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DESCRIPCION
Determinacién farmacéutica de una via de sefializacién de dinucledétido ciclico de mamifero
Introduccién

El ADN citosdlico induce interferones de tipo | y otras citocinas que son importantes para la defensa antimicrobiana,
pero también puede dar como resultado la autoinmunidad. Esta via de sefializacion de ADN requiere la proteina
adaptadora STING y el factor de transcripcién IRF3, pero el mecanismo de deteccién del ADN no esta claro. En este
caso los investigadores indican que los extractos citosélicos de mamiferos sintetizaron GMP-AMP ciclico (GAMPc) in
vitro a partir de ATP y GTP en presencia de ADN pero no de ARN. La transfeccion del ADN o la infeccion por el virus
de ADN de células de mamiferos también desencadené la produccién de GAMPc. GAMPc unido a STING, que
conduce a la activacion de IRF3 y la induccién de interferon-g (IFNB). Por tanto, GAMPc representa el primer di-
nucleétido ciclico en los metazoos y funciona como un segundo mensajero enddégeno que desencadena la
produccion de interferén en respuesta al ADN citosélico. El documento US 2008/286296 se refiere a nuevos
adyuvantes y a los usos en composiciones farmacéuticas, como en vacunas, adyuvantes y/o inmunomoduladores
para la vacunacion profilactica y/o terapéutica en el tratamiento de enfermedades infecciosas, enfermedades
inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias, tumores, alergias, asi como para el control de la fertilidad en
poblaciones humanas o animales.

El documento US 2006/040887 divulga que di-GMP ciclico, o un analogo de dinucleétido ciclico del mismo que tiene
el mismo efecto que di-GMP ciclico, estimula o potencia la respuesta inmunoldgica o inflamatoria en un paciente o
potencia la respuesta inmunolégica a una vacuna al servir como un adyuvante.

El documento WO 2013/185052 proporciona una terapia de combinacion que se basa en un estimulador
inmunoloégico de molécula pequefia dinucledtido ciclico (CDN) - que activa las células dendriticas (DC) a través de
un receptor citoplasmico recientemente descubierto conocido como STING (estimulador de genes de interferon)
formulado con lineas celulares alogénicas de tumor humano obtenidas por ingenieria para secretar grandes
cantidades de GM-CSF. Kranzusch y col., 2013, 30; 3 (5): 1362-8 divulga que el reconocimiento inmunolégico innato
de acidos nucleicos extrafios induce respuestas de interferon protectoras, y que la deteccién de ADN citosoélico
desencadena la sefializacion inmunoldgica aguas abajo a través de la activacién de la GMP-AMP sintasa ciclica
(GASc). Los autores también indicaron la estructura cristalina de GASc humano.

El documento WO 2014/179335 se refiere a composiciones, métodos, kits y ensayos relacionados con el uso y/o la
explotacién de isdbmeros de GAMPc, asi como la estructura de la enzima GASc.

A través del fraccionamiento bioquimico y la espectrometria de masas cuantitativa, los investigadores también
identificaron una GAMPc sintasa (GASc), que pertenece a la familia nucleotidiltransferasa. La sobreexpresion de
GASc activo el factor de transcripciéon IRF3 e indujo IFNB de una manera dependiente de STING. La caida de GASc
inhibié la activacién de IRF3 y la induccion de IFNR por transfeccion de ADN o infeccion por virus de ADN. GASc
unido al ADN en el citoplasma y la sintesis catalizada de GAMPc. Estos resultados indican que GASc es un sensor
de ADN citosolico que induce interferones al producir el segundo mensajero GAMPc.

La divulgacion aplica estos hallazgos a novedosos métodos y composiciones relacionadas con la GMP-AMP sintasa
ciclica (GASc) y la GMP-AMP ciclica (GAMPc), incluido su uso en formulaciones (que incluyen adyuvantes de
vacunas), filtros de farmacos, terapias y diagndsticos.

Sumario de la invenciéon

La divulgacion proporciona exploraciones de farmacos basadas en células que incluyen métodos para inhibir GASc,
que comprenden poner en contacto una célula o un extracto de célula con una cantidad eficaz de un inhibidor de
GASc exdgeno, y detectar una inhibicion resultante de la sintasa. La inhibicion resultante puede detectarse
inferencialmente por activacion de IRF3 inducida por GMP-AMP ciclico (dimerizacién o translocacién nuclear),
produccion de interferén o activacion de NF-kB.

La divulgacién proporciona terapias que incluyen métodos para inhibir GASc, que comprenden poner en contacto
una célula que se determina que lo necesita con una cantidad eficaz de un inhibidor de GASc exdgeno. El método
comprende administrar el inhibidor a un mamifero que se determina que lo necesita y que comprende la célula, y/o el
inhibidor puede ser un inhibidor de ciclasa de molécula pequefia o puede ser un ARNsh o ARNip especifico de
GASc.

La divulgacion proporciona exploraciones de farmacos in vitro que incluyen métodos para inhibir GASc, que
comprenden poner en contacto una mezcla que comprende la sintasa, ATP, GTP y un inhibidor, en condiciones en
las que el inhibidor inhibe la conversién catalitica por la sintasa del ATP y GTP a GMP-AMP ciclico y pirofosfato
inorganico, y detectar una inhibicién resultante de la sintasa. La mezcla comprende adicionalmente ADN vy la
conversion puede ser dependiente de ADN. Ademas, el GASc puede ser constitutivamente activo.

