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Abreviatures

6,4-PP 6,4-photoproducts

ABTS 2,2'-azino-di-(3-ethyl-benzthiazoline-6-sulpimacid)
AlF Apoptosi-inducing factor

AK Actinic Keratosis

AP1 Activator Protein 1

APE Human Apurinic/apyrimidinic Endonuclease
ATM Ataxia Telangiectasia Mutated

ATP Adenosine Triphosphate

ATR Ataxia Telangiectasia Rad3-related
BCA Bicinchoninic Acid

BCC Basal Cell Carcinoma

BER Base Excision Repair

CAD Caspase Activated DNase

CAMP o LL37 Cathelicidin Antimicrobial Peptide
CCL Chemokine (C-C motif) Ligand
CC-TT Citosines-Timidines

CD Cluster of Differentiation

cDNA copy-DNA

CLA Cutaneous Lymphocyte Antigen
CMV Citomegalovirus

CO, Dioxid de Carboni

Co-IP co-immunoprecipitacio

Cp Crossing points

CPD Cyclobutane Pyrimidine Dimer
cSCC cutaneous Squamous Cell Carcinoma
CTS Cathepsines

CXCL10 C-X-C Motif Chemokine 10

Cyt-B Cytochalasin-B

d8-pC 8 dies post-confluéncia

DAB Diaminobenzidine

DAMPs Damage-associated molecular patterns
DC Dendritic Cell

DDR DNA Damage Response

DEDD DnaQ-like

DMBA 7,12-dimethyl benz(a)anthracene
DMEM Dulbecco's modified Eagle's medium
DNA Desoxyribonucleic Acid

dNTP Deoxynucleotide Triphosphate

DSB Double Strand Breaks

dsDNA double strand DNA

EDTA Ethylenediaminetetraacetic Acid



Abreviatures

EF-PPR Error-Free Post-Replication Repair
ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
ES (cél-lules) Embrionic Stem Cells

EXO1 Exonuclease 1

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting
FASR Fas Receptor

FBS Fetal Bovine Serum

FGF7 Fibroblast Grow Factor 7

FITC Fluorescein IsoTioCyanate

GFP Green Fluorescent Protein

GGR-NER Global-Genomic Repair

yH2AX Phosphorylated H2AX

H/E Hematoxilin/Eosin

H2AX Histona 2AX

HAUS7 HAUS Augmin-Like Complex, Subunit 7
HH Hedgehog

HLA Human Leukocyte Antigen

HNSCC Head and Neck Squamous Cell Carcinomas
HPRT Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
HR Homologous recombination

HRP Horse Radish Peroxidase

HSV1 Herpes Simplex Type 1

ICF Immunocitofluorescencia

IFI16 Gamma-interferon-inducible protein
IHF Immunohistofluorescencia

IHQ Immunohistoquimica

IKB-a NF«-B Inhibitor a

IL Interleukin

INF Interferd

iINOS Inducible Nitric Oxide Synthase

INV Involucrin

IRF7 Interferon regulatory factor 7

K Keratin

kDA Kilodaltons

kJ kilo Joule

KLK Kalikreines

Km Constant d’equilibri de Michaelis-Mentel
ko Knock-Out

LEKT Polyprotein lympho-ephitelial kazal-type-reddtinhibitor
LEKTI LEKT Inhibitor

Ly6g lymphocyte antigen 6G



MBP
pCi
mDC
mi

pl

mM
MMR
MN
MRE11
MRNA
MSH2
MyD88
NAD+
NER
NF-kB
NHEJ
NHEK
NK
NKG2D
NM23-H1
NMSC
OCT
OHU
P/S
PAMPs
PARP1
PASI
PBS
PCR
pDC
PK

Pol
pre-C
PRR
PRR
PS
PSA
PSORS
PVDF
gPCR
RAD

Abreviatures

Maltose Binding Protein

Microcurie

Myeloid dendritic cell

Mililitre

Microlitre

Milimolar

Mismatch Repair

Micronuclis

Meiotic Recombination 11
messenger RNA

MutS protein Homolog 2

Myeloid Differentiation primary response 88
Nicotineamide Adenine Dinucleotide
Nucleotide Excision Repair

Nuclear Factor kappa-light-chain-enhanceacifvated B cells
Non-homologous end joining
Normal Human Epidermal Keratinocytes

Natural Killers

NK group 2, member D

Nucleoside Diphosphate Kinase 1
Non Melanoma Skin Cancer
Optimal Cutting Temperature
Hydroxyurea
Penicillin/Streptomycin
Pathogen-associated molecular patterns
Poly (ADP-ribose) polymerase 1
Psoriasi Activity and Severity Index
Phosphate Buffered Saline
Polymerase Chain Reaction
Plasmacytoid dendritic cell
Paraqueratosi

Polimerase

Preconfluencia

Pattern Recognition Receptors
Postreplication Repair
Phosphatidyl-serine

PBS amb antibiotic/antimicotic
Psoriasi Susceptibility
Polyvinylidene fluoride

quantitative PCR

DNA Repair Protein



Abreviatures

RAET1E
RIP Kinases
RNA
ROS
rpm

RT
RT-PCR
SC
SCC
SDHA
SDS
SEM
SNP
SPINK5
SSB
ssDNA
STAT
TAK1
TBS
TBS-T
TCA
TCR-NER
TEWL
TG
TGH3
Th

TLR
TMAs
TNF
TPA
T-regs
TREX
TUNEL
UCA
uv
UVA
uvB
uvC
VIH
Vmax
WRN

1C

Retinoic Acid Early Transcript 1E
Receptor-Interacting Protein kinases

Ribonucleic Acid

Reactive Oxygen Species

revolucions per minut

Reverse transcription
Retrotranscription PCR

Stratum Corneum

Squamous Cell Carcinoma

Succinate dehydrogenase complex, subunit A
Sodium dodecyl sulfate

Standard Error of the Mean

Single Nucleotide Polymorphism
Serie Protease Inhibitor Kazal-type5
Single Strand Breaks

single strand DNA

Signal Transducer and Activator of Transcapti

TGH3-activated Kinasel
Tris-buffered saline

TBS-Tween

Trichloroacetic acid
Transcriptional-Coupled Repair

Trans-epidermal water loss
Transglutaminasses

Transforming Growth Factor beta
Limphocyte T helper

Toll-Like Receptor

Tissue Mycro Array

Tumor Necrosis Factor
12-O-Tetradecanoylforbol-13-acetato
Limfocits T reguladors

Three prime repair exonuclease

Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTRINENd Labeling

Urocanic acid

Ultraviolet

Ultraviolet type A

Ultraviolet type B

Ultraviolet type C

Virus de la Immunodeficiencia Humana
Velocitat maxima

Werner syndrome, RecQ helicase-like



Abreviatures

wt Wild-type

YFP Yellow Fluorescent Protein

7 \/AD-EMK Carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]-
fluoromethylketone
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Introduccié

3.1 La pell

3.1.1 Elements

La superficie corporal dels animals terrestres egp@sada a 'aire i a I'estrés mecanic, ambdos
incompatibles amb presencia de cel-lules vives]aemterfase directa entre I'organisme i

I'entorn. Mentre els artropodes terrestres han rdedepat un exosquelet que protegeix a les
cel-lules de sota de la dessecaci6 i el dany mecalsi tetrapodes terrestres utilitzen una capa

de cel-lules mortes i material extracel- lular difgd€om a barrera amb 'ambient.

En els humans, la pell és I'drgan més gran del @ody una area total d’entre 1,5 i 3, pot
arribar a representar el 16% del pes corporal (Jeirgy Carneiro, 6a Ed. 2005). Participa en
funcions crucials per la vida de l'organisme conitagvla pérdua d’aigua per evaporacio
(dessecacio); protegeix contra les agressions ntpes o friccions; exerceix de barrera
anatomica impedint el lliure accés dels patogensnazli extern; dona sensacions de tacte,
pressio, fred, calor, vibracio i dolor degut a f@gencia de multitud de terminals nerviosos i
neuroreceptors; ajuda al manteniment de la temperatorporal per mitja de la suor i la

vasodilatacio de capil-lars sanguinis i ens proxede les radiacions solars.

epidermis

dermis

hair
follicle

blood — . | hypodermis

vessels

sensory
neuron

e 4 sweat

smooth muscle gland

Figura 11. Representacio grafica de les capes i estructigels pell (Encyclopaedia Britannica Inc.
2006).
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La pell esta formada per dues capes: I'epidernmiggjgén ectodérmic, i la dermis, d’origen
mesodermic. Sota la dermis hi ha una altra caphipladermis que no es considera part de la

pell (Figura 11).

3.1.1.1 Hipodermis:

També s’anomena teixit subcutani, és una capaixie denjuntiu i adipés. La principal funcio
és adherir la pell i permetre’n el lliscament pes kstructures internes com els 0ssos i els

muscles. Donat la composicio de teixit adipds a@mfeaillament termic.

3.1.1.2 Dermis:

Es el teixit conjuntiu sobre el que descansa l'epids, esmorteix el cos de I'estrés mecanic i
les tensions que ocorren a l'epidermis. Conté mttsinals nerviosos que permeten la
sensacié de temperatura i tacte, també és I'emgaataed’aportar nutrients a I'epidermis gracies
a la riqguesa de vasos sanguinis i de retirar elgbobts a través dels vasos limfatics. A la
dermis s’adhereixen les estructures annexes dellagm son els pels, les ungles, les glandules

sudoripares i les glandules sebacies.

Es diferencien dues regions a la dermis:

Capa reticular, situada per sobre la hipodermts, feta de teixit conjuntiu dens, rep el seu nom
per I'elevada abundancia de fibres de col-lagenestgs fibres son les que confereixen a la

dermis les propietats elastiques.

Capa papil-lar, just a sota de I'epidermis, meésa fijue la capa reticular. Formada per teixit
conjuntiu lax. Ajuda a la sintesi de la lamina bage separa la dermis de I'epidermis. Es on hi
ha la majoria de terminals dels capil-lars sanguinnecanoreceptors. S'anomena aixi per la
preséncia de papil-les dermiques, prolongaciora dermis que es projecten cap a I'epidermis
pero sense creuar la lamina basal, que permetenesutgr el contacte amb I'epidermis tant per

assegurar-ne els nutrients com per adherir-la cameent.
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3.1.1.3 Epidermis:

Es la capa més externa i en contacte directe asmiofn. Constituida principalment per
gueratinocits que formen un epiteli pavimentésiphiratificat. A més a més dels queratinocits,
'epidermis conté altres tipus cel-lulars com metits (contenen melanina), cél-lules de
Langerhans (amb funcions immunologiques) i celslule Merkel (mecanoreceptores) com es
pot observar a la figura 2. L'epidermis esta cosgua per diferents capes que varien de
grossor i estructura segons el lloc que estudisserd meés gruixuda i complexa en les palmes
dels peus i les mans.

Les capes de I'epidermis des de la més internargéfaexterna son:

Estrat basal o germinatiu, composat per queratmagitoticament molt actius, que descansen

sobre una lamina basal feta de material extratal: |[Hs responsable de la constant renovacio
de I'epiteli. Es poden considerar les cel-lulesent I'epidermis, aquesta capa no sol tenir més
d’'una ceél-lula de gruix, donen lloc a les cel-luige migren cap amunt per formar I'estrat
espinos. Es calcula que I'epidermis humana es eenadla 2-3 setmanes (Ovaetal, 2009)

Estrat espinds, s'anomena aixi perque les cél-belesn aparenca espinosa, degut que s’han
desenganxat de la lamina basal, la Unica adhesideqen és per mitjana de desmosomes entre
les cel-lules veines, aix0 els confereix una foresé&rellada. En aquesta capa és on els

gueratinocits comencen el procés de diferenciasddn@nat cornificacio.

Estrat granulds, els queratinocits d’aquesta cepaiencen a sintetitzar elements estructurals i
apareixen amb presencia de granuls al citoplasreagutenen queratohialina, que ajuda a unir
els filaments intermedis del citoplasma de la gi:|A més a més, els queratinocits també
excreten els cossos lamel-lars, estructures edesltde membrana amb el contingut de lipids i
proteines que ajudaran a formar l'estrat corni op alliberats a I'espai extracel-lular, i que

confereixen a la pell les propietats de barreraermgable. Alhora, les cél-lules d’aquesta fase
perden el nucli i els organuls cel-lulars fent qugbin a I'estrat corni com a cél-lules mortes.

Aquest procés de mort cel-lular no esta encardotielaracteritzat i no se’n coneixen tots els

gens que hi tenen un paper determinant.
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Estrat IUcid, només present a la sola de peus s négnuna fina capa de cel-lules mortes.

Estrat corni, la més externa de les capes. Feudmtinocits plens de substancies hidrofobes
(queratina), sense nucli i morts. Aquestes cékluleorneodcits) tenen uns desmosomes
modificats, anomenats corneodesmosomes, que efsreixen més adhesié a les cel-lules
veines. Arribats a un punt, els corneodesmosonres skestruits per mitja d’'una cascada de

proteolisi i es desenganxaran en un procés quers@ama descamacio.

Stratum 4 _IH-’ .\ = = - Dead
cormeum ffﬁkﬁ" f S keratinocytes
Stratum <
lucidum
Stratum
granulosum Lamellar granules
Keratinocyte
Langerhans cell
Stratum
spinosum
Melanocyte
Stratum Merkel cell
basale Tactile disc
Dermis Sensory neuron

Figura 12. Representacid grafica de les diferents capess tipl- lulars de I'epidermis.

3.1.2 Processos de la pell

3.1.2.1 Cornificacio:

El procés de migraci6 i diferenciacié dels queratits des de l'estrat basal a I'estrat corni
s’anomena cornificacié o queratinitzacio. Prolifadéa diferenciacié i mort cel-lular ocorren

sequencialment. En condicions normals la constanlifgraci6 de I'estrat basal esta
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contrarestada per la constant descamacio de I'estai, aixi es rejoveneix constantment

I'epidermis.

Les queratines K5 i K14 son les principals proteiestructurals dels queratinocits basals,
s’acoblen des dels desmosomes a la lamina nudeaait els anomenats filaments intermedis,
gue juntament als microtubuls i els filaments diecformen el citoesquelet (Figura 13). Una de
les dues cel-lules filles resultants de la mitosssdespren de la lamina basal i emprendra el
procés de cornificacié, que comenca amb la subgiitde les K5 i K14 per K1 i K10. Les
gueratines es van substituint al llarg del procésdiflerenciacio i son un bon marcador per

identificar les diferents capes de I'epidermis (Baal, 2013).

Comifiad -+ Loricrin, profaggrin, fnchobyalin,
LT " imvolucrn, SPHs, S100A protains

Upper greudar TG3, keratin-1, -26, -8, 10,
Cranular desmogigin- 1 , desmocolliin-1
Spinous TG1, TGS, ™

desmoglain-2, -3, -4
Rasal Keralin5, -14, TG2, BPAGT ™,
Bazal lamina BPAGZ2/collagan-17
| o f, intagrin, laminin-5 ..

Figura 13. Esquema de les principals proteines diferenciairegpressades en les diferents capes de
I'epidermis. En el procés de transicio de la lanbaaal fins a I'estrat corni, els queratindcitsrespen
diferents proteines en funcié de l'estadi de difel®cié en que es troben. A nivell molecular,
I'embolcall corni esta format per proteines fortamgnides per transglutaminasses i per lipids éfpec

a la cara externa, per garantir les seves propifitaques (Candit al, 2005).

D’especial rellevancia és la sintesi de profilagrimque s’acumula en els granuls de
gueratohialina, en l'estrat granulds. La profilagriés processada a filagrina per la caspasa 14
(Hosteet al, 2011) i enforteix els filaments de queratinavpant el col-lapse de la cel-lula i
'aspecte allargat i aixafat que presenten els exwits. Alhora s’expressen més proteines
estructurals com la involucrina i la loricrina, geg van teixint unes amb les altres, gracies a
'accié d'uns enzims anomenats transglutaminast€s, (enfortint el citoesquelet just per sota

de la membrana plasmatica (Scharadin and Eckelr)20
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La caracteristica resistencia i insolubilitat dembolcall cornic, es basa en la formacié d'uns
enllacos peptidics molt resistents, duts a termreT@& A part de proteines estructurals per
donar fortalesa al corneocit també es sintetitzdtsmpids. Els corneocits sén basicament
filaments intermedis immersos en xarxes de filagrirrodejats de lipids, amb tots aquests

elements fortament units per les TG (Figura 14).

Fases de la cornificacio:

Fase d'iniciacid, comenca en l'estrat espinds aanbitesi de proteines estructurals de I'estrat

corni, i amb la sintesi i extrusio de certs lipgd&spai intercel-lular.

Fase de reforg, en l'estrat granular, les TG umeigevalentment lipids a la membranes i

entrelliguen proteines (loricrin-SPR) i els desrmss. Lipids i proteines dels cossos lamel-lars
s’acomplexen i s’exposen en la cara exterior dadabrana, el DNA es degrada i els organuls

es destrueixen.

Fase descamativa, en l'estrat corni, el corneaipriesenta una membrana completament

diferent dels queratinocits basals. Les TG segueifegint diferents substrats a la gran bastida
gue és la membrana citoplasmatica, es degraderoisodesmosomes per les kalikreines i el

corneocit es descama.
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Initiation Remnforcement Lipid-ervelope Dasquamation
(spinous layer) (granular layer]  eo————-  fOrTTiation = (cornified lzyear)

{upper granular layer)

Lametiar Loricrn

body granude Cytoplasm
=1 Envoplakin &= Phospholipids E"@B Transglutaminase activity
Ferpa () Lorierin ) -
== |rvchuchin st WA O w-OH-ceramice
—= Kerafin-5,-14 © srA YWAMPE O Fatty acids, cholsstarol
mmm Kerafin-1, -2e, -10 O Other protains = Insclubla crosslink

Figura 4. Representacié de les fases de la formacié de beral corni. Les propietats fisiques de
I'embolcall corni depenen de la natura dels sutsstrale les unions, aixi com dels lipids dipositats
(Candiet al, 2005).

A més de la formacié dels cornedcits, els queraiis@s poden diferenciar a través de diferents
programes i per diferents vies de cornificacio ioagt diferents productes, com les ungles, els
pels, les papil-les filiformes de la llengua i &kls sebocits que conformen la glandula sebacia

accessoria al pél.

Els péls sén miniorgans amb mdltiples funcions d¢amroteccid, la regulacié de temperatura,
I'extensio delsebumi la suor per la pell, funcions tactils o repadade ferides. Podem separar
I'epidermis en interfol-licular (entre fol-liclemajoritaria en humans) i fol-licular (I'epidermis
del fol-licle, majoritaria en ratolins). Durantplocés de cornificacio, els queratinocits del pel i
les ungles pateixen unions meés extensives delsgjtadet amb diferents proteines resultant en
estructures molt més dures que l'estrat corni (Bakét al, 2013). S’originen a partir d’'unes
cel-lules mare que formen un fol-licle pilés quefpnditza en la dermis. El fol-licle pilés esta
composat per la glandula sebacia, el muscul pidberei el pel en si. Pateixen cicles de
creixement (anagen), regressio per apoptosi (caagguiescencia (telogen) (Muller-Rovet

al., 2001) (Figura 15). En cada cicle es renova eli gélvell cau, en ratolins aquestes fases del
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creixement del pel es donen de manera sincronizadats els péls del cos, fet que no passa en
humans (Wagnest al, 2010).

epidermis
dermis
subcutis
panniculus
carnosus
+— Telogen ———— Anagen 1 Catagen ————{+— Telogen —
(~ 2 weeks) (~ 1-3 weeks) (~ 2 days)

Figura 15. Esquema de l'augment i el descens de la longigidadt licle capil-lar durant les diferents
fases del cicle de creixement del pél. La duradexépada de cada fase s'indica entre parentesil@xul
Roveret al, 2001).

3.1.2.2 Descamacio:

La integritat de I'estrat corni es manté per midgls cornedcits units a corneodesmosomes
(Naoeet al, 2010). El seu gruix ve donat per la degradacittrotada de les unions cél-lula-
cel-lula. En la pell normal les cél-lules de l'astrorni estan unides tan sols per la periferia
gracies als corneodesmosomes, un mal funcionamena dnaquinaria de descamacio pot
comportar patologies severes (Meyer-Hoffert andr@tdr, 2011). Els corneodesmosomes son
desmosomes modificats, aquesta modificacio es pmoduntre I'estrat granulos i I'estrat corni.
La corneodesmosina és la responsable de la malfjcds produida i emmagatzemada en els
cossos lamel-lars i un cop excretada uneix covakamt els desmosomes entre dues ceél-lules
(Ishida-Yamamotet al, 2011).

Les proteases extracel-lulars son les responsaldeta descamacid. Aquestes proteases

(calicreines (KLK) i catepsines (CTS)) s’excretesmca proformes i s’activen al final d’'una
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cascada de proteolisi. Les KLK s’excreten en lasgranulés junt als seus inhibidors LEKT
(Polyprotein lympho-epithelial kazal-type-relatetdhibitor), que s’uneixen a les KLK, només a
pH neutre, inhibint la funcié proteasa. A mesura el pH baixa en l'estrat corni, LEKT
alliberen KLK i aquestes trenquen els corneodesmes fent possible el despreniment de les
cel-lules (Ovaereet al, 2009). Mutacions al gen que codifica per LEKT I{§&5, Serine
Protease Inhibitor Kazal-type 5) causen una execaskscamacio, en pacients amb el sindrome
de Netherton (Wallegt al, 2001). A més a més, el rat@lpink5™ mor al poc de néixer degut a

una excessiva perdua d’aigua, pel mal funcionamhed barrera cutania (Yamrg al, 2004).

Corneocyte Corneocyte

1 | P9

Pkp
Dp Fg

4 Pg

Corneodesmosome

Cornified Envelope — - Cornified Envelope
LEKTI-2 [ @ R%E

Intercellular Space @ uL-:]EcVﬁle
0 L.% 06— .@

Plasma Membrang 7.1 - kaP ‘l : %
an e\ &

Melanosome i
Phagocylosis Inflammation

5N5

Epidermal Barrier

w Formation
%im

% E Lamellar Bodies

A®
@

Granular Cell

Key:

Lamellar Lipid Stack @ @ @ Kallikrein-related Peptidases (KLKs)

Figura 16. Model hipotétic sobre els mecanismes de descamalicossos lamelars (LB) presents en
les cél-lules granulars s’aboquen a l'exterior ég tél-lules. Els LB contenen material i enzims
necessaris per la descamacié (KLK), perdo tambéeoent els inhibidors de la descamacié (LEKTI).
Només quan es donen les condicions adequades)hdiidors es desactiven i les KLK provoquen la
descamaci6 (Ovaest al, 2009).
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3.1.2.3 Mort cel-lular a la pell

Diferents esdeveniments poden conduir a la mortutet, ja sigui de forma programada o no
programada. L'apoptosi és la via que inicialmentv&sdentificar com a via de mort cel-lular

programada. Es duu a terme per les caspases, wieages que s’activen de manera molt
controlada i que digereixen elements crucials pewitla de la cél-lula. Es pot dividir en

extrinseca (quan arriben senyals externes de maradtiven receptors de membrana) i
intrinseca (per senyals intracel-lulars d’estrésapoptosi intrinseca pot ser depenent o
independent de caspases.

La cornificacié, com ja s’ha descrit, és la viardert cel-lular programada que condueix a la

diferenciacié dels queratinocits per la consecdeida barrera epidermica.

Posteriorment, s’ha establert que la necrosi, densda com a mort accidental, també pot
ocorrer de manera programada introduint el ternceopéosi. Aquesta via es orquestrada per les
RIP kinases (Vanden Berglet¢ al, 2014). El DNA alliberat durant la necrosi pot sgocitat

per macrofags i també per les cel-lules veinesnad per necrosi és un potent inductor de la

resposta immunitaria (Pasparaktsal, 2014).

La mort cel-lular per autofagia és reconeixiblelpanassiva vacuolitzacié del citoplasma de les
cel-lules, que en condicions d’estres i manca deents es digereixen a elles mateixes per
evitar precisament la mort cel-lular. Es una resp@sotectora, activada per les cél-lules
moribundes per lluitar contra I'estrés, la sevalito accelera la mort cel-lular en comptes
d’inhibir-la (Boyaet al, 2005).

L’anoikis, és I'apoptosi induida per la pérdua diesié amb el substrat o les altres cél-lules. El
programa de mort cel-lular que s’engega per l'dsoés executat per la maquinaria de

I'apoptosi intrinseca. En I'epidermis els queratit®tenen mecanismes per contrarestar-la.

Per altra banda, la piroptosis, és un tipus de p®rtular depenent de la caspasa 1 i dona lloc a
I'alliberaci6 de les interleuquines IB11L1a,i IL18. Es una resposta de les cél-lules per morir

activant una resposta immunitaria, sobretot quanelséat infectades per patogens.
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Hi ha altres formes rares de mort cel-lular, cantbsis, que va ser originalment descrita com
“canibalisme cel-lular”, consisteix en que unalao&-no fagocitica, engoleix una cel-lula veina,

gue roman aparentment normal en el citoplasmaatkeal’fins que desapareix a consequencia
dels enzims hidrolitics dels lisosomes. O la paxdtizos, que es dona per I'activacio continuada
de PARP1, consumint fins a depletar el NAD+ i cantla la mort cel-lular per una via caspasa
independent. La catastrofe mitotica, no és un nisgende mort en si, és el procés pel qual es

condueix a mort, ja sigui per apoptosi o per nesyoes dona quan falla la mitosis.

Els diferents tipus cel-lulars que composen la petlen patir en algun moment algun dels
processos de mort que s’han esmentat.

3.1.3 Apoptosi versus cornificacio

Apoptosi i cornificacié s6n processos que compoleemort cel-lular de manera programada
pero per diferents camins o vies moleculars (Figifa Els components necessaris per
I'apoptosi sén presents en els queratinocits, pguesta és restringida a la capa basal, no a les

superiors on ha comengat la cornificaci6 (Caetdil, 2005; Galluzzet al, 2012).
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Figura 17. Canvis morfologics i bioquimics en els procesdescornificacio i apoptosi (Lippens S,
2005).L’apoptosi és un procés relativament rapsdp@ donar en poques hores, en comparacié amb la
cornificacio, unes 2 setmanes. La diferenciacié dekeratinocits comenca un cop es desenganxen de la
lamina basal. La senyal per I'inici son les integs Bl lliures. A la majoria de tipus cel-lulaess |
integrines B1 lliures transdueixen senyals quevastl’apoptosi. Aix0 és contrarestat pels queraiiso

amb una major expressio i transduccié al nucli dekB, un factor de transcripcid anti-apoptotic
(Eckhartet al, 2013).

L’apoptosi ocorre en cel-lules individuals rodegmdde cel-lules viables. Les cel-lules

apoptotiques poden ser reconegudes pels canvisldgids que presenten, com arrodoniment,
membrana arrugada com “bombollejant” i perdua dasdhal substrat. Aquests esdeveniments
resulten de desmantellar el citoesquelet per Ikade la caspasa 3. La cornificacié ocorre en
moltes lamines cel-lulars simultaniament, i no eslpg’adhesié focal. Els citoesquelets de les
cel-lules no tant sols no son desmantellats simdegumodifiquen i lliguen de manera que les
cel-lules queden unides a les seves veines foramatdt. Durant la cornificacid no s’activa la

caspasa 3, ja que una degradacio del citoesqeeiatdeleteria (Lippenst al, 2005).

Les caspases soOn les proteases indispensableapogtdsi, activades a través d’'una cascada de
proteolisi. En I'epidermis no s’activen les caspgase el procés de diferenciacié. Nomeés la
caspasa 14, que no participa en I'apoptosi, sejagkr un paper en la cornificacio. S’expressa
gairebé només en la pell, en els queratinocitsegudiferencien i és crucial en la formacio de la
barrera epidermica proteolitzant la profilagrinka dorma activa, a la filagrina (Denecketfral,
2007).

La destruccié del nucli ocorre en ambdos processnslapoptosi el DNA es condensa i la

DNasa activada per caspases (CAD) talla el DNA ragnfients mdultiples de 180pb, tret

caracteristic de I'apoptosi (DNkddering. El nucli no és degradat del tot, ja que quedaADN

dins els cossos apoptotics. Per contra, durarmbekp de cornificacio no es condensa el DNA ni
es degrada en fragments, perd el DNA nuclear adasapareixent del tot. La DNasa o
DNAases claus encara no s’han identificat (Eckétal, 2012).

L'estadi final de I'apoptosiin vivo, és la fagocitosi dels cossos apoptotics a cadeds

macrofags. Receptors de la immunitat innata presetd membrana dels macrofags reconeixen

la phosphatidyl-serinéPS), exposada a la membrana de les cél-lulescjopes, i s'activa la
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fagocitosis. A més a més, depenent dels nivellsadh de I'estimul es pot produir I'activacio
de diferents vies. El manteniment de la integd@&atia membrana de les cel-lules apoptotiques
evita una resposta immunitaria exacerbada causadd'getivacio d’altres receptors de la

immunitat innata per part de components assodialarg cel-lular.

Alguns estudis mostren que la mort dels queratisd@s un potent inductor de la inflamacio en
la pell (Choet al, 2009; Heet al, 2009; Zhanget al, 2009). En el ratoli deficient per TAK1
(TGFb-activated Kinasg@l que es requereix per I'activacio de NF-kB, esad@na apoptosi

augmentada i desenvolupen inflamacio de la pelld®et al, 2006).

En I'epidermis també hi ha cel-lules dendritiqued: (ules de Langerhans) pero no fagociten els
corneocits. A més a mes, hi ha controversia sabetsscorneocits expressen PS. En I'estadi
final de la cornificaci6, les KLK s’activen i degken els corneodesmosomes alliberant la
cel-lula de les seves veines caient al medi extérippenset al, 2005; Proksclet al, 2008;
Eckhartet al, 2013).

