lo que nos impide

identificar un pico de mayor concentracién en plasma de dThd y de dCtd. De hecho, en el tltimo
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punto recogido en el grafico alin se conservan concentraciones altas de ambos compuestos. En
la administracidon IP de las crias de ratones en cambio, el perfil de la cinética de la dThd y la dCtd
se parece mas al de los ratones adultos, alcanzando concentraciones similares y con el pico de

mayor concentracién localizado alrededor de la hora después de la administracion.
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llustracion 17. Cinéticas de dThd y dCtd (y sus primeros productos de degradacién) en plasma de crias de raton tras
su administracion oral o IP. Concentraciones en UM de dThd y dCtd asi como sus productos de degradacién (Thy y
dUrd respectivamente) en plasma. Cinéticas realizadas en crias de raton WT de 5 dias en la cinética oral (n=2 en cada
punto) y de 7 dias en la cinética IP (n=2 en cada punto) tratados con 500 mg/kg de dThd y dCtd. Muestras recogidas
a los minutos 0, 60, 120, 180 y 300. Los puntos marcan la media y las barras el SEM.

En base a los resultados sobre biodisponibilidad obtenidos tras la realizacidén de las cinéticas,
determinamos que utilizariamos la via de administracidon oral para tratar a los ratones a partir
de dia 4 postnatal. Como ya hemos mencionado antes, la administracion IV es de alta dificultad
en ratones tan pequefosy a pesar de que la via IP en crias de ratdon consigue niveles plasmaticos
mas altos de dThd y dCtd, la manipulacidn de los ratones a 4 dias después del nacimiento es muy
complicada. Ademads la excesiva manipulacién de las crias puede hacer que la madre se estrese
y rechace a las crias. El control de la administracion del tratamiento por via oral es mas sencillo
que el IP, donde es mas dificil controlar la cantidad de tratamiento que se aplica en cada caso
debido a la fragilidad de la piel a estas edades, dado que estd muy turgente facilitando la salida
del volumen inyectado. También existe el riesgo de pinchar érganos internos debido al reducido
tamanfio de las crias. Por otro lado, aunque el drea bajo la curva en ratones adultos sea, tanto
para dThd como para dCtd, muy superior en la administracion IP que en la oral (llustracién 16),
esta diferencia no parece tan marcada en el caso de la administracién a crias (llustracién 17). En
crias tratadas por via IP, la concentracidon plasmatica de dThd y dCtd decae mucho mas
rapidamente que por via oral dénde la maxima concentracién parece prolongarse durante las
cinco horas que dura el ensayo. Estudiar en profundidad los efectos metabdlicos de la
administracién oral de dThd y dCtd era ademas de primordial interés, ya que esta es la via de

administracion utilizada tanto por los pacientes deficientes en TK2 bajo tratamiento compasivo,
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como por aquellos incluidos en el ensayo clinico para dThd+dCtd que se esta desarrollando
actualmente. Durante el desarrollo de este proyecto se inicia ademas de forma paralela una
colaboracién, con el grupo del Dr. Hirano (Columbia University, NY) que estudia la
administracién IP de dThd y dCtd en un modelo de ratdn knock-in deficiente en TK2 [232]. Ambos
modelos presentan unas caracteristicas fenotipicas muy similares, lo que nos permitiria realizar

comparaciones que podrian resultar valiosas para la traslacion clinica de nuestros estudios.
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Resumen: Lla timidina quinasa 2 (TK2) cataliza la primera fosforilacion de los
desoxirribonucleosidos (dNs) pirimidinicos, timidina (dThd) y desoxicitidina (dCtd) dentro de la
mitocondria. La deficiencia en TK2 reduce la disponibilidad de dTMP y dCMP, precursores de la
sintesis de dTTP y dCTP, y finalmente da lugar a deplecién o acumulacién de deleciones multiples
del ADNmt. En los pacientes, las mutaciones en TK2 normalmente se manifiestan como miopatia
de progresién rapida con aparicion en la infancia, dando lugar a insuficiencia respiratoria y
encefalopatia en las presentaciones clinicas mas graves.

La administraciéon de dThd+dCtd ha demostrado ser efectiva retrasando la progresion de la
enfermedad y prolongando la supervivencia de un modelo murino Kl de la enfermedad. En este
trabajo, hemos utilizado un modelo murino KO para la Tk2 (Tk2*°) sin actividad residual en TK2,
y hemos observado que el tratamiento de dThd+dCtd hace uso de las rutas de salvamento
citosdlicas alternativas para la sintesis de dNTPs, sugiriendo que esta terapia podria ser
beneficiosa para cualquier mutacién en TK2. La administracion oral combinada de 400
mg/kg/dia de dThd y dCtd desde el dia 4 postnatal, alarga la vida media de los ratones Tk2X©
desde los 16 hasta los 34 dias. Ademas, atenuUa el retraso en el crecimiento y recupera la
deplecion del ADNmt en el musculo esquelético y otros tejidos diana, pero no en el cerebro. Sin
embargo, estos efectos solo los observamos a edades tempranas y los ratones todavia mueren
prematuramente.

En este estudio hemos comparado animales diariamente tratados a las edades de 12 o 29 dias,
encontrando que las concentraciones plasmaticas de dThd y dCtd son notablemente mas bajas
en los ratones de mayor edad. Ademas, en los ratones de 29 dias la actividad de las enzimas

catabdlicas, timidina fosforilasa y citidina desaminasa, son marcadamente mas altas en el
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intestino delgado, un tejido decisivo para los metabolitos administrados oralmente. Por el
contrario, la actividad timidina quinasa 1 y desoxicitidina quinasa, las quinasas citosolicas
responsables de la activacidn de la dThd y la dCtd, disminuyen en los tejidos diana durante el
desarrollo del raton. En consecuencia, durante las primeras semanas tras el nacimiento, los
ratones experimentan unos cambios ontogénicos muy importantes en el metabolismo de dNs
gue pueden limitar la eficacia terapéutica de la dThd+dCtd a estadios del desarrollo tempranos.
Ademads, hemos encontrado que la administracion de dThd sola tiene el mismo impacto en la
supervivencia que la dThd+dCtd, mientras que la dCtd sola no tiene impacto en el aumento de
la supervivencia. Por lo tanto, Unicamente la dThd es responsable del efecto terapéutico del
tratamiento combinado en ratones. La dThd alcanza niveles mds altos en plasma cuando se
administra sola, y este aumento en la biodisponibilidad da lugar, en estadios tempranos, a
niveles superiores de recuperacion del ADNmt. Sin embargo, hemos observado que esta
respuesta preferente es muy dependiente de cada tejido, indicando que hay diferencias en la
homeostasis de dNTPs entre tejidos. Estos cambios relacionados con la edad vy las regulaciones
metabdlicas especificas de cada tejido hacen necesaria mas investigacién para optimizar la

terapia basada en dNs.
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En los estudios cinéticos descritos previamente, a pesar de administrar la dThd y la dCtd a una
misma dosis, observamos que en la administracién por via oral la concentracién plasmatica de
la dThd es siempre mas alta que la dCtd (apartado de resultados 1.1). Por otro lado, cuando
administrdbamos la dThd sola a los ratones, ésta alcanzaba niveles mas altos que cuando la
administrdbamos en combinacion con la dCtd (apartado de resultados 1.2). Para estudiar un
poco mas a fondo la competencia por la entrada de ambos compuestos en el torrente sanguineo,
realizamos una administracion puntual de dThd y dCtd (400 mg/kg) en combinacién o solas y
por via IP y/u oral, analizando los niveles plasmaticos de los compuestos 1 hora después de su

administracion.