La divulgacién proporciona ensayos de union a farmacos in vitro que incluyen métodos para inhibir la unién de GASc
a un sustrato o cofactor, que comprende poner en contacto una mezcla que comprende la sintasa y un sustrato ATP
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o0 GTP o un cofactor de ADN y un inhibidor, en condiciones en las que el inhibidor inhibe la unién de la sintasa al
sustrato o al cofactor, y detectar una inhibicion resultante de la unién.

La divulgacién proporciona métodos para preparar GAMPc que comprende formar una mezcla que comprende
GASc, ATP y GTP, en condiciones en las que la sintasa catalitica convierte el ATP y el GTP en GAMPc, en el que la
sintasa, el ATP y el GTP estan en cantidades predefinidas o el método comprende ademas la etapa de aislar o
detectar el GAMPc resultante. En particular, la mezcla comprende adicionalmente ADN y la conversion puede ser
dependiente de ADN. En un primer aspecto, la invenciéon proporciona un método para preparar 2'3'-GMP-AMP
ciclico (2'3'-GAMPc), que comprende formar una mezcla que comprende la sintasa GMP-AMP ciclica (GASc) de
mamifero, ATP y GTP, en condiciones en las que la sintasa convierte cataliticamente el ATP y el GTP en 2'3"-
GAMPc, en el que la sintasa, el ATP y el GTP estan en cantidades predefinidas, comprendiendo el método ademas
la etapa de aislar o detectar el 2'3'-GAMPc resultante, en el que la mezcla comprende adicionalmente ADN y la
conversion es dependiente de ADN.

En un segundo aspecto, la invencion proporciona un 2'3'-GAMPc aislado obtenido a partir del método del primer
aspecto de la invencion.

En un tercer aspecto, la invencion proporciona una composicién que comprende una cantidad predeterminada del
2'3'-GMP-AMP ciclico (2'3'-GAMPc) como se define en el segundo aspecto de la invencién.

En un cuarto aspecto, la invencion proporciona una composiciéon que comprende una cantidad predeterminada de
2'3'-GAMPc.

En un quinto aspecto, la invencion proporciona un adyuvante que comprende la composicién de acuerdo con el
tercer o el cuarto aspecto de la invencion.

En un sexto aspecto, la invencion proporciona una vacuna que comprende un inmunégeno predeterminado y la
composicién de acuerdo con el tercer o el cuarto aspecto de la invencion.

En un séptimo aspecto, la invencién proporciona una composicion de acuerdo con el tercer o el cuarto aspecto de la
invencion para uso en un método para inducir o promover una respuesta inmune, comprendiendo el método
administrar a un mamifero que lo necesita una cantidad eficaz de la composicion.

La divulgacion proporciona métodos para detectar niveles de GAMPc, niveles de GASc o mutaciones de GASc que
comprenden la etapa de: detectar en una muestra de una persona los niveles de GAMPc, niveles de GASc o
mutaciones de GASc y asignar a la persona una métrica de enfermedad autoinmunitarias basada en los niveles de
GAMPc, niveles de GASc o mutaciones GASc; y opcionalmente administrar a la persona una terapia para la
enfermedad autoinmunitaria.

La divulgacion proporciona composiciones que comprenden una cantidad predeterminada de GAMPc, tal como una
vacuna que comprende ademas un inmundgeno para un patégeno objetivo, en la que el GAMPc proporciona un
adyuvante. En particular, la composicién puede estar libre de otros di-nucleétidos ciclicos, y/o ser adecuada de otra
manera como adyuvante o vacuna, p. €j., estériles farmacéuticamente aceptables, en cantidades, relaciones etc.,
predeterminadas definidas, y las composiciones pueden estar a granel o en dosificaciones unitarias, cuantificadas
para uso individual. La divulgacion también proporciona métodos para inducir o promover una respuesta inmunitaria
que comprende administrar a un mamifero que lo necesita una cantidad eficaz de dichas composiciones. En
particular, la administracion puede ser mucosal (sublingual o intranasal), intramuscular o subcutanea.

La invencion incluye todas las combinaciones de las realizaciones particulares enumeradas.
Descripcion de las realizaciones particulares de la invencién

La divulgacién propociona métodos y composiciones relacionados con GASc y GAMPc, incluido su uso en
formulaciones (que incluyen adyuvantes de vacunas), filtros de farmacos, terapias y diagnoésticos.

Aspectos destacados: 2'3'-GAMPc es un segundo mensajero enddgeno producido por células de mamifero; 2'3'-
GAMPc es un ligando de alta afinidad para STING; 2'3'-GAMPc es un potente inductor de interferones de tipo I; La
union de 2'3-GAMPc induce cambios conformacionales de STING.