3.1.4 Degradacio del DNA en la pell

La degradacio del nucli dels queratinocits duraptecés de diferenciacio pot durar menys de 6
hores (Karasek, 1988). Aquesta degradacié compalitaen el DNA deixant extrems 3’-OH
susceptibles de ser marcats amb TUNEErfninal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick
End Labeling, perd és molt dificil trobar marcatge per TUNELW'epidermis en condicions
basals degut a la rapidesa del procés de degradacio

Existeixen altres processos que requereixen degitadal DNA, encara que sigui de manera
limitada. Aixi en aquells llocs on es troben lesdas del DNA cal una certa digestio enzimatica
d’aquest DNA per poder dur a terme la reparacidaligent passa en processos com la
recombinacio (Barnes and Lindahl, 2004). Algunssdgizims implicats en la degradacié del
DNA per una correcta reparacio també poden estalidats en la degradacié del DNA durant

la mort cel-lular i a l'inrevés (Zaet al, 2011).
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Recentment, el DNA s’ha revelat com un inductoreposta immunitaria un cop alliberat al
citoplasma (Hornung and Latz, 2010), tant si precede patogens com si ve de I'hoste (Ishii
and Akira, 2006). Fisiologicament el DNA intracaldr esta present al nucli o als mitocondris
pero no al citosol, on és reconegut com una sed'aérma i condueix a l'activacié dels
receptors de la immunitat innata per acids nucleilosant lloc a I'activacioé de I'inflamosoma i
induccié de citoquines proinflamatories (Hornueigal, 2009). S’han descrit varis tipus de
sensors de DNA citoplasmic, i un mal funcionameagdests comporta efectes patogenics.
Alguns d’aquests sensors son critics contra lescanbns viriques, per exemple IFI16 es
essencial per controlar la replicacié del Virudalémmunodeficiencia Humana (VIH). Per altra
banda, una retirada insuficient de les estructaibesrants de DNA originades en cada replicacio
o provinents de retroelements, o un defecte enetfradlacié dels cossos apoptotics en els
lisosomes, comporta una acumulaci6 de DNA al cispla i el desenvolupament
d’autoimmunitat (Yoshid&t al, 2005; Stetsoet al, 2008).

En l'epidermis s’expressen diferents nucleases.tédold’elles presents en tots els tipus
cel-lulars, com la CAD, que participa en I'apoptasia DNasa2 encarregada de degradar el
DNA fagocitat als lisosomes. Concretament, la d&fica d’'aquest enzim provoca mort
perinatal degut a una resposta autoimmunitariaN@ Do degradat (Krieseet al, 2002). A
més a meés, és la principal responsable de l'aativiticleasa en I'epidermis (Fischetr al,
2011a), encara que la seva absencia en la pelompromet I'eliminacié del nucli durant la
cornificacio. Finalment, també hi ha nucleases gjagpressen exclusivament en I'epidermis,
com la DNasallL2 i TREX2 (Three-prime repair exorask 2) (Fischest al, 2007; Parraet

al., 2009).

La DNasallL2 és una endonucleasa que s’expressecifespaent als queratinocits,
principalment en els més diferenciats. S’ha deseré elknockdownde la DNasell?2 a cultius
in vitro de pell bloqueja I'enucleacié dels cornedcits, egant paraqueratosi (Fischet al,
2007). Ara bé, el ratoli deficient per DNAsellL2vable i fertil pero nomeés presenta romanents
nuclears en les cornedcits de les ungles, elslsabetofag, les escames de la cua i la llengua.
Per tant, altres nucleases participienvivo en I'enucleacié dels queratinocits durant la

cornificacio en la pell (Fischet al, 2011b).
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3.1.5 Sistema immunitari i pell: components cel-lulars

La pell forma una barrera activa que és el primrentf immunologic de defensa contra
infeccions. Cal una bona entesa entre les cél-tldd&®piteli, les de I'estroma i les del sistema
immunitari per orquestrar una defensa efectiva 'tleste i per mantenir o restaurar la
homeostasi tissular. Practicament tots els tipusutars dels sistema immunitari es troben a la

pell, incloent subpoblacions especifiques d’'aqtedgit (Pasparakist al, 2014).

Les cel-lules de Langerhans son les cel-lules denars mieloides (MDC) de I'epidermis. Son
cel-lules presentadores d’antigen i desenvolupan garietat de funcions, des de promoure
respostes immunitaries de limfocits T CD8 (Romastoal, 2012), a la expansié de Tregs
(Seneschatt al, 2012), fet que suggereix un paper en I’homeostsilar d’aquestes cel-lules.
En la dermis trobem diferents subtipus de mDC, afabcions proinflamatories o
antiinflamatories. Aixi, diferents tipus d’'inflamaae la pell es caracteritzen per la preséncia de
diferents poblacions de mDC (Clat al, 2012). Les mDC es recluten a la pell quan hi ha
processos d’inflamaci6. Les DC plasmacitoides (pB&) mediadors importants de la resposta
antivirica per la seva capacitat de produir granantitats de IFN de tipus 1 (IEXIFNp)
(Gilliet et al, 2008). So6n especialistes en el reconeixementdd'aaicleics tant exdogens com

endogens a traves de I'elevada expressio delstosafe la immunitat innata TLR7 i TLRO.

A part dels macrofags residents, els monocits kEinta també van a la pell per donar suport a
les DC, en les funcions de vigilancia i transpodntigens cap als noduls limfatics. Els
macrofags poden contribuir a la inflamacié de Id pétjanancant I'alliberacié de citoquines

com IL12, pero també ajuden en la resolucio exotdtd 0 i TGH3 (Egawaet al, 2013).
Els mastocits contenen granuls preformats en elcéeplasma, que un cop en contacte amb
'antigen, sén rapidament excretats. Aquests gemlliberen mediadors proinflamatoris i

molécules de reclutament dels limfocits.

Els limfocits T de memoria residents a la pell eggen CLA ¢utaneous lymphocyte antigen

El receptor CLA, permet a aquests limfocits sedutats a la pell gracies a la E-selectina
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expressada en els vasos cutanis (Clark, 2010)n&dessaris i suficients per crear una resposta
inflamatoria a la pell en abséncia de limfocits etirculants, canviant el concepte que els
limfocits T periféerics extravassants sén els ppats efectors de la resposta immunitaria a la
pell. De fet, el nombre de limfocits T residents gell és el doble dels circulants (Clakal,
2006). S’encarreguen de la defensa contra virustagens i de la vigilancia dels tumors. Els
limfocits T yd son residents a la pell i s6n essencials en lageit contra tumors, a través del
receptor NKG2D (Natural Killer group2, member Dg$ citoquines IFMi IL17 (Silva-Santos,
2010). A més a mes, juguen un paper clau en I'hetasdi la reparacio tissular mitjanancgant
I'expressio de FGF7Hbroblast Grow Factor7) que promou la supervivéncia dels queratinocits
(Witherden and Havran, 2013).

Es coneix ben poc sobre els mecanismes i funcielsslichfocits B en la pell. Les NKNatural
Killers), que indueixen I'apoptosi de cel-lules infectagessvirus o amb un fenotip tumoral, son
també presents en la pell. Un altre component dedposta immunitaria en la pell, son els
comensals residents. La superficie de la pell estéonitzada per comunitats de
microorganismes que interaccionen amb l'epitedisi ¢el- lules immunitaries i que contribueix a
I'homeostasi del teixit. EI microbioma de la petiseprotegeix de la infeccié d’altres patogens
per competéencia directe dels recursos i la finaleaip de l'activacié del sistema immunitari
(Findleyet al, 2013).

Degut a la seva posici6 estratégica, els queratinteben senyals de I'ambient i les transmeten
a les cel-lules immunitaries de la pell. De fe$, glieratinocits sén crucials en la regulacié de
’homeostasi i la inflamacio de la pell. Aquestarmtmicacio es dona per I'expressio de diversos
receptors de la immunitat innata (PRpatern recognition receptoys de citoquines i de
quimiocines. Els queratinocits sén membres actieisled respostes immunitaries innates i
adaptatives. Per exemple, en resposta al danyrap@els queratinocits produeixen CCL20
gue atrau cel-lules dendritiques mieloides CD11dmfocits T productors de la IL17 als llocs
de lesio (Kennedy-Crispiet al, 2012). Al mateix torn, una infeccié desencadensekrecié de
citoquines com el TNé i IFNy per part de les cél-lules de la immunitat inn&iaTNFa
promou la sintesi de CCL20 en els queratinocifdi-N y la sintesi de CXCL10 (recluta Thl) i

Mx-1, un enzim antiviric dels queratinocits (Nogst al, 2008).
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3.2 Patologies de la pell

La pell doncs, és un organ complex, amb multitugppdeessos cel-lulars implicats en el seu
correcte funcionament, englobant des de la congtaiiferacié de les cel-lules mare de la
lamina basal encarregades del renovament de l'episldins a la diferenciacio de les seves
cel-lules per tal d'assolir una barrera funciondh desequilibri que afecti la delicada
homeostasi pot provocar trastorns tan diversosamuagues, pérdua del pel, ampolles, cancers i
trastorns de la regulacié immunitaria potencialnmanttals. Per exemple, I'exposicio cronica a
la llum solar accelera I'envelliment cutani, esmott les respostes immunitaries front a
antigens externs i afavorint les neoplasies. Ldsaltigs de la pell sén molt frequents i afecten
un ter¢ de la poblacié dels Estats Units a I'argy{dr, 2003).

El contacte de la pell amb el medi extern fa quedgexposada a agents ambientals que danyen
els seus components. Algun d’aquests agents exdémguimics que causen carcinogenesi a la
pell. La carcinogenesi compreén dues fases, laaci@j en que la cél-lula entra en contacte amb
'agent perjudicial i aquest causa un dany permaaem®NA (mutacions); i la promocid, la
cel-lula iniciada entra en contacte amb el matgena o un altre que li intensifica la
proliferacié, per si sols els agents promotors dr Garcinogenics. A més d’estar exposada als
errors propis de les polimerases, que introdueiratacions, i a agents quimics ambientals, la

pell també esta exposada agents fisics com la @yént natural altament carcinogénic.

Una de les tasques critiques de la pell és asgegueael balan¢ entre la defensa activa i els
mecanismes tolerogenics sigui l'adequat per mantknihomeostasi activant el sistema
immunitari contra patogens pero evitant respost@sedessaries contra autoantigens o
microorganismes i quimics ambientals innocus. &hdament de la tolerancia a lo propi i la
fallada dels mecanismes de regulacid poden contriblu desenvolupament de malalties

inflamatories de la pell, com la psoriasi (Di Megdt al, 2011).

3.2.1 Cancer de pell

El cancer de pell es el cancer més frequent de datbant a ser el 50% dels cancers que es
diagnostiquen als Estats Units. Es pot dividir exlamomes (els que tenen major mortalitat) i
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NMSC (Non Melanoma Skin Cangeque engloben els carcinomes de cél-lula basaCjRDe
son el 80% dels NMSC i els carcinomes de cel-latamosa (SCC) que son el 20% restant
(Rubinet al, 2005).

3.2.1.1 Carcinomes de cel-lula basal (BCC)

Es creu que els BCC son originats per cél-lulesgatents de la capa basal de I'epidermis. La
incidencia augmenta amb l'edat i €s major entre&sias que africans aixi com també preval
més en homes que en dones. Es donen sobretot en deela pell exposades al sol. La
localitzacié geografica també és important, ja questralia presenta la major incidéncia
mundial. Una activacié inapropiada de la via de ¢g¢dnwbg (HH) es troba esporadicament en
casos aillats i en casos de BCC familiars, tanemxgt53 es troba mutat en un 50% dels BCC
esporadics, la majoria de les mutacions son trmmsicde CC-TT, mutacions signatura
d’exposicié a la radiacié UVB (Rubigt al, 2005).

3.2.1.2 Carcinomes de cel-lula escamosa (SCC)

Els SCC provenen de queratinocits de la capa espide I'epidermis. El tipus més comu
presenta queratinocits atipics envaint la dernmigy & formacié de perles de queratina i ponts
intercel-lulars. Aquests tumors es poden separabesn diferenciats, moderadament i poc
diferenciats (Gurudutt and Genden, 2011). Ocorrerdrees lesionades per la radiacio UV, la
majoria de cops en orelles, nas i cap. Apareixem gapules eritematoses, plaques o Ulceres que
no curen. La queratosi actinica (AK) és la lesiécprsora dels SCC. Aproximadament un el 2-
10% de AK no tractades avancen a SCC, i el 60% Q@ S&mencen com a AK (Alam and
Ratner, 2001).

Aquests cancers tenen el potencial per esdeventastatics i és important tractar-los
adequadament per mitja de I'extirpacio quirdrgida arioterapia, encara que també s’utilitzen
cremes amb Fluorouracil (que atura la sintesi déADo Imiquimod (que estimula el sistema
immunitari). En el cas dels BCC s’han utilitzat agwiit molécules inhibidores de la via de
Hedgehog (Von Hofet al, 2009).
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3.2.2 Efectes de la radiacié Ultravioleta (UV) en la pell

La llum UV és el principal agent causal dels camakr pell. Els efectes nocius de la llum UV,
les lesions directes al DNA, estres oxidatiu ianfhacio junt amb immunosupressid, son els
principals responsables de I'envelliment i el cardzepell (Brastet al, 1991; Narayanaat al,
2010).

La radiaci6 UV actua tant d’iniciadora com de préona de la carcinogenesi. En la fase
d’iniciacio, el DNA pateix mutacions que inactivempressors tumorals 0 que activen oncogens,
i en la de promocio les cel-lules pateixen subssgieanvis bioquimics degut, entre d’altres

factors, a 'augment de ROS que resulten en lésnepremalignes (Elmets and Athar, 2013).

3.2.2.1 Mutagénesi

La llum UV és la radiacio electromagnetica provemiel sol, amb una longitud d’ona d’entre
100 i 400 nm. En funcio dels espectres, la podemidien:

UVC, de 100 a 280 nm, és molt energetica i provoiaus lesions en les molecules dels
organismes, per aixo s’anomena llum germicida. Mibaa la superficie terrestre degut que és

absorbida per la capa d’'0z6.

UVB, de 280 a 315 nm, la major part és absorbiddgpeapa d’0z0, pero una part si que arriba,

i és la principal responsable dels cancers de pell.

UVA, de 315 a 400nm, no és absorbida per la capadd La radiacio UV té efectes
beneficiosos molt importants en I'organisme, iuté paper rellevant en la formacio de la
vitamina D a partir de 7-dehydrocholesterol (Haoli@007). Pero també té molts efectes
perjudicials sobre la pell, com son les cremaddarso inflamacié, efecte mutagenic i

immunosupressio.

La radiacido UV lesiona directament macromoléculeslad pell com proteines, lipids i DNA.

Quan les lesions al DNA es donen en gens claussdeidés de I'apoptosi, el cicle cel-lular o la
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reparacio del dany geneétic, poden originar canBehylman and Fisher, 2009; Fisher and
James, 2010). La major part dels efectes toxida dem UV son deguts a la radiacié UVB, tot

i que recentment la radiacié UVA s’ha descrit qoeger un factor important en els cancers de
pell sobretot per la generacio de radicals lli@eBNA (Greinertet al, 2012). A part, les llums
UV A, B i C danyen les fibres de col-lagen i proveq I'envelliment de la pell (Matsuds al,
2013).

El DNA és una de les principals molecules que dieswia radiacio UVB. La irradiacié activa
una reaccié que normalment ocorre entre pirimidiadgcents, unint-les covalentment de
manera aberrant, i genera els fotoproductes GBRI¢butane Pyrimidine Dimgr 6,4-PP (6,4
photoproducts Els mamifers han desenvolupat mecanismes peraemguests dimers de
pirimidines, el NER Nucleotide Excision Repairés una via de reparaci6 amb diferents
proteines implicades. Les lesions no reparadesnpodaduir a I'apoptosi, o be conduir a
mutacions i la posterior activacié d'oncogens (Cle¢ral, 2014). Mutacions en algun dels
enzims de la via de NER causen extrema sensiklitatllum solar i augmentada incidéncia de
cancers de pell (lyama and Wilson, 2013). Els faidpctes interfereixen amb la replicacié del
DNA si no son reparats i causen mutacions espeaefiiglel DNA. Les mutacions especifiques
més freqlents causades per la UVB son substitudgien€ (Citosina) per T (Timina) o
substitucio de CC per TT en les sequéncies digliimgues, que apareixen com mutacions
signatura de la UV en molts cancers de pell (Wikbrand Brash, 1999). La llum UVB causa
també trencaments dobles de la cadena del DNA (®Bible Strand Breaks) i la UVA
trencaments simples (SSB, Single Strand Break®b@&lovaet al, 2012).

3.2.2.2 Inestabilitat cromosomica

Les fotolesions del DNA provoquen DSB quan la seqgiz@éde DNA s’intenta transcriure o
replicar per les polimerases (Aguilera and Gomenzatez, 2008). Els DSB, sén detectats per
les proteines ATMAtaxia Telangiectasia Mutatgd ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-
related que “pentinen” el DNA en busca d’aquestes lesipfissforilen la serina c-4 de la
histona H2AX {H2AX) dels nucleosomes adjacents al DSB (Buatal, 2001).
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La histona H2AX, és un membre de la familia deitohna H2A, una de les 5 unitats que
conformen el nucleosoma que empaqueta el DNA ematina (H2A, H2B, H3, H4 i H1). En
un 10% dels nucleosomes H2AX substitueix a la HAggrporant-se aleatoriament al llarg del
genoma. La fosforilacio de multiples H2AX des dehpde DSB, actua com a plataforma de
reclutament per multiples enzims encarregats deesposta al dany al DNA (DDRONA
Damage Respongeajue s’encarregaran de reparar el trencamergtdbx@n multiples situacions
gue desencadenen en la formacio de DEBRIAX, com ara I'accié de la radiacio ionitzant g el
ROS, pero també es ddna en situacions fisiologigossen la meiosis, integracio de retrovirus,
desenvolupament de les cél-lules immunitariespmptosi. La H2AX es pot fosforilar per altres
lesions del DNA a banda dels DSB, com ara els S88uyits per la UV, com a consequencia de
I'actuacio dels enzims de reparacio del NER (Metrtl, 2006). Aixi, pocs minuts després de la
formacié d’'un DSB, es fosforilen les H2AX adjacen¢ésdevenint lagH2AX un marcador

excel-lent del grau de lesié del DNA d’'una cél- [@anneret al, 2008).

Els DSB que no aconsegueixen ser reparats correntadonen lloc a material genétic acentric,
gue en la segient divisio no podra ser arrossegat dels dos pols del fus mitotic durant
'anafase. Aquest material genetic “naufrag”, édelrallat de membrana nuclear i resta en
forma de micronucli en el citoplasma d’'una de lessdcel-lules filles (Figura 18). Si hi ha
problemes en la formacié del fus o en les proteftescentrosoma, els micronuclis poden

contenir cromosomes sencers (Fenetcal, 2011).
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Figura 18. Mecanismes de formacié dels micronuclis (&) tractaments aneugénics, que malmeten la
formacié del fus mitotic ¢B) tractaments clastogenics, que causen DSB al DA ddlaset al, 2010).

Els micronuclis poden ser expulsats del citopladmé#a cel-lula (comporta pérdua de material
genétic), poden ser reincorporats al DNA del neclia segiient divisio un cop desapareixen les
membranes nuclears (pot comportar activacio d’oecsgo poden ser mantinguts al llarg del
temps al citoplasma de la cel-lula (Leach and &mck®ok, 2004). Existeix una gran
controversia sobre si el material genétic dels onigclis és mitoticament i transcripcionalment
actiu. Se sap que la funcionalitat de cada microndepen sobretot dels elements que
conformen la membrana nuclear, aixi els micronunlit petits no tindran complexes del porus
nuclear i no podran importar proteines del citapkasAlguns autors troben que els micronuclis
de cromosomes sencers es comporten com els riuguis,el DNA es replica originant cel-lules
filles sense anomalies (Huaeg al, 2012). Altres autors han descrit una replicangficient i
asincronica amb la del nucli, i com a consequéunniareixent dany al DNA amb aparicié de
YH2AX, que no es pot reparar per defectes en la EBRI micronucli (Crastat al, 2012). La
llum UV, generant directa o indirectament DSB és agent inductor de micronuclis i

d’inestabilitat cromosomica (Wischermaanal, 2008).

36



Introduccié

3.2.2.3 Fotoadaptacié

Els humans i els ratolins tenen la capacitat deaftdaptar-se, que vol dir, desencadenar una
menor resposta a futures irradiacions d’intensganilar. Els mecanismes inclouen la
pigmentacio, la hiperplasia epidérmica i la hiperqtosi de I'estrat corni, disminuint aixi la
guantitat de radiaci6 UV que arriba a les capesalbas la probabilitat d’induccié de
carcinogenesi. A més a més, una contribucio siatifia en la fotoadaptacio és 'augment de

I'activitat de les vies de reparacio del DNA (Ndreaal, 2007).

Després de la irradiacié UV les cel-lules de |d peistren lesions CPD, sobretot en les capes
més distals, i en menor grau a les capes basaistaBilitza p53, i s’expressa p21, que atura el
cicle cel-lular per permetre la reparaciéo del dabgns que la cél-lula es divideixi. També
augmenten els queratinocits apoptotsimpurned cellsque no han pogut reparar el seu dany al
DNA. Al mateix temps augmenta I'expressio d' enzides reparaci6 del DNA com MSH2
(MutS protein homolog)d s’observa un creixent infiltrat de cél- lulesnmanitaries a la dermis,
pero no a I'epidermis (Let al, 1999). La irradiacio de la pell en absencia digent dispara una
reaccio inflamatoria esteril on es dona la sirdesiliferents citoquines proinflamatories per part
dels queratinocits, com TNFi IL6 (Paz et al, 2008). L’epidermis pateix una hiperplasia
regenerativa que proporciona un engruiximent ptotecun recanvi de les cel-lules danyades
48h després de la irradiacio (Larggeal, 2013).

A banda del DNA, hi ha altres cromofors en I'epidexr que absorbeixen els fotons de la
radiacid6 UVB, com el triptofan, lipids de membraed,7-dehydrocholesterol o I'acid trans-
urocanic (UCA) en l'estrat corni. L’absorcié der&rgia de la radiaci6 UV genera canvis
guimics a la estructura d’aquests cromofors querdeequen en multiples respostes, com
I'excreci6 de diferents mediadors pro- i antiinfeoris. La radiacio UV transforma el trans-
UCA a cis-UCA i aquest actua com a immunosupresstanancant l'activacié de limfocits

Treg (Beissert and Schwarz, 1999).

La radiacié UV també causa canvis a cel-lules, pemexemple les cél-lules de Langerhans,
qgue en condicions normals capten antigens i draheyangli per presentar-los als limfocits

circulants activant la resposta immunitaria coqadogens. Les cel-lules de Langerhans amb
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dany al DNA que arriben al gangli presenten eldgans de manera defectuosa provocant
I'activacié de cel-lules NKT que excreten IL4 cormacanisme d'immunosupressio (Fukunaga
et al, 2010).

La radiacio UV provoca una immunosupressio, redtactivacio dels limfocits T efectors i de
memoria i la generacio de limfocits T i B regulaglayue contribueixen a suprimir la immunitat
cel-lular. Aixi doncs la radiaci6 UV afavoreix ljgansio de cel-lules tumorals directament,
provocant mutacions al DNA, i indirectament, altéral sistema immunitari. Ara bé, s’ha vist
gue pot ser utilitzada com a terapia pel tractardemnalalties autoimmunitaries com la psoriasi
(Halliday et al, 2012) o I'esclerosi multiple (Beckluret al, 2010).

3.2.3 Psoriasi

La psoriasi €s una de les malalties de la pell oodsu, la pateix al voltant del 2% de la
poblacid. Existeixen diferents variants de psoriesin laPsoriasi guttatela Psoriasi inversao

la pustular, la més comu pero (85-90% dels cas®dp €soriasi vulgaris Encara que pot
apareixer en la infancia, sovint apareix al princg I'edat adulta i generalment persisteix de
per vida. Consisteix en una inflamacié cronica memut de la pell que origina lesions
vermelloses amb plagues ben delimitades de midtgdguames blanquinoses que es desprenen
facilment. Aquestes plagues s’originen preferenugglt en genolls, colzes, cap, tronc i esquena,

encara que també poden afectar grans superficigslid€igura 19) (Lowest al, 2007).

—

Figura 19. Lesi6 en forma de placa al colze d'un pacientactaristica de la malaltia de la psoriasi
(Pereraet al, 2012)

La superficie afectada €s molt diferent entre pésieé determina el grau de severitat de la
malaltia. Els aspectes clinics es poden quantifiecamanera subjectiva per part del dermatoleg

mitjanancant I'index de puntuacié PASspriasi Activity and Severity IndexAquesta eina
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avalua la severitat per mitja del grau d’envermadiit, el gruix i la descamacio de les plaques i
€s Otil per monitoritzar els efectes del tractamemtels pacients. En un 25% de pacients
psoriasics es pot induir una lesié psoriasica @éfal’'un trauma en la pell no afectada, el que
s’anomena efecte Kobner (Wemssal, 2002).

3.2.3.1 Caracteristiques histologiques

La psoriasi té una aparenca molt definida hista@gient (Figura 110). Hi ha un engruiximent
evident de I' epidermis degut a la descontroladdifpracio dels queratinocitsag¢anthosi i
I'elongacio de les papil-les dérmiques (on es démaangiogenesi aberrant degut a 'ambient
citoquinic i a les necessitats energetiques dekratjnocits en divisio descontrolada). La
dilataci6 marcada d’aquests capil-lars causa l'enelliment de les lesions psoriasiques. La
diferenciacié dels queratinocits queda profundanaéettada, la capa granular (on comenca la
diferenciaci6 terminal) queda molt reduida o abseries lesions, aixi I'estrat corni es forma de
gueratinocits mal diferenciats que retenen de naaaberrant el nucli (paraqueratosi) i resulta
un estrat corni engruixit (hiperqueratosi). La @dsacio aberrant i el trencament de la barrera
epidermica son fruit de la fallada dels queratitd@ la hora d’adherir-se uns als altres
adequadament. Un altre canvi histologic defini&sil'infiltrat de cél-lules immunitaries, amb
preséncia de neutrofils en Il'estrat corni formanicroabscessos, cél-lules mononuclears

intraepidermiques, i limfocits T i DC en la derrfi®weset al, 2014).
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Figura 110. Comparacié de la pell humana i de ratoh) Caracteristiques histologiques de la pell
normal i pell psoriasica human@) Caracteristiques histologiques de la pell noimpell psoriasica de
ratoli. (C) Esquema a de la estratificacio de la pell i Iésrdncies de tipus cel-lulars entre huma i ratoli
(Wagneret al, 2010).
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3.2.3.2 Origen i progressio de la malaltia

La malaltia es pot desencadenar per diferents elstioom traumes, infeccions, medicaments,
drogues, i concretament pel lligand de TLR7 ImiquimA més a més, es coneix que hi ha un
component hereditari. Aixi, s’han trobat mutaci@msregions cromosomiques associades a la
malaltia, aquests regions s’anomenen PSORS (Pisstiaseptibility), i n’hi ha 12 descrites,
algunes d’aguestes regions contenen gens del HUAAQWG6), el gen del receptor de IL23

(IL23R) o gens de proteines expressades a lagrell@ corneodesmosina (Nestteal, 2009).

En la patogénesi de la psoriasi podem diferencaias dases, la iniciacio i la de manteniment de
la malaltia. La majoria d’estudis es fan sobredgama fase degut a la dificultat per obtenir
mostres de la iniciacié. Existeix un model per @gplles fases (Gilliegt al, 2008) resumit en

la Figura 4A. Lesions en la pell causen mort clrlula produccié de CAMP/LL37 per part
dels queratinocits. EIl CAMP/LL37 s’uneix al DNAlsecomplexes son reconeguts per TLR9 de
les pDC que s’activen i produeixen IFN de tipusLar(de et al, 2007). Els complexes
LL37/RNA també poden activar les pDC a través d®TLi les mDC es poden activar amb
aquest complex a través de TLR8 (Gangetlyal, 2009). Aixi, les mDC es poden activar tant
per CAMP/LL37/RNA com pels IFN de tipus |, induilat secrecié de citoquines com IL12 i
IL23 que determinaran l'activacioé i diferenciacié determinades subpoblacions de limfocits T
i la produccio de citoquines caracteristiques destariasi. Recentment, també s’ha relacionat la
preséncia de DNA extracel-lular en I'epidermis agg@amb les trampes de DNA dels neutrofils

amb la iniciacio de la psoriasi (Skrzeczynska-Mamiket al, 2012).
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Figura 111. Vies d'iniciacié i manteniment de la psoriad) Iniciaci6. Complexes d'acids nucleics-
CAMP/LL37 o Imiquimod activen els receptors TLRpesifics de les pDC i mDC, provocant la sintesi
d’interleuquines que desencadenaran la maldBipCronificacié. La principal via patogénica es déna
qguan (I) DC dérmiques i mieloides maduren i progemicitoquines com IL23 i IL12. (II) Aquestes
citoquines produeixen l'activacié de ceél-lules TIR1 i Th22 que contribueixen a la secrecié de més
interleuquines que actuen en els queratinocitd) @s queratindcits activats produeixen més
quimiocines i péptids antimicrobians que (IV) pégea la inflamacié (Lowest al, 2014).

En la figura 4B es mostra el rol patogenic delsfdiits T i les DC en el manteniment de
l'activitat aberrant dels queratinocits en les pleg) psoriasiques. L'activacio i la diferenciacio
dels limfocits T es dona per la IL12 i la IL23 puides principalment per les DC mieloides de
la pell. Les lesions psoriasiques contenen cégldleque produeixen IR\ IL17 i 1L22
(Ghoreschiet al, 2007). Existeixen també limfocits T CD8 que preiden les mateixes
interleuquines i s'anomenen Tcl, Tcl7 i Tc22, reBpament. Els queratinocits responen a
aquestes citoquines augmentant la proliferacioqdiet malmet la seva diferenciacié (Di Cesare
et al, 2009) i augmentant la produccié de mRNA d’'un gvantall de productes inflamatoris,
com Mx1 (péptid antimicrobia amb funcions antivileg), CCLs i CXCLs (quimiocines
atraients) (Loweset al, 2007), que provoquen el reclutament i l'activad&s limfocits T i

neutrofils, generant-se un cicle de retroalimewdtaci
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L'eix IL23/T17 és central en la patogenesi de lar@asi (Loweset al, 2013). La I1L23 és clau
per la expansio i supervivencia dels limfocits T&g,una citoquina heterodimerica composta
per la subunitat IL23p19, exclusiva de IL23, i Hek2p40 (IL12B), comuna amb la IL12, i que
senyalitza pel complexe heterodiméric IL23R I'aativd del qual acaba amb la fosforilacié de
STAT3 (Kasteleinet al, 2007). S’han trobat SNP (single nucleotide polgpghsm) en IL-
12p40 i IL23R associats a psoriasi (Peretral, 2012). El bloqueig de IL17 o el seu receptor
reverteix els caracters clinics de la psoriasi leB0&6 dels pacients tractats (Leonaedial,
2012; Pappet al, 2012).

