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Resumen

Objetivo: El objeto de este trabajo se basé en demostrar la relacion existente entre mutaciones en cualquiera de las subunidades que
conforman el complejo RNasaH2 y la sintomatologia que mostraban los pacientes afectados con AGS como consecuencia de dicha
mutacion, debido al fallo en el metabolismo de los acidos nucleicos que implicaba.

Método: Con este objetivo, seran tomados como referencia una serie de experimentos que usaban como muestras diferentes cepas
de levadura, lineas celulares de fibroblastos de ratones con mutaciones en el complejo RNasaH2 ortélogas a las encontradas en
células de pacientes con AGS y linfoblastos pertenecientes a estos pacientes. También usaron técnicas como la medida de la pérdida
de heterocigosidad (LOH), PCR, el aislamiento de RNA y una sucesiva RT-PCR, siRNA y CRISP/cas9 asi como el analisis estadistico
de Mann-Whitney y el método de la mediana.

Resultado: A partir de estos experimentos se puede corroborar que debido a una disminucién en la actividad especifica de reparacion
por escision de ribonucledtidos llevada a cabo por el complejo RNasaH2, se produce una acumulacién de especies aberrantes de
acidos nucléicos que da lugar a una respuesta autoinmune posiblemente desencadenada por la via cGAS-STING con la consecuente
liberacion de INF-a.

Conclusiones: La liberacion de INF-a probablemente sea la causa de la sintomatologia asociada a este sindrome, tanto a nivel de
dafos vasculares como neurolégicos aunque aun existe cierta incertidumbre en esta afirmacion, ya que otros factores también podrian

estar implicados.
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Abstract

Objetive: The purpose of this work was to demonstrate the connection between the mutations in any of the RNaseH2 complex’s
subunits and the symptoms that showed the patients affected with AGS due to the role that RNaseH2 has in nucleic acid metabolism.
Method: it refers to some experiments that the samples consisted of Saccharomyces cerevisiae yeast cells, lymphoblastoid cell line

from an AGS patient and fibroblast cell line from mice with orthologous mutations in the RNaseH2 complex to those found in cells of

* Autor para correspondencia.
Correo electrénico: blalagsol@gmail.com (Blanca Lago Solis).

o P Los articulos publicados en esta revista se distribuyen con la licencia:
Recibido el 21 de julio de 2017; aceptado el 10 de agosto de 2017. ‘Articles published in this journal are licensed with &
Creative Commons Attribution 4.0.
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
La revista no cobra tasas por el envio de trabajos,
ni tampoco cuotas por la publicacién de sus articulos.



JONNPR. 2017;2(11):604-618 605
DOI: 10.19230/jonnpr.1616

patients with AGS. They also used techniques such as measurement of loss of heterozygosity (LOH), PCR, RNA isolation and a
successive RT-PCR, siRNA and CRISP / cas9 as well as Mann-Whitney statistical analysis and median method.

Results: From these experiments it can be corroborated that due to a decrease in the specific activity of ribonucleotide excision repair,
there is an accumulation of inusual species of nucleic acids that results in an autoimmune response possibly triggered by the cGAS-
STING pathway with the consequent release of INF-a.

Conclusions: The release of INF-a is probably the cause of the symptoms associated with this syndrome, both in vascular and

neurological damage, although there is some uncertainty in this statement, because other factors could also be involved.

Keywords
Aicardi-Goutieres Syndrome; Interferon-a; RNaseH2; cGAS-STING; Autoimmunity; proinflammatory cytokine;

ribonucleotide excision repair

Abreviaturas

5-FOA: 5-Fluoroorotic acid

ADAR1: Adenosin desaminasa de RNA.

AGS: Aicardi-Goutiéres Syndrome

CCL5: Chemokine (C-C motif) ligand 5 (quimioquina)
cGAMP: cyclic GMP-AMP

cGAS: cyclic-GMP-AMP Synthase

CXCL10: chemokine (C-X-C motif) ligand 10

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle's medium

IFIT1 y 3: Interferon Induced Protein 1 y 3 respectivamente
IFIH1: Interferon Induced Helicase C Domain 1

IL-1B, IL-8: interleuquina 1B y 8 respectivamente.

INF-a: interferon alfa.

IRF3: Interferon regulatory factor 3

ISG: Interferon-Stimulated Genes

LB: Linfocitos B

LOH: Loss Of Heterozygosity

LT: Linfocitos T

Medio YPD: Yeast Extract-Peptone-Dextrose

MEFs: Mouse Embryonic Fibroblasts

PCR: Polymerase Chain Reaction

PRRs: Pattern recognition receptors

RNASAH2 (A, B, C): Ribonucleasa H2 compuesta por 3 subunidades: A, By C
RNA-seq: RNA sequencing

rNMP: ribonucle6tido monofosfato.