Para realizar estos experimentos utilizamos ratones WT de entre 11 y 16 dias, edades en las que
los niveles plasmaticos de dThd y dCtd administradas son mas altos que en los adultos. En total
tenemos 8 condiciones de administracion diferentes, combinando la via oral e IP, con los
diferentes tratamientos basados en la dThd sola, la dCtd sola o la combinacién de ambas
(Hustracion 18). El plasma lo obtuvimos tras el sacrificio de las crias y lo procesamos para su

analisis mediante LC-MS/MS tal y como se describe en el apartado de material y métodos 2.5.1.

Tal y como habiamos visto en los experimentos del apartado de resultados 1.1, tras la
administracion IP (puntos en color rosa) tanto de dThd como de dCtd, los niveles plasmaticos
gue obtenemos son mayores que con la administracidn oral (puntos en color azul) para ambos
metabolitos. Ademds, no se observan diferencias en los niveles de dThd alcanzados tras su
administracion por via IP, tanto si se administré sola, o en combinacién con dCtd (ya sea ésta

administrada por la misma via IP o por via oral).

Sin embargo, si nos fijamos en la administracion oral de la dThd, vemos que administrandola
sola, o en combinacidn con la dCtd administrada por la via IP, alcanzamos concentraciones mas
altas en plasma que si la coadministramos junto con la dCtd pero por la misma via oral. En
cambio, en el caso de la dCtd observamos concentraciones similares en plasma
independientemente de si se ha realizado una administracién conjunta con la dThd o no. Estos

resultados también estan incluidos en el apartado de resultados 1.2.

Los compuestos de degradacion de la dThd y la dCtd (la Thy y la dUrd), siguen los mismos

patrones que sus precursores, con mayores concentraciones tras la administracion IP
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comparando con la oral. En este caso los colores corresponderdn con la via de administracion

de sus precursores.

Estos resultados sugieren que existe una competencia por la entrada al torrente sanguineo entre
la dThd y la dCtd cuando se co-administran por via oral. De este modo, la dThd alcanza una
concentracién plasmatica mas elevada si se administra de forma independiente. Este efecto no
se observar al utilizar una via IP, lo que sugiere que la dThd y dCtd compiten por su entrada a
través de los transportadores situados en el epitelio intestinal. Por lo que respecta a la dCtd, sus
niveles en plasma parecen no verse afectados por el hecho de ser co-administrado con la dThd,
pudiéndose justificar por un comportamiento de los transportadores diferente los dos
compuestos, o por otros factores como el catabolismo de la dCtd que estén limitando estos

niveles.
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llustracion 18. Niveles plasmaticos de dThd y dCtd después de su administraciéon puntual. Se muestran las
concentraciones de dThd, dCtd, Thy y dUrd en plasma de ratones WT de entre 11y 16 dias por LC-MS/MS. Los colores
determinan la via de administracion de cada compuesto (o la de su precursor): rosa para la administracion IP, azul
para la administracion oral, y verde cuando no ha habido administracion (niveles basales). La sangre fue recogida una
hora mas tarde de la administraciéon IP (puntos rosas) y/u oral (puntos azules) de ambos compuestos juntos o por
separado a una dosis de 400 mg/kg. Cada punto corresponde a un ratén (n=4 o 5 en cada una de las condiciones), la
barra horizontal representa la medianay las verticales el rango intercuartil.
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Los resultados obtenidos hasta ahora apuntan a que la administracion de dThd y dCtd estimula,
durante edades tempranas, vias de sintesis de dNTPs alternativas a la catalizada por TK2,
aumentando la supervivencia de los ratones. El tratamiento pierde eficacia en algun punto del
desarrollo, ya que observamos como con la edad se produce un descenso en la actividad de las
enzimas relacionadas con la activacion de dThd y dCtd, y un aumento de la actividad de enzimas
responsables de su degradacion (apartado de resultados 1.2) con la consiguiente disminucion
de la biodisponibilidad del tratamiento. Pensamos que estos cambios metabdlicos debidos a la

edad, estan relacionados con la pérdida de efecto terapéutico.

Con el objetivo de estudiar si el efecto de la administracién diaria de la dThd y la dCtd se
mantiene en el tiempo o si podemos identificar el momento en el que deja de ser efectivo,
hemos administrado el tratamiento a los ratones comenzando a los 4 dias postnatal y hasta los

16 dias, edad en la que los ratones Tk2*° mueren de forma natural en ausencia de tratamiento.

En este caso tratamos los ratones con dThd+dCtd (400 mg/kg/dia) desde dia 4 hasta 16
postnatal, mediante gavage oral diario. Como controles negativo y positivo, utilizamos los
ratones tratados con PBS y con dThd+dCtd (400 mg/kg/dia) que ya estan incluidos en el apartado

de resultados 1.2.

La administraciéon de dThd+dCtd hasta dia 16, consigue prolongar la supervivencia hasta los 27
dias de mediana (media y desviacién estandar, 27+2,6; n=13), llegando hasta un maximo de 33
dias. Por lo que respecta a la progresién del peso, no se observan diferencias con el control
positivo hasta los 22 dias de edad, donde se empieza a observar un descenso en el mismo. Estos
resultados apuntan a que si que existe un efecto terapéutico que se mantiene en el tiempo, ya
que la interrupcion del tratamiento no limita la extensién de la supervivencia. No obstante,
mantener el tratamiento indefinidamente consigue alargar la supervivencia hasta una mediana
de 34 dias. Estos datos sugieren que aunque el tratamiento tenga efecto mas alla de los 16 dias,
probablemente haya una edad maxima, entre los 16 y los 34 dias, a la que el tratamiento deje

de tener efecto (llustracion 19 y Tabla 34).
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llustracion 19. El efecto terapettico se mantiene mas alla de la duracidn del tratamiento en ratones Tk2KO. Los
ratones Tk2KO (lineas continuas) y los Tk2WT (lineas discontinuas) han sido tratados diariamente con PBS (vehiculo;
10 ulL/g; lineas verdes), con 400 mg/kg/dia de dThd+dCtd (lineas azul oscuro) o con 400 mg/kg/dia de dThd+dCtd
hasta los 16 dias (lineas azul claro). A) Proporciones de supervivencia, curva Kaplan-Meier (Tk2KO-dThd+dCtd 16 dias,
n=13; TK2WT-dThd+dCtd 16 dias, n=10). Test Mantel-Cox: Tk2KO-PBS versus Tk2KO-dThd+dCtd-16 dias p<0,001;
Tk2KO-dThd+dCtd versus Tk2KO-dThd+dCtd-16 dias p<0,001. Las observaciones censuradas aparecen como rayas
negras in el grafico. B) Progresidn del crecimiento para los ratones (Machos: Tk2KO-dThd+dCtd-16dias, n=8; Tk2ZWT-
dThd+dCtd-16dias, n=5. Hembras: Tk2KO-dThd+dCtd-16dias, n=5; Tk2ZWT-dThd+dCtd-16dias, n=5). Los resultados
estan expresados como la media de los valores por cada punto; las barras de error indican la SD.
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Tabla 34. Resumen de los datos de supervivencia de los ratones que se muestran en las curvas de Kaplar-Meier

de la llustracién 19 son las que se presentan aqui.