El primer indici que les DC podien ser importangs gesenvolupament de la malaltia va ser la
constatacié que, aquestes cel-lules aillades degsapsoriasiques podien activar una resposta
dels limfocits T amb produccié de IL2 i IfNNestleet al, 1994). En les lesions psoriasiques
s’han identificat a part de les mDC i les pDC, Tep-DC (TNF and iNOS-producing DC)
(Nestleet al, 2005; Zabaet al, 2009). Actualment, les DC sOn reconegudes coffiactor clau

en la patologia de la psoriasi ja que el nombrgukstes cél-lules esta molt augmentat en les
lesions psoriasiques, i es redueix drasticament ot els tractaments efectius estudiats.
Aquestes DC activen i mantenen els limfocits T1ffaaés de la sintesi de IL23. Existeix un
altre tipus de DC, I'inic present de manera noremal’epidermis sana, que contrariament als
altres tipus de DC disminueix en les lesions, lesldes de Langerhans. Recentment, s’ha
definit el paper que desenvolupen aquestes Ultenda patologia de la psoriasi. No participen
en l'inici de la malaltia siné que son fonamenttsla regulacio de la inflamacio al llarg de la
malaltia protegint ’'homeodstasi immunitaria en unfiamacio establerta. En la seva abséncia
els ratolins desenvolupen psoriasi, pero amb ufianiaci6 més exacerbada (Glitznetr al,
2014).

També sén importants en la psoriasi les cel-lulgs $ihtentitzant TNE, IFNy i IL22, i les
NKT que produeixen IF){ i estan presents en elevats nombres en les $esain que el seu rol

exacte no es coneix (Dunphy and Gardiner, 2011).

Per ultim, els queratinocits també contribueixammnda s’ha comentat, en la patologia de la
psoriasi. A més a més, son el principal tipus oldrlamb expressié de IL17R en les lesions
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(Nograleset al, 2008). En conjunt, les citoquines IL17, NsNL22 i TNFa, poden incrementen
la proliferacio dels queratinocits i la sintesi dpiimioquines, citoquines i peptids
antimicrobians, que actuaran sobre I'endoteli @mmolts altres) produint vasodilatacio,
neoangiogenesi i reclutament de noves cel-lulesumtaries tancant un cicle sense fi (Fried
and Arbiser, 2008).

3.2.3.3 Tractament

Existeix un gran espectre de terapies per la ppdapenent de la severitat de la malaltia. Els
primers tractaments consistien en sabons amb teideh carbd, o fototerapia, i amb el temps
els farmacs inhibidors del sistema immunitari cdrmetotrexat o els corticoesteroids van anar
introduint-se amb éxit. La gran quantitat d’efeatesdesitjats dels inhibidors no especifics del
sistema immunitari van fer que en la primera decdela2000 apareguessin els anomenats
farmacs biologics, molt més especifics i amb meefgstes secundaris i elevada eficacia.
Consisteixen en proteines que l'organisme produ@rficossos o0 receptors solubles,

modificades per contrarestar els efectes nociugesamolecules produides durant la patologia.
Existeixen diferents farmacs contra TiNFetanercept, adalimumab, infliximab i golimumab),

contra IL17 (ixekizumab) o IL17R (brodalumab) aptcamb éxit, i els més recents contra 1L12
i IL23 (ustekinumab). Malgrat els grans progressose| tractament la cura permanent roman
elusiva (Crow, 2012a, b).

3.2.3.4 Models animals

Els models animals son claus per entendre el nms&oani les causes de la psoriasi i aixi poder
trobar-ne la cura definitiva. La psoriasi no existgom a malaltia espontania en altres animals,
tot i que algunes de les seves caracteristiques giogut induir en la pell de ratolins per
modificacions genetiques o del sistema immunit@adjonsson, 2007; Gudjonsson and Elder,
2007; Gudjonssort al, 2007). No existeix pero un model muri que conxplats els trets
distintius humans. Entre els models de psoriasi miétzats hi ha els xenotransplants de pell
psoriasica humana en ratolins immunodeficients; ra®lins transgénics, que expressen
citoquines, molecules d’adhesio, factors de trapsidr i mediadors immunitaris sota promotors
especifics de I'epidermis i ratolins ko completsoodicionals (Wagnegt al, 2010).
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El factor de transcripcio6 AP1 és un regulador otk la resposta immunitaria en la pell
(Schonthaleret al, 2011). Aixi, en patologies inflamatories de ldl,peom la psoriasi, s’ha
descrit que els queratinocits tenen una expressidida de JUNB i que la delecié de JUNB a
I'epidermis de ratoli causa una inflamacio de |14 pemblant a la de la psoriasi (Zeatal,
2005).

STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transioip 3) és un dels factor de transcripcio
més activat en psoriasi que en la pell normal. IL62 i IL23 poden activar STAT3 a través del
seu receptor (Kortylewsldt al, 2009). De fet, el ratoli transgenic que expressstitutivament
la forma activa de STAT3 desenvolupa una espeadathacio a la pell com la psoriasi (Sano
et al, 2005).

La via del TNFx té un paper clau en I'apoptosi dels queratinocies inflamacio a la pell
(Pasparaki®t al, 2014). TN senyalitza pel seu receptor i activa K- Models animals on
s’inhibeix aquest factor de transcripcié desenvefupna inflamacié cronica semblant a la de

psoriasi (Pasparaket al, 2002).

Recentment, la injeccio dermica de IL23 ha aparegut a model de psoriasi (Hedriek al,
2009; Jianget al, 2013). Encara més revolucionari per la seva Besaiés el model d’induccio
d’inflamacio epidermica semblant a la psoriasi amgncant I'aplicacié topica de Imiquimod
(van der Fitset al, 2009). L'Imiquimod és una imidazoquinolona orament dissenyada per
I'ds com a analeg de nucleosid contra infecciongwés. Malgrat que el compost no té activitat
semblant a la de nucleosid, es va veure que etmourestimulador de respostes immunitaries
(Mcinturff et al, 2005). Es un lligand de TLR7, capa¢ d'induir KiB-a través de MyD88
(Hemmi et al, 2002). Es un medicament que s'utilitza pel tnaeat de queratosis actinica,
berrugues genitals, BCC superficials i alguns casomelanoma (Fanet al, 2008). La forma
comercial d’Imiquimod és Aldara, una crema que €@ del principi actiu. Es va observar
gue l'aplicacié d’Aldara en alguns pacients prowacarots de psoriasi (Gilliett al, 2004).

Aixi és va desenvolupar un model nou d’inflamacgl'@pidermis a partir de I'administracié
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topica d’Aldara en la pell dels ratolins, que congia moltes caracteristiques inicials de la

psoriasi, com I'activacio de I'eix IL23/IL17 (varedFitset al, 2009).

La inflamacié de I'epidermis als ratolins tractatsb Aldara no només depéen dels efectes de
I'Imiquimod sobre el TLR7 de les pDC. Els excipeerimprats en la férmula farmacéutica sols,
poden contribuir a la formacié de la placa ind@pbptosi en els queratinocits, I'activacié de
linflamosoma i alliberacié de IL1 (Walteet al, 2013). L'activacié de TLR7 en les pDC
provoca la rapida alliberaciéo de IBNuna activacié aberrant pot ser suficient per aond
psoriasi, aixi en alguns pacients tractats ambalSthan donat casos de psoriasi espontania
(Gangulyet al, 2013). Com s’ha vist, les pDC semblen jugar upepaentral en l'inici de la
psoriasi, ja que en les plaques psoriasiques raixeapareixen grans infiltrats (Nest al,
2005) i son les primeres en activar-se pels conegl®NA-LL37/CAMP (Gillietet al, 2008).
Sorprenentment pero, I'abolicié de les pDC en atslins o del receptor de IlENno afecta la
severitat de la psoriasi induida per I'lmiquimodd et al, 2013). D’aquesta manera |'eix
pDC-IFN tipus | és important a I'inici de la inflawié pero pot ser redundant en la formacié de

la placa (Gangulet al, 2013).

3.3 L’'exonucleasa TREX?2

L’escissié de nucleotids de I'extrem 3'-OH del DNéctivitat exonucleasa 3'-5’) €s important
en molts processos de la cel-lula relacionats dmietabolisme del DNA (Figura 112), des de
la seva sintesi, garantint que el procés de repdicagui fidel ajudant a corregir els errors dg le
polimerases (activitat depfoofreading), passant per la recombinacio i la reparacio aeydo

la seva degradacio en casos d’elevat dany genotagaptosi), ajudant a mantenir I'estabilitat
del genoma i garantint la viabilitat de la cel-lulrganisme (Mimitou and Symington, 2011;
Sperkaet al, 2012; Syedat al, 2014, Yeet al, 2014).

Els enzims capacos de tallar les unions fosfodiestize nucleotids del DNA son les nucleases.

Les nucleases es poden dividir en funcio del lledall, aixi aquelles que tallen al mig d’una

sequencia de DNA so6n endonucleases (sovint taltere eseqiiencies molt especifiques de
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nucleotids) i les que tallen pels extrems de ldemda, ja sigui el 5-P o el 3’-OH, sén

exonucleases.

S’ha trobat activitat exonucleasa 3’-5’ en protsiaenb multiples dominis funcionals com les
DNA polimerases (P&l Poly i Pok), les proteines de reparacido del DNA (APE1l i APE2,
MRE11 i EXO1), helicases que alliberen la tensiGnadlada de la doble cadena del DNA
durant la sintesi evitant que s’aturi la forca ejglicacio (WRN), proteines dettieckpoirit del

cicle cel-lular (RAD9 i RAD1) i fins i tot en el deor de transcripcido p53 (Shevelev and
Hubscher, 2002). A més també s’han trobat protednds activitat exonculeasa autbnoma com
TREX1 i TREX2. TREX2 és una proteina amb activitabnucleasa 3'-5’ de la qual es coneix

encara poc sobre la seva funcié fisiologica, mesraeid’accioé i regulacio.

Stalled
replication
forks

DA exonucleases

replication

Telomere
maintenance

Figura 112. Processos del metabolisme del DNA on intervemenucleases. L'activitat exonucleasa és
important en el manteniment de la inestabilitatmsdmica evitant errors durant la sintesi del DN&s
present en gairebé tots els mecanismes de repamt§ diferents lesions (Mason and Cox, 2012).

Existeixen diferents vies de reparacié del DNA encf6é del tipus de lesié que s’ha produit
(Helledayet al, 2008):
Base Excision Repa(BER): Via que repara les modificacions quimiqdedes bases del DNA

com metilacions, hidroxilacions, aixi com lesiorsp@ntanies i ruptures de cadena simple

produides per rajos X o radicals lliures de 'oxige
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Nucleotide Excision Repa{NER): S’encarrega de treure els grans adductesedficacions de

base que distorsionen la doble helix, produidesUpéri agents quimics, utilitza la cadena
complementaria de motlle. Aquesta via esta compgsta dos subvies, TCR-NER
(Transcriptional-Coupled Repaique s’activa si el dany s’ha produit durant &nscripcio i el
GGR-NER (Global Genomic Repdirque actua quan el dany es produeix en qualsdirel a
moment (Woockt al, 2001).

Mismatch RepaifMMR): Procés pel qual es corregeixen les basdsapaellades degut als

errors que fan les polimerases durant la replicacio

Homologous recombinatiofHR): Utilitza la cadena homologa com a patronegarar ruptures

dobles, evitant aixi la introduccié d’errors erséiiéncia.

Postreplication RepaifPRR): Aquesta via esquiva les incongruéncieDdeA que impedeixen

la replicacio, és a dir permet el pas de la foreaeplicacio a través de la lesio del DNA sense
reparar-la.
Non-homologous end joininNHEJ): Connecta i uneix dos extrems lliures deAD$Ense

necessitat que hi hagi homologia entre ells.

3.3.1 Propietats bioquimiques de TREX2

TREX2 va ser identificada a partir de cerques a&dae dades per homologia amb dominis
exonucleasa presents en TREX1 (Hessal, 1999; Mazur and Perrino, 1999). L’homologia
entre ambdues sequéncies proteiques és d’'un 40&oepeels seus domingxq és del 80%. La
principal diferéncia és que TREX1 té en I'extrente@ninal 76 aminoacids implicats en la seva
loclalitzacéal reticle endoplasmatic que no té TREKee-Kirschet al, 2007). TREX1 també
posseeix un motiu ric en prolines no repetitiu @raccio proteina-proteina que no és present a
TREX2 (Perrinoet al, 2005; Brucetet al, 2007). La caracteritzacié bioquimiga vitro de
TREX2 com a proteina recombinant mostra semblaacels TREX1 per la preferéncia de
substrats i la seva activitat exonucleasa (Hass, 1999; Mazur and Perrino, 1999). Ambdos
enzims tenen una preferencia 1000 cops més elepadaescindir deoxinucleotids que
ribonucleodtids (Mazur and Perrino, 1999), ara bé,i tque laVmaxper ssDNA i dsDNA és
similar, la Km de TREX2 per aquests substrats eveldades més gran que la de TREX1,
indicant una menor afinitat de TREX2 pel substkazur and Perrino, 2001).
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Ambdues proteines només son actives quan dimer{terSilvaet al, 2007; Perrincet al,
2008). Cada monomer de TREX2 esta format per 5nlesfi antiparal-leles enrollades en 9
hélix a (Figura 113). Basant-se en la sequéncia peptidiea la similitud estructural entre
TREX2 i la subunitat epsilon de la DNA Pol Ill bagana, s’ha proposat que TREX2 esta
formada per tres dominis funcionals importants:demini d’homodimeritzacio, un d’'unié al
DNA i un d’activitat exonucleasa (Perrimd al, 2005; Cheret al, 2007b; Perrinet al, 2008;

de Silvaet al, 2009).

Els enzims TREX1 i TREX2 utilitzen 2 ions Kigper a poder exercir la seva funcié
deoxiribonucleasa i pertanyen a la superfamiliaxatiecleases DnaQ-like (DEDD). La
superfamilia DEDD conté tant deoxiribo- com riboeddeases, i s’ha dividit en dues
subfamilies caracteritzades per la presencia desidus carboxil i una histidina (DEDD-h) o
tirosina (DEDD-y) posicionats en el lloc catalittEREX1 i TREX2 son els Unics membres
presents en mamifers de la subfamilia DEDD-h. Ehidb exonucleasa DnaQ-like conté 3
motius de sequéncies conservades denominats Bxall, iEExolll, que s’agrupen al voltant del
lloc actiu de I'enzim i contenen els 4 residus a@dnservats que serveixen com a lligand pels 2
ions Md* (Perrinoet al, 2008).

Figura 113. Estructura tridimensional dimeéerica de TREX2. Cad@nomer conté 5 fullef
antiparal-leles envoltades per 9 hetixEls monomers (un de color vermell i un de colorupla
dimeritzen sobre un pla perpendicular a I'estrictig fullef3 que s'estén a través del dimer (Pergho
al., 2005).
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El mecanisme d’interaccié de TREX2 amb el DNA samacteritzat al detaih vitro (Perrino

et al, 2005; Cheret al, 2007b; de Silvat al, 2007; Perrineet al, 2008). A diferencia d’altres
exonucleases TREX2 forma homodimiersitro. S’ha demostrat la unié cooperativa del DNA i
la comunicacio entre els monomers que formen eed{Figura 114), essent la unié al DNA el
pas limitant per la seva activitat. EIs monomeneteinterdependencia entre si, ja que si un dels
monomers esta danyat en el lloc catalitic I'adciivéxonucleasa decreix fins a 7 cops, indicant
comunicacio al llarg de la superficie del dimem(iRe et al, 2008). Quan I'extrem lliure 3’-OH
de ssDNA o dsDNA interacciona amb el centre acdurBEX2, aquest centre actiu pateix un
canvi conformacional, i gracies a un efecte sirggrglicentre actiu de I'altre monomer formador
del dimer també canvia de conformacié augmentaxit lafinitat pel DNA i I'eficiencia
catalitica (de Silvat al, 2009).

A B c D

Figura 114. Model de la unié de TREX2 amb el DNpA) El DNA és reconegut per un “loop” ric en
Arginina. (B) El “loop” posiciona I'extrem 3’ del substrat alntee actiu (rectangle grod)C) Presencia
de ssDNA en el centre actiu indueix un canvi canfieional del centre actiu (oval groc) dels dos
monomers(D) Ambdds monomers tenen augmentada I'afinitat fiémcia pel substrat (de Sihet al,
20009).

3.3.2 Funci6é de TREX2

El primer treballs realitzat per determinar la fiodnde TREX2 es va dur a terme eliminant el gen
en cel-lules ESefmbrionic stem cel)s Aquests estudis mostraven que la delecio del gen
provoca greus reordenaments cromosomics, transbmsacobertsonianes, i afectacio a la
proliferacié cel-lular, suggerint un paper en elnteaiment de l'estabilitat cromosomica
d'aquesta exonucleasa (Chenhal, 2007a). Ara bé, en posteriors estudis amb legirest ES
Trex2", on s’expressava ectopicament variants de TREX2 tgoi&n inhabilitat el motiu
exonucleasa o0 be el motiu d’'unié al DNA, es desque les dues variants suprimeixen les

translocacions robertsonianes de lesTES2". Aixd és especialment sorprenent, doncs TREX2
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només té tres dominis funcional descrits, i s'atik el rescat del fenotifrex2” a algun
domini no caracteritzat, a més a més la inactivaelbdomini exonucleasa causa un lleuger
augment dels DSB i no translocacions cromosomiDasitracheet al, 2009). Altres autors
han descrit que TREX2 podria interaccionar amb ¢4 & incrementant la seva fidelitat
conferint-li activitat “proofreading” quan hi ha shgustos en elgpbols’ de dNTP (Sheveleet

al., 2002).

Recentment, s’ha demostrat que TREX2, si s’exprestgpicament junt amb meganucleases,
endonucleases de tall rar (reconeixen sequencies)gmot alterar el funcionament normal de
les vies de reparacid “end-joining” dels DSB. Eldrems generats per la endonucleasa son
rapidament re-units per la maquinaria de repardel®NA de la via NHEJ, que soluciona els
efectes mutagenics dels trencaments introduint pmjues mutacions. Si els extrems 3'-OH
generats per I'endonucleasa son processats per ZREimina la re-unid precisa d’aquests
extrems, donant com a resultat la perdua de mhggeetic al reparar el trencament (Bennardo
et al, 2009). Aquests resultats s’han aprofitat peresigar terapies i dirigir interrupcié de gens
essencials pels patogens amb cicles de latencimpimrats en el genoma de les cél-lules de
l'organisme. Aixi s’han dut a terme amb éxit expemntsin vitro expressant TREX2 i
endonucleases contra el virus de I'Herpes simppeistl (HSV1) (Auberet al, 2014) o contra

el correceptor del VIH (Certet al).

Un dels ultims treballs sobre la funcié de TREX#nbé en condicions d’expressio heterologa,
apunta que podria ser un component de la viaphraeié del DNAerror-free post-replication
repair (EF-PRR), que es requereix per bgmpassen les lesions al DNA que podrien bloquejar
les polimerasses durant la replicacio (ldu al, 2013). Aixi, TREX2 pot potencialment
participar en multiples vies relacionades amb aiter@ament de la estabilitat gendomica. Malgrat

tot la rellevancia fisiologica en cel-lules quexpeessin de forma nativa roman elusiva.

El nostre grup ha generat el ratbtex2” i ha comencat a determinar la rellevancia fundidea
TREX2 gracies a la caracteritzacié del model. Agtiratoli Trex2" és viable, fértil, no té una
reduida supervivéncia, ni un increment significateula incidéncia espontania de tumors com

s'esperaria si jugués un paper important en laragpa del DNA. A nivell cel-lular, no
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s’observa alteracio de la proliferacio ni s’obsenadteracions cromosomiques (Paatal,
2009).En protocols d’induccié de tumors amb el g¢&xio quimic DMBA (712-dimethyl
benz(a)anthraceneel ratoli Trex2" presenta una major susceptibilitat a desenvolupaors
de pell, i aixo correlaciona amb un defecte endfpsi dels seus queratinocits. Aquests
resultats suggereixen un paper com a supressorrauirde TREX2 en condicions d’estrés

genotoxic en queratinocits (Paegal, 2009).

3.3.3 Expressio

En I'espécie humana el gaiREX2esta en la regido cromosomica Xg28, i en ratoliaeregio
A7.3 del cromosoma X. L'estructura del gen és singh humans i ratolins pero no identica. En
el ratoli, el gen esta constituit per dos exonsalitzant-se la regid codificant integrament a
I'exo 2. El splicing de I'intré de 623 bp generaayproteina de 236 aa (aminoacids) amb un pes
molecular calculat de 25.9 kDa (Mazur and Perr#if)1). En humans, s’ha descrit almenys 3
transcrits generats a partir de 3 exons i spliaitgrnatiu que donen lloc a 3 formes proteiques
diferents de 279 (L1png), 278 (L2), 236 (Sshor)) i aa que es diferencien només en I'extrem
N-terminal (Cheret al, 2007b) a banda d’altres possibles transcritsmgleuen varis exons del
gen HAUS7 adjacent a TREX2 (Ensemble-www.ensenlratex.html). La isoforma curta (S,
short) de 236 aa i 25.9 kDa és equivalent a laepmatmurina. Les dues isoformes (L1 i S) es
diferencien Unicament per 43 aa en la regid N-teaindle L1 absents en S, tot i que ambdues
tenen iguals propietats bioquimiques (Cleral, 2007b). S’ha descrit una segona isoforma

llarga (L2) molt minoritaria que donaria una pratetle 278 aa quasi idéntica a la L1.

Si bé inicialment, a partir d'estudis de RT-PCRquantitatius es va creure que TREX2 tenia
una expressid ubiqua (Mazur and Perrino, 2001; GCéterl, 2007b), estudis del nostre
laboratori mitjanangant RT-PCR quantitativa (RT-§9Chan demostrat una expressié de
TREX2 predominantment en epitelis escamosos datedsi com la pell, la llengua, I'esofag i el
cervix. Els queratinocits son el principal tipus: kgar que expressa especificament TREX2, i
concretament, es concentra al nucli d’aquests tinécits. El patré d’expressid en teixits

humans és molt similar al de ratolins (Patal, 2009).
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Al comparar I'activitat 3'exonuclease a I'epiderndisls ratolinsTrex2” i wt s’ha demostrat que
TREX2 és responsable de quasi la meitat d’aquesti@itat present a I'epidermis i els
gueratinocits. Per altra part, s’ha descrit quesadel-lules HelLa I'expressio de TREX2 esta
regulada al llarg del cicle cel-lular disminuint lanfase M/G2 aixi com també en resposta al
genotoxic Cisplati (Cheet al, 2007a).

L’interés del nostre laboratori radica en amplisrescassos coneixements que encara es tenen
de TREX2, tant pel que fa al mecanisme d’accifut&id biologica i la regulacio especifica del
gen i la proteina. En aquesta tesi, emprant elird@@x2”, hem volgut aprofundir en la
importancia que tindria TREX2 tant en la homeostasi en les patologies de la pell.

53






4 Objectius






Objectius

L’'objectiu global ha estat caracteritzar el paper Iéxonucleasa TREX2 en la biologia i
patologia de la pell, sent els objectius especifics

1. Determinar la funcié i mecanismes de TREX2 en kposta de la pell a la radiacié
ultravioleta.

2. Analitzar la funcié i mecanismes de TREX2 en laofmgia de la psoriasi.
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5.1 Mostres Humanes

5.1.1 TMAs (Tissue Mycro Array$

Els TMAs de tumors SCC cutanis (cSCC) i de capli(tNSCC,head and neck SCC) van ser
proporionats pels laboratoris del Dr. Agusti Télbépital del Mar, IMIM, Barcelona) (Tokt

al., 2012) i la Dra. Juana M2 Garcia-Pedrero (Hospitaiversitario Central de Asturias,
Oviedo) (Menendezt al, 2012). Breument, séries de pacients diagnostipatscSCC o
HNSCC, es van seleccionar per construir alsays, sota la supervisio i aprovacio de les
institucions reguladores i d’acord amb els prireige la Declaracié de Helsinki. Es va practicar
una biopsia de 1 mhue les arees d'interés i es van fixar les mostmels formol. Després es va
procedir al montatge d’'un “master bloc” que cordemiostres de diferents pacients i 3 controls

de pell sana.

5.1.2 Mostres de Psoriasi

Es van agafar biopsies de pell de pacients ambasgoes van incloure en medi de muntatge
OCT (optimal cutting temperature, Sakura), es vangelar i posteriorment se’n van fer
crioseccions. L’estudi va ser conduit sota elsgipia de la Declaracio de Helsinki, va ser
aprovat pel Comité d’'ética de I'Hospital del Marsd va obtenir I'aprovacio escrita de tots els

participants, amb la col-laboracié de la Dra. M&gearan (Hospital del Mar, IMIM, Barcelona).

5.2 Models animals

Vam utilitzat ratolins de la soca C57BL/6 wtTirex2 (Trex2™?°°*) generat pel nostre
laboratori i descrit amb anterioritat (Pared al, 2009). Els ratolins es van mantenir en
condicions lliures de patdgens, d’acord amb elsiggments del Comité Etic i de Proteccié
Animal del Parc Cientific de Barcelona. Tots elpaximents es van conduir sota I'autoritzacio
de la Generalitat de Catalunya (DAAM 7067, DAAM D1 DAAM 7894). Pel tractament dels
ratolins amb UVB es va utilitzar la font@.-1000M Midrange Ultraviolet CrosslinkélJVP
Inc.) que emet llum UVB d’'una longitud d’ona de 308.
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5.2.1 Estudi de la carcinogenesi induida per la radiaci€VB

Es van afaitar les esquenes de femelles Ttex2” d’entre 8 i 10 setmanes d’edat amb I'ajut
d’'una afaitadora eléctrica (Wella contoura, Biovgms). Els ratolins es van irradiar 3 cops a la
setmana durant 12 setmanes amb una dosi de 2 pelfrexposicid, les segiients 12 setmanes es
va pujar la dosi a 3 kd/mper exposicié i a 5 kd/fper exposicié en les Gltimes 26 setmanes. Es
va dur a terme I'exploracio visual dels ratolinsysnalment i el nombre i les mides dels tumors
es van avaluar per calcular la incidéncia (per¢gatde ratolins amb tumors) i la multiplicitat
dels tumors (nombre mig de tumors per ratoli). Bs sacrificar aquells ratolins que durant
I'experiment mostraven signes de disminuida s#lfinalitzar 'experiment es van sacrificar

per dislocacio cervical i es van agafar mostregadiepel posterior estudi histopatologic.

5.2.2 Estudi dels efectes de la radiacié UVB a curt termi

Ratolins femella wt Trex2” d’entre 8 i 10 setmanes d’edat, van ser exposdife@nts dosis

de UVB un cop eliminat el pél de 'esquena amb afiagtadora electrica. Anomenem tractament
“agut”, a la irradiaci6 amb una sola dosis de UV8 % kJ/m i tractament “cronic” a la
irradiacié de 3 vegades amb 2 k3/eixant un dia de no irradiacié entre els diesr@eliacio

tal i com es mostra a la figura M1. Els ratolinsitcol es van afaitar perd no van rebre cap dosis
de UVB. Les mostres es van recollir a 24, 48 i 02eh després de la irradiacid. Aquests
experiments es van fer amb 5 individus control7 Bdividus irradiats per cada genotip i per
cada grup experimental. Al finalitzar I'experimesg van sacrificar per dislocacio cervical i es
van agafar mostres de pell pels estudis postedonsvell histoloigc i d’expressio genica i

proteica.
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Tractament UVB (5 kJ/f) Tractament UVB (2 kJ/f)
‘ Irradiacié
‘ ‘ ‘ ‘ T Recollida de mctres
L] I I I
R N
Dia 1 2 3 4 Dia 1 2 3 4 5 6 7 8

1] 1]

24h  48h  72h 24h  48h  72h

Figura M1. Representacié esquematica dels protocols d'ircadlidels ratolins amb UVB de forma
aguda (5 kJ/m2), i cronica (2 kJ/m2, 3 vegadesies b consecutius) i recollida de mostres 24s
48 i 72 hores posteriors a I'Gltima irradiacio.

5.2.3 Tractament amb Imiquimod

Es van afaitar les esquenes de femelles Ttex2” d’entre 8 i 10 setmanes d’edat amb I'ajut
d’'una afaitadora electrica. Passades 24 horestimihacio del pel es va aplicar 125 mg de la
crema que conté 5% d’Imiquimod, Aldara (3M Pharmécals, Diegem, Belgium) a les
esquenes dels ratolins, i es va repetir I'aplicaeida dia durant 4 o 8 dies. De manera similar es
va aplicar als ratolins control una crema vehidesg Imiquimod (Vaselina Pura, Laboratorios
Rida, Valencia, Spain) amb el mateix protocol que @ue rebien Imiquimod. Aquests
experiments es van fer amb 5 individus control7 #dividus tractats per cada genotip i per
cada grup experimental. Als dies indicats els maads van sacrificar per dislocacio cervical i es

van agafar mostres de pell pel posterior estudiellmistologic i d’expressio genica i proteica.

5.2.4 Avaluacio de la severitat de la inflamacio induidger Imiquimod

Els ratolins eren avaluats diariament al llarg ddilss de tractament. Es van pesar i es va
mesurar el gruix de la pell dorsal amb I'ajut d'onicrometre digital (Mitutoyo), mesurant el
gruix d’'un “pessic” o doblec de la pell.. Es vanndp puntuacions arbitraries per tal de
guantificar la descamacio i I'envermelliment de pell com seguint pautes descrites
anteriorment (van der Fitet al, 2009). La descamaci6 i I'envermelliment es vamtpar

independentment per 2 investigadors amb una ededlaa 4 per definir el grau d’afectacio on:
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0, absencia; 1, poc; 2, moderat; 3, marcat i 4t malrcat. Totes les mesures es van prendre

mitjanancant assaig cec, es a dir, I'investigadocaneixia el genotip dels ratolins.

5.3 Histologia

5.3.1 Teixits en parafina

Les mostres de pell de ratoli es van fixar amb fparaldehid al 4% en PBSoljosphate
buffered salingdurant tota la nit. Al dia segiient es van canaiatanol al 70 % durant un dia,
després es van canviar a etanol 96% durant 4 hiespyés a etanol 99% durant 3 hores i per
acabar es van posar en xilol durant 1 hora. Tatiseg van deixar en una safata amb parafina
fosa a I'estufa de 60°C durant tota la nit, al skglient es va canviar la parafina per parafina
nova i es van deixar 4 hora a I'estufa, per acabara procedir a muntar els blocs de parafina
(Leica Paraffin Embedding Station EG1140H, Leidals blocs solidificats es van deixar al

congelador fins al moment de tallar.