La divulgacion proporciona exploraciones de farmacos basadas en células que incluyen métodos para inhibir GASc,
que comprenden poner en contacto una célula o un extracto de célula con una cantidad eficaz de un inhibidor de
GASc exdgeno, y detectar una inhibicion resultante de la sintasa. La sintasa puede ser normalmente GASc humano
0 murino, y puede truncarse, recombinarse en proteina de fusién, o modificarse de otra manera para adaptarse al
ensayo. Normalmente, el método puede practicarse como un ensayo de seleccidn en el que el inhibidor puede ser
un inhibidor candidato para el analisis, que puede ser de una biblioteca, optimizacién de avance, etc. La inhibicién
puede detectarse directa o inferencialmente, tal como mediante activaciéon de IRF3 inducida por GAMPC.
(dimerizacion o translocacion nuclear), produccién de interferén o activacion de NF-kB, deteccion directa de GAMPc
y otros productos mediante, por ejemplo, espectrometria de masas, ensayos basados en anticuerpos (p. €j., ELISA,
ALPHA, polarizacién fluorescente, etc,). Por ejemplo, el ARN de IFN se puede medir mediante RT-PCRc y la
dimerizacion de IRF3 mediante electroforesis nativa en gel. Las lecturas adecuadas adicionales incluyen mediciones
de ATP, GTP y pirofosfato (PPi).
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La divulgacién proporciona terapias que incluyen métodos para inhibir GASc, que comprenden poner en contacto
una célula que se determina que lo necesita con una cantidad eficaz de un inhibidor de GASc exdgeno. En
particular, el método comprende administrar el inhibidor a un mamifero que se determina que lo necesita y que
comprende la célula, y/o el inhibidor puede ser un inhibidor de ciclasa de molécula pequefia, o puede ser un ARNhc
o ARNip especifico de GASc, u otro ARNi o inhibidor especifico de ARNGASc antisentido.

Los datos de los invesatigadores indican que GASc y la via GASc-GAMPc son importantes para desencadenar
respuestas inflamatorias al ADN propio y extrafio, y por lo tanto, los inhibidores de GASc pueden usarse para reducir
la actividad GASc patdgena de enfermedades autoinmunitarias asociadas. De forma similar, los datos de los
investigadores indican que GASc también es importante para la transformaciéon de células normales a cancerosas y
también para la supervivencia y metastasis de células cancerosas, y por lo tanto, los inhibidores de GASc pueden
usarse para reducir la actividad GASc patégena de enfermedades neoplasicas asociadas.

La terapia actual para el lupus y otras enfermedades autoinmunitarias implica dosis masivas de agentes
inmunosupresores, que tienen efectos secundarios graves. Aunque un nuevo anticuerpo BAFF (Benlysta) ha sido
aprobado para el tratamiento del lupus, solo tiene una efectividad marginal. Dirigir GASc con inhibidores de molécula
pequefia, particularmente los disponibles por via oral, proporciona ventajas significativas sobre las terapias
existentes. Los inhibidores de GASc se dirigen a la causa raiz del lupus y otras enfermedades autoinmunitarias y
proporcionan beneficios terapéuticos a los pacientes. Ademas, la via de inmunidad innata del ADN citosélico se
activa de manera aberrante en condiciones autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico (SLE), el sindrome de
Sjogren y el sindrome de Aicardi-Goutieres, y la inhibicion de GASc proporciona un tratamiento racional de estas y
otras enfermedades autoinmunitarias.

La divulgacién proporciona exploraciones de farmacos in vitro que incluyen métodos para inhibir GASc, que
comprenden poner en contacto una mezcla que comprende la sintasa, ATP, GTP y un inhibidor, en condiciones en
las que el inhibidor inhibe la conversion catalitica por la sintasa del ATP y GTP a GAMPc y pirofosfato inorganico, y
detectar una inhibicion resultante de la sintasa. En particular, la mezcla comprende adicionalmente ADN vy la
conversion puede ser dependiente de ADN. Ademas, el GASc puede ser constitutivamente activo. Normalmente, el
método puede practicarse como un ensayo de seleccion en el que el inhibidor puede ser un inhibidor candidato para
el andlisis, que puede ser de una bhiblioteca, optimizaciéon de avance, etc. La mezcla puede estar contenida en una
célula o un extracto de célula, o puede ser acelular.

La divulgacién proporciona ensayos de union a farmacos in vitro que incluyen métodos para inhibir la unién de GASc
a un sustrato o cofactor, que comprende poner en contacto una mezcla que comprende la sintasa y un sustrato ATP
0 GTP o un cofactor de ADN y un inhibidor, en condiciones en las que el inhibidor inhibe la unién de la sintasa al
sustrato o al cofactor, y detectar una inhibicidn resultante de la unién. Normalmente, el método se puede practicar
como un ensayo de seleccion en el que el inhibidor puede ser un inhibidor candidato para el andlisis, y se puede
implementar en diversos formatos adecuados que incluyen ensayos inmunolégicos en fase sélida, ensayos de
polarizacién fluorescente, etc.

La divulgaciéon proporciona métodos para preparar GAMPc que comprende formar una mezcla que comprende
GASc, ATP y GTP, en condiciones en las que la sintasa catalitica convierte el ATP y el GTP en GAMPc, en el que la
sintasa, el ATP y el GTP pueden estar en cantidades predefinidas, o el método comprende ademas la etapa de
aislar o detectar el GAMPc resultante. En particular, la mezcla comprende adicionalmente ADN y la conversion
puede ser dependiente de ADN.