RT-PCR: Reverse transcription polymerase chain reaction
SAMHD1: SAM and HD Domain Containing Deoxynucleoside Triphosphate Triphosphohydrolase1
siRNA: small interfering RNA

STING: Stimulator of Interferon Genes

TBK1: Serine/threonine-protein kinase 1

TLR9: Toll-like receptor 9
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TREX1: Three Prime Repair Exonuclease 1

Aportaciones a la literatura cientifica

La aportacién principal se basa en remarcar la importancia de este sindrome como modelo de estudio de otras
enfermedades autoinmunes, asi como otra posible perspectiva de enfoque en el abordaje de las mismas, hecho de gran

relevancia debido a la actual tendencia a un aumento de la frecuencia de aparicion de estas patologias.

Introduccidn

El Sindrome de Aicardi-Goutieres fue descrito por primera vez en 1984 por los neurdlogos Jean Aicardi y
Frangois Goutieres (2 Se trata de una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por encefalopatia prematura con
calcificacion de los ganglios basales, atrofia de la sustancia blanca, niveles elevados de INF-a en el liquido
encefalorraquideo y plasma asi como leucocitosis en el liquido encefalorraquideo, acompafiado de retraso psicomotor y
cognitivo y lesiones cuténeas (3 parece que es causada por una respuesta autoinmune consecuencia directa de un
déficit en el metabolismo de determinadas especies de acidos nucleicos provocado por mutaciones en los genes de las
enzimas que intervienen en dicho metabolismo “=9) Es un trastorno monogénico pero genéticamente muy heterogéneo,
de tal manera que se han identificado hasta 7 genes cuyas mutaciones pueden conllevar a dicho sindrome: TREX1, el
complejo RNASAH2 (conformado por las subunidades RNASAH2B, RNASAH2C, RNASAH2A, codificadas por 3 genes
diversos) SAMHD1, ADAR1, IFIH1 “7 Mutaciones en estas 4 enzimas y en el receptor (IFIH1) conllevan una activacion
del sistema inmune innato mediada por la liberacién de INF-a que da lugar a la autoinmunidad que provoca la

4, 6-8

sintomatologia asociada al sindrome ) Esta revision, se centrara principalmente en la enzima RNasaH2 y en como

mutaciones hipomorfas (no se han identificado pacientes donde la mutacion conlleve una pérdida completa de funcion)
en cualquiera de las subunidades de la misma son las asociadas a casi el 50% de los casos de este sindrome (. 10)

El complejo RNasaH2 Es una ribonucleasa H2 encargada de la degradacién del RNA de hibridos DNA-RNA que
se generan por insercion erronea y aleatoria de ribonucleétidos en la doble hélice de DNA durante el proceso replicativo
(Proceso de reparacion por escision de ribonucledtidos o RER) de la misma “) asi como el caso de hibridos RNA-DNA
generado en los fragmentos de Okazaki @) y en los blucles R (R-loops), mecanismo que comparte con la RNasaH1. Esta
enzima esta formada por 3 subunidades siendo la subunidad catalitica RNasaH2A, mientras las otras dos subunidades
(RNasaH2B y RNasaH2C) no tienen un papel propiamente catalitico pero se requieren para que la enzima realice dicha
funcion ©.

Mutaciones hipomorfas y de herencia recesiva en cualquiera de las subunidades de este complejo se han podido

810 dado el hecho de que la mayor parte de los casos de AGS son producidos por

asociar con la patogénesis de AGS ¢
mutaciones en el gen que codifica para esta enzima y que este sindrome es caracterizado por su fenotipo inflamatorio
(manifestado en el biomarcador de diagnéstico ISG, genes estimulados por interferon, presente en todos los pacientes
con AGS) derivado de una respuesta autoinmune, partimos de la hipdtesis de que mutaciones hipomorfas en RNasaH2
tienen como consecuencia la liberacion de INF- a que provoca la manifestacion de un fenotipo inflamatorio . 8 1)
Ademas, como la funcion de resolucion de bucles R-loops y rNMPs en tandem la comparte con RNasaH1, a dicha
hipétesis incorporamos la premisa de que la actividad que se ve atenuada ante la mutacion asociada a AGS es la de
reparacion por escision de ribonucleotidos que la polimerasa incorpora durante la replicacion (10)