- Els talls es van fer deuh de gruix amb I'ajuda d’'un microtom (Leica RM223bgs
van deixar assecar sobre cobreobjectes recobempsldisina al 5% (Sigma). Un cop
secs es va procedir al desparafinat i la rehidiat&ds talls es van deixar 1h a I'estufa
de 60°C per desfer la parafina, i després es vamengir en una série de cubetes amb
diferents concentracions d’alcohols: (1) Xilol,v@s deixar 15 minuts en cada cubeta (3
cubetes); (2) Etanol absolut, 3 minuts en cadateug@®cubetes); (3) Etanol al 96%, 3
minuts en cada cubeta (3 cubetes); (4) Etanol &b, 78 minuts en cada cubeta (3
cubetes); (5) Etanol al 50%, 3 minuts en cada eu{@tubetes); (6) Aigua destil-lada, 5

minuts (1 cubeta).

Un cop teniem els teixits en aigua ja estaven apentomencar les tincions segons el que es

desitgés (Hematoxilina/Eosina (H/E), Immunohistofescencia (IHF) o Immunohistoquimica

(IHQ).
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5.3.2 Teixits criopreservats

Els teixits de psoriasi humana congelats a -808@aa deixar atemperar a -20°C dins el criostat
(Leica CM 1850) durant 30 minuts i es van preparab OCT per tallar a pm de gruix. Els
talls es van adherir per diferéncia termica en eolyectes recoberts amb polilisina al 50%. Els
talls es guardaven al congelador de -80°C finsegueolia procedir a les tincions, moment en
gue es deixaven una hora a temperatura ambiefixagen 15 minuts amb paraformaldehid, es
rentaven amb PBS i es permeabilitzaven amb TritlO&+Fluka Biochemika) al 0,1% durant

10 minuts. Despreés es rentaven 3 cops amb PB&stgaen apunt per la IHF.

5.4 Tincions histologiques

5.4.1 Hematoxilina/Eosina (H/E)

Els talls dels teixits hidratats es van submergir ematoxilina (Sigma) entre 20 i 30
inmersions, es van posar a la pica en una cubdiaaaua corrent de 'aixeta per netejar I'excés
i es van fer 3-5 sucades en una cubeta amb alctdrbidric al 1%, es van rentar de nou en una
cubeta amb aigua i es van submergir en una culmetaemsina, entre 10 i 20 inmersions.
Finalment, es van passar per una serie de cubetest@nol en concentracions ascendents (70°,
96° i 100°) i després a una cubeta amb xilol,1 mamw cada cubeta. Un cop en xilol es va
procedir a muntar els cobreobjectes afegint medndetatge DPX (Sigma). Per I'analisi es va

fer servir un microscopi de camp clar amb camerarjporada.

5.4.2 Immunohistofluorescencia (IHF)

Un cop desparafinats i hidratats, els talls es sammetre al desenmascarament d’epitops
portant-los a ebullicié durant 20 minuts en Tampiba€ (10 mM Citrat de Sodi pH 6) o tampd
Tris-EDTA (10 mM Tris Base, 1 mM EDTA, pH 9). Esnvdeixar refredar tota la nit i 'endema

es va procedir a la tincio.

Els talls es van rentar 2 cops amb PBS i es vamitigt amb un rotuladoiako pen(Dako), de

trac hidrofobic les arees dels teixits, per ajusis volums de les incubacions. Totes les
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incubacions es van fer en una cambra humida. Edleguejar les unions inespecifiques amb
solucié de bloqueig (FBS al 20% en PBS) durant fa ke temperatura ambient. La solucio
d’anticos primari es va fer amb I'anticos correspuna la concentracié indicada (Taula M1),
diluint-lo en solucio de bloqueig. Després del bieig es va afegir la solucié d’anticos primari
sobre els talls i es van deixar a la cambra humdidant 1 hora. A la taula M1 es detallen els
anticossos i dilucions utilitzades. Es van fer Btaies amb PBS, i es afegir la solucié d’anticos
secundari marcats amb fluorocroms (anticos dilwig@ucio de bloqueig). Passats 30 minuts es

van fer 3 rentats amb PBS.

Finalment es va fer una incubacié de 15 minuts &Pl (1/20.000 en PBS, SIGMA) o
DRAQS5 (1/2000 en PBS, Biostatus). Es van rentacapomeés amb PBS i es va posar sobre els
talls una gota de solucié de muntatge ProLong Gloidtrogen) i un cobreobjectes. Es van

deixar assecar protegits de la llum i es van a@aldl microscopi de fluorescencia.

En aquells casos en que es volia fer doble mareatde TUNEL, abans de la incubacié amb
anticossos, es va utilitzar el kit Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein/TM&(Roche)

seguint les instruccions del fabricant.

5.4.3 Immunohistoquimica (IHQ)

Es va procedir igual que en la IHF, fins al monat’adicio de I'anticos secundari. Tan sols es
va fer un pas addicional just després del deserarament d’epitops per bloquejar les
peroxidases endogenes submergint els talls en RB® 8% HO, durant 10 minuts.

El marcatge es va fer amb anticos contra F4/80&lrkib ABC Peroxidase Staining KiPierce)
segons instruccions del fabricant. Un cop fetgetsats de I'anticos primari es van incubar els
talls amb el corresponent anticos secundari cohggéd Biotina (1/200) durant 1 hora. Es van
fer 3 rentats amb PBS, i es van incubar amb ungigot’Avidina conjugada amb HRP (horse
radish peroxidase) (1/200) durant 1 hora, despeds dual es van fer 3 rentats amb PBS. Tot
seguit es van incubar amb el substrat de la HRBA& (Diaminobenzidina), submergint els
talls en una cubeta amb 200ml de PBS, 1% DAB i 39%9, durant 5-10 minuts. Un cop
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teniem el contrast desitjat, es posaven els tatts I&igua corrent de I'aixeta per rentar I'excés
de DAB, es feia una sucada en una cubeta d’hentiatokes feia una sucada en cada una de les
cubetes d’'un banc de cubetes amb etanol a conciemsacreixents (70°, 96°, i 100°) fins a

deixar els talls en xilol. Per acabar es muntaveobleobjectes sobre una gota de DPX que es
posava sobre el tall.

Per les mostres de HNSCC, els talls es van desmaraftractar amkEnvision Flex Target
Retrieval solution low pHDAKO). La tincio es va fer en un sistema autotmati (Dako
Autostainer Plus) usant BlakoEnVision Flex + Visualization SystéBako). Aquesta tincio es

va dur a terme al laboratori de la Dr. Juana Mx{@aPedrero (Hospital Universitario Central
de Asturias).

Anticossos Tampo6 de
primaris Origen Dilucio desenmascarament Distribuidor
TREX2 Conill 1/50 Tris-EDTA Parrat al. 2009
Involucrina Ratoli 1/200 Tris-EDTA Acris
CPD Ratoli 1/500 Citrat COSMO BIO CO
yH2AX Ratoli 1/500 Tris-EDTA Upstate
Keratina 10 (K10) Ratoli 1/200 Tris-EDTA Abcam
CD3 Conill 1/200 Tris-EDTA Abcam
CD11b Conill 1/200 Tris-EDTA Abcam
F4/80 Rata 1/50 Citrat Abcam
Caspasa 3 Conill 1/50 Tris-EDTA Cell signaling
hTREX2 Conill 1/100 Tris-EDTA Cedit pel Dr. Perrino
Anticossos
secundaris
Anti-rabbit-555 Cabra 1/500 - Life technologies
Anti-rabbit-488 Cabra 1/500 - Life technologies
Anti-mouse-555 Cabra 1/500 - Life technologies
Anti-mouse-488 Cabra 1/500 - Life technologies
Anti-rat-biot Cabra 1/200

Pierce

Taula M1. Anticossos utilitzats en els assaig d' IHF ilH®indica la dilucié emprada i caracteristiques
de preparacié de la mostra.
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5.5 Analisis en talls histologics

5.5.1 Quantificacio de I'expressio de TREX2 en SCC

El marcatge de TREX2 va ser avaluat per dos iny&dtirs independents sense coneixer els
parametres de la mostra. Les dades es van dicatonah negatives-poca expressio (0 punts)

contra moderada-forta expressio (1 punt), tantegitéli del tumor com en 'estroma.

5.5.2 Quantificacié de cel-lules amb lesions al DNA

Talls de pells de ratoli wt Trex2" sense irradiar o irradiades amb diferents traatésnede

radiacié UVB es van tenyir per IHF amb anticossostia CPDs. Es van fer 2 fotos aleatories
de cada preparacié a 20x. Després es va procetbntdtge de cel-lules positives per CPD i del
nombre total de cel-lules de I'epidermis en cada, fices va fer la mitjana de les dues fotos. Els
valors es van expressar com tant per cent de nG€él3 respecte el total de nuclis, i es va

calcular de la segtient manera:

% de nuclis CPD = n° de nuclis CPD X100

n° de nuclis de I'epidermis

De cada grup experimental es va analitzar un canirém 5 ratolins. La mitjanana de cada
especimen es va introduir al GraphPad Prism paglisi estadistic. EI comptatge es va dur a

terme per dos investigadors independents senséxeorégenotip de la mostra.

5.5.3 Quantificacio del marcatge amb TUNEL de les pellsriadiades amb
uvB

Talls de pells wt Trex2™ sense irradiar o irradiades amb diferents traatésnge radiacié UVB
es van tenyir amb TUNEL i es va avaluar el perdgetale longitud de I'estrat corni i el
percentatge de cel.lules TUNEL positius en aprogienaent 1 cm de longitud de cada tall de

pell.

68



Materials i Métodes

Per determinar el percentatge de marcatge de TUMNEdstrat corni, de cada espécimen es van
fer fotos a 20x resseguint tota la longitud dedd. pesprés amb l'ajuda del programa ImageJ,
es van quantificar les longituds de I'epidermi®s longituds de les marques de TUNEL de
I'estrat corni (SC) de cada foto. Per cada ra®Nan sumar totes les longituds de I'epidermis i
de les marques de TUNEL i es va calcular el peatgatd’estrat corni amb marcatge de

TUNEL de la seguent manera:

% d’estrat corni (SC) TUNEL =__ Total longituds TEN (cm) X 100
Total longituds epiderr(as)

De cada grup experimental hi havia com a minimt&ires. El tant per cent de cada especimen
es va introduir al GraphPad Prism per I'analisadtic. El contatge es va dur a terme per dos

investigadors independents sense conéixer el gedetia mostra.
Pel contatge dels nuclis positius per TUNEL endapes vives de 'epidermis (estrat basal,
espinds i granular), es van contar tots els npdgstius de cada foto, es van sumar tots i es van

dividir per la longitud total de I'epidermis de $lgécimen en concret de la segiient manera:

N° de nuclis TUNEL per cm =_Total n°® de nuclis TEINpositius

Total longitud epidermis (cm)

De cada grup experimental hi havia com a minimtélires. El tant per cent o el nombre de
nuclis TUNEL de cada espécimen es va introduir rapBPad Prism per I'analisi estadistic. El
comptatge es va dur a terme per dos investigaddependents sense coneixer el genotip de la

mostra.

5.5.4 Quantificacio de les capes i gruix de I'epidermis

Talls de pells wt Trex2" sense irradiar o irradiades amb diferents traatsnde radiacié UVB
es van tenyir amb H/E. Es van fer 2 fotos aleastee cada preparacio, i es va contar el nombre

de capes cel-lulars que hi havia en dos puntsoaieale les epidermis de cada una de les fotos.
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Per saber el gruix de I'epidermis es van fer dassectes, des de la lamina basal fins a I'estrat
corni, de cada foto amb el software ImageJ, i @scamvertir els pixels en unitats de longitud.

De cada grup experimental hi havia com a minimdirs. La mitjana de cada espécimen es va
introduir al GraphPad Prism per I'analisi estadiskl comptatge es va dur a terme per dos

investigadors independents sense conéixer el gedetia mostra.

5.5.5 Quantificacio d’infiltrats immunitaris en les pells irradiades amb
uvB

Per la quantificacio del tipus d’infiltrat immunitaes van fer IHF per CD11b i CD3 i IHQ per
F4/80 en talls de pell wtTirex2” irradiats amb diferents protocols de radiacié U¥8.van fer

3 fotos aleatories de cada preparacid als augnuahtsnicroscopi necessaris per la correcta
visualitzacié de la senyal. Després es va procaldoontatge de ceél-lules positives en cada
preparacio, i es va fer la mitjana de les duessfobe cada grup experimental hi havia com a
minim 5 ratolins. La mitjana de cada espécimenaemvoduir al GraphPad Prism per I'analisi
estadistic. El comptatge es va dur a terme perndestigadors independents sense coneixer el

genotip de la mostra.

5.5.6 Quantificacid dels abscessos i les plaques de pavagatosi en les

pells tractades amb Imiquimod

Per a la quantificaci6 dels abscessos, talls de peli Trex2”™ sense tractar o tractades amb
radiacio UVB o Imiquimod es van tenyir amb H/E. Bada espécimen es van fer fotos a 20x
resseguint tota la longitud de la pell. Després dmjnda del programa ImageJ, es van
guantificar les longituds de I'epidermis i les ldngs dels abscessos de I'estrat corni de cada
foto. Per cada ratoli es van sumar totes les lodgitle I'epidermis i dels abscessos i es va fer el

percentatge de longitud amb abscés de cada rattdiskglent manera:

% d’epidermis amb abscés = Total longituds abgmé} X 100

Total longituds epidermis (cm)
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La quantificacié del percentatge d’epidermis ambagaeratosi (PK) es va fer de manera

similar a la quantificacio dels abscessos:

% d’epidermis amb paraqueratosi (PK) = Total Itundg PK (cm) X 100
Total longitueigidermis (cm)

De cada grup experimental hi havia com a minimt&ires. El tant per cent de cada especimen
es va introduir al GraphPad Prism per I'analisa@ttic. EI comptatge es va dur a terme per dos

investigadors independents sense coneéixer el gedetia mostra

5.6 Cultius cel-lulars

5.6.1 Cultius de la linia cel-lular HaCaT

Les cel-lules HaCaT sén una linia de queratinduitsians immortalitzats espontaniament
(Boukampet al, 1988), emprada en mdultiples estuidis/itro per caracteritzar la biologia dels
gueratinocits, per la capacitat que tenen de prralifi diferenciar-s vitro, si bé no conserven
totes les propietats del queratinocits primatiseixen en medi DMEM complementat amb 10%
de FBS i 50 pg/ml de penicil-lina/estreptomicinéSjHPAA Laboratories).

Per I'expansié dels cultius, quan les cel-lulesbawven al 90% de confluencia, el medi
s’aspirava i es rentaven dos cops amb PBS, totitsggfegia un volum de tripsina-EDTA
(GIBCO, Invitrogen) i es posaven a l'incubador d€@ durant el temps necessari perque es
desenganxessin. Un cop desenganxades es blogliefacte de la tripsina afegint tres volums
de medi de cultiu especific de cada linia. Leduek en suspensio es centrifugaven a 1250 rpm
durant 5 minuts, el sobrenedant obtingut s’aspir&gellet de cel-lules es ressuspenia en medi
de cultiu per ser contades i sembrades en plagaedesmsitat desitjada. Els cultius es mantenien

en incubadors a 37°C i atmosfera de 5% de. CO
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5.6.2  Cultiu primari de queratinocits humans

Pels experiments amb cultius primaris de queraitiméepidermics humans normals es van
obtenir NHEK formal human epidermal keratinocyfeomercials (CellnTec). Es van cultivar
en medi CnT-02 i CnT-57 (CellnTec) que son baixesalci (0,07 mM) complementats amb
factors de creixement especifics de queratinocitsantibiotic/antimicotic 1% (PAA
Laboratories), i en el cas del CnT-57 extracteitigtpria bovi (6ug/ml). EI medi es va canviar
cada dos dies. Per afavorir el creixement en éisgps dies de cultiu s'utilitzava el medi CnT-
57, i un cop el cultiu estava assentat es candhweedi definit CnT-02. El cultiu es va mantenir
a l'incubador cel-lular en les mateixes condiciqus les linies. Per I'expansié de les cel-lules

es procedia d’igual manera que en les linies datdu

Pels estudis de diferenciacié es van sembrar’ls@olules per pou, en plaques de 6 pous. Es
van deixar créixer les cel-lules fins a preconfti@tiPre-C), o fins a 8 dies postconfluencia (d8-
pC), un cop arribats al punt desitjat es va trelimaedi i es va rentar amb PBS dos cops abans

d’afegir el tampo de lisis.

5.6.3 Cultiu primari de queratinocits de ratoli

Pel cultiu primari de queratinocits de ratoli ea aaaptar els protocols descrits amb anterioritat
(Pirroneet al, 2005; Blanceet al, 2007). L'aillament dels queratinocits es fa dipde pells de
ratoli nounats (de 1 a 4 dies després de néixapigamés tard I'aparicié del pél en dificulta
I'aillament) de la soca C57BL/6.

Els ratolins es van sacrificar per decapitaciosivan tallar les extremitats amb material
quirargic esteril. Els cossos es submergien enoktéd? durant un minut per esterilitzar la
superficie externa de la pell, i es mantenien e§ BBb 1% d’antibiotic/antimicotic (PSA 1%)
(PAA Laboratories). Posteriorment es va separgaeladel cos dels ratolins, posant-la amb la
dermis cara avall i 'epidermis cara amunt en uaagamb PSA 1%. Un cop es tenien totes les
pells es col-locaven d’'igual manera en una pladaraedi CnT-02 i Dispasa 2.5 mg/ml (Gibco-
Invitrogen), i es col-locaven a la nevera a 4°Guai4 hores. Transcorregut el temps, amb I'ajut

d’unes pinces quirdrgiques es podia separar I'epigede la dermis.
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Un cop separades les epidermis i posades amb éalmsgal tocant el medi i I'estrat corni en
contacte amb l'aire, es posaven en una placa anth imefegiem una solucié de tripsina
(Tryple, Invitrogen) diluida 1:1 amb el medi i esspva la placa a l'incubador durant deu
minuts. Transcorregut el temps la suspensié déulsd-es posava en un falcon de 50 ml a
través d’'un filtre de 70 um de diametre de porush@ Scientific) per eliminar corneocits i
restes epitelials, es van fer rentats de les epidaafegint nou medi per augmentar el nombre de
cel-lules extretes. Un cop teniem tota la suspatesicel-lules filtrada es va centrifugar a 1250
rom durant 5 minuts, es va aspirar el sobrenedast va resuspendre el pellet per contar el
nombre de cél-lules i poder sembrar-les a la ddrdsitjiada en plaques previament recobertes
amb 7 pg/ml de col-lagen | (Millipore). El cultis ga mantenir en incubador de 37°C i 5% de
CQO,, canviant el medi cada dos dies. A partir del7dial cultiu esta format quasi exclusivament
per queratinocits, Unic tipus cel-lular capac¢ dexer en el medi CnT-02, lliure de Calci i amb

factors de creixement especifics per la seva pralifo.

5.7 Experiments amb cel-lules

5.7.1 Recompte cel-lular

Es posaven 10 pl de les cél-lules en suspensiécandra de Neubauer, es contaven les
cel-lules que hi havia en els 4 camps i es femit@na, per saber el nombre de cél-lules per
camp. Es multiplicava la mitjana per*ifer obtenir el nombre de cél-lules/ml. Per saber el
nombre total de cél-lules es multiplicava la cotreand pel volum total en que s’havia resuspes

les cel-lules.

5.7.2 Irradiacio6 cel-lular

Cél-lules HaCaT i queratinocits primaris de ragagimbrats en les plagues de 6 pous o de 24
pous crescuts sobre cobreobjectes de vidre, a deacultiu van ser irradiats amb lampares de
radiacié UVB (UVP Inc.) o UVC (Sankyo Denki) a udatancia de la font d’emissié de 50 cm.
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El monitoratge de la dosi rebuda per les cel-lekesa fer amb I'ajuda d’un radiometre (UVP
Inc.) amb sensors per UVB (UVX-31) o UVC (UVX-25).

Es treia el medi dels pous assegurant-se que Hagaesl minim medi possible, i es posaven les
plagues sense la tapa sota la font de radiacié Wend el temps necessari per assolir la dosi
desitjada. Un cop aconseguida la dosi es posavafreed previament atemperat i les cel-lules
es guardaven a l'incubador de 37°C i 5% de €& la posterior recollida en els intervals de

temps desitjats.

Per I'estudi de mobilitzacié de TREX2 als llocsldsid en el DNA, es treia el cobreobjecte del
pou amb medi i es col-locava, en sec, un tros gerpade filtre amb uns porus depbn de
diametre directament sobre les cél-lules (Figurd. 2rradiaven els cobreobjectes de manera
gue nomeés passava la llum UV pels forats del panesnt lesions molt localitzades en el DNA

nuclear.

<

= 2

U |

* + * Microfilter

Cultured cells

Figura M2. Generacié de lesions localitzades en BNA. Les cél-lules s'irradien a través d’un filtre de
policarbonat de manera que la llum només creudirel pels forats de fm (Katsumiet al, 2001).

5.7.3 Expressio heterologa de TREX2

El cDNA muri i I'hnuma de les isoformes llarga (Ldgrresponent a la forma de 837pb que
codifica per una isoforma de 279 aminoacids) ia(8®, corresponent a la forma de 708pb que
codifica per una isoforma de 236 aminoacids) esswubclonar en el vector pcDNA3.1
(Invitrogen) o pEGFP-C1 (per I'obtencié d’'una piiaeehibrida TREX2-YFP) (Gomez, D. Tesi

74



Materials i Métodes

doctoral, 2015). Aquests vectors disposen d'un ptomde Citomegalovirus (CMV) que

permet una elevada expressio de la proteina emph eang de cél-lules de mamifer. Posseeix
resistencia a I'ampicilina i un lloc de clonatgeltiple on es pot insertar la sequencia del gen
gue es vol expressar. També disposa d’'un gen quaniereix resisténcia a la neomicina i els
seus derivats, gracies al qual es pot fer la séletaquelles cel-lules transfectades de forma
estable. La transfeccio del DNA plasmidic en c@dueucariotes es va fer usant el reactiu
Lipofectamine-LTX (Invitrogen) seguint les instrimas del fabricant. Aquest reactiu facilita la

formacié de complexes entre lipids i el DNA amb thpaica toxicitat per la cél-lula.

Cél-lules HaCaT es van sembrar en plaques de 2} 000 cél-lules/pou. La transfeccié es va
fer quan el cultiu arribava al 60-70% de confluandts va canviar el medi per medi sense
antibiotic. Es van preparar els complexes barrelagt de DNA plasmidic en 1Q0 de medi
Opti-MEM (Invitrogen) sense antibiotic ni FBS i geés es va afegir il de Lipofectamina, es
va barrejar suaument i es va deixar 30 minuts gdéeatura ambient. Per als controls es va
utilitzar el plasmid sense insert. Després es egiafa soluci6 de complexes directament als
pous amb les cél-lules, i es van deixar les plagddsores a I'incubador de 37°C i 5% de,CO

L’endema el medi es va canviar per medi fresc DMitidlementat amb 10% FBS i antibiotic.

Per la seleccio dels clons amb expressio estallesgeoteines TREX2 i YFP, es van tractar les
cel-lules afegint al medi G418 (1p@/mL; Sigma). Les cél-lules supervivents al capy adkes

es van tripsinitzar i es van passar pel MoFlo Ast{Beckman Coulter) per separar i seleccionar
aquelles que tenien una major expressid, d'agueategera es va obtenir uns cultius amb una

expressio relativament homogeénia dels inserts.

5.7.4 Analisi de la formaci6 de colonies

Aquest assaig es va fer en queratinocits primagigatioli i de la linia humana HaCaT. El
comptatge de colonies formades a partir de cédlinelividuals dona informacié sobre la

capacitat de supervivencia de les cel-lules fretitrils.
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Les cél-lules es van sembrar en plaques de 6 pona densitat de 2,5x16el/ml pel que fa als
gueratinocits de ratoli primaris o 10.000 cel/m$ IelaCaT-YFP i HaCaT-YFP-TREX2.
L’endema de la sembra es van irradiar amb les diesigjades d’UV i es van mantenir en cultiu
durant 10 dies perque les cel-lules que resistiasmadiacidé poguessin créixer i formar clons.
Transcorreguts els 10 dies, es va retirar el meldi gous, es van rentar dos cops amb PBS i es
va afegir una solucio de 0.5% de blau de metilaigoa i etanol al 50%. Es van mantenir les
plagues amb la solucio de tincié durant 20 minatagtacio a temperatura ambient, i després
es van rentar dos cops amb aigua. Es van deixecases plaques i després es van contar les

colonies de cada pou.

5.7.5 Analisi del cicle cel-lular

Queratinocits primaris de ratoli es van sembraplagues de 6 pous. A dia 7 de cultiu es van
irradiar amb UVB, UVC o es van deixar sense irradRassades 18 hores de la irradiacio, es
van desenganxar de la placa amb Tripsina, es vanfagar a 1250 rpm durant 5 minuts per
rentar la tripsina i el pellet de cél-lules es marf amb etanol al 80% afegint-lo gota a gota,
vortejant el vial de cél-lules suaument perqué dmbixacié no es fessin agregats. Un cop
fixades les cel-lules es guardaven a -20°C fiposierior analisi. El dia anterior a I'analisi, els
vials amb cél-lules es van centrifugar i es vannareamb PBS, afegint en I'Gltim rentat una
solucié de PBS amb 20g/ml de iodur de propidi (Sigma) i 1% de tritd XaL(Biorad). Les
cel-lules es van incubar tota la nit a 4°C. Els#iglent es va afegir RNAsa ibml (Sigma) i

es va deixar actuar durant 30 minuts. Les mostsesa@ analitzar per citometria de flux
(FACSCanto Il, Becton Dickinson).

5.7.6  Analisi de I'apoptosi

L’apoptosi es va determinar amb els lsnexin V-FITC Apoptosi Detection ki#Bioscience) i
el reactiuLIVE_DEAD-Far RedLife Technologies) iCell death Detection ELISAPLU30X
(Roche, Mannheim, Alemanya), que ens permetienrméetar els estadis d’apoptosis i

I'alliberacio de DNA nucleosomal al citoplasme,pestivament.
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Queratinocits de ratoli en cultiu de dia 7 es waadiar amb UV. Passades 18 hores de la
irradiacio, es va treure el medi dels pous i eafegir la solucio de tincié &nnexin VFITC i
Live_ DEAD-Far Redal pou per evitar el marcatge de ceél-lules qudgssin l'integritat de la
membrana com a resultat de la tripsinitzacio. Agakan que els queratinocits primaris son
altament resistents a la tripsinitzacio. Les cBslles van deixar tenyir durant 10 minuts a
'incubador, i posteriorment es van fer 3 rentaéscdda pou amb PBS. Després es va afegir
tripsina per obtenir una solucié de cel-lules ives analitzar les cél-lules marcades per
citometria de flux (FACSCanto I, Becton Dickinson)

Les cél-lulesAnnexin VFITC positives corresponien a les apoptotiqueptanes i les doble

positives peAnnexin VFITC i LIVE_DEAD-Far Rectorresponien a les apoptotiques tardanes.

La deteccio de I'apoptosi mitjanancant el €ell death Detection ELISAPLU30X (Roche,
Mannheim, Alemanya), es basa en la deteccié delsomiooligonucleosomes presents en la
fraccio citosolica de les cél-lules en apoptoslitzant anticossos monoclonals contra DNA i
contra histones.

Es van sembrar queratinocits de ratoli en plague9@ pous, a una densitat de 10.000
cel-lules/pou, en arribar a dia 7 de cultiu es ivadiar amb UVB i passades 18 hores es van
lisar. En alguns pous es fa afegir Z-VAD-FMK, gueun inhibidor de les caspases, una hora
abans de la irradiacid. Els lisats citosolics es waansferir a una placa recoberta
d’estreptavidina i es van incubar 1 hora amb umeefzad’'anticossos anti-histona-biotina i anti-
DNA-peroxidasa. Es van rentar els pous per elimieacés d’anticos i es va afegir el substrat
per la peroxidasa ABST. L'absorbancia dels pougaekegir en un espectrofotometre (Tecan
Infinite 200).

5.7.7 Quantificacio de la incorporacié de Timidina tritiada no programada

Per I'analisis de sintesi de DNA no programda (UDr&heduled DNA synthesis) en resposta a
la radiaci6 UV, es va utilitzar 3H-Timidina seguiptotocols estandaritzats. Queratinocits
primaris de ratoli es van sembrar en plaques deR4, a una densitat de 40.000 cel-lules/pou i

es van deixar créixer fins a dia 7. En aquest mswja canviar el medi complet per medi sense
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suplements, per no estimular la divisié cel-lulaamb hydroxyurea(OHU) 20 mM durant 3

hores. La OHU inhibeix I'enzindihydrophosphate reductasencarregat de la sintesi de
deoxiribonucleotids necessaris per la sintesi d&.DAb la OHU aconseguim que la cel-lula
aturi la divisio, i que nomeés pugui incorporar edsicleotids de Timidina marcats

radioactivament que li afegim al medi en procesisosintesi de DNA associat a la reparacio.

Passades les 3 hores amb OHU, es treia el meddidavem les cél-lules amb la dosi desitjada
de UVB o UVC. Un cop irradiades els posavem mési seuse suplements amb OHU 20 mM i
Timidina tritiada (20 mCi/ml) durant 4 hores. Eswfar 3 rentats amb PBS i es van fixar amb 1
ml/pou de metanol fred deixant la placa tota laafC. L'’endema es van fer 3 rentats de 0.5 ml
amb 10% Acid Tricloroacétic (TCA) (Sigma) i seguitient es van posar 0.5 ml/pou de SDS
1%-NaOH 0.3% i es van deixar 10 minuts a I'agitadRar acabar es van posar 0,4 ml del lisat
de cada pou en un vial de centelleig (Kartell S.pMilan, Italia) amb 4 ml de liquid de
centelleig (EcolLite), es van vortejar 5 segonsvas posar en una maquina per la quantificacio
(B TriCarb 2900).