La expresion patogena de la actividad de GASc, particularmente como resultado de la sobreexpresion o la mutacion,
estd asociada con enfermedades autoinmunitarias humanas; por lo tanto, la divulgacion también proporciona
métodos y ensayos para detectar niveles o mutaciones de GASc, particularmente como una herramienta de
diagnoéstico para enfermedades autoinmunitarias humanas. Por consiguiente, la divulgacion proporciona métodos
para detectar niveles de GAMPc, niveles de GASc o mutaciones de GASc que comprenden la etapa de: detectar en
una muestra de una persona los niveles de GAMPc, niveles de GASc o mutaciones de GASc y asignar a la persona
una métrica de enfermedad autoinmunitarias basada en los niveles de GAMPc, niveles de GASc o mutaciones
GASc; y opcionalmente administrar a la persona una terapia para la enfermedad autoinmune.

La divulgacién proporciona composiciones que comprenden una cantidad predeterminada de GAMPc, tal como una
vacuna que comprende ademas un inmundgeno para un patégeno objetivo, en la que el GAMPc proporciona un
adyuvante. En particular, la composicidon puede estar sustancialmente o esencialmente libre de otros di-nucleétidos
ciclicos. La divulgacién también proporciona métodos para inducir o promover una respuesta inmunitaria que
comprende administrar a un mamifero que lo necesita una cantidad eficaz de dichas composiciones. En particular, la
administracion puede ser mucosal (sublingual o intranasal), intramuscular o subcutanea.

Como un potente inductor de interferones de tipo I, GAMPc proporciona un adyuvante inmunitario racional. GAMPc
se puede usar como adyuvantes de vacuna, particularmente con vacunas de mucosa, y se puede formular con
inmundgenos y entregar como son di-GMP ciclico y di-AMPc como adyuvantes de vacuna; véase, p. €j., Pedersen, y
col., PLoS ONE, noviembre de 2011, 6, 11, e26973; Ebensen y col., Vaccine 29, 2011, 5210-5220; Chen vy caol.,
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Vaccine 28, 2010, 3080-3085. De hecho, el adyuvante GAMPc a menudo es mas eficaz porque GAMPc es mas
potente que di-GMPc para inducir interferones.

Ejemplos

Ejemplo 1. El GMP-AMP ciclico es un segundo mensajero enddgeno en la sefializacién inmunitaria innata
mediante ADN citosélico

La defensa del huésped contra elementos genéticos extrafios es una de las funciones mas fundamentales de un
organismo vivo. La presencia de ADN propio o extrafio en el citoplasma es detectado por las células eucariotas
como una sefial de peligro o un signo de invasion extrafia (1). EI ADN se puede introducir en el citoplasma mediante
infeccion bacteriana o viral, transfeccion o "fuga" del nacleo o mitocondrias en algunas condiciones patoldgicas que
causan enfermedades autoinmunitarias como el lupus. En las células de mamiferos, el ADN citosélico desencadena
la produccion de interferones de tipo | (IFN) y otras citocinas a través de la proteina STING del reticulo endoplasmico
(también conocida como MITA, MPYS o ERIS) (2). STING recluta y activa las cinasas citosélicas IKK y TBK1, que
activan los factores de transcripcion NF-kB e IRF3, respectivamente. NF-kB e IRF3 luego ingresan al nucleo y
funcionan juntos para inducir IFN y otras citocinas. Se ha demostrado que la ARN polimerasa Il dependiente de
ADN es un sensor que detecta y transcribe ADN rico en AT tal como poli[dA:dT] en un ligando de ARN capaz de
estimular la via de RIG-I para inducir IFN(3, 4). Sin embargo, la mayoria de las secuencias de ADN no activan la via
de la ARN polimerasa IlI-RIG-I. En cambio, el ADN citosdlico activa la via dependiente de STING de una manera
independiente de la secuencia. Cdmo el ADN citosdlico activa la via STING sigue siendo elusivo.

La hipétesis de los investigadores es que el ADN se une y activa un supuesto sensor de ADN citosolico, que luego
directa o indirectamente activa STING, lo que conduce a la activacién de IRF3 y NF-kB. Para probar este modelo, los
investigadores desarrollaron un ensayo de complementacion in vitro usando la linea celular de fibrosarcoma murino
L929, que se sabe que induce interferon-B (IFNB) de una manera dependiente de STING (5). Los investigadores
usaron una linea celular L929 que expresaba de forma estable un ARN(hc) horquillado corto contra STING de modo
que la transfeccion de ADN activaria solamente factores aguas arriba de STING, incluido el sensor de ADN
supuesto. Las células L929-STINGhc se transfectaron con diferentes tipos de ADN y luego los extractos
citoplasmaticos de estas células se mezclaron con la linea celular monocitica humana THP1 o la linea celular de
macréfagos murinos Raw264.7, que se permeabilizé con perfringolisina O (PFO). El tratamiento PFO atraviesa
agujeros en la membrana plasmatica (6),permitiendo que el citoplasma se difunda dentro y fuera de las células,
mientras conserva organulos, incluido el reticulo endoplasmico (que contiene STING) y el aparato de Golgi dentro de
las células (7). Si se genera un activador aguas arriba de STING en las células transfectadas con ADN, se espera
que el citoplasma que contiene dicho activador active STING en las células permeabilizadas con PFO, conduciendo
a la fosforilacion y dimerizacion de IRF3.