Con el fin de corroborar este modelo, seran tomados como referencia una serie de experimentos: El experimento
de D.A.Cornelio et al. "% para demostrar que la RNasaH2 comparte funciones con la RNasaH1 pero tiene como funcién

especifica la RER y en los experimentos de Mackenzie, K. J. et al. ® y Pokatayev, V. et al. () para corroborar que un
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déficit en su funcion especifica RER da lugar a la activacion del sistema inmune innato por la via cGAS-STING
produciendo como consecuencia el fenotipo inflamatorio asociado a AGS “ 8 La relevancia de los experimentos
tomados como referencia y de ahi el hecho de que hayan sido seleccionados se remonta tanto a su caracter vigente, su
especificidad en el estudio de mutaciones en el complejo RNasaH2 que dan como consecuencia el cuadro clinico de
AGS asi como su enfoque principal en la actividad RER de este complejo, actividad que no comparte con otras RNasaH
y que en estos experimentos queda demostrada su posible relacion directa con la respuesta autoinmune que causa el
sindrome. Otro criterio por el que han sido incluido estos experimentos, es por el caracter sintético y simplificado que
presentan, hecho que permite entender sin mucha dificultad, esta compleja enfermedad genética.

Métodos

Instrumentos

Cepas de levadura

D.A.Cornelio et al. "” Utilizaron cepas de levaduras (Tabla 1) que habian sido cultivadas en un medio YPD
convencional a 30°C. En este caso, el alelo rnh201-RED fue introducido en el locus de RNH201 del Wild Type mediante
un vector pRS306, usando para ello una estrategia de reemplazo de alelos. El gen codificante para la RNasaH1 fue
delecionado mediante la integracién de un cassette de resistencia a la kanamicina en una cepa JAY1161 por el método

de ligacion mediado por PCR %

Tabla 1. Resumen de los genotipos de las cepas de levadura empleadas por D.A. Cornelio et al."?

RER: reparacion por escision de ribonucledétidos.
RNasaH1: ribonucleasa H1
RNasaH2: ribonucleasa H2

Fibroblastos de ratén con mutacion RNasa2b”"#"A74Ty jinfoblastos de pacientes AGS

Mackenzie, K. J. et al ® utilizaron 4 lineas celulares diferentes: fibroblastos de ratén (MEFs) con una

RNasa2b™'™"A1T que es la mutacién ortdloga a la mas comun presente en la RNasa2B de pacientes con AGS

A1TTTIAMTTT

(RNasaZbAWT/AWm' linfoblastos de pacientes con AGS y que por lo tanto tendran una RNasa2b , Fibroblastos
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A174T/A174T
los

WT de raton y linfoblastos de personas sanas, estos dos ultimos seran usados de control. MEFs RNasaH2b
obtuvieron de embriones de ratén de 13,5 dias que presentaba dicha mutacién y los cultivaron en medios de cultivo
DMEM con 50U/ml de penicilina y 50ug/ml de estreptomicina, a 37°C y con concentraciones de CO2 y O2 de 5y 3%
respectivamente. Los fibroblastos control también los extrajeron de embriones de 13,5 dias pero en este caso WT y se

cultivaron bajo las mismas condiciones ®)

Cepas de ratones RNasaH2/174T/AL74T

Mackenzie, K. J. et al. ® crearon las cepas de ratones RNasaH2"'74TA174T

por mutagénesis dirigida al sitio,
incorporando una mutacion puntual c529G>A en el exé6n 7 de la RNasaH2B de células madres de raton a las que
previamente se les habia introducido también un cassette de resistencia a la neomicina. Esto les permitia su purificacion.
Mediante PCR y Southern blotting localizaron las células clones de interés y por secuenciacion capilar se aseguraron de
que la mutacion habia sido introducida. Este clon de células madres se lo inyectaron al blastocito de un ratén de
laboratorio normal (C57BL/ 6J) y asi generaron ratones machos quimera para la mutacion (RNasaH2bA174T/+) que
cruzarian con hembras normales (C57BL/6J) generando ratones heterocigotos para la mutacion, a partir de los cuales y

+/+ (

mediante sucesivos cruces obtendrian el individuo homocigoto. Estos individuos y los ratones control: RNasaH2B™"" (que

procedian de la misma fuente que los parentales de los que fueron generados los mutantes), crecieron en la misma jaula

y en las mismas condiciones ®)

Fibroblastos de ratones con mutacién en RNasaH2%375/6375

Pokatayev, V. et al. " emplearon fibroblastos de ratones con una mutacion RNasaH2a%*'®*"S  fibroblastos WT
y fibroblastos RNasaH2%*"%"* Esta mutacion es la presente en la RNasaH2A de las células de pacientes AGS. Estas
células las extrajeron de ratones que presentaban una RNasaH2 a la que se le habian introducido dicha mutacion
puntual. Todos estos fibroblastos los aislaron de embriones de ratones de 13,5 dias y los mantuvieron en un medio
completo DMEM al que se le ha anadido 100 U/ml de penicilina y 100mg/ml de estreptomicina, siendo la temperatura
37ec ™,