Sujetos Muertes Mediana de
censurados supervivencia

WT PBS 46 1 No definido
KO PBS 38 20 16

WT dThd+dCtd (400 mg/kg/dia) 54 1 No definido
KO dThd+dCtd (400 mg/kg/dia) 36 12 34

WT dThd+dCtd (400 mg/kg/dia) 16 dias 10 0 No definido
KO dThd+dCtd (400 mg/kg/dia) 16 dias 0 13 27
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Tal y como hemos observado en los resultados de la estimulacidn de la sintesis de dNTPs por la
ruta de salvamento con la administraciéon de dThd y dCtd (apartado de resultados 1.2), existen
limitaciones que hacen que el tratamiento Unicamente sea efectivo a edades tempranas. Una
estrategia que hemos llevado a cabo, ha sido intentar potenciar otras vias metabdlicas
alternativas que participen en el anabolismo de los dNTPs. Concretamente hemos estimulado la
ruta de sintesis de novo de nucledsidos de pirimidina con la administracién del orotato, un

precursor de esta via.

Para poder realizar comparaciones con el tratamiento de dNs que estdbamos realizando hasta
ahora (400 mg/kg/dia de dThd+dCtd), intentamos administrar una dosis molar equivalente de
orotato a los ratones. Nos encontramos con que era imposible conseguir una disolucion
completa en agua a esa concentracion (y a un pH compatible con su administracion oral), por lo
que llevamos a cabo dos estrategias diferentes. Por un lado, administramos una dosis equimolar
de la sal potasica de orotato en suspensién (400 mg/kg/dia) en agua, comenzando a dia 4
postnatal. Por otro lado, decidimos testar la administracidon conjunta de orotato y dThd+dCtd
por si suponia algln efecto aditivo sobre el efecto obtenido con la administracidén Unica de estos
dos dNs. Para ello, administramos dThd+dCtd a la dosis habitual (400 mg/kg/dia) hasta el
momento del destete, momento a partir del cual suplementamos el agua de bebida con la sal
potasica de orotato (50 mg/kg/dia). Estudios en otros modelos anticipan posibles problemas
cancerigenos tras la administracidn crénica de dosis elevadas de este compuesto. Por ello
elegimos suplementar el agua de bebida con la dosis mas elevada testada como segura en dichos
estudios [247]. Como controles negativo y positivo, utilizamos los ratones tratados con PBS y

con dThd+dCtd (400 mg/kg/dia) que ya estan incluidos en el apartado de resultados 1.2.

Los resultados de la administracién del orotato para estimular la ruta de sintesis de novo de los
dNTPs, ya sea de forma independiente a una dosis equimolar que la dThd y dCtd, o en
combinacion con dThd+dCtd a dosis mas baja, no tiene ningin efecto sobre la supervivencia de
los ratones (llustracidn 20 y Tabla 35). Para que la administracién del orotato pueda dar lugar a
un aumento en los niveles de dNTPs, son necesarias muchas mas enzimas intermediarias que si
administramos directamente dThd+dCtd. Ademas, muchas de estas enzimas son dependientes
del ciclo celular limitando esto la efectividad del tratamiento como ya hemos visto en el caso de

la TK1 con la administracion de dThd+dCtd (apartado de resultados 1.2).
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llustracién 20. La administracion diaria de orotato no tiene efecto sobre la supervivenvia de ratones Tk2KO. Los
ratones Tk2KO (lineas continuas) y los Tk2WT (lineas discontinuas) han sido tratados diariamente con PBS (vehiculo;
10 ulL/g; lineas verdes), con 400 mg/kg/dia de dThd+dCtd (lineas azules), con 400 mg/kg/dia de orotato (lineas
amarillas), o con 400 mg/kg/dia de dThd+dCtd + 50 mg/kg/dia de orotato a partir del dia 21 (lineas verde lima). A)
Proporciones de supervivencia, curva Kaplan-Meier (Tk2KO-orotato, n=9; TK2WT-orotato, n=13, Tk2KO-dNs+orotato,
n=7; TK2WT-dNs+orotato, n=15). Test Mantel-Cox: Tk2KO-PBS versus Tk2KO-orotato no significativo; Tk2KO-
dThd+dCtd versus Tk2KO p<0,001; Tk2KO-PBS versus Tk2KO-dThd+dCtd+orotato p<0,001; Tk2KO-dThd+dCtd versus
Tk2KO-dThd+dCtd+orotato no significativo. Las observaciones censuradas aparecen como rayas negras en el grafico.
B) Progresion del crecimiento para los ratones (Machos: Tk2KO-orotato, n=5; Tk2WT-orotato, n=10, Tk2KO-
dThd+dCtd+orotato, n=4; Tk2WT-dThd+dCtd+orotato, n=9. Hembras: Tk2KO-orotato, n=4; Tk2WT-orotato, n=3,
Tk2KO-dThd+dCtd+orotato, n=3; Tk2WT-dThd+dCtd+orotato, n=6). Los resultados estan expresados como la media
de los valores por cada punto; las barras de error indican la SD.
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Tabla 35. Resumen de los datos de supervivencia de los ratones que se muestran en las curvas de Kaplar-Meier

de la llustracidn 20.

orotato (50 mg/kg/dia)

Sujetos Muertes Mediana de
censurados supervivencia
WT PBS 46 1 No definido
KO PBS 38 20 16
WT dThd+dCtd (400 mg/kg/dia) 54 1 No definido
KO dThd+dCtd (400 mg/kg/dia) 36 12 34
WT orotato (400 mg/kg/dia) 13 0 No definido
KO orotato (400 mg/kg/dia) 1 8 16.5
WT dThd+dCtd (400 mg/kg/dia) + 15 0 No definido
orotato (50 mg/kg/dia)
KO dThd+dCtd (400 mg/kg/dia) + 0 7 33
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2. Articulo IlI: El incremento del pool de dNTPs recupera la deplecién del
ADNmt en fibroblastos de humanos deficientes en POLG

Titulo original: Increased dNTP pools rescue mtDNA depletion in human POLG-deficient

fibroblasts

Autores: Cora Blazquez-Bermejo, Lidia Carrefio-Gago, David Molina-Granada, Josu Aguirre,
Javier Ramén, Javier Torres-Torronteras, Raquel Cabrera-Pérez, Miguel Angel Martin, Cristina
Dominguez-Gonzalez, Xavier de la Cruz, Anne Lombes, Elena Garcia-Arumi, Ramon Marti,

Yolanda Camara

DOI: 10.1096/fj.201801591R

Revista y afio de publicacion: FASEB Journal, 2019 Junio (Epub 2019 Marzo 8)
Factor de impacto (Fl) y percentil: Fl de 5,391; Q1, Primer Decil (JCR 2018)

Resumen: La polimerasa gamma mitocondrial es un heterotrimero constituido por una
subunidad catalitica (POLG) y dos subunidades accesorias (POLG2), y es responsable de la
sintesis del ADN mitocondrial (ADNmt). Una actividad defectuosa de la POLG da lugar al
sindrome de deplecién y deleciones multiples del ADNmt con un amplio espectro de fenotipos
clinicos, desde manifestaciones infantiles y graves a manifestaciones de aparicién en edades
adultas y leves.