5.7.8 Immunocitofluorescéncia (ICF)

Es van sembrar les cél-lules en plaques de 24 qaisontenien cobreobjectes. En el cas dels
gueratinocits primaris de ratoli, havien d’estactats amb col-lagen I. Un cop arribaven a la
confluencia desitjada, s'irradiaven globalmentaaéds d’un filtre de porus depsn de diametre

0 es deixaven sense irradiar. Passades 18 hotlesimadiacio, es va treure el medi i es van
rentar 2 cops amb PBS. Es van fixar durant 15 mirattemperatura ambient afegint
paraformaldehid al 4% al mateix pou. Després eseatar 2 cops amb PBS i es va afegir trito
X-100 (Fluka Biochemika) al 0,1% durant 10 minu& permeabilitzar les membranes. Passat
el temps es van rentar 2 cops amb PBS i es vandjkgles unions inespecifiques amb solucié
de bloqueig (FBS al 20% en PBS) durant 1 hora gpéeatura ambient. La solucié d’anticos
primari es va fer amb I'anticos corresponent adacentracio indicada pel fabricant, diluint-lo
en solucio de bloqueig. A la taula M2 s’indiques tBlucions dels anticossos emprats. Després
del blogueig es van passar els cobreobjectes, asbel-lules a la cara de dalt, a una cambra

humida per evitar la dessecacio de la solucié tastja que es van fer servir volums deu5
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per cada cobreobjectes. Es va afegir la soluciatid@s primari sobre el cobreobjectes i es va
deixar a les fosques durant 1 hora a temperatulaeaim Tot seguit es van passar de nou els
cobreobjectes a la placa de 24 pous per fer 3tseatab PBS, i es van tornar a la cambra
humida per afegir la solucié d’anticos secundanti¢ds diluit en solucié de bloqueig). Passats
30 minuts els cobreobjectes es van tornar a padagplaca per fer 3 rentats amb PBS.
Finalment es va fer una incubacido de 15 minuts @Al (1/20.000 en PBS, SIGMA) o
DRAQS5 (1/2000 en PBS, Biostatus). Es van rentacapymés amb PBS i es van col-locar amb
les cél-lules cap per avall sobre una gota de igotlee muntatge ProLong Gold (Invitrogen) en
un portaobjectes. Es van deixar assecar protegita lum i es van analitzar al microscopi de
fluorescencia.

En aquells casos en que es volia marcar amb TUBEARs de la incubacié amb anticossos, es
va utilitzar el kitIn Situ Cell Death Detection Kit, FluorescdgiRoche) seguint les instruccions
del fabricant.

Anticossos primaris Origen Diluci6 Distribuidor
MTREX2 Conill 1/50 Generat al laboratori
Involucrina Ratoli 1/200 Acris
Rad51 Conill 1/100 Santa Cruz
YH2AX Ratoli 1/500 Upstate
K10 Ratoli 1/200 Abcam
hTREX2 Conill 1/100 Cedit pel Dr. Perrino
Anticossos secundaris
Anti-rabbit-555 Cabra 1/500 Life technologies
Anti-rabbit-488 Cabra 1/500 Life technologies
Anti-mouse-555 Cabra 1/500 Life technologies
Anti-mouse-488 Cabra 1/500 Life technologies

Taula M2. Anticossos utilitzats per ICF. S’indica I'origeles dilucions emprades.
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579 Analisi dels micronuclis

Els micronuclis sébn marcadors d’exposicié a genogxndiquen inestabilitat cromosomica i
son presents en elevada frequencia en tumors. @dsanvolupat una metodologia pel
comptatge dels micronuclis de les cél-lules anodeff@ytokinesis-block micronucleus cytome
assay, ampliament utilitzada per conéixer el grau d’'egigidé a genotoxics de les persones o la
toxicitat de certs farmacs en el genoma (Fenec@7)20Aquesta técnica utilitza cel-lules en
cultiu tractades amb genotoxicsyitochalasin-B(Cyt-B), que €s un inhibidor de I'ensamblatge
dels microfilaments de I'anell contractil en laogjtiinesis. El resultat son cel-lules binucleades
gue, si han sofert dany al DNA, presenten micraau€lomptant només els micronuclis de les
cel-lules binucleades podem avaluar I'efecte gedmotdel farmac, ja que d'aquesta manera
només contem els micronuclis de nova formacid, asupel tractament, excloent els

micronuclis basals del cultiu.

Queratinocits primaris de ratoli es van sembrar ptagues de 24 pous que contenien
cobreobjectes col-lagenats. A dia 7 de cultiu es imadiar amb UVB i es van tractar amb
Cytochalasin-B (Cyt-B, 0,pg/mL, Sigma) quan s’indica o es van deixar serrseliar. Al cap

de 18 hores es van fixar i es van processar peumaitofluorescéncia per detectar TREX2 i
yH2AX. Es va comptar al microscopi, la presencizeélelules amb micronuclis en més de 1000

cel-lules per condicio i es va calcular:

- Percentatge de cel-lules amb micronuclis (MNh2de cel-lules amb MN X 100

n° total de ceél-lules analitzades

- Percentatge de cel-lules binucleades (BN) amb=Vit¢ de cél. BN amb MN X 100

n° total de cel-lules amzaliles

- Percentatge de MN positius per TREX2 = n°® de MREX2 X 100
n° total de MN
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- Percentatge de MN positius pgt2AX = n° de MNyH2AX X 100
n° total de MN

- Percentatge de MN per TREX#H2AX= _n°de MN TREX2 yH2AX X 100
n° total de MN

5.8 Microscopia i captacié d'imatges

Tant per les fotos de camp clar com per les dedkagncia es va utilitzar el microscopi Nikon
E-800. Per els estudis de col-localitzacio es Nigzat el microscopi confocal de rastreig (Leica
TCS-SL filter-free, Leica Microsystems, GermanyesLimatges es van processar amb el
software ProgRes CapturePro (Jenoptik) ) i LSC (litgka).

5.9 Analisi de proteines

5.9.1 Preparacio d’extractes proteics

Lisats totals de cel-lules i de pell es van generatampé de lisis (1% Nonidet P-40, 1%
deoxycholate, 0,1% SDS, 50 mmol/L HEPES pH 7,50 tnmol/L NaCl,) amb inhibidors de
proteases (10 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml leupe@ ug/ml iodoacetamide, 1 mM PMSF i 1
mM NaVO,) a 4°C. Les cél-lules crescudes en plaques esentar 2 cops amb PBS i se’ls va
afegir el tampo de lisis directament al pou, es raamtar per tal d’optimitzar la recol-lecta de
material cel-lular amb urstraper” (Nunc) i es va traspassar el lisat a un eppenBeitfque fa
als teixits, fragments de pell es van pulveritzabd’'ajuda d’'un morter i nitrogen liquid, es va

recollir la pols en un tub i s’hi va afegir el tatnge lisis.
Els tubs amb els lisats es van deixar girant earbital a 4°C durant 15 minuts, després es van

centrifugar a 4°C a maxima velocitat, el sobrenedarva passar a un nou tub i es van guardar a

-80°C fins el seu analisi.
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Per I'analisi d’histones, al pellet de materialalgble que ens quedava després de centrifugar,
vam afegir 0.2 M de HCI i vam deixar els tubs del em I'orbital a 4°C durant 15 minuts.

Després vam tamponar la soluciéo amb Tris-HCI 1,pH/7,5.

Els extractes per les immunoprecipitacions i etajas dgull-downes van obtenir en tamp6 de
lisis (1% NP-40, 10% glycerol, 50 mM/L HEPES pH,7150 mM NaCl) amb els inhibidors de

proteines mencionats abans, a 4°C.

5.9.2 Quantificacio de proteines

Els lisats es van mantenir en gel per la quantificee la proteina amb el métode BCA (Thermo
scientific). Es va posar fil dels lisats en una placa de 96 pous, i s’hi egiaf200ul de la

solucio de BCA, es va deixar 30 minuts a 37°C vadlegir la concentracié pel metode de
'absorbancia de 595 nm en un espectrofotometreaf énfinite 200). Un cop quantificades, es
va ajustar la concentracié de les mostres afegés rampo de lisis amb inhibidors a les més
concentrades per igualar-les. En alguns casosrefevpoolsde les mostres ajuntant els lisats

individuals de cada un dels grups experimentals.

5.9.3 Immunoprecipitacié i pull-down

Es va fer serviDynabeads Protein ALifetechnologies), per unir 1g d’'anticos en 5@l de
beads es van rentar i es van incubar amb 1 mg d’exsaptoteics en un orbital en rotacio
durant 2 hores a 4°C. Pels estudis de co-immunipiteeid, 1 mg de proteina d’extractes no
irradiats o irradiats amb UVB de cél-lules HaCaTPYiFHaCaT-YFP-TREX2 es van incubar
amb anticos anti-GFP crosslinkat a beads magnéti(MBL). Es van incubar en un orbital en
rotacio durant 2 hores a 4°C. Pgldl-down 2 mg de proteina d’extractes no irradiats o iatsd
amb UVB de cel-lules de queratinocits de ratolivas incubar amb proteina MBP o MBP-
TREX2 unides &eadsmagnetiques d’amilosa (New England Biolabs). B3 wm&ubar en un

orbital en rotacio durant 2 hores a 4°C.
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Passat el temps d’incubacio es van rentar les kwatsel tampé de rentat (20 mM HEPES pH
7.5, 0.1% Nonidet P-40, 10% glycerol, i 150 mM NgiCés van eluir els complexes proteina
anticos amb tampd Laemmli durant 5 minuts a 10QI€.cop separat l'eluit de ldseads

magnetiques es va fer I'electroforesi.

5.9.4 Electroforesi en gels d’acrilamida, transferencia Western blot

Les mostres en tampo Laemmli (62.5 mM Tris-HCI pB, 2% SDS, 0.7%-mercaptoetanol,
10% glicerol, traces de blau de bromofenol i aigem)an bullir a 95 °C durant 5 minuts. La
separacio de les proteines es va fer per eleotsifoen gel de poliacrilamida amb dodecilsulfat
sodic (SDS-PAGE), amb el sistema Mini-Protean dR&id- Laboratories). Segons la mida de
les proteines d’interés es van preparar gels deredifs percentatges d’acrilamida. Es van
carregar les mostres als gels i es va fer I'elémtesis en tampé SDS-PAGE (25 mM Tris, 192
mM glicina i 0.1% SDS ) a 110V constants. Un copasades les proteines del gel es van
transferir a membranes de PVDF (BioRad) previametivades amb metanol. La transferéncia
es va fer en tamp6 de transferéncia (25mM Tris, & glicina, 20% metanol i aigua
bidestil-lada) a 100V constants durant 90 minuS@ Un cop transferides les proteines, les
membranes es van rentar 2 vegades durant 5 mimidsT&8S-T (150 mM NaCl, 50 mM Tris
pH 7.4, 0.05% Tween-20), i es van bloquejar lesonmiinespecifiques durant 1 hora a
temperatura ambient amb llet desnatada al 5% enTLHZesprés es van fer 3 rentats de 5
minuts amb TBS-T i es van incubar amb solucio dast primari (anticos diluit en TBS-T i
NaAz al 0.02%) durant 90 minuts a temperatura amilboea 4°C tota la nit. Els anticossos
utilitzats es mostren a la Taula M3. En acabatagsfer 3 rentats de 5 minuts amb TBS-T i es
van incubar amb la solucié d’anticos secundarii¢aatdiluit en TBS-T sense NaAz) durant 45
minuts a temperatura ambient. Es van rentar 5 aogs TBS-T durant 5 minuts i es van posar
al cassetteper revelar. Finalment se’ls va afegir a sobresdbstrat de la HRREEZ-ECL
Chemiluminiscence Detection Kit for HRBiological Industries), i es va deixar desenvalula
reaccié en la cambra fosca en contacte amb filmsséasibles (Kodak) durant els temps
d’exposicid necessaris per veure els resultaEn el cas de les mostres de psoriasi, per
comprobar I'especificitat de I'anticos anti-hTREXS va preincubar el serum de I'anticos amb

proteina recombinant hTREX2 durant 1 hora a 4°Gpms es va preparar la solucié d’anticos
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primari, afegint TBS-T a aquesta mescla i es vaubar les membranes. En el revelat, les
bandes especifiques de hTREX2 de la membrana meidpa, perqueé competien per I'anticos

amb la proteina recombinant, i les inespecifiqiles s

Anticossos Pes molecular
primaris Tipus Origen Dilucio (kDa) Distribuidor
TREX2 Policlonal Conill 1/1000 28 Generat al lab|
YH2AX (Ser139) Monoclonal Ratoli 1/1000 17 Upstate
H2AX Policlonal Conill 1/1000 17 Abcam
STAT1(Tyr701) Monoclonal Conill 1/1000 84,91 Csignaling
STAT3 (Tyr705) Monoclonal Conill 1/1000 79, 86 Csignaling
p53 (Serl5) Policlonal Conill 1/1000 53 Cell signgl
Caspasa 3 Policlonal Conill 1/1000 35,19, 17 Sigihaling
IKB-a Policlonal Conill 1/1000 35,41 Santa Cruz
PCNA Monoclonal Ratoli 1/1000 37 BD
B Actina Monoclonal Ratoli 1/10.000 45, 50 Sigma
Involucrina Monoclonal Ratoli 1/3000 170 Sigma
GFP Policlonal Conill 1/2000 27 Roche
PARP (p85) Policlonal Conill 1/1000 89 Cell sigmai
IL18 Policlonal Conill 1/200 18 Santa Cruz
Ly-6G Policlonal Conill 1/100 15-25 Biorbyt
NOS2 Policlonal Conill 1/200 130 Santa Cruz
Cedit per F.
hTREX2 Policlonal Conill 1/2000 28 Perrino
Anticossos
secundaris
Anti-mouse HRP Policlonal Conill 1/10.000 Biorad
Anti-Rabbit HRP Policlonal Cabra 1/10.000 Biorad
A/G HRP - - 1/20.000 Pierce

Taula M3. Anticossos emprats en I'analisi per western [84ndica el tipus i dilucions. Quan I'antigen
és huma es precedix el nom amb la lletra h, d’hi8nhao s’indica, I'antigen és muri.
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5.10 Analisi del RNA

5.10.1 Purificacié de RNA i transcripcio reversa (RT)

El RNA total de teixits o cél-lules s es va aillanb el kit comercial d’extraccié de RNA

NucleoSpin RNA/ProteifMacherey-Nagel) seguint les especificacions dma$a comercial.

Les mostres de pell es van homogeneitzar amb #daglidn morter en presencia de nitrogen
liquid. Es posava el teixit al morter, s’abocaviragien liquid i es pulveritzava mecanicament,

tot seguit es recollia la pols en un tub amb I'ajdtlina espatula i s’hi afegia tampo de lisis.

Per I'aillament de RNA de cel-lules, els pous owidracrescut les cél-lules es rentaven amb
PBS dos cops i s'afegia el tampé de lisis al poteinadesprés es recollia el lisat amb 'ajuda

d’'una pipeta i es procedia a la purificacié del RNA

Un cop purificat es quantificava amb un especttofatre Nanodrop amb sbftwareNanodrop
ND-1000 3.3, després s’ajustaven les concentraciesla conversio del RNA en cDNA es va
fer una reaccié de retrotranscripcié ambiiglh-Capacity cDNA Reverse Transcription Kitfe

technologies) segons intsruccions del comerciallaPeaccio es va usapd de RNA.

En el cas de les mostres humanes, per milloraenailsilitat i la deteccié en la gPCR, vam
utilitzar primers especifics per TREX2 (hTX704R: BSATACTAGGGCACCAGAC) i per
HPRT (hHHPRTR: AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA) en la retratrscripcid (RT) en lloc dels

randomprimers i els oligo dT.
El programa de temperatures utilitzat va ser: 28a€nt 10 min, 37°C durant 120 min, 85°C

durant 5 min i 4°C indefinidament. Un cop acabgtrelgrama ja teniem el cDNA per analitzar

mitjanancant gPCR.
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5.10.2 Analisi de I'expressio genica per PCR quantitatia (QPCR)

La qPCR permet analitzar perfils d’expressio gergsaluant I'abundancia relativa dels
transcrits per determinar patrons d’expressio entostres. Els nivells d’expressio es van
normalitzar amb els nivells de gens amb expressistdutiva com HPRT, SDHA fActina.
Les amplificacions del cDNA es van fer amb SYEReen o sondes TagMan (Applied
Biosystems) segons instruccions del fabricant ambalum final de reaccié de|8. Les sondes

i primers utilitzats es mostren a la taula M4 ilaaM5 respectivament. Com a controls negatius
es van usar mostres en que en el moment de l&ti@eié reversa no se’ls va afegir enzim sino

aigua.

Les reaccions de gPCR es van desenvolupar en up &gal Time ABI Prism 7900HT
(Applied Biosystems). El programa utilitzat pemtiglificacié de la gPCR consisteix en: 1 cicle
de 2 minuts a 50°C; 1 cicle de 10 minuts a 95°Ccidles de 15 segons a 95°C i 60 segons a
60°C; 1 cicle final de 15 segons a 95°C, 15 seg@d#3°C i 15 segons a 95°C.

La quantitat de producte fluorescent es determirffana de cada cicle, mitjianancant lectura

Unica. El software SDS 2.2.2 (Applied Biosystems)va usar per determinar els punts de
creuament (Cp, crossing points), corresponent®mlbne de cicles en que la fluorescencia del
pou supera un llindar predeterminat. Els Cp supe@o40 queden fora del limit de sensibilitat
del sistema. L'expressié relativa (R) dels gendima#s es va calcular en base a la eficiéncia
d’amplificacio, i la diferencia de Cp entre mostreantrol i mostres problema, segons la

formula:

R= E (problema)\Cp (control-mostra)/ E (normalitzadax{Cp (control-mostra)

On E és l'eficacia d’amplificacio ACp la diferencia entre el valor de Cp del conteslpecte la

mostra.
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Gen Referéncia Gen Referéncia
CAMP MmO00438285_m1 Loricrin Mm01219285 m1l
CCL5 MmO01302427_m1 MPO MmO01298424 m1l
CCL20 Mm01268754_m1l Mx1 MmO00487796_m1

CXCL10 MmO00445235_m1 SDHA MmO01352366_m1

IFNa Mm03030145_gH TGH3 MmO00441724_m1

IFNB MmO00439552_s1 TNFa MmO00443258_m1

IFNy MmO00801778_m1 TREX2 Mm04210320_m1

IL1o MmO00439620_m1 hTREX2 (S) Hs01095167 g1

IL13 Mm00434228 m1l hHPRT1 Hs01003267_m1

IL10 MmO00439616_m1 hBActin Hs99999903 _m1
II1RA MmO004466186_m1

Taula M4 Gens i numeros de referéncia de les sondes TagMaplied Biosystems) utilitzats per les
gPCR. Totes les sondes detecten ratoli, exceptpitetenen una h davant, que reconeixen huma.

Gen Primer forward Primer reverse
IL12a GTACCAGACAGAGTTCCAGG CGCAGAGTCTCGCCATTATG
IFNK CTGACAGTCTACCTGGAGTTG GTTCTTGCTTGAAGGTGGGTG
iNOS CTCGGAGGTTCACCTCACTG GTGCTGCAGACACCATGGTG
IRF7 GAGCAAGACCGTGTTTACG CATGATGGTCACATCCAGG
Raetle AGCAGTGACCAAGCGCCATC CCTTGATGGTCAAGTTGCAC
mMKRT10 GTACGAGAAGCATGGCAAC GGCATTGTCAATCTGCAGC
miL17a CAGAAGGCCCTCAGACTAC CAGCTTTCCCTCCGCATTG
miL23a CAAGGACTCAAGGACAACAG GGTGTGAAGTTGCTCCATG
INV TCTCCCTCCTGTGAGTTTG CTTGTTCCTGCTGGATATG
hTREX2 (L1) GATCGAGTTGGCCGAGGATG CAGGAAGACAAAGGTCTGG

Taula M5. Gens i seqiiéncia de primers de usats per la gP@RSYBR Green (Applied Biosystems).
Totes els primers reconeixen ratoli, excepte lestgnen una h davant, que reconeixen huma.
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5.11 Analisi estadistic

Tots els analisis estadistics van ser realitzatls ahsoftware Graphpad Prism 5. El test de
Mann-Whitney es va aplicar per I'estudi de la nplititat de tumors a punts temporals concrets
i per comparar entre genotips o condicions experiai® La incidéncia de tumors es va
analitzar aplicant ldog-rank (Mantel-Cox). El test de lade Sudent no aparellat es va aplicar
per I'estudi de les dades en queratinocits. Assamia entre I'expressié de TREX2 i variables
categoriques dels SCC es van analitzar pel méteda ¥ i el test exacte de Fisher segons el
cas. Tots els tests van ser de dues cues. Les dadgsessen com la mitjana + SEM (error

estandard de la mitjana). Els p valorssd205 es van considerar estadisticament signifisati
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Resultats

6.1 Paper de TREX2 en la carcinogenesi de pell

6.1.1 L'expressio de TREX2 a la pell es regula per la diacié UVB i esta

alterada en les queratosis actiniques i els SCC

Per determinar STIREX2era un dels multiples gens diana de la radiaci®Uxam analitzar la
seva expressio en pell de ratoli després d’undiata aguda (5 kJ/m2, una vegada) i cronica
(2 kJ/nf, repetida 3 vegades en dies alternatius). Curiesgnta irradiacié aguda amb llum
UVB disminueix de forma transitoria els nivells tdRNA de TREX2, mentre que la irradiacio
cronica en fa incrementar molt la seva expressit eflexen les dades d'immunofluorescéncia
(Fig. R1A) de RT-gPCR (Fig. R1B). L'expressio deEDRR es detecta principalment en les
capes suprabasals de la pell on els queratincstidm enés diferenciats. L’estrat corni i la capa
granular confereixen propietats fisiques i bioggims a la pell per aconseguir funcions de
barrera (Candiet al, 2005). Paral-lelament, en els cultius primarisqderatinocits humans
s’observa que els que presenten un marcatge de ZRt€X intens, son els que també presenten
més marcatge d’Involucrina (Fig. R2A), un marcaderdiferenciacié dels queratinocits (Watt,
1983). Aixi doncs, I'expressio de TREX2 esta redalper la radiacio UVB i al llarg del procés

de diferenciaci6 dels queratinocits.

Els SCC sbn els cancers epitelials més frequentwuarans. Encara que els SCC de diferents
llocs mostren varies associacions epidemiologigsiesiginen pel trencament de 'homeostasi
dels queratinocits (Oberyszyn, 2008; Leemanhsl, 2011). L'estudi de TREX2 mitjanancant
immunohistofluorescéncia de mostres humanes denegirecanceroses (queratosis actinica) i
tumors derivats de queratinocits, incloent SCC riatgcSCC) (Fig. R1C) i de cap i coll
(HNSCC) (Taula R1), revela que en la carcinogedesiumors escamosos TREX2 pateix una
desregulacio de I'expressio. La senyal de TREX2agrell normal es detecta principalment en
la capa granular de I'epidermis. Ara bé, en letolesde queratosis actinica, I'expressio es
detecta en més capes de I'epidermis mostrant priedaotment una localitzacié nuclear. Els
patrons de localitzacio i els nivells d’expresstdTlREX2 en cSCC varien en funcio del grau de
diferenciacié tumoral i caracteristiques metasta&sqg Aixi, el marcatge de TREX2 exhibeix

patrons heterogenis al llarg del tumor, pero selativament més intens en arees diferenciades
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principalment de tumors ben diferenciats i no niagss. A més a més, es pot detectar un
intens marcatge en I'estroma associat al tumorregrup significatiu de cSCC no metastasics.
Per altra banda, la pérdua d’expressié de TREX2 &sfociada als cSCC metastasics i tumors
poc diferenciats. Analogament, en HNSCC, que sahuiia principalment per genotoxics
ambientals, la pérdua d’expressio d’aquesta exeasal la trobem significativament associada

amb la metastasi nodal i estadis avancats de @trag[Taula R1).

Figura R1. L'expressié de TREX2 augmenta en les gdslirradiades amb UVB cronicament i les
gueratosis actiniques mentre que disminueix o esnoken els cSCC(A) Immunotincié de TREX2 en
les pells de ratoli (B) expressié del mRNA en les pells tractades amlacadiJVB de forma aguda (5
kd/nf) o cronica (2 kJ/mX 3). El grafic mostra la mitjanana i la SEM d’anys 5 ratolins. Diferéncies
entre pells tractades i no tractades: test deléaStudent (*, P < 0.05; ***, P < 0.00X¥) Expressi6 de
TREX2 en la pell humana sana, queratosis actin@®dC determinada per IHF. Nuclis tenyits amb
DRAQ5 o DAPI com s’indica. Les linies blanques distinues indiquen el limit entre epidermis i
dermis. Magnificacid original, 40x (A) i 20x (CJD) Avaluacié de I'expressid en cSCC segons les
caracteristiques de diferenciaci6 i metastasi.|6tvael test de la Xi-quadrat estan indicats.
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D Loss of TREX2 StromalTREX2
expression expression

¢SCC characteristics N n (%) P n (%) P
Metastasic features
Non-metastasic SCC (Non-MSCC) 47 8(17) <0.0001 15(32) 0.0001
Metastasic SCC (MSCC) 46 32 (69) 3(7)
Metastasis 47 35(74) 2(4)
Differentiation Grade
Well-differentiated (G1) 29 6(21) 0.0005 7 (24) 0.3937
Moderately Differentiated (G2) 54 32(59) 8(14
Poorly Differentiated (G3) 10 8 (80) 3(30)
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Figura R2. Expressié de TREX2 a queratinocits de rali. (A) Queratinocits de ratoli wt Brex2”
marcats amb anticossos contra TREX2 i involucilis marcats amb DRAQS. Magnificacié original
63x.
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Loss of TREX2 Stromal TREX2

HNSCC Characteristic expression expression

N n (%) P n (%) P
pT classification
T1-T2 41 28 (68) 0.719% 12 (29) 0.251"
T3 47 35 (74) 7 (15)
T4 45 34 (76) 9 (20)
pN classification
NO 44 26 (59) 0.014% 14 (32) 0.042%
N1-3 89 71 (80) 14 (16)
Disease stage
I-11 19 10 (53) 0.048% 8 (42) 0.029*
-1v 114 87 (76) 20 (18)
Pathological grade
Well-differ entiated 38 28 (74) 0.323% 8 (21) 0.207"
Moderately Differentiated 59 46 (78) 9 (15)
Poorly Differentiated 36 23 (64) 11 (31)
Site
Pharynx 65 51 (78) 0.177% 12 (18) 0.528*%
Larynx 68 46 (68) 16 (24)

Taula R1. Relacié entre I'expressié de TREX2 i elsaracters clinicopatologics dels pacients amb
HNSCC. Nombre i percentatge de tumors amb guanys o pérdiexpressié de TREX2 en I'epiteli
escamos, o el guany d’expressié de TREX2 en I'estrassociat als tumors. Analisi estadistic amb el
test de ldXi-quadrat i el test exacte d€isher.

6.1.2 La delecio de Trex2 augmenta la susceptibilitat a la tumorigenesi

induida per la radiacio UVB

La delecioé deTrex2 en ratolins provoca un augment de la suscepébitie tumors induits en
pell pel genotoxic DMBA (Parrat al 2009). Per ampliar el coneixement sobre la funcio
bioldgica d’aquesta proteina, ens vam plantejardéstd’induccié de tumors en pell de ratoli
usant radiaci6 ultravioleta B (UVB), que és un dgérix natural i principal causa de I'aparicio

de tumors de pell en humans.
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La majoria dels tumors desenvolupats pels ratolihs Trex2" es van localitzar a l'orella,
excepte un que va aparéixer en la esquena d'uti Taex2". En els ratolingrex2” I'aparicié

de tumors es va donar abans (setmana 39) que & @stmana 46), i la incidencia de tumors
va ser significativament major en els ratolifrex2” que en els wt (Fig. R3A; P=0,025, Log-
rank Mantel-Cox Test). Al final de I'experiment, %®6dels ratolinsTrex2” havien desenvolupat
tumors, en contrast amb només un 46% de ratolin€lwombre mitja de tumors per ratoli
també va ser significativament més elevat en adins Trex2™ que als wt (Fig. R3B), mentre
gue no hi va haver diferéncies pel que fa a la rd&la tumors entre els dos genotips (Fig. R3C)
ni dels tipus de tumors (Fig. R3D i Fig. R4). Aild,deficiencia de TREX2 esta associada amb
una major tumorigenesi en resposta a la induccid @B, recolzant el rol supressor de tumors

d’aquesta exonucleasa en la pell en resposta gladdNA.
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Figura R3. El deficit de TREX2 incrementa la suscejbilitat a la carcinogénesi induida per la
radiaci6 UVB. Ratolins wt (n=9) iTrex2" (n=9) es van irradiar amb el protocol de carcimegé per
UVB detallat en Materials i Métode) Incidéncia de tumors en els ratolins Wrex2"~ usant I'analisi
de supervivéncia de Kaplan-Mei¢B) Multiplicitat de tumors en els ratolingex2” i wt. Nombre mig
de tumors per ratoli. Els grafics mostren la majaria SEM.(C) Distribucié de mides {D) analisi
histopatologic dels tumors de pell dels ratoling Wtex2" irradiats amb UVB al final de I'experiment.

Diferéncies significatives entre genotips (A) TéstMantel-Cox (p < 0.05) i (B)est de Mann-Whitney
(#, P <0.05).
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Figura R4. Estudi macroscopic de la carcinogénesnduida per UVB en ratolins wt i Trex2". (A)
Imatges representatives de I'aparenca macroscdpisaumors(B) Seccions histologiques dels tumors
de les orelles tenyides amb H/E. Magnificacié orddjix.
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6.1.3 TREX2 promou [l'eliminaci6 del DNA danyat i Il'apoptosi dels
gueratinocits en la pell de ratoli irradiada amb U\VB

La radiacié UVB actua com a iniciador i a la vegada a promotor de tumors (Afag al,
2005) i la resposta de la pell a la radiacio UVBiava&n funcidé de I'exposicio i de la dosis
rebuda. Aixi, per determinar el paper que juga TREX la proteccid contra la tumorigenesi
induida per UVB, vam estudiar els efectes de lacidgicia de TREX2 en I'eliminacio del DNA
danyat i 'apoptosi després d'irradiar els ratokmsb una sola dosi de 5 kJ/(irradiacié aguda)

o amb la repeticié de 3 dosis de 2 KJamies alternatius (irradiacié cronica).