Metodologia

Ensayo de pérdida de heterozigosidad (LOH) y analisis estadistico

D.A.Comnelio et al. "%, Para observar la pérdida de heterozigosidad en las cepas de levadura comentadas
anteriormente, introducirian en dichas cepas un cassette contra-seleccionable a URAS3 cerca del extremo derecho del
cromosoma 7 (Chr7), de tal manera que la pérdida de este cassette por mutacion podia ser seleccionado por el hecho de

que las cepas mostraban resistencia al acido 5-fluoroorotico (5-FOA) ya que no tendrian la enzima codificada por URA3

(orotidina 5-fosfato descarboxilasa) que convertiria 5-FOA en un compuesto toxico para las células (10.12)

(10)

A su vez, D.A.Cornelio et al. , emplearian el método de la mediana para determinar las tasas de

recombinacién con un 95% de intervalo de confianza (1%,

La prueba paramétrica de Mann-Whitney les permitiria llevar a cabo la comparacion entre pares de tasas de LOH
pudiendo asi determinar si la diferencia entre dichos pares resultaba o no significativa. El software con el que llevaron a

cabo esta prueba era GraphPad Prism (10)
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SIRNA

Mackenzie, K. J. et al. ® realizaron una siRNA knock-down para llevar a cabo la deplecion de cGAS y STING y

asi analizar la concentracion de CCL5 y CXCL10 en su ausencia ©.

CRISP/Cas9

Mackenzie, K. J. et al. ® editaron el genoma por CRISP/Cas9, lo que les permitio la eliminacion del gen cGAS de
fibroblastos RNasaH2"®.

Aislamiento de RNAy RT-PCR
Pokatayev, V. et al. ™) Jlevaron a cabo un aislamiento de RNA y RT-PCR para amplificarlo. El aislamiento de
RNA lo llevaron a cabo mediante el uso del reactivo TRI y a partir de él sintetizaron cDNA con el kit iScript. A

continuacion procedieron a la realizacion de la PCR ",

Resultados

RNasaH2 en la ruta RER y redundancia con RNasaH1

Para demostrar que la RNasaH1 y la RNasaH2 presentaban redundancia funcional en cuanto a la eliminacion de

1019 ysados como primer en la replicacion, y que ademas la RnasaH2 presentaba una

R-loops y rINMPs en tandem ¢
funcion especifica adicional de reparacion de escision de ribonucleétidos (RER), que no compartia con la RNasaH1 se
tomara como referencia el experimento que llevaron a cabo D.A.Cornelio et al. (10 Basandose en que mutaciones en
ambas RNasaH supondrian una disminucion de sus funciones y por lo tanto una acumulacién de dafios en el DNA

9-11, 13

relacionados con los R-loops, INMPs y RER ¢ ) lo que tendria como consecuencia una disminucion de la integridad

(8-10,13)
cromosoémica , midieron este hecho en tasa de pérdida de heterocigosidad (LOH) para 12 cepas diferentes, todas

ellas con una polimerasa Il que introducia ribonucleétidos durante la replicacion de forma basal (19 6 de las cuales
(correspondientes con la columna de la izquierda de la figura 1) presentaban una RNasaH1 con una funcién normal
mientras que otras de las 6 cepas (correspondientes con la columna de la derecha de la figura 1) tenian delecionado el
gen que codificaba para dicha enzima, y por lo tanto carecian de esta RNasa H1. Los resultados que obtuvieron fueron
(Figura 1) que la cepa mutante simple rnh201A con una RNasaH1 normal y una DNA polimerasa que introducia rNMPs
de forma basal, presentaba una tasa de LOH 5 veces superior a la del WT (Figura 1, columna izquierda) pero que dicha
tasa se hacia aun superior (12 veces con respecto al WT) en la cepa doble mutante mh201A mh1A % (Grafica 1,

columna derecha). Por otra parte, la tasa de LOH continuaba siendo la misma en el WT que en el mutante simple rnh1A

(10)
. En el caso de la cepa mutante simple rnh201-RED, presentaba una tasa de LOH 3 veces superior con respecto a la

del WT y se mantenia en el doble mutante rnh201-RED rnh1A (10). Otro dato relevante que se puede observar en la figura
1 es que la cepa en la que la topoisomerasa 1 (Atop1) ha sido delecionada asi como el gen codificante de la RNasaH1,
rnh201A deja de ser viable puesto que careceria por completo de la capacidad para eliminar tanto rNMPs insertados en
el DNA como DNA:RNA vy primers dando lugar a una gran inestabilidad gendmica. A partir de estos datos, podemos
concluir que RNasaH1 y RNasaH2 comparten la actividad de eliminar hibridos DNA:RNA y primers pero que RNasaH2
tiene una actividad adicional que no comparte con RNasaH1 y que la perdida de la misma influye también la estabilidad

cromosomica.
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Figura 1. Medida de la tasa de pérdida de
heterocigosidad (LOH) en diferentes cepas de
!%\)/adura. Figura tomada de D.A.Cornelio et al.