La disponibilidad de los desoxirribonucledtidos (dNTPs) es un factor importante para el
mantenimiento del ADNmt. El aumento de la sintesis de dNTPs por suplementacion de
precursores en forma de desoxirribonucledsidos (dNs) se ha demostrado efectivo en diferentes
modelos de deplecién del ADNmt debidos a un metabolismo defectuoso de dNTPs. En este
trabajo hemos estudiado la recuperacién del nimero de copias de ADNmt después de una
deplecién forzada con bromuro de etidio (BrEt) en fibrobastos quiescentes procedentes de
pacientes con mutaciones en diferentes dominios de POLG. Después del tratamiento con BrEt,
todas las células deficientes en POLG experimentan una deplecion mayor de ADNmt que los
fibroblastos de pacientes sanos, evidenciando un proceso de replicacion defectivo. Hemos
monitorizado la recuperacion del ADNmt después de la eliminacién del BrEt en presencia o
ausencia de los cuatro dNs y EHNA (inhibidor especifico de la degradacion de la desoxiadenosina
(dAdo)). La activacion de la ruta de salvamento de dNTPs por suplementacidon con dNs+EHNA da

lugar a unincremento de los niveles de dNTPs mitocondriales. Bajo estas condiciones, las células
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control recuperan espontdneamente el nimero de copias de ADNmt iniciales con o sin la
suplementacién de dNs+EHNA mientras que las células deficientes en POLG recuperan los
niveles de ADNmt sdlo cuando estdn expuestas al tratamiento, independientemente de la
mutacién especifica que contengan. La preservaciéon de la dAdo y el consecuente incremento de
los niveles de dATP mitocondrial son necesarios para esta recuperacion. Ademas, el tratamiento
no altera la fidelidad de la POLG dado que no se detecta un incremento en las deleciones
multiples o mutaciones puntuales comprobadas por Next-Generation Sequencing.

Este trabajo evidencia que las mutaciones afectando a la maquinaria de replicacién del ADNmt
podrian verse beneficiadas por la administracion de dNs que induce un incremento en la
disponibilidad de dNTPs mitocondriales, y sugiere que esta terapia podria ser efectiva para tratar
las deficiencias en POLG asi como otras condiciones en las que el correcto mantenimiento del

ADNmt se vea comprometido.
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DISCUSION
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El sindrome de deplecion y deleciones multiples del ADNmt (SDDM), engloba un grupo de
enfermedades raras que desde que se relacionaron por primera vez con mutaciones en un gen
en el afio 1999 no ha dejado de crecer [94]. Durante estos 20 afios, y especialmente en los
ultimos afios gracias al desarrollo de las técnicas de secuenciacidén masiva, se han identificado
nuevos genes implicados en la replicacién del ADNmt, y mutaciones en los mismos que causan
SDDM. La falta de conocimiento y la alta heterogeneidad fenotipica de estas enfermedades,
hace que muchas veces sea dificil su diagndstico y se realice solamente una evaluacién y
tratamiento de los sintomas. En los Ultimos afos se ha realizado un gran avance en el diagndstico
de estas enfermedades mitocondriales, pero aln no existen tratamientos efectivos para las

mismas.

El uso de los dNs como precursores para aumentar la sintesis de dNTPs y estimula la replicacion
del ADNmt es una estrategia terapéutica que ultimamente esta teniendo una gran repercusién
en el tratamiento del SDDM. Esto se debe a los buenos resultados obtenidos en experimentos
in vitro e in vivo, pero sobre todo a los resultados positivos en pacientes deficientes en TK2 que
como tratamiento compasivo reciben dThd y dCtd. Las quinasas mitocondriales, TK2 y dGK, son
las encargadas de fosforilar los dNs a dNMPs y como tratamiento a defectos en estas enzimas,
se propuso administrar sus productos de reaccion (ANMPs). Es por eso por lo que primeramente
los estudios pre-clinicos in vitro [183, 186] e in vivo [229] consistian en administrar dNMPs. Sin
embargo, dado el caracter idnico de los ANMPs y en ausencia de un transportador de membrana
conocido, su internalizacién celular a través de membranas hidrofdbicas es muy improbable.
Ademas se constatd que debido a que existen enzimas localizadas en el exterior de la célula
como fosfatasas y ectonucleotidasas que desfosforilan estos dNMPs a dNs, la forma en la que
entran a la célula y actian como agentes terapéuticos es la desfosforilada [223]. Nosotros en
este trabajo hemos estudiado y profundizado en el uso de los dNs en un modelo murino KO para

la Tk2 y en fibroblastos de pacientes con mutaciones en POLG.

En el estudio de la deficiencia en TK2, la generacién de un modelo murino K/ para la enfermedad
(Tk2¥) permitié probar por primera vez in vivo la administracion de dNs [230]. En estos estudios
previos se demostréo que la suplementacion de dNs podia retrasar la progresion de la
enfermedad prolongando la supervivencia de los ratones, pero el tratamiento resultaba efectivo
tan solo a edades tempranas. Las investigaciones llevadas a cabo en este modelo murino y los
buenos resultados obtenidos aumentando la supervivencia a corto plazo, asi como la ausencia
de cualquier otro tratamiento efectivo para esta enfermedad con tan mal prondstico, hicieron
posible el uso de los dNs como tratamiento compasivo para pacientes con deficiencia en TK2.

No obstante el uso clinico compasivo es individualizado, no estd disponible en todos los paises
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y es necesario un ensayo clinico para que muchos otros pacientes puedan beneficiarse de este
tratamiento, asi como para garantizar la seguridad del mismo. El estudio retrospectivo realizado
en los pacientes que estdn recibiendo dThd y dCtd muestra muy buenos resultados,
especialmente en los pacientes infantiles mas graves. La administracion del tratamiento implica
mejoras en la funcidon motora y respiratoria, pero sobre todo aumenta la supervivencia de los
pacientes a un 100% hasta por lo menos 2 afios después de comenzar con el tratamiento,
mientras que la historia natural de la enfermedad muestra que solo el 27% de los pacientes
sobrevivian por lo menos dos afios después del diagndstico de la enfermedad [233]. Los
pacientes con afectaciones mas leves en cambio presentan una mejora mas reducida, pero en

ambos casos es importante observar que no hay efectos adversos graves.

Para profundizar en las causas que estdn limitando la efectividad del tratamiento, nosotros
hemos trabajado con el modelo Tk2° que presenta el mismo fenotipo que el ratén Tk2X, y con
el que también observamos una respuesta similar al tratamiento con dNs. El uso de este modelo
KO, carente de cualquier actividad en la enzima TK2, nos ha permitido confirmar que los dNs
administrados utilizan vias alternativas para fosforilarse y no dependen de la actividad residual
que pueda quedar de la enzima TK2 mutada. A pesar de que en el modelo Tk2¥' la determinacién
de la actividad de proteina en corazdén sea muy reducida o incluso indetectable en cerebro [248],
estudios con proteina recombinante con la misma mutaciéon en humanos (H121N) que tiene el
modelo Tk2¥' de ratén (H126N), determinan que se mantiene la actividad de la enzima cuando
utiliza dThd como sustrato, y que disminuye cuando el sustrato es dCtd [249]. Con el estudio en
el modelo KO hemos demostrado que cualquier paciente puede beneficiarse de este
tratamiento independientemente de la mutacién en TK2 que tenga y de la actividad residual que

esto le suponga.