L'analisi per IHF de les lesions CPD al DNA indudeer la radiacié UVB indica que el dany al
DNA és més persistent en les pells dels ratdliex2” (Fig. R5A). El marcatge de les lesions
CPD roman més elevat en els ratoliirex2” que en els wt 48 hores després de la irradiacié
aguda o cronica (Fig. R5B). A més a mes, les dddkssassaigs d’IHF (Fig. R5C) i de western
blot (Fig. R5D i R5E) de la histona fosforilada H2&yH2AX), una modificacié primerenca en
els llocs on hi ha hagut DSB (Rogaketi al, 1998), indiguen que 48 hores després de
I'exposicié aguda a UVB, aquest marcador de ra@stal DNA també esta significativament
més augmentat en I'epidermis dels ratolifex2” que en els wt. Els baixos nivells de
fosforilacio de la histona H2AX en resposta a laidwonica feien molt dificil el seu analisi,
encara que no vam observar diferéncies obvies. &ath molt reduits els nivells de CPDs i
YH2AX a les 72 hores posteriors a la irradiacié @joadronica, segurament per I'elevat recanvi
dels queratinocits en resposta a la irradiaci6 Quamou una rapida eliminacié dels

queratinocits més danyats.

El marcatge de TUNEL (Fig. R6), un marcador derfragtacio del DNA en forma de DSB que
es dbéna durant I'apoptosi i altres tipus de moktld@ar i que també es genera pel dany en el
DNA, mostra un patr6 de marcatge diferencial epidlermis del ratoli deficient de TREX2
comparat amb el ratoli wt després de la irradiagada i cronica amb UVB. Aix0 es veu
reflexat per la significativa menor presencia delisuTUNEL positius en I'epidermis del ratoli
Trex2" respecte el wt després de la irradiacié aguda ax (Fig. R6A i R6B). A més a més,

hi ha una major acumulacié de cromatina marcada BUMEL en I'estrat corni de les pells
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dels ratolinsTrex2” que en les pells dels wt tant després de la ircad@guda com cronica (Fig.
R6A). Per tant, TREX2 evita 'acumulacio de DNA gahen els corneocits, estadi final de

diferenciacié dels queratindcits que comporta leaseort.

Per altra banda, els analisis d’immunofluoresce(feigq R6A) i western blot (Fig. R6C) de la
caspasa 3 activa, un efector terminal de I'apoptoestren que en absencia de TREX2 es veu
significativament reduida I'apoptosi depenent dspeaa 3 fins les 72 hores posteriors a la
irradiacié cronica. El marcatge de TUNEL i casp8sactiva coincideixen en la majoria de
gueratinocits que estan morint en les pells irdekacronicament. Ara bé, no es detecta caspasa
3 activa després de la irradiaci6 aguda amb UVBemgmlant que les cél-lules TUNEL
positives que es detecten en les pell irradiadds @wB de forma aguda, possiblement moren
per mecanismes independents de caspasa 3, comebarit @Gltres autors (Takeuchkt al,
2004). De fet, la induccio de la mort cel-lular pBf té lloc per altres vies apart de I'apoptosi,
com la necrosi, depenent de la dosi i la freqUedeida irradiacié. En aquest context, s’ha
descrit que el nimero de queratinocits TUNEL positlesprés de la irradiaciéo aguda amb UVB
és superior al numero de cel-lules positives pspasa 3 activa (Takeucht al 2004). En
conjunt, aquestes dades indiqguen que TREX2 esticadp en la degradacié del DNA del
gueratinocits que estan morint com a conseqiercia dradiacié UVB, i que en abséncia de

TREX2 una fraccio de queratinocits amb dany al DidAacabaria morint.
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Figura R5. La pérdua de TREX2 provoca I'acumulaciéde DNA lesionat en les pells irradiades
amb
Quantificacio de les ceél-lules de I'epidermis pusi per CPD(C) IHF de yH2AX de les pells dels

UVB. (A) IHF de CPDs en les pells dels ratolins wiTtiex2” irradiades amb UVB(B)

ratolins wt iTrex2" irradiades amb UVB. Nuclis marcats amb DRAQ5. ibéalde punts indica el marge

entre dermis i epidermis. Magnificacié original 4Q©) Western blot deyH2AX i H2AX i (E)
quantificacié de les bandes per densitometriavallsrs es van normalitzar per H2AX i es presentan ¢
a unitats arbitraries. Els grafics mostren la mijaa i la SEM d’almenys 4 ratolins. Diferénciesrent
genotips: Test de Mann-Whitney (#, P < 0.05; ##).B%).
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Figura R6. TREX2 esta involucrat en la degradaci@lel DNA i facilita la mort cel-lular en les pells
irradiades amb UVB. (A) Imatges representatives de la IHF de caspasacgéswada i TUNEL en les
pells de ratolins wt Trex2" irradiades amb UVB. Les fletxes blanques indige@nlules amb marcatge
Unic per caspasa 3 processada, les fletxes vendiiguén cel-lules doble-positives per caspasa 3
processada i TUNEL. Nuclis marcats amb DRAQS. Imalide punts indica el marge entre dermis i
epidermis. Magnificacié original 63%B) Quantificacié dels diferents patrons de la sedgal UNEL en
les pells dels ratolins wtTirex2". Els nuclis TUNEL positius en I'estrat basal, esjsii granulésliing
layerg i el percentatge del patr6 de TUNEL lineal enstfat corni sén relatius a la longitud de
I'epidermis. (C) Western blot de caspasa 3 total i processadaTiRIEX2. Imatge representativa de
mostres agrupadepdols de les pells tractades amb el protocol agut (B%Jo de mostres individuals
del tractament cronic (2 kJfnX 3). (D) Quantificacié per densitometria de les bandes aipasa 3
processada normalitzades ffiefActina i representada com a unitats arbitraries. geafics mostren la
mitjana i la SEM d'almenys 4 ratolins de cada ggndiferéncies significatives entre genotips: Tast
Mann-Whitney (#, P < 0.05; ##, P < 0.01).

6.1.4 La manca de TREX2 afecta la reparacié del DNA i frea I'apoptosi dels

gueratinocits irradiats amb UVB in vitro

Per excloure efectes sistémics degut a l'accio dieremts tipus cel-lulars en la pell, i
profunditzar en el coneixement de 'accié de TREX2a fisiologia de la cel-lula, vam analitzar
la reparacio del DNA, la progressio del cicle ecghd i 'apoptosi en cultius primaris de

gueratinocits de ratolins wilirex2” irradiats amb UVB.

La incorporacié de Timidina tritiada no programadiDS) permet I'estudi de la reparacio
global del genoma. Els queratindcitsex2” incorporen una menor quantitat de Timidina en
resposta la irradiacié amb UVC (Fig R7A) i UVB (VB8 + 2,9 %, n=3Trex2" 99,9 + 3,4 %,
n=3, respecte les no irradiades), indicant que TRREXdria col-laborar en la reparacio de les
lesions al DNA. Pel que fa a la progressio delectal- lular després de la irradiacié amb UVB o
UVC en ambdos genotips és semblant, induint-sarbaia en etheckpointde la fase G1 per
igual. Ara bé, I'abséncia de TREX2 esta associaxla @n lleuger pero significatiu descens en

el percentatge de les cél-lules apoptotiques enSabG1 (Fig. R7B).

El tractament amb radiaci6 UVB indueix una reducsignificativa de I'alliberament de
fragments de DNA al citoplasma, un tret caracteréi I'apoptosi, dels queratinocifsex2” en
comparacio amb els wt (Fig. R7C). Lalliberacio qliests fragments de DNA al citoplasma en
resposta a UVB pot ser bloquejada per I'inhibidercdspases Z-VAD-FMK, indicant que les

cel-lules pateixen una apoptosi depenent de caspase
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L’analisi per western blot mostra que els queraiiiscen cultiu expressen TREX2 i confirma la
manca d’expressié en els queratinoditex2” (Fig R7D). Els cultius de queratindcits wt i
Trex2" responen de la mateixa manera a la irradiacié avB en quant a senyalitzaci6 del
dany al DNA: fosforilacié6 de H2AX i p53, degradaddkBa i proteolisis de la capasa 3 (Fig.
R7D i R8)..

Addicionalment, dels resultats obtinguts per FAG®eat deduir que el deficit de TREX2 en els
queratinocits irradiats amb UVB dificulta el padsderimers estadis de I'apoptosi (Annexin_V
single-positive) que poden ser reversibles, aldesfinals, que son ja irreversibles (Annexin-V
and Live_Dead double-positive) (Fig R7E). En codenica, I'assaig de supervivencia clonal en
resposta a la radiacié UVB mostra que els quercit;idrex2” sén més resistents que els wt
(Fig.R7F). Tambeé, I'expressio estable de la pretefFP-TREX2 en la linia cel-lular de
gueratinocits HaCaT ddna lloc a un augment de daegtibilitat a la radiacio UVB, en quant a
formacié de colonies, comparada amb les coloniesddes per les mateixes ceél-lules que
només expressen YFP com a control. Col-lectivamestresultat obtinguts vitro reflexen
una paper dual de la proteina TREX2 interveninibereparacié del dany al DNA en resposta a
radiacio UV i promovent I'apoptosi de forma irresidle, essent aquesta Ultima funcié la que

preval.

Figura R7. El déficit de TREX2 afecta la reparaciédel DNA i I'apoptosi dels queratindcits tractats
amb radiacié UVB. (A) Sintesi de DNA per la reparaci6 de les lesionsgithes per UVC quantificada
per la incorporaci6 de Timidina tritiada no progeata (UDS). El grafic mostra el percentatge
d’incorporaci6 déH-Timidina de les cél-lules tractades respectadesactadegB) Progressié del cicle
cel-lular dels queratinocits wt Trex2". S'indica el percentatge de cél-lules en fase Jul{G)
Quantificaci6 de la fragmentacié del DNA apoptatée queratindcits wt Trex2” en cultiu irradiats amb
UVB. Quan s'indica, les cél-lules es van preincumab Z-VAD-FMK durant 1 hora. La fragmentacio
del DNA és relativa al de les cél-lules no tractafl®) Western blot de la resposta al dany al DNA de
queratindcits wt iTrex2” tractats amb UVB. Nivells de proteina TREX2, H2AM2AX , fosforilacié

de p53, kBa, caspasa 3 activa i processad@Actina. (E) Analisi de la transici6 de I'apoptosi per
citometria de flux marcant les cél-lules irradiade®b UVB amb Annexin-V i LIVE/DEAD.
Percentatges de les marcades amb un marcadogHtiesrdarcades i les no marcades respecte el ®tal d
cél-lules analitzade§F) Supervivéncia clonal de queratinocits wirex2” i HaCaT amb expressi6
ectopica de YFP o YFP-TREX2 irradiats amb diferattsis de radiacié UVB. Els grafics mostren la
mitjana i SEM d’almenys 4 experiments independdassmostra un experiment representatiu d’'un total
de tres experiments independents en B, D i E. f&igni6 pel test de la de Student: #, P<0.05, ##
P<0.01.
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YH2AX/TREX2/DRAQS5

Trex2'”

Control uvB

Figura R8. Deteccié del dany al DNA induit per la adiacié UVB. (A) Queratinocits de ratoli wt o
Trex2" no irradiats o irradiats amb UVB (150 JJmAl cap de 18 hores es van fixar i es va ferd& |
per TREX2 iyH2AX.

6.1.5 TREX2 s’acumula en regions de cromatina poc condeada i en

micronuclis

L'analisi de la distribucié subcel-lular de TREX2rpimmunofluorescencia a queratinocits
primaris en cultiu mostra una localitzacido d’agaegptroteina en mudltiples focis distribuits
discontinuament en arees del nucli amb cromatina gandensada, aquelles arees on la
cromatina comenca a condensar-se durant el praezda dhort cel-lular per apoptosi, com
reflexa el marcatge amb TUNEL (Fig R9H). Per cogmiaes detecta senyal per TREX2 en els
C0SS0Ss apoptotics caracteristics dels ultims estalila mort cel-lular programada (Fig. R9I),
suggerint una accio transitoria en la progressitag@ptosi. A més a meés, s’observa una senyal
intensa de TREX2 en aquelles cél-lules positivesrpmlucrina que es van desenganxant de la
placa degut a la mort cel-lular produida per difeigcié dels queratinocits (Fig. R9C, R9J i

RIK). Destacar I'intens marcatge observat en etsamuclis de cél-lules tant mononucleades
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com binucleades (Fig. R9D i R9F). La mida i la dexislels focis de TREX2 en els micronuclis
de les cel-lules binucleades com a consequéncteadedment ambytochalasin-BCyt-B), una
droga que inhibeix la citoquinesi, és major quesknnuclis originals (Fig. R9F), evidenciant
gue TREX2 s’acumula en la cromatina que no s’'incapen el DNA nuclear de les cel-lules
filles que s’acaben de dividir. De fet, TREX2 tan@sétroba present en alguns nuclis metafasics
(Fig. R9G). En concordancga, I'expressié ectopic&’BR-TREX2 (Fig. R9L-P), pero no YFP
(Fig.R9Q i R9R) en la linia cel-lular de queratit®tiumans HaCaT reprodueix els mateixos
patrons de localitzacié subcel-lular descrits peggrbteina endogena a queratinocits primaris de
ratoli. Per tant, TREX2 es recluta diferencialmemes estructures nuclears en funcio de I'estat

de la cromatina.
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Figura R9. TREX2 s'acumula en regions de cromatingoc densa i en micronuclis(A) Pell de ratoli
irradiada amb UVB (2 kJ/fX3). (B) Queratindcits de ratoli tractats ami¥CEC-E; H-J) Queratindcits
de ratoli tractats amb UVB (150 Jjo (F) Cytochalasin B(Cyt-B) abans de la irradiacié amb UVB i
(G) queratindcits no tractats en mitosigk) en diferenciacio, marcats amb anticossos cont&&aXPR
involucrina o TUNEL, com s’indicgL-P) Cél-lules HaCat amb expressio estable de YFP-TREHXQ

i R) YFP, irradiades amb UVB (150 Jn(L,M i Q), o (N) tractades amb Cyt-B abans de la irradiacio
amb UVB o(O,P i R) no tractades. Nuclis marcats amb DRAQ5 o DAPI cimdica. Imatges de
fluorescencia amb contrast de fase representatelegatrons trobats. Magnificacio original 63x KA\
100x (L-R).

6.1.6 TREX2 es recluta en micronuclis amb DNA danyat, onnteracciona

amb la histona H2AX fosforilada

Per determinar si TREX2 és mobilitzava als llocsdday al DNA, vam irradiar queratinocits
primaris de ratoli en cultiu amb UVC a través dfiltne amb un diametre de porus deu®, de

tal manera que la irradiacié de les cél-lules emd®més en punts molt concrets del nucli. La
localitzacié de les lesions es va fer analitzamhatcatge dgH2AX. L'analisi per microscopia
confocal no va mostrar que TREX2 es mobilitzedlats on hi havia hagut lesio al DNA (Fig.
R10A i R10B), mentre que altres proteines conegpeéseu rol en la reparacié de lesions al
DNA com RAD51 si que s’hi reclutaven (Fig. R11)ntia s’havia descrit (Haadt al, 1999).
Només es va detectar superposicio de TREX2 ammslfpcisyH2AX del nucleosoma, en
gueratinocits irradiats globalment (Fig. R10C). Patra part, si que vam observar
col-localitzacio de TREX2 amiH2AX en molts micronuclis (Fig. R10D).

S’ha descrit que la fosforilacié de la histona H2AX clau no només per la senyalitzacio del
dany sin6 també per la degradacié del DNA duramidat cel-lular (Baritauet al, 2010). Un
marcatge homogeni dgi2AX afectant tota la cromatina del micronucli Sasia amb la seva
degradaci6 independentment de la degradacié nudlearadaset al, 2010). En aquest context,
vam observar una col-localitzacié substancial deEEXR i yH2AX en els queratinocits
desenganxant-se del substrat en cultiu (Fig. RL@B)els queratinocits que estan morint de les

capes suprabasals de la pell irradiada amb UVB Hi§F).
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Per determinar si la col-localitzaci6 de TREXH2AX observada per immunofluorescéncia
podia estar mediada per una interaccio entre anshjgha¢eines es van dur a terme experiments
d'immunoprecipitacié. Les co-immunoprecipitacionsCo(P) demostren que TREX2
interacciona amlyH2AX en les cel-lules HaCaT que sobreexpressen MEEX2 irradiades
amb UVB. La interacci6 és independent de la unibMA de qualsevol de les dues proteines,
doncs el tractament amb DNAsa dels extractes tais|uprevi a la ColP no I'elimina (Fig.
R10M). La interaccio també es va analitzar perardfuna altra aproximacio experimental, el
pull-down on es confirma qugH2AX s’associa també amb MBP-TREX2 (Fig. R10N). En
conjunt, aquests resultats indiqguen que TREX2 pmumedir als extrems lliures del DNA
interaccionant amb la proteina H2AX fosforiladagfprentment en la cromatina en procés de

degradacio.

La irradiacio dels queratinocits amb UVB provocaaugment significatiu de la freqiéncia de
micronuclis positius per TREX2 (Fig. R10G i R10WH2AX (Fig. R10J) i TREX2yH2AX
dobles positius (Fig. R10l). Ara bé, no es van plasediferéncies en la freqiencia de
micronuclis basals o induits per UVB (Fig. R1I0K1@), ni de micronucligH2AX positius
(Fig. R10J) entre els queratindcits wiex2". Per tant, TREX2 no condiciona la formacié de

micronuclis, encara que no podem excloure queidfestat del DNA micronuclear.

Figura R10. TREX2 col-localitza i interacciona ambyH2AX en els micronuclis. IHF de lesions al
DNA produides per la irradiaci6 amb UVC a travésndfiltre amb porus de fm de diametre déA)
cél-lules HaCaT-YFP dB) queratinocits primaris de ratol{C) queratinocits primaris de ratoli
globalment irradiats amb UVB (150 J)m(D) amb micronuclis(E) desenganxant-se del substrdE)i
pell de ratoli irradiada amb UVB marcada amb assos contrgH2AX i TREX2. (G) Percentatge de
micronuclis TREX2 positius comptats en absénciéHd preséncia de Cyt-B {I) percentatge de
micronuclis doble positius per TREX2 yH2AX o (J) positius peryH2AX. (K) Frequéencia de
micronuclis en queratindcits de ratoli wtTeex2" no irradiats o irradiats amb UVB (150 Jjnen
abséncia L) preséncia de Cyt-B. En preséncia de Cyt-B nomésesomptar els micronuclis de les
cél-lules binucleades. Les dades representen jananita i la SEM de 3 experiments independ@atd,

J i K), i la mitjana d’'un experiment on es van contar mésmil cél-lules per condicifH, L). (M)
Interaccié6 de TREX2 yH2AX en cél-lules HaCaT amb expressio estable dB-YREX2 irradiades
amb UVB (150 J/rf) analitzada per immunoprecipitacigN) Pull-downamb proteina MBP-TREX2 i
lisats de queratinocits primaris de ratoli irragliamb UVB. Nuclis marcats amb DRAQ5 o DAPI.
Diferéncies significatives entre tractats i no tmés segons el test detlde Student no aparellat (*, P <
0.05; *** P < 0.001).
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Control

CPD/DAPI Rad51/DAPI merie
Figura R11 . Detecci6 del dany al DNA induit per laadiacié UVC. Queratinocits de ratoli no tractats

o irradiats amb UVC (100 JAna través d'un filtre amb porus deuf de diametre es van marcar amb
anticossos contra RAD51 i CPD. Nuclis marcats aRA\R5 Magnificacio original 63x (A) i 100x (B).

uvC
5 pm filter

6.1.7 La pérdua de TREX2 altera la resposta inmunitaria @ la pell front la

irradiadiacié amb UVB

L’estudi histopatologic de les pells de ratolinsdiiats amb UVB de forma aguda o cronica,
revela que els ratolinErex2” s6n més resistents que els wt a la inflamacié gelldnduida per

la radiacio UVB (Fig. R12A). Aixi, el nombre relatd’abscessos en I'epidermis i de cel-lules
infiltrants en la dermis és menor en les pellsatelins Trex2" que en les wt 48 hores després
de la irradiaci6 aguda (Fig. R12C). Les pells wthibgixen més infiltrat immunitari
perifol-licular 24 hores després de la irradiaciineca i 48 hores després de la irradiacié aguda
que les pellsTrex2". Aquest infiltrat consta principalment de neulfi macrofags,
significativament disminuits en les pellsex2” respecte dels wt, perd no de CD3, la preséncia
dels quals disminueix molt després de la irradiaon UVB, fet que es pot associar al conegut
efecte immunosupressor descrit per la irradiaciBUWig. R13A). A més a més, en les pells
irradiades cronicament, I'augment en el nombre aees cel-lulars en I'epidermis, que pot

actuar com a mesura de proteccié de la pell ctaireadiacié, és menor en el ratdtiex2” que

en el wt (Fig. 12B).
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Per definir a nivell molecular els canvis que oeordiferencialment en les pells irradiades amb
UVB en abséncia de TREX2, vam mesurar el mRNA desgée les principals citoquines
proinflamatories (TNE&, IL6, IL12a, IL1a i IL1B), antiinflamatories (IL10 i TGPB),
guimioquines (CCL5 i CXCL10), interferons (IFN IFNK), gens induits per interferons de
tipus 1 (Mx1 i IRF7), gens de defensa (iNOS), miptintimicrobians (CAMP/LL37) i gens de
resposta a estrés (Raetle) que son lligands degptoes NKG2D, tant de les pells wt com
Trex2" en les diferents exposicions a UVB. L'abséncia &EX2 disminueix la induccié de
molts d’aquests gens a la pell irradiada amb UVig.(R12D), en concordanca amb el fenotip
amb menys inflamaci6 que presenten les pells déims Trex2". Concretament, 'augment de
MRNA induit per la dosi aguda de radiacio UVB dgdsas IL6, CAMP i Raetle a 24 i 48 hores,
i de TNFo i IL12a 48 hores després d'irradiar és menor en els natdliex2” que en els wt.
Analogament, 24 hores després de la irradiacidicaprls increments del mRNA de T&F
IL12a, Raetle, CAMP, IFNi dels gens dependents d’lifNCXCL10, CCL5 i iNOS sobn
significativament més baixos en les pells del fafoéx2” respecte del wt. En coheréncia amb
aquests resultats, la fosforilacié dels factorgrdascripci6 STAT1 i STAT3 induida per la
senyalitzacio del receptor per IFN IL6, respectivament, també es més baixa en la pe
irradiada del ratolTrex2” que en el wt (Fig. R13C). No s'observen diferéneirda induccié
del mRNA d’IL1a, IL10, TGH3, IFNK i IRF7 (Fig. R13B), ni en I'abundancia de la piote
IkBa (Fig. R13C). En resum, aquestes patro diferemscibfatlla la rellevancia de TREX2 en el

modelatge de la resposta inflamatoria de la peitreda radiacio UVB.
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Figura R12. L'abséncia de TREX2 afecta la respostinflamatoria de la pell en resposta a la
radiacié6 UVB. (A) Talls histologics tenyits amb H/E de les pellsiifirex2”, tractades amb radiaci6
UVB i els controls. Imatges representatives dediésréncies entre les pell wtTirex2" pel que fa al
nombre d'abscessos, la hiperplasia de I'epiderriisfiltrat immunitari. (B) EI nombre d'infiltrats és
relatiu a la longitud de I'epidermis. Caracteriibace l'infiltrat immunitari de cél-lules mieloides
(CD11b), limfocits T (CD3) i macrofags (F4/80). HEisafics mostren el nombre mitja de cél-lules
contades en els camps de microscopia indi¢@sQuantificacié de la hiperplasia epidérmica compta
el nombre de cél-lules presents en cada capa dksladmina basal fins a I'estrat corni i el gruig d
I'epidermis.(D) Expressio de gens immunitaris induits per la @dia)VB en les pells de ratolins wt i
Trex2" determinada per RT-qPCR. Els grafics mostren land i la SEM d’almenys 4 ratolins per
condici6 i genotip. Diferéncies significatives dest de Mann-Whitney entre genotips: (#, P<0.@5, #
P<0.001); entre tractats i no tractats (*, P<0*05P<0.01, ***, P<0.001).
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Figura R13. Resposta inflamatoria en resposta a laradiacio amb UVB en les pells dels ratolins wt

i Trex2”. (A) Deteccié de cél-lules mieloides (CD11b), limfocit{CD3) i macrofags (F4/80)B)
Expressio de gens immunitaris analitzats per RTRIP() nivells de fosforilacié de STAT1 i STATS3 |
proteina totalkBa en extractes proteics de pells de ratoli Wtex2" irradiats amb UVB determinats
per Western blot. Els grafics mostren les mitjaan@b la SEM d’almenys 5 ratolins per cada condicio i
genatip. Diferéncies significatives pel test de MaMhitney entre genotips: #, P<0.05, ### P<0.001, i
entre control i tractats: *P<0.05, ** P<0.01, **<B.001.
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6.2 Paper de TREX2 en la PSORIASI

6.2.1 TREX2 es sobreexpressa en lesions psoriasigues

En diferents estudis d’analisis massius d’expregsidica a pell normal en relacié a la lesio
psoriasica en humans, es detecta un nivell d’egfgrele TREX2 molt més elevat en les lesions
psoriasiques en relacié a la pell no lesionadaig(Reet al, 2007; Yacet al, 2008; Gudjonsson

et al, 2010; Tianet al, 2012; Liet al, 2014). Per confirmar i caracteritzar aquestaatié es
van dur a terme estudis de RT-gPCR per determieapressio dels diferents transcrits de
TREX2 en pell humana sana i psoriasica. En comgaeanb la pell normal, tant el transcrit S,
que codifica per la isoforma de 236 aminoacids, adnranscrit L1, que codifica per la
isoforma de 279 aminoacids, amb pesos moleculareafs d’aproximadament 26 i 30 kDA,
respectivament, s’expressaven en quantitats mpkreus en la lesio psoriasica (Fig. R14A).
La sobreexpressio de TREX2 no era tan sols un esdaent transcripcional. Com s’observa en
els analisis de western blot (Fig. R14B) i d'immflaorescencia (Fig. R14C), els nivells de
proteina eren molt superiors en la lesié psoriagspecte la pell normal. En les extractes totals
i les immunoprecipitacions de pell psoriasica egata la banda de 26 kDa corresponent a la
isoforma curta, pero no la isoforma llarga de 3GkB més a més, detectavem una banda
d’aproximadament 19 kDa. Tampoc detectavem el ¢régnsl ni la isoforma proteica de 30
kDA en els queratinocits primaris humans (NHEK)ceitiu a I'estadi de preconfluéncia, o en
l'estadi de postconfluéncia en el que adquireixesraadors de diferenciacio. De fet, quan
s’expressava de forma ectopica el cDNA que codifieala isoforma L1 a la linia cel-lular
HaCaT, que no expressa quantitats detectables BEXZBe forma endogena, es generaven tres
isoformes proteiques de pesos moleculars aparesgpsodimadament 30, 29 i 26 kDa, que
correspondrien a l'inici de traduccio a partir delascun dels tres ATG que hi ha en pauta de
lectura a I'inici de lbpen reading frameEl primer i el tercer corresponen als inicis @da&ticcio
dels transcrits L1 i S (Fig. R14B). En aquest caintsi bé no podem descartar que sigui un
producte de proteolisi, la banda de 19 kDa detactadles mostres de psoriasi pot ser resultat
de I'is com inici de transcripcié del segiient ABGuyat 107 aminoacids més avall de I'ATG
inicial de la isoforma llarga de 279 aminoacids: faat, I'inici de traducci6 d’as preferent dels

transcrits de TREX2 per la maquinaria traduccianalivo i in vitro, a queratinocits primaris i
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linies de queratindcits transfectades, seria elopaifica per la isoforma proteica de 26 kDa, i
en condicions d’elevada expressio també podria @ ga un de meés intern generant-se una
isoforma de 19 kDa. Aquesta isoforma potencialnpeatria interaccionar amb el DNA pero li
mancarien residus critics per I'activitat exonusteéPerrinoet al, 2005; Cheret al, 2007b;
Perrinoet al, 2008).

Per altra banda, I'analisi d'immunohistofluoresdanmostra com la proteina TREX2 en la pell
normal humana, presentava una expressio restriegides capes més superiors i diferenciades
de I'epidermis i de la beina del fol-licle pilognt en el nucli com en el citoplasma dels
gueratinocits. L’elevada expressié de TREX2 es etacionava amb la diferenciacio dels
gueratinocits, com indica I'expressié d’involucrinan marcador de diferenciacio dels
queratinocits (Eckerét al, 2004). Ara bé, en la pell psoriasica, I'express#6TREX2 sembla
desmantellar-se i s’expandeix a la majoria de cappsabasals de I'epidermis. Assenyalar que
en la lesio psoriasica, el marcatge per TREX2 eeagnt i intens tant en els queratinocits en
diferenciacié, com en cel-lules en procés de divisde mort. A més a més, també es detectava
expresssio a corneocits de regions paraquerat&siquperqueratosiques de I'estrat corni (Fig.
R14C). TREX2 es localitza en el citoplasme i ellpun s’acumula. Coincidint amb estudis
previs, I'expressio de la involucrina s’alteravdaalesié psoriasica (Bernaret al, 1988). A
I'epidermis psoriasica, la involucrina és presemtas les capes suprabasals, pero no a I'estrat

corni, mentre que en la pell normal I'expressidestringeix a I'estrat granular i I'estrat espinoés.