Los extractos citoplasmicos de células L929-STINGhc transfectadas con una secuencia de ADN conocida como
ADN estimulante del interferén (ISD), poli[dA:dT], un ADNdc de 50 pares de bases rico en GC (G:C50), poli[dl:dC] o
el ADN de testiculo de arenque (ADN-TA) activd IRF3 en células THP1 permeabilizadas, lo que indica que esta
actividad era independiente de la secuencia de ADN.

Para determinar si el activador de STING es una proteina, los investigadores incubaron los extractos citoplasmaticos
a 95 °C para desnaturalizar la mayoria de las proteinas y luego incubaron el "sobrenadante de calor" con células
THP1 permeabilizadas. Sorprendentemente, el sobrenadante de calor de las células transfectadas con ISD o ADN-
TA causo la dimerizacion de IRF3. Esta actividad era resistente al tratamiento con Benzonase, que degrada el ADN
y el ARN, o la proteinasa K. Por tanto, el activador de STING probablemente no sea una proteina, ADN o ARN.

Para probar si el ADN podria estimular la generacién del activador de STING resistente al calor in vitro, los
investigadores incubaron el ADN-TA con extractos citoplasmaticos L929-STINGhc (S100) en presencia de ATP. La
mezcla de reaccién se calentd a 95 °C para desnaturalizar las proteinas. De manera destacable, la incubacion del
sobrenadante con células Raw264.7 permeabilizadas condujo a la dimerizacion de IRF3. Esta actividad dependi6 de
la adicion de ADN a los extractos citoplasmicos. Otro ADN, incluyendo poli[dA:dT], poli [dG:dC] e ISD, también
estimulé la generacion del activador de STING en extractos citoplasmaticos L929-STINGhc, mientras que el poli[l:C]
y el ARN monocatenario no tuvieron actividad. Se obtuvieron resultados similares con células THP1
permeabilizadas. La caida de STING en las células THP1 permeabilizadas suprimié la activacion de IRF3 por el
factor resistente al calor generado por ADN transfectado en células L929 o ADN afiadido a extractos citosélicos de
L929. Los experimentos de control mostraron que la caida de STING inhibi6 la activaciéon de IRF3 y la induccion de
IFNB y TNFa en células THP1 mediante transfeccion de DNA-TA, pero la activacién de IRF3 mediante transfeccion
poli[l:C] o infeccidn por el virus Sendai, que se sabe que activa la via de RIG-I, no se vio afectada por la caida de
STING. Los investigadores también probaron extractos citoplasmicos de varias lineas celulares por su capacidad
para producir el activador de STING resistente al calor. La incubacion de DNA-TA con extractos de células MEF
primarias, macréfagos procedentes de médula ésea de raton (BMDM) y células L929 condujo a la generacion del
factor resistente al calor que activd el IRF3. Los extractos de células humanas de THP1, pero no HEK293T, también
fueron capaces de producir este activador STING. Estos resultados estan de acuerdo con el hallazgo anterior de los
investigadores de que las células MEF, BMDM, L929 y THP1, pero no de células HEK293T, poseian la via
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dependiente de STING, dependiente de la ARN polimerasa lll, para inducir interferones tipo | (3).

A continuacion los investigadores purificaron el activador de STING resistente al calor a partir de extractos de células
L929 usando varias etapas cromatograficas que incluyen una etapa de purificacién por afinidad STING-Flag. Las
investigaciones anteriores han demostrado que las moléculas bacterianas di-AMP ciclicas y di-GMP ciclicas se unen
a STING e inducen interferones de tipo | (8, 9). Sin embargo, usando espectrometria de masa de cromatografia
nanoliquida (nano-LC-MS), los investigadores no detectaron espectros MS o MS/MS consistentes con los esperados
de di-GMPc ([M+H]'=691) o di-AMPc ([M+H]'=659). Curiosamente, el examen en profundidad del espectro MS
revel6 dos iones con relaciones de masa a carga (m/z) de 675,1 (z=1") y 338,1 (z=2"), que estaban presentes en las
fracciones activas pero ausentes en los espectros de fondo. Estos valores m/z, a pesar de la baja precision de masa
del espectrometro de masas (LTQ), fueron equivalentes a los valores m/z medios calculados de di-GMPc y di-AMPc
(675 = [691 + 659]/2). Esta observacion indicé que el ién detectado era un hibrido de di-GMPc y di-AMPc, es decir,
GMP-AMP ciclico (m/z = 675,107, z=1"; m/z 338,057, z=2"). La fragmentacién de disociacion inducida por colisién
(CID) de este i6n (m/z = 338,1, z=2") reveld varios iones prominentes con valores m/z esperados de los iones
producto de GMP-AMPc (GAMPc). Curiosamente, la espectrometria de masas cuantitativa que usa el monitoreo de
reaccion selectiva (SRM) mostr6é que la abundancia de los iones que representan GAMPc en las fracciones de una
columna C18 se correlaciona muy bien con sus actividades estimulantes de IRF3. Recientemente se ha identificado
GAMPc en la bacteria Vibro cholera y se ha demostrado que desempefia un papel en la quimiotaxis bacteriana y la
colonizacién (10). Sin embargo, no se ha indicado que GAMPc exista o funcione en células eucariéticas.