Como hemos mencionado anteriormente, con la administracion de dNs perseguimos la
estimulacién o activacidn de la ruta de salvamento mediante los enzimas que catalizan la misma
reaccion que TK2 en el citosol. Esto implica el transporte de los dNs fosforilados al interior de la
mitocondria. Aunque dichos transportadores no han sido identificados, existen evidencias
experimentales de su presencia en la membrana mitocondrial [227, 228, 250]. Una de las
evidencias de ello la podemos encontrar en los estudios que se realizaron con el modelo Tk2%©
donde se sobreexpresaba la desoxirribonucledsido quinasa de Drosophila melanogaster (Dm-
dNK). Esta enzima que se localiza fuera de la mitocondria, fosforila los dNs a dNMPs. La
sobreexpresion en el nlcleo de Dm-dNK da lugar un aumento en el pool total de dNTPs a los
niveles requeridos para una sintesis eficiente del ADNmt, demostrando asi la existencia de

transporte de dNMPs citosdlicos a la mitocondria [227, 228].
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Tal y como hemos visto, la terapia basada en la administracién de dThd y dCtd retrasa la
progresion de la enfermedad, pero no consigue revertir el fenotipo completo en ningin modelo
de ratén deficiente en TK2, lo que resulta en la muerte prematura de los animales (34 dias de
mediana). En este trabajo hemos descrito cdmo cambios en el metabolismo de los dNs
relacionados con la edad estan contribuyendo a limitar la eficacia del tratamiento. Una de estas
limitaciones afecta a la biodisponibilidad del tratamiento (lo que correlaciona con una reduccion
en la disponibilidad en los tejidos), que con la edad disminuye debido al aumento de la expresion
y actividad de las enzimas catabdlicas que degradan la dThd y la dCtd. Otro de los factores
limitantes es la disminucidn de la expresidn y actividad de las enzimas anabdlicas que realizan la
misma funcion que la TK2 en el citosol, la TK1 y la dCK, fosforilando la dThd y dCtd administradas

y por tanto son necesarias para su accion terapéutica.

Tal y como demuestran nuestros estudios farmacocinéticos, la vida media de los dNs en plasma
es relativamente corta. Dada la correlaciéon existente entre los niveles de dThd y dCtd en plasma
y tejidos, mantener una elevada concentracidon durante el maximo tiempo posible parece
importante, dado que los niveles de dNs disponibles en la célula seran los que limiten el pool de
dNTPs mitocondriales a través de la activacidn de la ruta de salvamento. Ante un aumento en la
disponibilidad de dNs, el efecto sobre el poo/ de dNTPs tiene lugar rapidamente [223] y sabemos
que el efecto se mantiene en el tiempo lo suficiente como para incidir positivamente en la

sintesis de ADNmt.

Algunas de las diferencias a nivel de expresion y actividad de las enzimas encargadas del
metabolismo de dNs también varian en funcién del tejido o del genotipo del ratén, sugiriendo
la influencia de mecanismos compensatorios ante la falta de TK2 o tejido-especificos en el
desarrollo del fenotipo y en la respuesta al tratamiento. A dia 29 es ademds complejo saber qué
observaciones se deben al genotipo o al tratamiento, ya que los Tk2%C sin tratar no sobreviven a

esa edad.

Se ha demostrado que existe una respuesta dosis dependiente en cuanto a la supervivencia de
los ratones. Esta informacién en combinacién con los datos farmacocinéticos que hemos
obtenido podria sugerir que el uso de otras vias de administracion como la IP, donde a igual
dosis administrada se obtiene mayor biodisponibilidad tanto de dThd como de dCtd, podria
mejorar la eficacia del tratamiento. No obstante, los estudios de supervivencia en ratones Tk2"
comparando la administracién IP con la oral no evidencian diferencias en cuanto a la
supervivencia [230, 232]. Esto demuestra que a pesar de darse una respuesta dosis dependiente,

existe una concentracion a partir de la cual independientemente de la via de administracion que
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utilicemos, no conseguimos un aumentar niveles de dNTPs y tampoco el nimero de copias de
ADNmt en los diferentes tejidos [232]. Esta limitacidn puede deberse tal y como los propios
autores indican, a una saturacidn de los transportadores de nucledsidos [71], sabiendo que la
ENT-1 tiene una Vmax por debajo de los niveles de dThd y dCtd que se consiguen en plasma

[251].

Tal y como hemos visto en las farmacocinéticas, la dThd y dCtd se degradan rapidamente dentro
del organismo, llegando a niveles basales a las 8 horas en los ratones adultos por cualquier via
de administracién estudiada. Una de las estrategias que se podrian llevar a cabo para superar la
baja vida media de estos compuestos seria la administracién del tratamiento mas de una vez al
dia, para intentar mantener los niveles de dThd y dCtd elevados durante mas tiempo. En el caso
de los pacientes actualmente en tratamiento, la dosis diaria se reparte en varias tomas [233].
Ademas esta pauta de administracién favorece la reduccion de efectos adversos como la diarrea,

posiblemente inducida por el shock osmdtico que representa una dosis importante de dNs.

Otra de las estrategias que se podrian llevar a cabo para aumentar la disponibilidad de los dNs
en el organismo, seria limitar su degradacién. Las determinaciones de dThd y dCtd en el plasma
de los ratones tratados muestran que la degradacion de estos compuestos es mayor con el paso
del tiempo. Ademas, hay mas productos de degradacién (Thy, dUrd) en relacidon con los
compuestos administrados en los ratones de mayor edad. Por un lado, hemos observado que
los niveles que se alcanzan en las cinéticas son mayores en el caso de las crias que en el caso de
los ratones adultos. Por otro lado, aquellas enzimas que catalizan el primer paso en la
degradacion de la dThd y la dCtd, la TP y CDA respectivamente, aumentan su expresién y
actividad en la edad adulta. Este aumento se observa principalmente en el intestino, érgano
muy importante al tratarse de la primera barrera a la que el tratamiento se enfrenta tras ser

administrado de forma oral.

Una estrategia para favorecer la estabilidad de dThd y dCtd en el organismo seria el uso de
inhibidores de los enzimas que degradan los dNs. Debido a que algunos andlogos de dNs
utilizados en tratamientos quimioterdpicos son diana de los mismos enzimas catabdlicos, la
industria farmacéutica ha desarrollado diversos inhibidores especificos con potencial
terapéutico. Entre los inhibidores desarrollados para la TP encontramos el tipiracil (thymidine
phosphorylase inhibitor, TPI) [252-254]. En el caso de la CDA, la tetrahidrouridina (THU) ha sido
ampliamente utilizada [255, 256] . La eficacia tanto del TPl como de la THU se ha establecido no

sélo preclinicamente, sino que ambos han sido incluidos en diversos ensayos clinicos en
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coadministracién con andlogos de dNs. La vida media de estos fdrmacos en sangre es mads larga

que la de los propios dNs, lo que podria permitir espaciar mas las administraciones [257].