Figura R14. TREX2 se sobreexpressa en les lesiorsopasiques. (A)Nivells dels transcrits L1 i S de
TREXZ2analitzats per RT-gPCR en les pells normals iigsigues i en cultius primaris de queratinocits
humans (NHEK) preconfluents o al cap de 8 diescpoftuéncia. El grafic mostra la mitjanana i la SEM
d’almenys 3 mostres per condici®) Analisi per western blot de I'expressio de TREXRdads lisats
totals i immunoprecipitats de les mostres de psbriaNHEK preconfluents i al cap de 8 dies
postconfluéncia. Com a control positiu es van &ralilisats de HaCaT amb expressié heterologalestab
dels transcrit L1 i S de TREX2, que codifiguen fmrisoforma curta (236 aa) i llarga (279 aa) de
TREX2. L'especificitat de la senyal es va compropaeincubant I'anticds amb proteina humana
recombinant (rhTREX2), que disminueix la senyaledebandes en els pesos esperats de TREX2 perd no
de les bandes inespecifiqudg) Expressio de TREX2 i involucrina en la pell humamamal i
psoriasica determinada per IHF. Nuclis tenyits &RAQS5. Les linies discontinues indiquen els limits
de l'estrat corni amb preséncia de paraqueratdsiagteriscs indiquen nuclis apoptotics; les fletxe
obertes indiquen nuclis paraqueratosics; les fietancades indiquen mitosis. Magnificacio origid@x
(panels superiors) i 40x (panel inferior, corresdrequatre panel pell psoriasica.
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6.2.2 La deficiencia de TREX2 disminueix el fenotip psoasic induit per

I'aplicacié d’'lImiquimod

Amb l'evidencia que TREX2 es desregula en les tesipsoriasiques, ens vam preguntar Si
aquesta exonucleasa estava implicada en la paaiiegia psoriasi. Per coneixer la rellevancia
de TREXZ2 en aquesta patologia de la pell, vam avaldesenvolupament de la psoriasi en el
ratoli Trex2" utilitzant un model muri d'induccié transitorisimflamacié cutania molt semblant
al de la psoriasi humana, mitjanancant I'aplicagid’esquena dels ratolins d’Aldara (nom
comercial de la pomada que conté el principi abtiiguimod) (van der Fitset al, 2009).
L’avaluaci6 del pes corporal i la severitat derllaimacié a la superficie de la pell tractada va
mostrar un fenotip diferencial en ratolins defi¢tgede TREX2 en relacié als wt. Concretament,
els ratolinsTrex2™ van perdre menys pes, amb diferéncies significatale dies 2, 3 i 6 de
tractament (Fig. R15A), i mostraven significativartneenys descamacio i eritema (Fig. R15B i
R15C) que els wt en els dies 3 i 4. Aquests masedkes el gruix de la pell tractada també era
significativament menor en els ratolifisex2” que en els wt (Fig. R15D i R15E). Per altra
banda, no es van observar diferéncies de pes emeless (Fig. R15F), indicant que no hi havia
diferéncies a nivell sistemic. Per tant, en absedei TREX2 s’altera la resposta especificament
en la pell.
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Figura R15. L'absencia de TREX2 disminueix la seviat de la inflamaci6 induida per Imiquimod

en la pell. (A) Percentatge de pérdua de pes dels ratolindlvexd” tractats amb Imiquimod al llarg del
temps respecte el pes a dia 0 de tractaniBpRepresentacié grafica del grau de descamacideneai
de 0 a 4: 0, cap; 1 poc; 2, moderada; 3, marcadapid marcada(C) Vista macroscopica de I'aparenca
dels ratolins wt iTrex2" a dia 4 del tractament amb ImiquimdB) Gruix de la pell de I'esquena dels
ratolins wt i Trex2" al llarg del temps. La mesura correspon a la qeeladoblada(E) Tall histologics
representatius de les pells wiriex2” tenyits amb H&E. Magnificacié original 104°) Representaci6
grafica del pes mig de les melses Wréx2" a dia 4 i dia 8 de tractament amb Imiquimod. Efigs
mostren la mitjana i la SEM d'almenys 6 ratolins aiga genotip. Diferéncies significatives entre
genotips: Test de Mann-Whitney (#, P < 0.05; ##,@R01; ###, P < 0.001).
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Posteriorment, I'analisis histopatologic de lescgmts de pell ens va revelar I'existéncia de
diferencies significatives a nivell d’'inflammacidtee els ratolinsTrex2” i els wt. Es va
analitzar la pell a dia 4 de tractament, momentlegue eren més evidents les diferéncies
fenotipiques i a dia 8, coincidint amb el finaltdectament i quan molts dels efectes transitoris
de I'lmiquimod ja han practicament desapareguts&eractament les pells dels ratolirex2”
eren histologicament iguals que les dels wt. Nobstovaven defectes anatomics en
larquitectura de la pell ni es detectaven infigrale cel-lules del sistema immunitari (Fig.
R16A). Ara bé, a dia 4 de tractament amb Imiquimladformacié de microabscessos a la
superficie de [I'epidermis, resultat de la infiliacprincipalment de neutrofils, era
significativament inferior en les pells dels ratsliTrex2” comparada amb les dels wt, on
gairebé recobrien tota la longitud de I'epiderntigy( R16A i R16B). A dia 8 de tractament ja
no s’observaven abscessos en cap dels dos gerfeéipsant, aquestes dades indiquen que el
fenotip inflamatori transitori induit per I'imiquiod té una cinética transitoria similar en

preséncia i abseéncia de TREX2, pero quantitativag®menor en abséncia de TREX2.

A més a més, l'analisi histologic mostrava que diaent de paraqueratosi, provocat pel
tractament amb Imiquimod i resultat d’'una desregdladel procés de diferenciacié dels
queratindcits, era més elevat en els ratdlirex2” en comparacié amb els wt. Les diferéncies
eren evidents i significatives a dia 4 de tractam&s mantenien en menor grau encara que no
de forma significativa fins el dia 8 (Fig. R16A L&B). Aquestes dades i el fet que TREX2 és
present a les zones de paraqueratosi de les mdstigsoriasi humana (Fig. R14C), suggereix
gue aquesta exonucleasa pot tenir un paper ratleveel procés de diferenciacié aberrant dels
gueratinocits en la placa psoriasica.

Aixi, les dades obtingudes indiquen que TREX2 ésctor actiu en la inflamacié de la pell

induida per Imiquimod i que, sota condicions dé&strTREX2 col-laboraria en la degradacié

nuclear associada al procés de cornificacio oelii@acio terminal dels queratinocits.
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Figura R16. Menys absessos i més paraqueratosi irithi per I'lmiquimod en abséncia de TREX2.
(A) Tall histologics tenyits amb H/E representatiusedepells wt iTrex2” controls i tractades 4 o 8 dies
amb Imiquimod. Magnificacio original 20%B) Representacio grafica de la quantificacio delsedmsos

i les plaques de paraqueratosi en les pells denswt i Trex2” controls i tractades 4 o 8 dies amb
Imiquimod. Els valors corresponen al percentatgg dei pell afectada en relacié a la longitud total d
I'epidermis. Els grafics mostren la mitjana i laNbE’almenys 6 ratolins de cada genotip. Diferéncies
significatives entre genotips: Test de Mann-Whit(#gyP < 0.05; ##, P < 0.01).
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6.2.3 El tractament amb Imiquimod provoca una expressio berrant de
TREX2

Donat que l'absencia de TREX2 a ratoli augmentdsaniells de paraqueratosi i conferia
resisténcia a la inflamacio de la pell tractada &amiguimod, vam analitzar la seva expressio |
localitzacié en la pell de ratoli en condicionstrohi als 4 i 8 dies de tractament.

Com s'il-lustra a la Figura R17, I'expressio de ™2Een la pell del ratoli normal, com a

’humana (Fig. R14C), es va detectar principalmeediestrat granular de I'epidermis. Aquest
patré6 es mantenia tant en la fase d’anagen comaldgen del creixement del pel i els nivells
d’expressio es correlacionaven positivament angyael de diferenciacié dels queratinocits com
guedava pales per la seva localitzacio tissularillgxpressié del marcador de diferenciacio
K10. A més a més, també es va observar un fortatgeae TREX2 en la glandula sebacia i en
la beina interna de I'arrel del fol-licle capil-l&rfespecificitat de la tincié de I'anticos quedava
demostrada inequivocament per l'absencia de marcattes mostres procedents del ratoli
Trex2". El fet que no s'observessin alteracions aparents| desenvolupament del pél, ni en
I'estructura del fol-licle, ni de la glandula sebaen el ratolirex2” indica que I'expressié de

TREX2 no en condiciona la seva formacié ni desarparnent
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Figura R17. L'expressio de TREX2 es localitza en $ecapes més diferenciades de I'epidermis, en la
glandula sebacia i en la beina interna de I'arrel el pél Expressié de TREX2 i K10 en pells de ratoli
wt i Trex2" a les fases d’anagen i telogen del pél. El niedizan marcar amb DAPI. Linies de punts
indiquen limit entre dermis i epidermis. Magnifigaoriginal 20x.
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Analogament al que haviem observat en les lesisosgsiques humanes (Fig 14C), la induccio
del fenotip psoriasic amb Imiquimod en ratoli esr@acionava amb un gran augment dels
nivells d’expressio de TREX2 i amb una localitzatig§ular aberrant (Fig. R18A). L'analisi per
IHF de I'expressio de TREX2 a les pells tractadab émiquimod durant 4 dies va mostrar dos
patrons diferenciats d’elevada expressio de TREX@litzats un en les zones amb infiltracié
leucocitaria i un altre en les regions amb hipeaiplahiperqueratosi i paraqueratosi. En les
regions amb elevada infiltracio leucocitaria i @pedermis danyada amb signes de regeneracio,
hi havia un marcatge molt intens de TREX2 en lggores corresponents a les glandules
sebacies, que patien una gran hipertrofia com @tag¢slel tractament amb Imiquimod. A les
imatges de contrast de fase (Fig. R19) es pot htsalala morfologia de les glandules sebacies i
la immunolocalitzaci6 de TREX2. Per altra banda, l&n regions amb hiperplasia i sense
abcessos es va detectar expressio de TREX2 erplasiltiapes de I'epidermis suprabasals, amb
un patr6 de marcatge similar de TREX2 a l'obsemmatla psoriasi humana (Fig. R14C),
detectant-se un marcatge intents de TREX2 en duecés en procés de divisid, diferenciacio o
de mort i en nhombrosos corneocits. L'especificit@guest marcatge es va comprovar en les
pells Trex2" (Fig. R18B). Per tant, el fenotip psoriasic tant flumans com en ratoli esta
associat a una elevada induccié de TREX2, que g8sp tant a queratinocits proliferatius, com

en procés de mort cel-lular o diferenciacié.
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TREX2/DAPI K10/DAPI
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Imigquimod (day 4)
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Figura R18. El tractament amb Imiquimod provoca unaexpressio aberrant de TREX2 en la pell.
Analisis per IHQ de I'expressi6 de TREX2 i K10 eellp de ratoli(A) wt o (B) Trex2" control o
tractades durant 4 o 8 dies amb Imiquimod. Nuchsaats amb DAPI. Magnificacié original 20x. Linies
de punts fins indiquen limit entre dermis i epidistrtinies de ratlles discontinues indiquen epiden
regeneracio, linies continues indiquen limits dgldadula sebacia.
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TREX2 DRAQ5 phase contrast

Figura R19. Expressié de TREX2 en la glandula sebéa. Andlisis per IHQ de I'expressio de TREX2
en pells de ratoli wt control o tractades duramtieb amb Imiquimod. Nuclis marcats amb DRAQ5.
Magnificacié original 63x. Linies discontinues igdén limits de la glandula.

Control

Imiquimod

A més a mes, vam observar que TREXZ2 es concerdreagions nuclears positives gei2AX
(Fig R20), un marcador, com he esmentat anteriarnderruptures dobles en el DNA (Baritaud
et al, 2010). S'observava principalment a queratinositprabasals, tant amb cromatina
compactada (asterisc), com no compactada (fleba@)romanents nuclears de l'estrat corni
(fletxa oberta). Aixi, de forma similar al que hawi observat en les pells irradiades amb UVB
(Fig. R10), TREX2 colocalitza amb \&2AX en queratinocits estresssats, podent parti@pa

el processament del DNA i facilitar tant la mort- kédar com la degradacio nuclear, que té lloc
durant el procés de diferenciacio dels queratisocit

131



Resultats

TREX2/DRAQ5

Overlaped
focal planes

Single focal plane

132



Resultats

Figura R20. Colocalitzacié de TREX2 yH2AX en queratindcits de pells tractades amb Imiquinod.
Analisi per microscopia confocal de I'expressio TREX2 i yH2AX en pells de ratoli wt tractades
durant 4 dies amb Imiquimod. Nuclis marcats amb QRAAsteriscs indiquen nuclis amb cromatina
compactada i fletxes tancades indiquen nulis aminatina no comopactada on hi ha tmcalitzacié de
TREX2 i yH2AX; fletxes obertes indiquen indiquen presen@al@REX2 en la hiperqueratosi; caps de
fletxes indiquen nuclis paraqueratosics. Liniepdets fins indiquen limit entre la dermis i I'epides,
linies de ratlles discontinues indiquen limits ttascorni. Magnificacioé original 63x.

6.2.4 La deficiencia de TREX2 disminueix el fenotip proiflamatori i la mort

cel-lular induits per I'lmiquimod

L’Imiquimod afecta la integritat de I'epidermistedant la proliferacio, diferenciacié i mort dels
gueratinocits i induint una resposta proinflamadkvalteret al, 2013; Haet al, 2014; Works

et al, 2014; Yinet al, 2014). El fet que tant a la pell psoriasica humeom a la murina hi
hagués una expressio aberrant de TREX2 en quesisinyoliferant, diferenciant-se o morint,
juntament amb l'alteracié del fenotip psoriasic @&mséncia de TREX2 suggeria un paper
rellevant de TREX2 en l'inici i/o desenvolupamerdgliesta patologia inflamatoria de la pell.
Per caracteritzar I'efecte de la deficiencia de XREn la resposta immunitaria a 'lmiquimod,
vam analitzar en les pells dels ratolins Wréx2" la induccié de I'expresssié de les principals
citoquines implicades en la psoriasi (IL23, 6L ITNFa, IL1a, IL1B, IL6, IL17a, IFNy i IFNK)

i gens proinflammatoris (iNOS, MPO) o amb funciaisora antimicrobicides i de capacitat
d’interaccié amb el DNA, com el péptid antimicrol@&MP/LL37, implicats en la patogénesi
de la psoriasi (Fig. R19A). Aixi mateix, també es analitzar I'expressio de marcadors de

diferenciaci6 dels queratinocits, com la involuariK10 i loricrina.

L’expressio de la IL23, principal citoquina assaleiaa I'inici de la patogenesi de la psoriasi,
augmenta en les pells tractades amb Imiquimod @2d.A), coincidint amb les dades descrites
anteriorment i que caracteritzen aquest model waiinduccio de psoriasi (van der Figt al,

2009). Per altra banda, sorprenentment, no es temtde expressio de la interleuquina IL17,
l'altra citoquina clau en el desenvolupament i @ivat de la psoriasi. Probablement, la no
deteccié d’expressié del mRNA de la IL17 estigdac®onada amb la soca de ratoli i la
transitorietat de la induccié. S’ha descrit queidduccié de la IL17 és inferior a la soca

C57BL/6 en relacié a la soca Balb/c, que és mésildena I'lmiquimod i que la induccié
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transitoria d’'IL17 és posterior a la de IL23 (vaer dritset al, 2009). En concordanca amb el
fenotip psoriasic més lleu observat en les pétsx2”, la deficiéncia de TREX2 disminuia
significativament la induccié de la citoquina IL28.més a meés, la induccido del mRNA de
citoquines proinflamatories de la immunitat innatab un paper rellevant en la patologia de la
psoriasi, com TN& i IL1a, del peptid antimicrobia CAMP/LL37, i dels gens pftamatoris
MPO i iNOS disminuia significativament en les petictades dels ratolingex2” respecte les
wt. Consistentment, també trobem una menor quadt& TAT3 fosforilat (activat per diverses
citoquines proimflamatories), i nivells proteicssmiinuits d'iNOS i Ly-6g, marcadors
d'infiltracié i activacié de leucocits, en les melirex2” respecte les wt (Fig. R21B). També,
coincidint amb els analisis d'immunfluorescéncigg(iR18), trobavem nivells molt elevats del
transcrit (Fig. R21A) i la proteina TREX2 (Fig. R®1en les pells dels ratolins wt tractats amb
Imiquimod comparades amb les control. Per altrad@atiexpressio de la loricrina, un dels
principals gens relacionats amb la diferenciacits apieratinocits, que es troba fortament
desregulada en la psoriasi (Kiebh al, 2011), era significativament més baixa en letsmls
ratolinsTrex2” en relacié a les dels wt a dia 8 de tractament laniduimod. En resum, aquests
resultats demostren que en abséncia de TREX2 es faeresposta inflamatoria i s’altera el

patré de diferenciacio anomal associat a la pgorias

Finalment, per determinar si la deficiencia de TRExectava la mort cel-lular induida per
I'Imiquimod, vam analitzar I'activacié de la caspa®i el processament de PARP, marcadors de
mort cel-lular per apoptosi. Aixi mateix, vam fer marcatge de TUNEL per detectar mort
cel-lular tant per apoptosi com per necrosi i, 8 ménés, aval-luar si hi podia haver diferéncies
en I'acumulacié de DNA fragmentat. Com s’obsenda figura R21B, els nivells de caspasa 3
activa (fragment p17/19) i de PARP processat (jp8h)its pel tractament amb Imiquimod eren
inferiors als extractes de les pellex2” que als de les pells wt a dia 4. A dia 8 els lfsvie
caspasa 3 activa eren més baixos, perd es mantesiafiferencies entre genotips, i no es

detectava processament de PARP.
Per altra banda, el marcatge de TUNEL (Fig R21C3trawa que en les regions d’abcessos era

on principalment s’observava una diferencia impurentre ambdds genotips. El marcatge de

TUNEL era menor en els ratolifex2” que en els wt. A més a més, el patré també era
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diferent. En les pells deficients per TREX2 el naége de TUNEL s’acumulava en les capes
més distals, mentre que en la pell wt, hi ha delslpositives distribuides en una regié amplia
(Fig. R21C). Per tant, TREX2 condiciona la mort kegar induida per I'lmiquimod.

En conjunt, aquests resultats mostren que I'apbcddmiquimod en les pells dels ratolins
provoca una sobreexpressio i localitzacié aberdanfTREX2, que afavoriria la mort dels

gueratinocits, que estan sotmesos &uamoveraccelerat, i la consequent resposta inflamatoria.

Figura R21. Deregulacié de la resposta immunitariaja diferenciacié i I'apoptosi en les pells
deficients de TREX2 en resposta a I'lmiquimod. (A) Expressié de gens immunitaris induits per
I'Imiquimod en les pells de ratolins wtTirex2" determinada per RT-qPCR. Els grafics mostren la
mitjana i la SEM d'almenys 6 ratolins per condicgenotip. Diferéncies significatives del test darvi-
Whitney entre genotips: (#, P<0.05, ## P<0.001)ectnictats i no tractats (*, P<0.05, **, P<0.01*,*
P<0.001).(B) Nivells de proteines claus en la senyalitzacidadeesposta immunitaria i 'apoptosi en
extractes proteics de pells de ratoli WErex2"~ tractats amb Imiquimod. Cada carril correspon a un
“pool’ de com a minim 4 lisats de pells de la mateixadici6 i genotip(C) Imatges representatives del
marcatge TUNEL en pells wilirex2" tractades amb Imiquimod durant 4 dies.
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Discussi6

L’exonucleasa TREX2 va ser identificada al genomandmifers fa més de 15 anys (Mazur and
Perrino, 1999), i si bé a nivell bioquimic i molé&ues va caracteritzar rapidament i actualment
es coneixen bastant bé les seves propietats estlsct els mecanismes d’interaccié amb el
DNA (Perrinoet al, 2005; Cheret al, 2007b; de Silvat al, 2007; Perrinet al, 2008), encara
se sap relativament poc sobre la seva rellevarg@dgica i les vies cel-lulars en les que esta
implicada. Precisament, la generacié del rafoix2” deu anys després (Paggal 2009) va
permetre comencar a profunditzar en el coneixengntla funcié biologica d’aquesta
exonucleasa. Concretament, es va identificar TREX® un supressor tumoral en condicions
d’estres genotoxic en queratinocits, on majoritagat s’expressa (Parret al, 2009). Els
resultats d’aquesta tesi mostren que TREX2, promwinsecament la mort dels queratinocits
danyats, modelant aixi extrinsicament la respastaunitaria de la pell a la radiacio UVB,
principal agent natural implicat en la carcinogémesla pell, i a 'lmiquimod, agent inductor
d’'un fenotip psoriasic transitori. TREX2 promountert dels queratinoctis danyats impedint-ne
la reversio al facilitar degradacié del DNA més daieseva reparacié. En conjunt, les nostres
dades indiquen que TREX2 tindria un paper teixpeeffic clau en el manteniment de
I'homeostasi de la pell en resposta a agents esdgendogens que acaben generant condicions

d’estrés cel-lular.

7.1 Expressio de TREX2 en la pell

Els estudis duts a terme previament pel nostrerddtnd delimitaven I'expressio de TREX2 a
I'epiteli estratificat de la pell, la llengua, I&®g i el cervix, i concretament als queratinocits.
Malgrat altres autors han descrit I'expressié daNARIe TREX2 a cél-lules embrionaries o de
proteina a altres tipus i linies cel-lulars, o iteixxom fetge i pulmons (Cheet al, 2007b),
nosaltres no detectem expressié de TREX2 a nivelpmbteina ni mMRNA a cap altre tipus
cel-lular diferent del queratinocit. L'analisi deexpressio tissular per western blot i
immunofluorescéncia a diferents teixits, empramh @ control negatiu les mostres del ratoli
Trex2", ens ha permés descartar hibridacions inespeesfique sovint donen els anticossos per
reactivitats creuades. Si bé en el ratoli nomésoasix un transcrit per TREX2, a humans se
n’han descrit almenys tres (Cheh al, 2007b). El comu a ambdues especies codificager |
isoforma de 236 aminoacids (transcrit S). El trah&d huma codifica per una isoforma de 279

aminoacids, que conté 43 aminoacids addicionalslalia isoforma S a I'extrem N-terminal.
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Curiosament, les nostres dades demostren que ia @ealrttranscrit L1 també es genera la
isoforma S, segurament per I'Us preferent de I'AlBern, com es dedueix dels estudis
d’expressid heterologa i pel fet que ni en situasion es detecta una sobreexpressio del

transcrit L1, com en psoriasi, no detectem a npedteic la isoforma de 279 aminoacids.

Amb els experiments realitzats en aquesta tesi dwotat més I'expressio teixit especifica de
TREX2, al trobar que els nivells d’expressio d’asfaeexonucleasa estan relacionats amb I'estat
de diferenciaci6 dels queratinocits. Aixi, els @iieocits de les capes més diferenciades son els
gue presenten un marcatge més intens de TREX2 srardllisis d'immunofluorescencia.
L’expressido més elevada es detecta majoritariaraeria capa granular, tant a la pell murina
com a la humana. En les mostres de pell humangyrgsenten més capes que la de ratoli, es fa
evident 'augment d’expressio de TREX2 a les capgsabasals, paral-lelament a 'augment de
I'expressio de marcadors de diferenciacio com lelurcrina o la K10. D’acord amb aquesta
observacio, en cultius primaris de queratinocitsaleli, I'expressio heterogenia de TREX2 es
correlaciona amb I'expressié de la involucrina. Aspa correlacio també I'hem observat en els
cultius de queratinocits humans, que comencenféaediciacié quan arriben a la confluéncia
(Poumay and Pittelkow, 1995). En aquest modelpfessiéo de TREX2 es detecta a nivell de
proteina només a partir del dia 5 de confluénaianggambé s’esta induint I'expressio d’altres

gens de diferenciacio, com la involucrina.

Fixant-nos amb més detall en els analisis d'immiusoéscencia de pell també hem identificat
'expressio de la proteina TREX2 en les glanduldsasies associades als péls, aixi com en la
beina interna de l'arrel del pél. Aquest patr6 @iessié s’'associa una vegada més amb la
diferenciacié del queratinocit, i suggereix que,EM2 podria tenir un paper important en la
cornificacio i/o en la fisiologia de les estructiraccessories de la pell, com els pels i les
glandules sebacies. En ratolins amb delecions de gee codifiquen per proteines estructurals
de la pell, com la Loricrina, es troben defectem iretardament en la formacio de la barrera
epidermica, que provoquen una major permeabilimtsdbstancies del medi extern i una
augmentada fragilitat dels seus corneocits (Ketlal, 2000). En d’altres casos, com en la
deleci6é de la K10, es dona una hiperproliferacits dpieratinocits i un augment del mida

d’aquests aixi com hipertrofia de les glandulesasis i hipersecrecio de lipids (Reichelt and
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Magin, 2002; Reichelet al, 2004). En el cas déhockoutde la DNAsallL2, que presenta un
patré d’expressido extremadament semblant al de TREXloent expressio majoritaria en la
capa granular, glandula sebacia i la beina inteeigoel (Fischeet al, 2007) s’observa una
defecte en I'eliminacié del DNA dels corneocitsom que queda DNA acumulat en els cabells,
les propietats mecaniques d’aquests queden alestievenint meés trencadissos (Fisatter
al., 2011b). En el ratolirex2” no hem trobat defectes en la formaci6 de I'estoahi, ni en
I'arquitectura del péel o les glandules sebaciesaicions basals, si bé no s’han dut a terme els
estudis per coneixer les caracteristiques de &sdal elasticitat dels pels. Ara bé, en situacions
d’estrés cel-lular, com el causat pel tractamerth &imiquimod en el model d’induccié de
psoriasi a ratoli, si que s'observa un augmentdmfaqueratosi en la pell amb deficiencia de
TREX2. Aguest fet que suggereix un paper rellevdntTREX2 en la degradacié del DNA

nuclear durant el procés de cornificacié en condid’ estrés.

Les funcions de la glandula sebacia tot just s'estlescobrint. Relegada a un segon pla
d’'importancia es creia que tan sols servia per gersl sebum i que estava implicada en la
formacio de l'acne. No és fins al 1999 que s’eslabla primera linia immortalitzada de
sebocits humans (Zouboulkd al, 1999) i els descobriments apunten que particgpandnera
prominent en 'homeostasi de la pell. S’encarretgatetar lipids i antioxidants a la cara
externa de la pell que mantenen la integritat debdarera epidérmica i protegeixen els
gueratinocits de la llum UVB (Marques al, 2002). Recentment, s’ha vist que també participa
de manera activa en la defensa de I'organismeoen fie les agressions bacterianes gracies a la
sintesi i secrecidé de multiples proteines antinbienoes com leg-defensines o el CAMP/LL37
(Lee et al, 2008). L’abundant acumulacio de TREX2 en els sbdnés diferenciats podria
indicar que aquestes cel-lules, derivades delstjnecits, acumulen proteina per posteriorment
excretar-la a I'exterior on podria actuar com agantimicrobia o antiviric. Aquesta funcié de
TREX2 encara no ha estat testada pero sera ind@tefes-ho en un futur. En aquest sentit, s’ha
descrit que la DNasall2, endonucleasa presentsé&ratecorni, inhibeix la formacié dels
biofilms necessaris per la colonitzacié Feeudomonas aeruginos&staphylo-coccus aureus

contribuint aixi a la immunitat innata en la pé&tkhartet al, 2007).
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7.2 Mecanismes d’accié de TREX2: reparacio vs degradatidel
DNA

Les nostres dades indiquen que en queratinocits danlg al DNA, TREX2 intrinsicament
influeix més en la degradacié del DNA que no padaeseva reparacio. TREX2 afavoreix
I'execucio irreversible de la mort cel-lular, qudaavegada influeix i condiciona la resposta

immunitaria associada a la regulacié de la repardei DNA i la resposta anti-tumoral.

La llum UVB causa diverses lesions directaments@bDNA, essent la formacié de CPDs una
de les més freqlients. Aquestes lesions interfereaxeb processos vitals de la cél-lula com la
replicacio o la transcripcio i si no es repareerags originen trencaments dobles de la cadena
del DNA, amb la consequient fosforilacié de la H28M2AX). En la pell del ratolTrex2", les
lesions CPD i la fosforilacio de H2AX en resposia &VB perduren en major grau al llarg del
temps respecte del ratoli wt. Aixd pot ser degdba motius, 0 no es reparen eficientment les
CPDs o les cél-lules amb lesions al DNA no sénislies per apoptosi o per altres vies de
mort cel-lular a partir dels mateixos umbrals daydan les pellsTrex2". Per contra, la
incorporacié de®H-Timidina en resposta a les lesions produides Iperadiacié UV esta
atenuada en els queratinocifsex2”, indicant que TREX2 col-labora d'alguna manera en
I'escissio i reparacio del dany al DNA. Aquest ttesiuin vitro, es correspon i pot explicar la
permanéncia de lesions CPD durant més temps evelissTrex2” que en les wt, ja que sense
TREX2 I'eliminacio i reparacio del dany seria memjiient. Pero, paradoxalment, en abséncia
de TREX2 els queratinocits s6n més resistentsigold induida per la radiacio UVB, enlloc de
ser més sensibles, com succeeix amb gens impéndts reparacio de lesions al DNA causades
per la radiacio UVB. Si TREX2 tingués un paper otmula reparacié de les lesions al DNA,
trobariem disminuit el nombre de clons en l'assgsupervivencia clonal dels queratinocits
Trex2" respecte dels wt, ja que en no poder reparar efioient el dany les cél-lules moririen.
No tan sols no és aixi, sind que els queratindeciég2” sobreviuen més que els wt, indicant que
TREX2 tindria més aviat un paper proapoptotic. Aels nostres resultats indiquen que en els
queratinocits irradiats amb UVB, TREX2 no particgignificativament en la ruta de reparacio
NER, responsable de l'eliminacié de lesions al DiWuides per UV. Aquesta dada és
congruent amb la inexistencia d’activitat exonusted’-5’ en els mecanismes de NER (Shuck
et al, 2008; Jarretet al, 2012). De fet, s’ha desciiih vitro que TREX2 pot modificar la

142



Discussi6

reparacio del DNA per les vies EF-PRR i NHEJ taet rdanera positiva com negativa
(Bennardoet al, 2009; Huet al, 2013), i la seva prevalencia semblaria estaruohtada pel

tipus de lesi6 i el context cel-lular. En aquesttisecal assenyalar que existeix una gran
diversitat en la reparacio del dany al DNA i 'apmg en resposta a UV entre diferents tipus

cel-lulars, com per exemple fibroblasts i queratitsaD'Erricoet al, 2003).

Sorprenentment, en els queratinocits deficientsTBEX2, malgrat la reparacié del DNA es
troba afectada no s’observen diferéncies en elgllaide fosforilacio degH2AX, pero si que
s’observerin vivo a les pells irradiades. Com que la fosforilacigid2AX també és necessaria
per I'execucié de la mort cel-lular, tant per apgpttom per necrosi (Baritaugt al, 2010;
Imreh et al, 2011), la manca de diferéncies en els nivellgHiBAX a queratinocits podria ser
consequencia del balang entre 'augment dels siviiH2AX per una reparacio deficient del
DNA i la disminucié per una mort cel-lular deficieRer altra part, els nivells gel2AX més
elevats en les pells deficients de TREX2, peromels queratinocit¥rex2”, es poden explicar
pel fet quein vivo entren en joc molts més factors i tipus cel-lulempacos de regular la
reparacio del dany al DNA i la mort cel-lular que estan presents en el cultiu com ara les
citoquines produides per cel-lules immunitariesh¢&ez and Schwarz, 2009). De fet, les
diferencies en els nivells de CPDgH2AX son paral-leles a les dels nivells d'inducdith12,
una citoquina que té un paper clau en la via NERepgaracio del dany al DNA (Schweaetal,
2002).