Acumulacién de determinadas especies de acidos nucleicos
El segundo experimento que se tomara como referencia, fue realizado por Mackenzie, K. J. et al. Mackenzie, K. J.
etal. ® y el interés del mismo radica en que permite demostrar que los individuos con AGS presentan mayor cantidad de

rNMPs en el genoma celular que los individuos sanos. En este experimento ®) emplearon 4 lineas celulares diferentes:
A174T/A174T A177TT/IAITTT

Fibroblastos de ratén con RNasaH2b , linfoblastos de pacientes de AGS con RNasaH2b , fibroblastos

de raton WT y linfoblastos de individuos sanos ®) En los dos casos mutantes, la actividad de la RNasaH2 se encuentra

8, 14, 15

reducida ¢ ) y al medir el porcentaje de sustratos convertidos en estos mutantes y compararlo con los WT obtuvieron

A174T/IA174T
los resultados observables en la figura 2: En fibroblastos de ratén (Figura 2 derecha) con RNasaH2b la cantidad

de RNA: DNA eliminado era un 60% inferior a la presentada en el WT y lo mismo ocurria para la cantidad de rNMPs

(8) A1TTTIAITTT
escindidos . En el caso de los linfoblastos con RNasaH2b (Figura 2 izquierda) se observaba una disminucién

de la actividad de la RNasaH2b de casi un 50%, lo que suponia que eran resueltos la mitad de hibridos DNA:RNA de los

que eran resueltos en el WT (muestras pertenecientes a dos individuos sanos diferentes que se corresponden con

®
control 1y control 2 en la figura 2) y lo mismo ocurria con los rNMPs
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Figura 2. Medida de la actividad de la RNasaH2 en la eliminacion de hibridos RNA:DNA y de su actividad
de reparacion por escision de ribonucleotidos (DRD:DNA). Figura tomada de Mackenzie, K. J. et al. @,

Sobreexpresion de ISG, principal marcador para la diagnosis de pacientes con AGS, en
mutantes de RNasaH2

Corroborada por lo tanto la hipétesis de que RNasaH2 tiene una actividad especifica cuyo déficit da lugar a la

(9-11, 16)

inestabilidad gendémica y a la acumulacion de especies de acidos nucleicos , a continuacion se hara referencia a

un tercer experimento llevado a cabo por Pokatayev, V. et al. ) con el objetivo de mostrar la asociacion de la mutacién
hipomorfa de RNasaH2A con el fenotipo inflamatorio que caracteriza a la enfermedad y que se manifiesta en una
sobreexpresion de ISG, relacionando asi la disminucion de funcion de este complejo enzimatico con AGS “ & ") En
este experimento, Pokatayev, V. et al. () emplearon cepas de ratones que presentaban la misma mutaciéon que en

".1417)  Observaron que estos ratones en

pacientes humanos con AGS asociado a mutaciones en RNasaH2A: G37S (
homocigosis sufrian una muerte perinatal aunque en heterocigosis eran viables @) Cuando los embriones de ratones
RNasaH2a®*%®*’S eran sometidos a resonancias magnéticas, no mostraban ninguna anomalia a nivel neurolégico,
contrariamente a lo que sucede en los pacientes con AGS en los que las anomalias cerebrales son la principal
caracteristica, aunque este fenotipo diferencial en ratones con respecto humanos también tiene lugar en TREX1™" y
SAMHD1™" por lo que se piensa que podria deberse a que la enfermedad tiene una manifestacion diversa en ratones con

. 8.9.11.18)  posteriormente procedieron a analizar mediante un analisis RNA-seq el patron de

G37S/G37S

respecto a humanos

expresion que presentaban los ISG en fibroblastos de estos embriones RNasaH2a
G37S/+ 21

y compararlo con los patrones
de expresion mostrados por el WT y heterocigotos RNasaH2a . Los resultados que obtuvieron les mostraron que
los fibroblastos homocigotos para la mutacion presentaban 388 genes con un patron de expresion 2 o mas veces
superior al que mostraban el WT y el heterocigoto y que la mayoria de estos genes estaban involucrados en la

@) No solo esto, mediante una RT-PCR ademas pudieron corroborar que la

estimulacion de la respuesta inmune
mayoria de estos genes estaban estimulados por INF (eran ISG), encontrandose entre ellos CXCL10, Ifit1 e Ifit3 , que

codifican para citoquinas pro-inflamatorias ® * ' (Figura 3)
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Figura 3. Medida de la expresién de ISG (genes estimulados por interferén) y en concreto de ifit1 e
ifit3. Figura tomada de Pokatayev, V. et al. """