Una observacion interesante es que administrar los inhibidores por vias de administracion
distintas y con cierta antelacidn a los propios dNs, conlleva un mayor aumento de la
biodisponibilidad [257]. No hay que obviar que el uso de inhibidores es controvertido, dada la
implicacion que pueden tener en el desarrollo de otras enfermedades. Inhibir en exceso las
enzimas TP y CDA provocaria un acimulo de dNs que podria resultar téxico. Sabemos por
ejemplo que mutaciones en la TP dan lugar a una pérdida en su actividad catalitica y por tanto
a acumulacién de sus sustratos, dThd y dUrd, en el organismo, dando lugar a la enfermedad de
MNGIE [258]. En cualquier caso, el objetivo seria la realizacién de una inhibicién parcial de la
actividad de estas enzimas catabdlicas para favorecer la estabilidad de la dThd y dCtd

administradas.

Es cierto que en estudios previos con el modelo Tk2¥ se probd la administracidn de la THU en
combinacion con dThd y dCtd para intentar aumentar la biodisponibilidad de ésta ultima. En
este caso, con la administracién conjunta por via oral de dTMP+dCMP+THU, no se observé un
aumento en la supervivencia de los ratones. El uso de la THU no daba lugar a alteraciones en los
niveles de dTMP y dCMP en el higado, pero disminuia los niveles de dTMP en el cerebro de los
ratones a los 13 dias. Sin embargo, desconocemos si la coadministracion de dTMP+dCMP con la
THU repercutia directamente en el aumento de la biodisponibilidad de la dCtd, y se trataba de
un estudio con un nimero muy limitado de ratones [230]. Algunos estudios muestran que la
administracion oral de THU en ratones no es tan eficaz como la IV, donde aumenta su vida media
y mantiene la biodisponibilidad de la dCtd durante mas tiempo [257]. Por tanto, pensamos que
seria interesante seguir investigando esta opcidn probando diferentes pautas del tratamiento,

variando las vias de administracién y concentraciones.

El hecho de que los inhibidores se utilicen hoy en dia como terapia para el cancer hace mas facil
su posible uso como parte del tratamiento en un futuro. Muchos de los compuestos que se
utilizan en ensayos clinicos para el tratamiento de diferentes canceres son tanto analogos de los
dNs cémo inhibidores especificos de sus enzimas de degradacién. La informacidn preclinica y
clinica existente sobre el uso de estos farmacos puede facilitar su uso como complemento para
terapias basadas en los dNs para el SDDM. Cabe destacar que, en nuestro caso, el uso de estos
inhibidores plantea un reto adicional, ya que se plantearian como parte de un tratamiento
cronico que deberia administrarse de por vida en ausencia de alternativas terapéuticas. Esto

implica la necesidad de implementar estudios preclinicos de seguridad a largo plazo.
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En base a nuestros resultados parece que Unicamente la dThd es la responsable del aumento de
la supervivencia de los ratones tratados con ambos dNs, mientras que la administracion de la
dCtd, por lo menos en nuestras condiciones experimentales, no conlleva ninguna mejora
adicional en la supervivencia. La enzima TK1 (que cataliza la fosforilacion de la dThd) esta
regulada por el ciclo celular, mientras que la actividad dCK (que cataliza la fosforilacion de la
dCtd) se mantiene en células quiescentes, y esto podria justificar que la dCtd no sea tan
necesaria en este tratamiento (la actividad basal de dCK aportaria el dCMP necesario sin
necesidad de un aporte extra de dCtd). Por otro lado, la disponibilidad tanto en plasma como
tisular de dCtd es muy inferior a la de dThd tras el tratamiento, por lo que cabe la posibilidad de

gue no hayamos alcanzado unos niveles con repercusion terapéutica en nuestros ratones.

Otra de las limitaciones de las que hemos hablado es la disminucidn de la actividad anabdlica de
las enzimas TK1 y dCK con la edad. Estas actividades citosélicas son necesarias en la activaciéon
de dThd y dCtd como agentes terapéuticos, ya que en ausencia de actividad TK2 seran
responsables de su fosforilacion a dTMP y dCMP respectivamente, paso crucial en la
consiguiente formacién de dTTP y dCTP finales. Como ya sabemos, la TK1 esta muy regulada
durante el ciclo celular, y tiene mayor expresién en las primeras etapas del desarrollo. De hecho,
la muerte de los animales Tk2%C se habia correlacionado en trabajos previos con la pérdida de

actividad TK1 en drganos vitales como corazén o cerebro [248].

En nuestro laboratorio hemos determinado las actividades TK1 y dCK en diferentes érganos y
durante los 29 primeros dias de desarrollo en ratones WT (trabajo final de master de Daniel
Jiménez Heis, con el titulo “Estudi de les activitats TK1 i dCK durant el desenvolupament muri:
relacié amb I'efectivitat del tractament del deficit de TK2 amb nucleosids”). Observamos que
ambas actividades, pero sobre todo la actividad TK1, disminuyen bruscamente en todos los
organos estudiados durante los primeros 9 dias de vida. En el cerebro se observa una
dependencia mayor de TK2 durante los 29 dias, dado que su actividad es muy superior a la de
dCK y TK1, de hecho, esta ultima pasa a ser indetectable a partir del dia 9 postnatal. En el
musculo, higado y corazdn, la actividad TK1 desciende hasta igualarse con la TK2 a los 9 dias,
mientras que la actividad dCK va disminuyendo mds paulatinamente hasta igualarse con la TK2
a los 18 dias. A pesar de ello, los ratones Tk2*° sobreviven hasta una mediana de 16 dias,
sugiriéndonos que el efecto de la accion de TK1 se mantiene durante un tiempo. Esta
observacién también se corrobora con el estudio de la administracion de dNs con interrupcion
del tratamiento a los 16 dias. Las consecuencias de la actividad de la TK1 mientras
administramos el tratamiento, mantiene su efecto hasta los 27 dias de mediana que sobreviven

los ratones. En nuestro trabajo también hemos visto que la expresidén y actividad de TK1
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disminuye desde dia 12 a dia 29. Sin embargo, a dia 29 en los ratones Tk2%C se observa un
aumento en la expresidn en respuesta a la exposicion al tratamiento. Por el contrario, este
aumento en la expresion de TK1 en ratones Tk2%C no se ve reflejado en la actividad de la enzima
en los drganos estudiados. En cambio, la actividad dCK no presenta una disminucién tan
acusada, sugiriendo que la dCtd no seria tan indispensable para el tratamiento y que la pérdida

de efectividad del tratamiento seria debida a la disminucién de actividad TK1.

También hemos investigado otra posible opcidén para estimular la sintesis de dNTPs a través de
la via de la sintesis de novo. Para ello hemos administrado el orotato como precursor de la
sintesis de ribonucleétidos de pirimidina. El orotato es un compuesto que se utiliza hoy en dia
para aumentar la resistencia y la tolerancia al ejercicio en dosis bajas, pero también se ha
relacionado con la generacion de tumores a dosis altas [247]. Nosotros hemos administrado
diferentes dosis sin ninguna consecuencia sobre la supervivencia de los ratones. Probablemente
este compuesto se encuentre muy alejado en la cadena de sintesis de dNTPs, y haya muchas
reacciones intermedias necesarias y dependientes del ciclo celular que limitan que pueda llegar
a dar lugar a un aumento en los niveles de dNTPs y la consecuente estimulacion de la sintesis
del ADNmt. Recientemente se ha descrito como en otro modelo de SDDM, como es el zebrafish
KO para la MPV17, el 4cido orético parece tener un efecto positivo aumentando el contenido en

ADNmt [259].