Para verificar la identidad del activador de STING resistente al calor, los investigadores usaron un espectrometro de
masas de alta precision de alta resolucion (Q Exactivo, Thermo) para realizar analisis de nano-LC-MS. El activador
de STING procedente de células tenia m/z de 675,107 (z=1") y 338,057 (z=2"), que coincidia exactamente con los
valores tedricos de GAMPc. Para caracterizar ain mas la estructura y funcion de GAMPc, los investigadores
desarrollaron un protocolo de un solo matraz de diez etapas para sintetizar quimicamente GAMPc. Los espectros
MS/MS del activador de STING procedente de células fueron idénticos a los del GAMPc quimicamente sintetizado.
Estos resultados demuestran que las células L929 produjeron GAMPc.

Los ensayos cuantitativos de RT-PCR y ELISA mostraron que el GAMPc quimicamente sintetizado indujo ARN y
proteina de IFNB en células L929 después de la introduccidon en las células. Los experimentos de titulacion
mostraron que GAMPc indujo ARN de IFNB de manera robusta incluso a concentraciones tan bajas como 10 nM. De
hecho, GAMPc fue mucho mas potente que di-GMPc para inducir IFNf basandose en ensayos ELISA. GAMPc
también fue mas potente que di-GMPc y di-AMPc en la activacion de IRF3. Para determinar si los extractos de L929
contenian enzimas que podian sintetizar otros tipos de di-nucle6tidos u oligonucle6tidos capaces de activar IRF3, los
investigadores probaron los cuatro ribonucleétidos en diversas combinaciones. El ATP y el GTP eran necesarios y
suficientes para apoyar la sintesis de un activador de IRF3, o que apoya aun mas que L929 contenia una enzima
gue sintetiza GAMPc a partir de ATP y GTP.

Para determinar si la infeccion por el virus del ADN conduce a la produccion de GAMPC en las células, los
investigadores infectaron las células L929 con HSV-1 que carece de ICP34.5, una proteina viral que se sabe que
antagoniza la produccion de interferon en las células infectadas (11). Al igual que la transfeccion de ADN, la
infeccion por HSV-1AICP34.5 condujo a la activacion de IRF3 en células L929. Los extractos celulares de las células
transfectadas con ADN o infectadas con virus contenian un factor resistente al calor que podia activar IRF3 en
células Raw264.7 permeabilizadas. Como control, los investigadores infectaron células L929 con una cepa del virus
de la estomatitis vesicular, VSV-AM51-GFP, un virus de ARN que desencadena una fuerte produccion de interferon
a través de la via RIG-1 (12, 13). A diferencia de HSV-1, las células infectadas con VSV no contenian el activador de
IRF3 resistente al calor en el mismo ensayo in vitro, aunque la infeccién por VSV indujo la activaciéon de IRF3 en
células L929. El factor resistente al calor en células infectadas con HSV-1 se enriquecié mediante HPLC de fase
inversa y se cuantific6 mediante nano-LC-MS usando SRM. Las células transfectadas con ADN o infectadas con
HSV-1, pero no las células tratadas de manera simulada o infectadas con VSV, produjeron niveles elevados de
GAMPc. Los experimentos cinéticos mostraron que, después de transfectar el ADN en células L929, se producia
GAMPc antes de la dimerizacion de IRF3 y se podia detectar la induccion de IFNB. Para probar si los virus de ADN
podian inducir la produccién de GAMPc en células humanas, los investigadores infectaron las células THP1 con
virus HSV1 o Vaccinia (VACV). Ambos virus indujeron la dimerizacion de IRF3 en las células. Curiosamente, ambos
virus también desencadenaron la produccion de GAMPc que activd IRF3. En conjunto, estos resultados indicaron
que la transfeccion de ADN vy las infecciones con virus de ADN en células humanas y de ratén producian GAMPc,
que condujo a la activacion de IRF3.

Para determinar si GAMPc activa IRF3 a través de STING, los investigadores llevaron a cabo tres conjuntos de
experimentos. En primer lugar, los investigadores establecieron una linea celular HEK293T que expresa de forma
estable STING, estimularon estas células con GAMPc y luego midieron la induccién de IFNB mediante RT-PCR
cuantitativa. Las células HEK293T no respondieron a GAMPc, probablemente debido a la falta o al nivel muy bajo de
expresion de STING en estas células. La expresion de STING en células HEK293T presenté un alto nivel de
induccion de IFNB por GAMPc. Sin embargo, el ADN no estimula las células HEK293T/STING para inducir IFN, lo
que concuerda con un defecto de las células HEK293T en la produccion de GAMPc en respuesta a la estimulacién
del ADN. A diferencia, las células L929 indujeron IFNB en respuesta a estimulacion por GAMPc o ADN. La infeccién
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por HSV-1 indujo la dimerizacion de IRF3 en L929, pero no en las células HEK293T o HEK29T STING, lo que indica
que la produccién de GAMPc es importante para que HSV-1 active IRF3 en las células. De hecho, los extractos de
L929 infectadas con HSV1, pero no de las células HEK293T o HEK293T/STING, contenian la actividad de GAMPc
que conducia a la dimerizacién de IRF3 en las células Raw264.7 permeabilizadas. Estos resultados indican que la
expresion de STING en células HEK293T instalé la capacidad de las células para activar IRF3 e inducir IFNB en
respuesta a GAMPc, pero fue insuficiente para instalar la respuesta al ADN o virus de ADN debido a un defecto de
células HEK293T en la sintesis de GAMPc.