La autoinmunidad en pacientes con AGS con mutaciones en RNasaH2 estéa
asociada a cGAS-STING

La via cGAS-STING junto con el receptor TL9 y la via del inflasoma son los tres mecanismos celulares

(4,8,11)

principales implicados en la deteccién de &acidos nucleicos en el citosol . Este sistema de deteccion esta

encaminado a la estimulacion de la respuesta inmune innata ante la infeccién de un microorganismo, dado que de forma
natural, las especies de acidos nucleicos que reconocen no se encuentran en el citoplasma celular o se encuentran en

4, 8,11, 16

concentraciones menores ). Sin embargo, un déficit funcional en la RNasaH2 puede conllevar la acumulacion de

DNA: RNA en el citoplasma asi como de DNA con rNMPs incorporados provocando la activacién de alguna de estas vias
81113 Mackenzie, K. J. et al. ® sospecharon que la via implicada en este caso seria la de cGAS-STING dada la
ausencia de las citoquinas IL-1B y IL-8 que son las mediadoras de la respuesta del inflasoma y el déficit en el

ATATATAT 4o ratones estudiados ®. Para

procesamiento del receptor TL9 que presentaban los fibroblastos RNasaH2b
comprobar esta sospecha Mackenzie, K. J. et al. ®) Jlevaron a cabo dos depleciones empleando siRNA. Una de las
moléculas de las que disminuyeron la concentracion fue cGAS y supuso la disminucion de la respuesta ISG y de la
produccién de CCL5 e IFIT1 (una de las proteinas producto de estos genes) ®) La otra deplecion fue para STING dando

lugar a los mismos resultados que para cGAS (Figura 4A).
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Figura 1. Medida de la expresion de ISG y citoquinas en fibroblastos de ratén RNasaH2" en cepas donde se lleva a
cabo la deplecion de cGAS y STING. Figura tomada de Mackenzie, K. J. et al. ©
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Ademas, los resultados que obtuvieron en un experimento en el que usaban el sistema CRISPR/cas9 reforzaron
esta hipdtesis ® (Figura 4B). En este experimento, eliminaron el gen codificante para cGAS mediante este sistema en un
fibroblasto RNasaH2b™ y compararon la expresion de ISG de estos fibroblastos con otros RNasaH2b™ cGAS™. Los

+/+

resultados que obtuvieron fueron que los fibroblastos RNasaH2b cGAS™" presentaban una sobreexpresion de ISG, cosa

que no ocurria en el doble mutante donde el gen codificante para cGAS habia sido eliminado ®  Asi mismo, también

AMTATAITAT con ratones STING™ obteniendo un doble mutante

cruzaron entre si cepas de raton RNasaH2b
RNasaH2b*'"*"A174T STING™ 8. A continuacion, compararon los niveles de expresion de ISG que presentaban las células
del tejido cardiaco de estos individuos con los niveles de expresion de ISG que mostraban las de los individuos control:
RNasaH2b™""*"A14T STING™* (Control A), RNasaH2b™* STING™ (Control B) y RNasaH2b"* STING™* (Control C).

Los resultados obtenidos fueron que los niveles de expresion de ISG que presentaba el individuo doble mutante
eran significativamente menores que los presentes en el control A mientras que no habia diferencia perceptible si se
comparaba con los otros dos controles que presentaban una funcién normal para la RNasaH2B® (Figura 4C). Se
concluye asi que el responsable de la activacion de la respuesta inmune innata como consecuencia del reconocimiento

del sustrato de RNasaH2 en células con déficit de funcion de dicha enzima, es la via cGAS-STING “8)

Un déficit en la funcién RER de RNasaH2 es el desencadenante de la via cGAS-
STING

Una vez determinada la supuesta via que activa la autoinmunidad en pacientes de AGS como consecuencia de
mutaciones en RNasaH2, surge la duda acerca del sustrato de RNasaH2 que es reconocido por cGAS y que activa esta
via dando lugar a la induccion de ISG. Entre estos sustratos recordemos que se encontraban los hibridos de DNA:RNA y
el DNA con ribonucledétidos incorporados. cGAS es un sensor citoplasmico que es activado tanto por dsDNA como por
hibridos DNA:RNA (al fin y al cabo un duplex con rNMP incorporados supone una especie de hibrido DNA:RNA) y que
por lo tanto tiene la capacidad de reconocer los dos sustratos de RNasaH2 que se acumularian ante un déficit de funcion