Per altra part, la major persisténcia de CP@42AX en les pells del ratolirex2”, es pot deure

a un defecte en la mort cel-lular dels queratisodiényats. Les nostres dades demostren per
diferents aproximacions experimentals que els dquécits de la pell dels ratolingrex2”
pateixen menys mort cel-lulaan resposta a la radiacio UVB. Tant els analigisvitro
(alliberacio de DNA apoptotic al citoplasma, mageaamb Annexin V, cicle cel-lular) coim

vivo (marcatge de TUNEL i caspasa 3 activa), ens mosie TREX2 promou la mort cel-lular

i que la seva abséncia provoca que cel-lules asimnk al DNA sobrevisquin enlloc de morir.
Cal assenyalar, que la determinacié de mort cal-hér apoptosi o altres formes en la pell no és
tan senzilla com podria semblar priori. A més a mes, diferents autors troben resultats

contradictoris en quant als esdeveniments que &xelua la mort dels queratinocits en la pell.
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Aixi, en resposta a la radiaci6 UVB, no sempre cdigix el marcatge de TUNEL i el de
caspasa 3 activa (Takeuddtial, 2004). El procés de mort cel-lular associadadifégienciacio
s’ha descrit que ocorre sense processament depasa3 (Lippenst al, 2000; Fischeet al,
2005), pero alguns autors han descrit activacia daspasa 3 en condicions normals (Okuyama
et al, 2004). Per altra banda, en el procés de corniical nucli dels queratinocits es degrada
generant extrems lliures de DNA (Ishida-Yamamettal, 1998; Eckharet al, 2012). En canvi

en la pell en condicions normals és extremadamigicil drobar cél-lules TUNEL positives
(Haakeet al, 1998; Eckharet al, 2013). El rapid recanvi dels queratinocits perdel-lules de

la lamina basal sumat al procés de diferenciad& fagocitosi de les cel-lules danyades per
macrofags podrien ser la causa de la dificultadetectar cél-lules apoptotiques en I'epidermis.
Aixi doncs no existeix un métode perfecte per detear I'apoptosi en la pell, i la millor
manera és abordar-la des de diferents metodolofjieses a més, existeixen d’altres tipus de
morts cel-lulars com I'apoptosi independent de @ssp i la necrosi. Concretament, en
I'apoptosi independent de caspases la fragmentaci@ar és depenent d’AlF (Yat al, 2006),
aixi que les cél-lules es marcarien amb TUNEL isiaztivarien les caspases. També, en la

necrosi pot haver-hi degradacio del DNA sense acitivde les caspases (Galluezal, 2009).

Les nostres dades clarament demostren que TREX#oomma tant el processament del DNA
com la mort dels queratinociis vivo a la pell en resposta a la radiacié UVB. El mayeatmb
TUNEL de les pells irradiades dona un patré beerdiit entre ambdos genotips. Mentre que a
les pells wt es detecta un gran nimero de nucliSHIUpositus als estrats vius de I'epidermis, a
les pellsTrex2” n’hi ha menys. Pero a I'estrat corni, la imatgénésrtida. EI marcatge TUNEL
€s més abundant en abséncia de TREX2, fet quaainde acumulacio de DNA fragmentat més
elevada. Per altra part, I'activacio de la cas@asamés es detecta despres del tractament cronic
de la pell. El fet que el marcatge de TUNEL i depasa 3 activada no sempre coincideixi i
difereixi en funcié de la dosi i patré d'irradiadiddica una activacié diferencial de les vies de
mort cel-lular depenent de I'administracié de UMiila preséncia o absencia de TREX2. En la
pell, les cel-lules que es desenganxen de la laimsal tenen mecanismes que inhibeixen
'apoptosi (Lippenset al, 2009). EI TUNEL marca extrems lliures del DNA siguin generats
per apoptosi 0 necrosi, per accié directa de geiost® per reparacid (Grasl-Kraug al,
1995; Kanohet al, 1999). Per tant, el marcatge Uunic de TUNEL nandgatiu del tipus de

144



Discussi6

mort cel-lular. El tipus de mort cel-lular amb pattUNEL positiu i caspasa 3 activa negatiu
s’ha descrit que ocorre en varietats de ratoli pigats, com els C57BL/6. Seria una mort
dependent de melanina, degut a la generacié deatadiuperoxid produits per la incidéncia
d’elevades dosis de radiacié UV en la melanina €lakiet al, 2004). El marcatge de nuclis
TUNEL positius més elevat als estrats basal, esgis@prabasal de les pells wt en relacio a les
Trex2" indica un paper actiu de TREX2 degradant el DNAantenint aixi extrems 3'-OH
lliures, que acabaran afavorint de forma irrevéesid mort cel-lular. Aquesta hipotesi també es
recolza en els resultats obtinglits vitro, on veiem que el pas dels queratindditex2” a
estadis tardans de I'apoptosi en resposta a lagiadUVB es veu compromes. En abséncia de
I'estimul, la induccié de la mort cel-lular per ppmsi é€s reversible en les fases inicials
(anastasis) i la cel-lula pot sobreviure malgrattlivaci6 de caspasa 3 i la fragmentacio del
DNA (Tang et al, 2012). Aixd provoca que les cél-lules que sol@vipuguin presentar
aberracions cromosomiques i activacio d’oncogerenglet al, 2012). Per altra banda, el
marcatge més elevat TUNEL a I'estrat corni de Elsfrex2” respecte les wt indica una major
acumulacié de DNA fragmentat/danyat en l'estratnca@an abséencia de TREX2. Per tant,
TREX2 té un paper clau en la degradacio del DNAearcdurant el procés de diferenciacio

terminal dels queratinocits en pells irradiades afviB.

Les nostres dades demostren que la deficienciaREEXZ disminueix la mort cel-lular per
apoptosi, depenent de caspasa 3, en pells irradga®rma cronica amb UVB o tractades amb
Imiquimod. Per tant, en resposta a estimuls queeirén mort cel-lular, TREX2n vivo
promou l'apoptosi dels queratinocits. El fet quevitro no s’observin diferéncies en l'activacio
de la caspasa 3 entre els queratindcits Wrek2™ en resposta a la radiacié UVB, perd que la
pérdua de TREX2 dificulti el pas a estadis irreN#es de I'apoptosi, indica que TREX2 actua
per sota de l'activacié de les caspases, facili@mmtegradacié del DNA i la subseglient mort

cel-lular.

La cornificacio és un altre tipus de mort cel-lypamgramada que té lloc durant la diferenciacié
terminal dels queratinocits, que va associadadedgadacio del nucli, entre altres components
subcel-lulars (Eckhaset al, 2013). Defectes en I'eliminacié del nucli delsr@ocits generen

paraqueratosi, freqlent en malalties de la pelkexisteix un gran recanvi dels queratinocits
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degut a una exacerbada proliferacid, com és etleda psoriasi. El fet que els ratolifieex2”
presenten indexs de paraqueratosi mes elevatslgud en resposta a Imiquimod, indica que
TREX2 té un paper rellevant en la degradacié nudiesant la diferenciacio terminal dels
gueratinocits en condicions d’'estrés. La presedeid REX2 en l'estrat corni i en els nuclis
paraqueratotics tant en la pell psoriasica humanaen la de ratoli recolza aquesta hipotesi. De
fet, hi ha un gran desconeixement dels gens intpliea la degradacié del DNA nuclear durant
el procés de cornificacid. Fins ara, només la eadeasa DNAsell2, s’ha relacionat amb
'enucleacio dels queratinocits és la DNAsell2,0parepitelis concrets, com el plantar i el
d’'ungles i pél (Fischeet al, 2011b).

Resumint, les nostres dades indiquen que TREX2 lenqeeratinocits té un paper clau
promovent la degradacié del DNA, i que aquest m@val sobre les funcions reparadores,

afavorint aixi la mort cel-lular i I'eliminacié d=l-lules danyades.

7.3 TREX2 i yH2AX

TREX2 es concentra en els micronuclis, on veiemaplidocalitza amb |gH2AX, que juga un
rol critic tant en la reparacié com en la degradlate@l DNA durant els processos de mort
cel-lular per apoptosi i necrosi (let al, 2006; Baritauckt al, 2010). Per altra part, no detectem
mobilitzacié ni redistribucié de TREX2 als llocsirtiuccié puntual de dany al nucli. Si bé no
podem descartar que €s doni per sota els nivelldetiecci6 o amb una cinética diferent a
l'analitzada. La fosforilacio de la histona nuclewsl H2AX ocorre quan es donen ruptures
dobles al DNA, i els nivells/marcatge sén relatieanmolt elevats en contextos associats a
degradacié de cromatina en comparacidO a situacosreparacié, com als nuclis de
queratinocits patint mort o diferenciacié cel-luldaambé en determinats MNs (Lippeesal,
2009; Terradast al, 2010; Eckharet al, 2013). Sorprenentment, tot i augmentar la preaenc
de MNs positius per TREX2 en resposta a la radiddipno hem trobat que sigui necessari per
la seva formaci6 ni per la seva eliminacié. Aixs queratindcits wt iTrex2” mostren les
mateixes frequencies de formacié de MNs, encaranqugodem excloure que el contingut i la

conformacio del DNA dels MNs sigui diferent entte @os genotips.
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In vivo s’observa col-localitzacio de TREX8H2AX en queratinocits de les pells tractades tant
amb UVB, com amb Imiquimod. A més a més, experisiede pull-down i co-
immunoprecipitacio demostren que hi pot haver m@raccio directa entre TREX2/H2AX.

Per tant, és temptador especular si TREX2, intewaaot amb H2AX, pot formar part del
degradasoma (Baritawet al, 2010), participant de manera directa en la degiadiel DNA un

cop es generen extrems 3’ lliures.

7.4 TREX2 i resposta immunitaria

La radiaci6 UV desencadena una complexa comuniaadidular entre els queratinocits i les
cel-lules immunitaries, que genera una respostaumiaria coordinada per mantenir
'homeostasi de la pell i la immunovigilancia cantel cancer (Pasparakit al, 2014). En

abséncia de TREX2, tant en el model d’irradiacidds#ivB com en el d’'induccié de psoriasi
per Imiquimod, s’altera la resposta immunitaria.itrgportancia de la immunovigilancia en el
cancer de pell qgueda palesa per I'elevada incidedei SCC en individus immunodeprimits
(Mackintoshet al, 2013). Per altra banda, la la psoriasi €s unaltisinflamatoria associada a

una infiltracié de cél-lules immunitaries (Lowetsal, 2014).

La mort dels queratinocits, pot ser un potent inolude la resposta immunitaria en la pell, ja
sigui per necrosi (Chet al, 2009; Heet al, 2009; Zhangpt al, 2009; Bonneet al, 2011) o per
apoptosi (Nencet al, 2006; Omoriet al, 2006; Panayotova-Dimitrowat al, 2013; Weinlichet

al., 2013). Cada cop hi ha més evidéncies que cd-tldmyades, estressades o en procés de
mort cel-lular, alliberen o exposen molécules eselea superficie que actuen com a senyals de
perill en el sistema immunitari, sén els anomera#gVIPs (damage-associated molecular
patterng (Kaczmareket al, 2013). La majoria d’aquestes molécules (com eARN'ATP) no

fan funcions immunologiques dins la cel-lula peron wop alliberades esdevenen
immunogeniques. Inicialment, 'emissi6 de DAMPs @sia exclusiva de la necrosi, pero
recentment s’ha descrit que també s’alliberen dutapoptosi, beneficiant la resposta
antitumoral (Obeidet al, 2007; Garget al, 2012; Galluzziet al, 2014). La fagocitosi de
cel-lules apoptotiques per part dels macrofags ndesiena l'alliberacié de citoquines

antiinflamatories com IL10 i TGF (Chunget al, 2007). Tot i aixd aquest procés també pot
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desencadenar una resposta inflamatoria si es ddnsegon estimul conjuntament, com el
reconeixement de PAMPg4dthogen-associated molecular pattgrosd’altres senyals (Hoet
al., 2013).

Senyals de dany com el DNA genomic en I'espai egtréular, condueix a la produccio d’IFNs
de tipus | i citoquines proinflamatories. Inesparaént, el deficit de TREX2 no altera la
resposta d’IFNs de tipus | i redueix la inflamadalgrat 'acumulacié de DNA observat en els
ratolins Trex2"~ després de la irradiaci6 amb UV, no es produeia tesposta inflamatoria
diferencial a través de IFN tipus I. El més probadé que el DNA acumulat en l'estrat corni
dels ratolinsTrex2" resulti inaccessible a les cél-lules dendritiquekdell, responsables de la
majoria de I'lFN produit en resposta a la detedadfragments de DNA. S’ha descrit que les
cel-lules de Langerhans, cel-lules dendritiqueagptdérmiques, no fagociten els queratinocits
morts terminalment diferenciats (Boehncke et a@93). Per altra part, les senyals dels
queratindcits morint, més abundants en el wt quesleratoli Trex2”, poden ser facilment
detectats per les diferents poblacions de cél-ldiesdritiques, incloent les cel-lules de
Langerhans, pDC i mDC, i les NK, provocant la sagtivacio i la regulacié de I'expressié de
de multiples gens, com citoquines proinflamatoriesmtiinflamatories. Recentment, s’ha vist
que les cel-lules de Langerhans no estan implicadel§nici de la psoriasi pero regularien
negativament la inflamacié durant la fase activdadealaltia mentre que el paper de les pDCs
és més controvertit. Les pDCs no serien essenpw&id’inici del fenotip psoriasic a ratoli
(Wohnet al, 2013), pero l'instigarien (Glitznet al, 2014).

Els nostres resultats revelen la participaci6 deEXR promovent i modelant la resposta
immunitaria a la radiacio UVB i I'lmiquimod. Espécament, la perdua de TREX2 comporta
una reduccid dels gens induits per UVB importams lp immunovigilancia de tumors com
IL12, IFNy, CXCL10 i RAET1E (Veselyet al, 2011; Franciszkiewicet al, 2012). La I1L12 i
'IFNy promouen la diferenciacio i activacié dels limfscil citotoxics, que sOn claus per
inhibir la iniciacio i progressio del cancer (Lét al, 2014). A més a més, la IL12 és necessaria
per la induccié dels enzims reparadors del DNA alevih NER, en resposta a les lesions
produides per UV (Schwaet al, 2002). La major preséencia de lesions al DNA proes per

la radiacié UV en les pells dels ratolifieex2” en comparacié amb les dels wt es pot atribuir a
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la menor induccié d’aquesta citoquina. Aixi mateikmenor augment en els ratolifiex2” de

les citoquines IL6 i TN&, citoquines proinflamatories que regulen proliég@ai mort dels
gueratinocits (Tsaalbi-Shtylikt al, 2009), es pot correlacionar amb les alteracionkanort
cel-lular, hiperplasia i inflamacié observada endellsTrex2" en resposta a la radiacié UV.
Analogament, I'abséncia de TREX2 altera la respodtamatoria induida per I'lmiquimod..
Concretament, es desregula I'expressio de gensiatsal fenotip psoriasic, incloent citoquines
com la IL23, ILTx i TNFa; enzims proinflamatoris, com la MPO i la INOS, éeppids
antimicrobians, com el CAMP/LL37. La IL23, secretgger les DC activades, és clau per la
expansio i supervivéncia dels limfocits T17, resgadites de la sintesi de la IL17, havent-se
implicat I'eix IL23/IL17 en la inflamacio associadala psoriasi en ratolins i humans (Gafétn
al., 2014). EITNFa s’ha relacionat amb el reclutament de mDC i T12&i@dneret al, 2003)
terapéutic d’anticossos contra 1L23, TNF i IL17 Hamostrat la importancia d’aquestes
citoquines en la patologia de la psoriasi (Loweesl, 2013; Loweset al, 2014). Els nivells
reduits en les pells deficients per TREX2 de MPxhressada majoritariament en neutrofils
(Ly6G+), es relaciona amb la menor formacié d’absos. Apart, en l'infiltrat psoriasic s’ha
descrit un tipus de DC absents en la pell normad, spn productores de TMFINOS, les Tip-
DCs (Lowes et al., 2005), que seria interessargrsstrontribuixen a les diferéncies observades
en I'expressio d’'aquests gens en absencia de TREX2L1a, alliberada pels queratinocits
estressats o0 en procés de mort promou la inflam@&ealdmeyeret al, 2010) i I'alliberacié de
factors mitogénics per part de les cél-lules esaterf\Werneret al, 2007) i el reclutament de
cel-lules mieloides (Ridest al, 2011). Finalment, el CAMP/LL37, produit en bquet pels
gueratinocits en resposta entre altres estimwddlall7 i TNFa, s’ha relacionat tant amb l'inici,

com amb el manteniment de la inflamacié cronicdliggand Lande, 2008; Lands al, 2014).

Aixi, les nostres dades indiquen que TREX2 regutdlta positivament la resposta
immunitaria de la pell front estimuls estressafis. mecanismes moleculars encara no els
coneixem en detall, pero segurament estan relasi@amab el seu rol afavorint la degradacio del
DNA en cel-lules danyades i la subsegient mortuéa; bé per apoptosi, be per necrosi o per
altres vies. La mort cel-lular no és invisible pistema immunitari i el processament del DNA
apoptotic i necrotic pot condicionar el seu recramient pel sistema inmunitari innat. En aquest

sentit s’ha vist que els fragments de DNA petitsi $9€s immunogénics que els grans
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(Dombrowskiet al, 2011). Aixi, és temptador hipotetitzar que TREXRgradant el DNA a
partir dels extrems 3'OH, condicionaria la mida D&IA fragmentat i el seu reconeixement, per
part dels receptors d’acids nucleics de les céklde la immunitat innata. Els fragments de
DNA genomic propi units al péeptid antimicrobia LL&AMP s’ha vist que tenen un paper
crucial en l'activacio de les DC (Lané¢ al, 2007), i dels queratinocits estimulats amb @NF
(Chiliveru et al, 2014).

Paradoxalment, la deficiencia de TREX2 genera natfe immunitari clarament diferenciat del
generat per la deficiéencia de TREX1, proteina aabue comparteix una elevada homologia
estructural i bioquimica (Hos al, 1999; Mazur and Perrino, 1999, 2001a, b). EllfdiexI"
tampoc presenta una elevada frequencia de mutaegpsntanies ni elevada incidencia de
cancers, desenvolupa una miocarditis d’origen aflieonatori (Moritaet al, 2004). Mutacions
en el gen TREX1 s’han associat amb malalties amwinitaries com el sindrome de Aicardi-
Goutieres i Lupus Eritematds (Crow and Rehwinke09®. TREX1, que es troba ancorada a la
membrana externa del reticle endoplasmatic, és paula degradacié del DNA present al
citoplasma procedent d’estructures aberrants geeeran la replicacidé, segments de DNA de
retrovirus endogens, i DNA produit per la retros@iptasa de virus com el VIH. En abséncia
de TREX1 s’acumula aquest DNA que genera una respoes IFN de tipus | generant
autoimmunitat (Moritaet al, 2004; Yanet al, 2010; Schoggingt al, 2011). La localitzacio
subcel-lular en diferents compartiments, I'exp@esi® TREX2 limitada en epitelis estratificats,
i un fenotip diferencial dels ratolikmockoutper aquestes exonucleases constaten que TREX1 i

TREX2 tenen funcions molt especifiques i no redumsl entre si.

7.5 TREX2 i cancer

Segons estimacions de 'OMS (Organitzacié Mundalal Salut), uns 3 milions de persones a
'any sén diagnosticades de cancers de pell SCGuelimplica la meitat de tots els cancers
diagnosticats al mén (World Health Organization]l PO La incidéncia de SCC va augmentant i,
malgrat que rarament comprometen la vida, podentafeseverament la salut (Albert and
Weinstock, 2003). El déficit de TREX2 augmenta &cmogenesi de la pell induida per
genotoxics quimics (Paret al, 2009) i per UVB en ratoli. Ambdos agents sonpeiscipals

desencadenants de les mdltiples alteracions gemesétique porten a l'aparicid de tumors
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derivats de queratinocits. Les nostres dades iedigqque I'expressio de TREX2 als tumors
escamosos esta desregulada. De manera similae alftaudescrit pel supressor tumoral NM23-
H1, que també posseeix activitat exonucleasa §Bbissanet al, 2010), TREX2s’expressa
abundantment en les lesions premalignes pero ksspy es perd amb la desdiferenciacio dels
tumors. Aquesta troballa concorda amb la hipotes GREX2 actuaria com un supressor
tumoral en la tumorigénesi de tumors escamososnddBes resultats indiquen que TREX2 és
important en les primeres fases de I'aparicio tigisors en ratoli, ja que els ratolins deficients
per aquesta exonucleasa tenen més incidencia degunduits per UVB pero no s’observen
diferencies en les caracteristiques metastasigleduimors respecte els ratolins wt. Els estudis
en humans realitzats al nostre laboratori, on edetarminar la preséncia de SNPs en el gen
TREX2en els tumors i teixit no tumoral, reflecteixenaumajor incidencia del conjunt de
variants rares dEREX2en els pacients amb tumors escamosos, si bé&jiaeineia és molt baixa
(Gomez D, Tesi doctoral 2015). Aquest fet suggegei la variabilitat génica eFrREX2podria

ser un factor predisposant en I'aparicié de tunessamosos. En aquest context, confirmant el
rol de supressor tumoral de TREX2, s’ha descritaotacio en la linia germinal que inactiva el
gen TREX2i que estaria associada a la predisposicio a camderectal (Smithet al, 2013).
Calen perd més estudis a gran escala per tal daman les associacions entre variants de

TREX2i incidencia de SCCs o altres patologies de |a pel

7.6 TREX2 i psoriasi

Hem observat que I'exonucleasa TREX2, a més a meesenir un paper rellevant en el
queratinocit en resposta al dany al DNA causatcpecinogens com el DMBA (Paret al,
2009) o la radiacié UV, és un actor actiu en laogahesi de la psoriasi, una de les malalties
inflamatories de la pell més comuna, caracteritzaelauna proliferacid descontrolada i una
diferenciacié alterada dels queratinocits, hipergtosi, paraqueratosi i infiltracié de cél-lules

immunitaries (Lowe®t al, 2014).

Les nostres dades demostren que una sobreexprafigi@cio del patré d’expressio de TREX2
en les lesions psoriasiques. Confirmem aixi lesedlagrevies d’expressi6 de mMRNA
mitjanancant I'ds de microarrays on es detectavgran augment de I'expressio dBREX2en

la pell psoriasica en comparacio amb la pell noriRalischlet al, 2007; Yaoet al, 2008; Liet
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al., 2014). Si bé en la pell psoriasica hi ha unaaglavinduccio tant del transcrit L1 com del
transcrit S, que codifiquen per la isoforma lla(@@9 aminoacids) i curta (236 aminoacids) de
TREX2 respectivament, a nivell de proteina nomédetscta I'expressio de la isoforma curta.
Aixi, a nivell proteic només hi ha sobreexpress® ld isoforma de 236 aminoacids, que
coincideix amb I'Gnica isoforma detectada a rat®lREX2 s’expressa principalment en els
gueratinocits de la capa granular, la més llunyateabasal. En la pell psoriasica, I'expressio de
TREX2 s’estén, i s’observa una elevada expressia gran nombre de capes suprabasals. A
més a meés, TREX2 també s’acumula a regions hipeatpsiques i paraqueratosiques de
I'estrat corni. Aquest augment de I'expressio ptisa conseqiéencia de la desregulacié de la
proliferaci6 i diferenciacié dels queratinocits del procés inflamatori associat a la psoriasi. En
estudis futurs sera interessant determinar quiitesjuines i/o factors de creixement estan

implicats en aquest fort augment de I'expressid REX2 en I'epidermis psoriasica.

Malgrat TREX2 s’acumula en arees de paraqueratiperqueratosi de les lesions psoriasiques
humanes i murines, I'activitat de TREX2 no semigiassificient per eliminar tots els romanents
nuclears. Es ben sabut que en la malaltia de kagssexisteix una desregulacié i una pérdua de
funcié de molts enzims de la pell, com ara la DNIA$3 caspasa 14 o mesotrypsin (Fisoster
al., 2011b; Hosteet al, 2013; Yamamoto-Tanakat al, 2014). Donat que I'enucleacié
requereix diferents vies, la disfuncié permaneiraasitoria d’una de les vies pot ser suficient
pel desenvolupament de la paraqueratosi. De fepéfdua d’expressido o funcié d’aquests
enzims en la psoriasi, podria desencadenar la eqgimessio de TREX2 com a mecanisme per
tal de compensar la disminucio de les altres viesutleacié. A més a més caldria comprovar
la funcionalitat de TREX2 en les lesions psoriasgjyper descartar que no estigués funcionant
aberrantment. En aquest sentit seria interessawfuaplir en la genética de la malaltia i
caracteritzar els polimorfismes del gen de TREX2vetalts de psoriasi per tal d’esbrinar si

mutacions en el gen poden ser causa de la malaltia.

El model muri d’inducciéo d’'un fenotip psoriasic aribniquimod, un analeg del receptor
TLR7, ha permeés determinar la funcid i rellevangandlltiples molecules implicades en la
patogéenesis de la psoriasi (van der Eital, 2009; Hosteet al, 2013; Wohnet al, 2013; Di
Meglio et al, 2014; Haet al, 2014). El fet que el ratoli deficient de TREX2genti un fenotip
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més lleu que el ratoli wt indica que TREX2 té urpgraactiu en la generacié d’aquesta
patologia. Les nostres dades han permes identlfeanucleasa TREX2 com un regulador de
la mort cel-lular, I'enucleacié dels queratinocitda inflamacié en la pell tractada amb
Imiquimod. Per tant, TREX2 juga un paper clau epdsofisiologia de la psoriasi i podria ser
considerada una diana pel tractament.

7.7 Models pel paper de TREX2 en la pell

En aquesta tesi s’ha estudiat el paper de TREX&8iferents models de patologia de la pell,
expandint els resultats previs pel que fa a laimagenesi i aportant noves implicacions pel que
fa a la malaltia de la psoriasi. En ambdues patedodni ha una desregulacio de I'expressio de
TREX2, fet que subratlla la importancia que pugenirt en el seu desenvolupament. En
condicions d'estrés, la pérdua de TREX2 causaaaitams en la mort cel-lular i la resposta
inflamatoria de la pell. Aixi, en els queratinociexposats a la radiacio UV, TREX2
intrinsicament seria clau en la degradacio del DiNés que en la seva reparacid, promovent
I'execucio de la mort cel-lular i la subseqienpossa immunitaria associada amb un increment
de la reparacié del DNA i immunitat antitumoraldFD1). Analogament, en els queratinocits
exposats a I'lmiquimod, TREX2 facilitaria la degaat del DNA i la mort cel-lular modelant
l'activacié de la resposta immunitaria associadafeslotip psoriasic (Fig. D2). Com que
'expressio de TREX2 es restringeix a la pell, ésgible que sigui un mecanisme de defensa
especific dels queratinocits per fer front als iplds agents nocius als que estan exposats.

Alhora, podria constituir una diana especificatpatament de patologies associades a la pell.
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Figura D1. Model de I'accié de TREX2 en la pell iradiada amb UVB. TREX2 estaria involucrat tant

en la reparacié com en la degradacié del DNA prambla mort cel-lular dels queratinocits danyats, i
com a consegliéncia s'activa, per I'emissié de DAMBSnmunitat innata. TREX2 interaccionaria amb
yH2AX, que juga un paper central en la reparaci6 @A danyat i I'apoptosi. Promovent la mort
cel-lular, TREX2 actua com a estimul pel desenadent d’'una resposta immunitaria associada amb la
proteccié de I'epidermis, la reparacié del DNA iitamunovigilancia de tumors. A més TREX2
participaria en la destruccié del nucli dels quetdits, per una correcta diferenciacié en condigio
d’'estrés. La pérdua de funci6 de TREX2 comportdidaigment d'inestabilitat gendomica en els
queratinocits i una defectiva resposta immuitanidrent a agents causants de dany al DNA, factlitan
carcinogénesi, i comprometent la correcta formdeifa barrera epidérmica.
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Figura D2. Model de l'acci6 de TREX2 en la inducciéde psoriasi per I'lmiquimod. TREX2
facilitaria la degradacié del DNA durant la mortl-tdar dels queratinocits danyats i el procés de
cornificacié. Promovent la mort cel-lular i poseiblent determinant la mida dels fragments de DNA,
TREX2 modula l'activacié de les cél.lules dendrigg i la subseqiient inducci6é de la citoquina IL23,
clau en el procés inflamatori associat a la psiorias
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8 Conclusions






Conclusions

1. L'expressié de TREX2 es troba alterada en pgitedode la pell, com la carcinogenesi de
tumors escamosos i la psoriasi. Aixi, hi ha un aargnide I'expressié de TREX2 en lesions
premalignes i una perdua en els tumors més indiféats i metastasics. Per altra part, en lesions
psoriasiques es dona un fort increment i canviglgmtrdé d’expressié de TREX2 respecte la

pell sana.

2. La deficiencia de TREX2 en ratolins augmentsulsceptibilitat de patir tumors induits per la
radiacio UVB en la pell. Aquest fenotip esta assbai alteracions en I'eliminacié de dany i la
degradacié del DNA, la mort cel-lular i la respastfitamatoria. Aixi, en resposta a la radiacio
UVB, TREX2 intrinsecament promou la mort dels gtieteits, que alhora afavoreix una
resposta immunitaria caracteritzada per la indudei@ens clau en la regulacié de la reparacio
del DNA i la immunitat antitumoral. Per tant, TREX2 un paper multifuncional clau en la

resposta protectora de la pell front la radiacidBJV

3. La deficiéncia de TREX2 en ratolins disminueiXemotip psoriasic induit per I'lmiquimod.

Concretament, TREX2 afavoreix la mort cel-lulaairesposta inflamatoria inicial. A més a
més, TREX2 esta implicada en la degradacié del Dhant la diferenciacié terminal dels
corneocits, disminuint la paraqueratosis. Aixi, ®Eté un paper actiu i rellevant en la

patogénesi associada a la psoriasi.

4. En cel-lules danyades, diferenciant-se o mofiREX2 es recluta a regions nuclears de

cromatina poc densa i als micronuclis, on inter@eionb layH2AX.
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