En segundo lugar, los investigadores probaron la respuesta de las células L929 y L929-STINGhc a GAMPc. Analogo
a ISD y di-GMPc, la dimerizacion de IRF3 inducida por GAMPc dependia de STING. A diferencia, poli[l:C] aun
inducia la dimerizacion de IRF3 en ausencia de STING. Estos resultados demuestran que STING es necesario para
gue GAMPc active IRF3.

Finalmente, los investigadores examinaron si STING se une directamente a GAMPc. La proteina STING
recombinante que contienen restos 139-379, que se ha demostrado que se unen a di-GMPc (14), se expresé y se
purifico a partir de E. coli y luego se incubd con ¥p_GAMPC seguido de reticulacién inducida por UV. Se detecté una
banda radiomarcada correspondiente al complejo STING-GAMPc reticulado cuando STING y ¥p_GAMPCc estaban
presentes. Las altas concentraciones de ATP o GTP no competian con la formacién del complejo STING-GAMPCc.
Por el contrario, la intensidad de esta banda disminuyé a medida que aumentaban las concentraciones de GAMPc
fria competidora, di-GMPc o di-AMPc, lo que indica que los sitios de unién de GAMPc en STING se solapan con
aquellos que interactian con di-GMPc y di-AMPc. De hecho, las mutaciones de varios restos que recientemente se
ha demostrado que participan en la union de STING a di-GMPc (14), que incluyen S161Y, Y240S y N242A, también
alteraron la unién de STING a GAMPc. En conjunto, estos resultados demuestran que GAMPc es un ligando que se
une y activa STING.

Se ha demostrado que los di-nucleétidos ciclicos funcionan como segundos mensajeros bacterianos que regulan
diversos procesos fisioldgicos, incluida la motilidad bacteriana y la formacion de biopeliculas (15). Un informe
reciente mostré que di-GMPc se produce en el protozoo Dictyostelium y funciona como un morfégeno para inducir la
diferenciacion de células del tallo (16). En este ejemplo, los investigadores identificaron GAMPc como el primer di-
nucledtido ciclico en metazoos. Ademas, los investigadores demostraron que GAMPc es un potente inductor de
interferones tipo I. El papel de GAMPc es analogo al de AMPc, el segundo mensajero mejor estudiado (17). Al igual
que el AMPc, que se sintetiza mediante la adenilato ciclasa tras su activacion por ligandos aguas arriba, GAMPc se
sintetiza mediante una ciclasa en respuesta a la estimulacion por un ligando de ADN (18). El AMPc se une y activa la
proteina quinasa A y otras moléculas efectoras. De forma similar, GAMPc se une y activa STING para desencadenar
las cascadas de sefializacién aguas abajo. Como molécula endégena en células de mamifero, GAMPc puede usarse
en terapia inmunolégica o como un adyuvante de vacunas.
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Ejemplo 2. La GMP-AMP sintasa ciclica es un sensor de  ADN citosélico que activa la via del interferén de
tipo |

Se sabia que el ADN estimulaba la respuesta inmunolégica mucho antes de que se demostrara que era un material
genético, pero el mecanismo por el cual el ADN funciona como un inmunoestimulante sigue siendo poco entendido
(). Aunque el ADN puede estimular la produccion de interferones tipo | en células dendriticas mediante la union al
receptor tipo Toll 9 (TLR9) en el endosoma, todavia no esta claro como el ADN en el citosol induce el IFN. En
particular, el sensor que detecta el ADN citosdlico en la via del interferon sigue siendo elusivo (2). Aunque se ha
sugerido que varias proteinas, incluyendo DAI, ARN polimerasa lll, IFI16, DDX41 y varias otras ADN helicasas,
funcionan como los potenciales sensores de ADN que inducen IFN, ninguna se ha encontrado con aceptacion
universal (3).

Purificacion e identificacion de GMP-AMP sintasa cicl ica (GASc). Los investigadores mostraron que la entrega
de ADN a células de mamifero o extractos citosélicos desencadend la produccion de GMP-AMP ciclico (GAMPc),
que se unio a STING y lo activo, lo que condujo a la activacion de IRF3 y a la induccién de IFN (4). Para identificar
la GAMPc sintasa (GASc), los investigadores fraccionaron extractos citosélicos (S100) de la linea celular de
fibrosarcoma murino L929, que contiene la actividad de sintesis de GAMPc. Esta actividad se ensay6 incubando las
fracciones de columna con ATP y GTP en presencia de ADN de testiculo de arenque (ADN-TA). Después de digerir
el ADN con Benzonase y calentar a 95 °C para desnaturalizar proteinas, los sobrenadantes resistentes al calor que
contenian GAMPc se incubaron con células Raw264.7 permeabilizadas con Perfringolisina O (PFO) (macrofagos de
raton transformados). La dimerizacion de IRF3 inducida por GAMPc en estas células se analizé mediante
electroforesis nativa en gel (4). Usando este ensayo, los investigadores llevaron a cabo tres vias de purificacion
independientes, consistiendo cada una en cuatro etapas de cromatografia, pero que diferian en las columnas o en el
orden de las columnas que se usaron. En particular, la tercera via incluia una etapa de purificacion por afinidad
usando un oligo de ADN biotinilado (un ADN de 45 pb conocido como ADN estimulante inmunolégico o ISD). Los
investigadores estimaron que alcanzaron un intervalo de 8000-15.000 veces de purificacién y 2-5 % de recuperacion
de la actividad de estas vias de fraccionamiento. Sin embargo, en la Ultima etapa de cada una de estas vias de
purificacion, la tincion con plata de las fracciones no revel6 bandas de proteinas transparentes que se purificaron
conjuntamente con la actividad GASc, lo que sugiere que la abundancia de la proteina GASc supuesta podria ser
muy baja en extractos citosolicos L929.