“. 81113 Con el fin de vislumbrar que actividad mermada es la que evita la induccion de la via cGAS-

de la enzima
STING, se tomara como referencia el experimento realizado por Mackenzie, K. J. et al. ® en el cual y con el mismo
objetivo, llevan a cabo pruebas de complementacion ® En dichas pruebas, a células RNasaH2b™ se les induce una
sobreexpresion de RNasaH1, los resultados obtenidos fueron la restauracion en un 81% (£10%) de la actividad
enzimatica de resolucion de los hibridos DNA:RNA (Figura 5A), aunque la actividad RER permanecia ausente (Figura
5B). La otra prueba de complementacion que se realiz6 fue la de afadir a las células RNasaH2b™ una RNasaH2b que
funcionaba correctamente ® (Figuras 5 A y B). El resultado obtenido fue la restauracion completa del fenotipo WT, lo que
se tradujo en una disminucion de CCL5 y CXCL10 en estas células, igualandose a las concentraciones presentes en las
células WT) ® (Figura 5 C-D). Se concluye por lo tanto que la induccion de ISG esta mediada por el déficit de la funcidn
RER de la RNasaH2 y que por lo tanto, los sustratos acumulados que son reconocidos por cGAS en consecuencia de

esta alteracion, son duplex de DNA con rNMPs incorporados ®11),
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Figura 5. Pruebas de complementacion con cepas de fibroblastos de ratones RNasaH2B™ y medida de produccién de CCL5 y
CXCL10 en dichas cepas. Figura tomada de Mackenzie, K. J. et al. ©

Discusion

A partir del primer experimento presentado, realizado por D.A.Cornelio et al. 10 se puede corroborar que
RNasaH1 y RNasaH2 realizan la funcion de eliminar los bucles R (R-loops) y rINMPs (6-11.13) este hecho se manifiesta en
que la tasa de LOH sea mayor en el doble mutante rmh201A rnh1A que en el mutante simple rnh201A y que se
mantenga igual que en el WT que en el mutante simple rnh1A (10) (Figura 1). También queda demostrado que RNasaH2
tiene una funcién adicional relacionada con la reparacion por escision de ribonucleétido, dado que en el caso del mutante
simple rnh201A, la tasa de LOH es mayor que en el WT en presencia de RNasaH1, esto es debido a que aunque la
actividad de eliminacion de R-loops y rINMPs en tdndem este teniendo lugar, la acumulacion de rNMPs en el DNA debida
a la incapacidad de la RNasaH1 de llevar a cabo la funcion RER, aporta inestabilidad gendémica (19 Esto también queda
demostrado en que la tasa de LOH es igual tanto en el mutante simple rnh201-RED como en el doble mutante rh201-
RED rnh1A "% una vez mas se corrobora que esta funcion es especifica de la RNasaH2 y que la inestabilidad gendémica
que supone un déficit de RER se mantiene tanto en presencia como en ausencia de la actividad de la RNasaH1, puesto

que solo es dependiente de la RNasaH2 &' 13,
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Asi mismo, tras la revision del segundo experimento descrito, realizo por Mackenzie, K. J. et al. (8>, se pudo
observar que los individuos con RNasaH2b mutada presentaban una acumulacion tanto de DNA:RNA como de rNMPs
en el DNA que se traducia por lo tanto en un aumento del dario del DNA y de la inestabilidad del mismo * &% 7).

Con el tercer experimento al que se hizo referencia, realizado por Pokatayev, V. et al. ) queda corroborada la
implicacion de la RNasaH2 en el fenotipo inflamatorio de AGS dado que ratones con la misma mutacién que la presente
en la RNasaH2a de pacientes con AGS mostraban una sobreexpresion de genes estimulados por interferon de tipo I.
Estos genes codifican para citoquinas pro-inflamatorias, asociandose por lo tanto a una elevada tasa de liberacién de
INF en estos ratones y al fenotipo inflamatorio, ambas caracteristicas englobadas en el cuadro clinico de un paciente con
AGS * 11920 Aun asi, estos ratones no mostraban las anomalias neuronales que caracterizan a este sindrome pero
como ya comenté anteriormente, podria deberse o a la muerte prematura de dichos individuos en los que la homocigosis
era letal en una etapa perinatal o bien al hecho de que AGS tenga una manifestacion distinta en ratones con respecto a

©.11.19) Por dltimo, se puede observar en base a los resultados del cuarto y quinto grupo de experimentos en

humanos
los que me he basado, los cuales fueron realizados por Mackenzie, K. J. et al. ® que la activacion de la respuesta
inmune innata mediada por INF esta estimulada por el reconocimiento de especies de acidos nucleicos, que son sustrato
de RNasaH2, por cGAS vy la activacion consecuente de la via cGAS -STING y que estos sustratos que activan esta via
son duplex de DNA con ribonucleétidos incorporados, siendo por lo tanto el déficit de la funcion RER de la RNasaH2b lo
que aparentemente estimula la inmunidad innata por esta via en pacientes con AGS #.89.11)