Todos los resultados obtenidos en este trabajo nos ayudan a entender mejor el metabolismo de
dNTPs en la deficiencia de TK2, para poder conocer y afrontar las limitaciones del tratamiento
basado en la administracion de dThd y dCtd. Ademas, estd en marcha la realizacion de un ensayo
clinico para el cual es indispensable el maximo conocimiento de todos los aspectos relacionados
con la terapia y su seguridad. Es importante ser consciente de que no todos los resultados
obtenidos con el modelo de ratén son trasladables a los humanos. El modelo murino con le que
hemos trabajado tiene una afectacion muy grave, principalmente en el cerebro, simulando el
mas grave de los fenotipos de los pacientes con deficiencia en TK2. No obstante, el fenotipo mas
habitual en los pacientes suele ser esencialmente miopatia. Otra de las observaciones del
estudio ha sido que el efecto terapéutico del tratamiento se debe a la dThd, obteniendo la
misma supervivencia que los ratones con el tratamiento combinado de dThd+dCtd, e incluso un
mayor aumento en el nimero de copias de ADNmt en cerebro e higado. El musculo en cambio,
el drgano mas afectado en humanos, presenta una mayor recuperacién del ADNmt con
dThd+dCtd, por lo que en humanos, no pareceria conveniente limitar el tratamiento al uso
exclusivo de la dThd. Otros modelos de defectos en el metabolismo de dNTPs muestran

fenotipos con diferencias importantes respecto a las manifestaciones clinicas en humanos [198,
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206]. Esto sugiere que el metabolismo de dNTPs no es el mismo en los humanos que en los
ratones y que las limitaciones del tratamiento puedan ser diferentes a las que hemos
mencionado en este trabajo. Lo cierto es que hasta ahora el tratamiento en humanos es efectivo
no solo en edades infantiles, sino que también lo es, aunque en menor medida, en edades
adultas [233]. Por el momento no podemos descartar que, al igual que en el modelo murino, el
tratamiento deje de ser efectivo con el tiempo en humanos que han sido tratados desde la

infancia. No podremos saberlo hasta ver la evolucidn de estos pacientes a mas largo plazo.

Este estudio y los resultados del tratamiento de dThd+dCtd en el modelo murino Tk2*°, nos
sugieren que esta estrategia también podria ser efectiva para otros defectos en el metabolismo
de dNs como es la dGK. Esta enzima se encarga de fosforilar los dNs de purina (dAdo y dGuo) a
dNMPs igual que hace la TK2 con los dNs de pirimidina. Ademas de experimentos con cultivos
celulares derivados de pacientes con deficiencia en dGK [223], hay evidencias en experimentos
in vivo con un modelo zebrafish KO para la dGK, donde la suplementacion de dAdo y dGuo da
lugar a un aumento de ADNmt en el higado [193]. Recientemente se ha descrito la creacion del
modelo murino con deficiencia en dGK con gran deplecién en el higado, donde seria muy

interesante probar el tratamiento de dAdo+dGuo [210].

Como hemos visto, la administracion de dNs estimula la sintesis de dNTPs. Este aumento de
dNTPs intramitocondrial, a su vez, favorece la sintesis del ADNmt. Algunas mutaciones en la
subunidad catalitica de la polimerasa mitocondrial, POLG, afectan a su afinidad por los dNTPs y

por tanto aumentar la concentracion de éstos, podria favorecer la polimerizacién del ADNmt.

Para el estudio de la deficiencia en POLG y su posible beneficio de un tratamiento basado en
dNs, hemos trabajado con un modelo in vitro de la enfermedad debido a la falta de
disponibilidad de un modelo in vivo. Las mutaciones en POLG son la causa mas prevalente de
defectos en la replicacion del ADNmt. A pesar de ser la primera causa de SDDM, aun no hay
terapias disponibles mas alla de las sintomaticas. La primera limitacion que nos encontramos
para estudiar esta enfermedad es que no existen muchos modelos deficientes en POLG con
deplecion, dificultando esto su estudio. Las mutaciones que conllevan la pérdida total de la
funcién son incompatibles con el desarrollo embrionario [200], y los modelos disponibles mejor
caracterizados afectan a la actividad exonucleasa de la POLG dando lugar a un fenotipo distinto

al que observamos en SDDM [239, 240, 260].

En los primeros experimentos que se realizaron para la deficiencia en POLG, se utilizaron
modelos in vitro de células musculares. Es cierto que en los SDDM el musculo es uno de los

drganos mas afectados, pero en el caso de la deficiencia en POLG la afectacién suele ser
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principalmente del SNC y algunas veces hepatica. Como primera estrategia se les administrd
dAMP y dGMP, utilizando las mismas condiciones que para la deficiencia en dGK [183].
Seguidamente se realizé la administracidon de los 4 dNTPs con mejores resultados recuperando

el ADNmt [184].

Nosotros hemos utilizado un modelo in vitro de fibroblastos derivadas de pacientes con
mutaciones en diferentes dominios funcionales de POLG. Estas células no presentan ningun
fenotipo molecular como deplecion o deleciones multiples del ADNmt, por lo que para nuestro
estudio utilizamos un modelo experimental en el que forzamos la deplecién del ADNmt
mediante la adicién de un agente que interfiere de forma transitoria con la replicacion, el BrEt.
Una vez retirado el BrEt, analizamos la recuperacion del nimero de copias del ADNmt, proceso
durante el cual defectos en la replicacidon se evidencian como un retraso o incapacidad para
reestablecer los niveles de ADNmt inicial. Con la idea de que el aporte de dNs y la estimulaciéon
de la ruta de salvamento conduciria a un incremento de la concentraciéon de dNTPs mitocondrial

gue podria favorecer la sintesis del ADNmt, nuestro tratamiento ha consistido en los 4 dNs.

Resultados previos del laboratorio demostraron que la dAdo es el dN mds inestable en medio
de cultivo celular [223], por ello también hemos utilizado la EHNA como inhibidor especifico de
la ADA, responsable de la degradacion de la dAdo, para evitar que rdpidamente se catabolice en
el medio de cultivo. El tratamiento combinado de los dNs+EHNA ha puesto en evidencia que por
lo menos en estas células, es necesario un incremento de dATP para lograr la recuperacién del

numero de copias de ADNmt en estas células.

Es importante sefialar, que en un inicio pensabamos que Unicamente aquellos pacientes con
mutaciones que se localizaran en las regiones de unién de la proteina a dNTPs , o que de algun
modo afectasen a la afinidad del enzima por los dNTPs, se podrian ver beneficiados de este
tratamiento. Lo cierto es que hemos trabajado con fibroblastos de pacientes con mutaciones
que afectaban a diferentes dominios de POLG y en muchos casos lejos de la regién de unidn a
los dNTPs. En todos ellos los resultados indican que la adicion de dNs estimula la replicacion del
ADNmt. Por eso proponemos que la terapia basada en dNs podria ser beneficiosa para todos los
pacientes con mutaciones en POLG debido a una aceleracion de la polimerizaciéon y un aumento

de la tasa de incorporacion de dNTPs.