Sobre la base de los resultados obtenidos y recapitulando toda la informacion que dichos datos han aportado, se
puede concluir que la manifestacion de AGS debida a mutaciones en RNasaH2 es consecuencia de la activacion
erronea de una respuesta inmune innata por la acumulacién de DNA con dafos debido a la falta de la funcion RER de
esta enzima y la actuacion de la topoisomerasa | en la escision de estos ribonucledtidos afiadidos al duplex DNA

8, 9, 11, 13
)

generando cortes de doble cadena ( . Estos DNA acumulados son aberrantes y por lo tanto pueden ser

equivocamente reconocidos por cGAS, que normalmente actia reconociendo PRR de acidos nucleicos de

4 81113 Como estas especies

microorganismos patégenos y esto da lugar a la activacion de la via cGAS-STING ¢
endogenas de acido nucleico no se encuentran normalmente acumuladas, cGAS las reconoce como extrafia dando lugar
a la misma respuesta que daria ante acido nucleico exdgeno de origen patdégeno. Este hecho tiene como consecuencia
la liberacion de INF que actuara en Ultima instancia estimulando a una serie de genes (ISG) que codifican para

citoquinas pro-inflamatorias responsables del fenotipo inflamatorio caracteristico de este sindrome #.89,11,13)

Conclusiones

La disminucién de actividad de la RNasaH2 por mutaciones en cualquiera de sus subunidades da lugar a una
acumulacién de sustratos de la misma: hibridos RNA:DNA, rNMPs en tdndem y rNMPs insertados en duplex de DNA ®,
101113 | as dos funciones pueden ser parcialmente realizadas por la RNasaH1 sin embargo, la funcién de reparacion
por escision de ribonucledtidos es especifica de este complejo. Ante la acumulacion de estos ribonucleotidos insertados
en el genoma de forma natural por la DNApolimerasa, y el déficit de funcion de reparacion de los mismos de la
RNasaH2, actua la topoisomerasa | pudiendo generar cortes de doble cadena a la hora de escindir estos ribonucleotidos
si los mismos se encuentran en secuencias tandem o en lugares muy cercanos entre si, se generan por lo tanto
especies aberrantes de 4cidos nucleicos citoplasmicos (6.9, 11,13.18)

cGAS es un receptor de reconocimiento de patrones que se une a especies de acidos nucleicos que se
encuentran en el citoplasma. Al activarse, lleva a cabo su funcién como sintasa de GAMP ciclico, produciendo asi esta
molécula que a su vez actuara como ligando para STING (estimulador de los genes de interferones) que activa a su vez

la produccion de interferones de tipo | mediante la citoquina TBK1 que fosforila a IRF3, que una vez fosforilado entra en
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el nucleo y actia como factor de transcripcion para INF-alfa, el cual aumenta por lo tanto sus niveles. Este INF-a a su
vez, da lugar a la activacion de la transcripcion de ISG (genes estimulados por interferones) que actian como sustancias
pro-inflamatorias, un ejemplo de las mismas son CCL5 y CXCL10 que son los que se emplean como los marcadores
mas potentes de que una activacion de la respuesta inmune innata ha tenido lugar para corroborar una diagnosis de

4 8 1) INF-a ademas también desencadenan la activacion de LT que a su vez dan lugar a la

paciente con AGS ¢
activacion de LB produciéndose por lo tanto la estimulacion de la respuesta adaptativa del sistema inmune conllevando a
un aumento de la respuesta autoinmune “ Este incremento de la respuesta autoinmune pro-inflamatoria se traduce en
la calcificacion a nivel de ganglios basales, la microangiopatia, la atrofia de la sustancia blanca por la llegada incorrecta
de sangre consecuencia de inflamacion, también es lo que provoca las lesiones cutaneas eritematosas asi como la

134 sintomas presentes en la mayor parte de los individuos que padecen de este raro

21, 22

linfocitosis y la leucodistrofia ¢
sindrome del que solo 120 casos han sido descritos hasta la actualidad ¢ ). Aln hay varias preguntas por resolver
como la procedencia de los sustratos para cualquiera de estas enzimas que intervienen en el metabolismo de acidos
nucléicos o como esas especies logran pasar al citoplasma, son algunas de las cuestiones que aun permanecen en el
aire pero que no le quitan importancia al hecho de que este modelo de enfermedad es todo un reto para poder entender
otras enfermedades autoinmunes mas frecuentes y posiblemente complejas, por lo que su estudio podria conllevar a
avances que vayan mas alla de una terapia efectiva para estos individuos, podria permitir la adquisicion de

conocimientos y datos que nos permitan entender otras patologias autoinmunes de mayor prevalencia y dificultad 7,
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