A pesar de administrar la misma concentracién de los 4 dNs, el aumento de los dNTPs no es

proporcional. Este hecho refleja que controlar la composicién de los pools a través de la
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administracién de dNs o inhibidores enzimaticos puede ser compleja, ya que el efecto sobre los

distintos componentes del pool varia en su magnitud.

Por otro lado, probablemente no existe la misma demanda por los 4 dNTPs, siendo algunos mas
indispensables que otros en funcién del 6rgano o tejido en el que nos encontremos. En el
modelo de fibroblastos utilizado, por ejemplo, el aumento de dATP es indispensable para
recuperar las copias de ADNmt, mientras que el dGTP no se incrementa tanto con la
estimulacién y esto no supone ninguna limitacién para aumentar la sintesis del ADNmt. Lo que
evidenciamos es que la concentracion de dNTPs limita la replicacion del ADNmt, pero los

requerimientos por una especie en concreto pueden variar en funciéon de los tejidos.

Una de las preocupaciones de este aumento de los dNTPs era que esto pudiera producir un
aumento en las mutaciones puntuales del ADNmt, sobre todo si esta terapia se quiere trasladar
a un uso en pacientes. Forzar una polimerasa que estd defectuosa podria dar lugar a un
incremento en la mutagénesis del ADNmt. Nosotros hemos secuenciado el ADNmt y no hemos
detectado aparicién de deleciones ni un aumento en las mutaciones puntuales. No podemos
excluir que el incremento en la mutagénesis del ADN nuclear pueda ser otra de las
consecuencias del tratamiento. El aumento en el pool/ de dNTPs mitocondriales o su
desequilibrio tras la administracidn de los dNs podrian afectar al pool de dNTPs citosdlico. Varios
trabajos han descrito que un desequilibrio de dNTPs pueden resultar mutagénico [261-263], por

lo que por seguridad, sera necesario abordar este tema en futuras investigaciones del grupo.

Como ya hemos comentado previamente, otra de las cuestiones limitantes para usar esta
terapia en pacientes es el uso de inhibidores del catabolismo de dNs, como la EHNA. En este
modelo in vitro hemos visto que es indispensable para causar un aumento en los niveles de dATP
y recuperar el ADNmt. Aunque la EHNA se ha utilizado exclusivamente de forma experimental,
existen otros inhibidores de la ADA que cataliza la degradaciéon de dAdo como la pentostatina
que si que se esta utilizando en ensayos clinicos como terapia contra el cancer Pentostatina [264,
265]. In vivo, la vida media de ambos dNs de purina es muy baja [45], implicando la necesidad
de incluir no solo un inhibidor de dAdo sino también de la dGuo. La PNP es en este caso la enzima
que se encarga de catalizar el primer paso en la degradacion de la dGuo y la forodesina
(immucilin H) es uno de los inhibidores que podriamos utilizar para inhibir su accién [266]. Sin
embargo, tanto PNP como ADA son enzimas cuyas deficiencias dan lugar a enfermedades
inmunodeficientes graves, por lo que estudios preclinicos futuros en modelos in vivo serdn
necesarios para demostrar la eficacia y seguridad de una terapia basada en el aporte de dNs e

inhibidores especificos de su catabolismo.
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En conjunto, tanto para la deficiencia en TK2 como para la deficiencia en POLG los resultados
del uso de los dNs son muy prometedores a pesar de que aun existen limitaciones. Ademas, el
punto en que se encuentra cada una de las investigaciones es muy diferente, siendo el ensayo
clinico el siguiente paso en el caso de la TK2, y la necesidad de un modelo in vivo para poder

seguir desarrollando la terapia en el caso de la POLG.

Una de las observaciones mas llamativas de nuestro estudio ha sido el aumento en la sintesis de
ADNmt de los diferentes érganos estudiados tras la administracién de dNs en ratones WT. Por
tanto, los dNs pueden incrementar el ADNmt incluso en condiciones fisioldgicas normales, lo
cual indica que la concentracidon de dNTPs mitocondriales podria estar limitando su replicacidn.
Esto es muy interesante porque podria ser indicativo de una induccidn de biogénesis
mitocondrial con efectos positivos para todas aquellas enfermedades donde la sintesis del
ADNmt estda comprometida. De confirmarse, podria resultar beneficioso no sélo para SDDM,
sino también por ejemplo para las mutaciones puntuales en el ADNmt donde aumentar el
numero de copias se ha utilizado como estrategia para mejorar la funcién mitocondrial [267-

269].

Asi pues, sugerimos que la terapia basada en los dNS se podria considerar para tratar no solo a
los pacientes deficientes en TK2 y POLG, sino a otros pacientes con defectos en la replicaciéon

del ADNmt que se puedan beneficiar de un aumento en los niveles de dNTPs mitocondriales.

La terapia génica es otra de las estrategias que hoy en dia se esta desarrollando no sélo para
SDDM [221, 222], sino para muchas otras enfermedades [270]. Por desgracia muchas de estas
terapias han llegado a ensayos clinicos donde han fracasado debido a la complejidad que
comportan. Es por eso que hasta que dispongamos de ellas y en ausencia de terapias
alternativas, la administracion de dNs y sus buenos resultados en experimentos in vivo nos
ofrecen esperanza para tratar a muchos pacientes con SDDM sin opcién terapéutica en la

actualidad.
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La administracién de dThd y dCtd resulta efectiva en ausencia total de actividad TK2, lo
cual indica que la fosforilacion de estos dNs tiene lugar a través de rutas citosélicas
alternativas para la sintesis de dNTPs. Por tanto, esta terapia resulta indicada en el
tratamiento de pacientes con cualquier mutacion en TK2.

A edades tempranas, la administracién oral de dThd y dCtd prolonga la supervivencia,
retrasa la progresidon de la enfermedad y contrarresta la deplecién del ADNmt en
diversos tejidos de ratones KO para Tk2. El efecto terapéutico se pierde a las pocas
semanas de tratamiento.

Unicamente la dThd es responsable del efecto terapéutico observado tras la
administraciéon de dThd y dCtd en ratones KO para Tk2.

Los ratones experimentan importantes cambios metabdlicos durante el desarrollo que
limitan la efectividad del tratamiento. La actividad de los principales enzimas que
catalizan la degradacién de dThd y dCtd (TP y CDA) aumenta con la edad, especialmente
en intestino, lo que reduce la biodisponibilidad del tratamiento administrado por via
oral. Por otro lado, la actividad de las quinasas necesarias para la activacién del
tratamiento (dCK y TK1) desciende con la edad, o ya es muy baja a edades tempranas
en tejidos diana relevantes como el cerebro.

El tratamiento con dNs induce un aumento en el contenido de los cuatro dNTPs
mitocondriales, y restituye la capacidad replicativa del ADNmt sin alterar su fidelidad,
en células con mutaciones en POLG.

La administracion de dNs estimula la sintesis de ADNmt independientemente de la
mutacion especifica o dominio funcional de POLG afectado. Incluso en ratones sanos,
este tratamiento induce un aumento en el nimero de copias de ADNmt, lo cual sugiere
que la replicacion se ve limitada en condiciones fisioldgicas normales por la
concentracidon de dNTPs mitocondriales.

La suplementacion con dNs podria ser una estrategia terapéutica valida para SDDM
distintos a la deficiencia en TK2 o POLG, asi como para otras enfermedades en las que

un incremento en la sintesis del ADNmt pueda resultar beneficioso.
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