Los investigadores desarrollaron una estrategia de espectrometria de masas cuantitativa para identificar una lista de
proteinas que se purificaron conjuntamente con la actividad de GASc en la Ultima etapa de cada via de purificacion.
Los investigadores razonaron que la supuesta proteina GASc debe purificarse conjuntamente con su actividad en las
tres vias de purificacion, mientras que la mayoria de las proteinas "contaminantes" no lo harian. Por tanto, desde la
ultima etapa de cada via de purificacion, los investigadores eligen las fracciones que contenian la mayor parte de la
actividad de GASc (fracciones maximas) y las fracciones adyacentes que contenian muy poca actividad o ninguna.
Las proteinas en cada fraccion se separaron mediante SDS-PAGE y se identificaron mediante espectrometria de
masas por cromatografia nano liquida (nano-LC-MS). Los datos se analizaron mediante cuantificacion sin etiquetas
usando el software MaxQuant (5). De manera destacable, aunque muchas proteinas se purificaron conjuntamente
con la actividad de GASc en una o dos vias de purificacion, solo tres proteinas se purificaron conjuntamente en las
tres vias. Las tres fueron supuestas proteinas no caracterizadas: E330016A19 (n° de acceso: NP_775562), Arf-GAP
con proteina 2 que contiene un dominio de PH doble (NP_742145) y una proteina de 9 kDa de particulas de
reconocimiento de sefial (NP_036188). Entre estas, se identificaron mas de 24 péptidos exclusivos en E330016A19,
que representan un 41 % de cobertura en esta proteina de 507 aminoacidos.

El andlisis bioinformatico llamo6 la atenciéon de los investigadores sobre E330016A19, que mostré homologia
estructural y de secuencia con el dominio catalitico de la oligoadenilato sintasa (OAS1). En particular, E330016A19
contiene un motivo G[G/S]xe-13[E/D]h[E/D]h conservado, en el que Xq.13 indica 9-13 restos flanqueantes que consisten
en cualquier aminoacido y h indica un aminoacido hidrofébico. Este motivo se encuentra en la familia
nucleotidiltransferasa (NTasa) (6). Ademas de OAS1, esta familia incluye adenilato ciclasa, poli[A] polimerasa y ADN
polimerasas. El extremo C de E330016A19 contenia un dominio 21 anormal masculino (Mab21), que se identificd
por primera vez en la proteina C. elegans Mab21 (7). La alineacién de secuencias revel6 que los dominios C-
terminal NTasa y Mab21 estan altamente conservados desde el pez cebra hasta el ser humano, mientras que las
secuencias N-terminal estan mucho menos conservadas (8). Curiosamente, el homologo humano de E330016A19,
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C60rf150 (también conocido como MB21D1) fue identificado recientemente como uno de varios éxitos positivos en
una pantalla para genes estimulados con interferén (ISG) cuya sobreexpresion inhibié la replicacion viral (9). Para
mayor claridad y sobre la base de la prueba presentada en este documento, los investigadores proponen nombrar la
proteina de raton E330016A19 como GAScr y el homologo humano C6orf150 como GASch. La RT-PCR cuantitativa
mostré que la expresion de GAScr era baja en células MEF inmortalizadas pero alta en L929, Raw264.7 y
macréfagos procedentes de médula 6sea (BMDM). De forma similar, la expresion del ARN GASch fue muy baja en
células HEK293T pero alta en la linea celular monocitica humana THP1. La inmunotransferencia confirmé ademas
que la proteina GASch se expreso en células THP1 pero no en células HEK293T. Por tanto, los niveles de expresién
de GAScr y GASch en diferentes lineas celulares se correlacionan con la capacidad de estas células para producir
GAMPc e inducir IFNB en respuesta al ADN citosdélico (4, 10).

La catalisis por GASc desencadena la produccion de i nterferon de tipo I. La sobreexpresion de GAScr en
HEK293T, que carece de expresion de STING, no indujo IFNB, mientras que la expresion estable de STING en
células HEK293T produjo que estas células fueran altamente competentes en la induccion de IFNB por GAScr.
Curiosamente, las mutaciones puntuales de los restos cataliticos supuestos G198 y S199 a alanina suprimieron la
capacidad de GAScr para inducir IFNB. Estas mutaciones, asi como las mutaciones de los otros supuestos restos
cataliticos E211 y D213 a alanina, también anularon la capacidad de GAScr para inducir la dimerizacion de IRF3 en
células HEK293T-STING. La magnitud de la induccién de IFNB por GASc fue comparable a la inducida por MAVS
(una proteina adaptadora que funciona aguas abajo del sensor de ARN RIG-I) y fue varias 6érdenes mas altas que
las inducidas por otros sensores de ADN supuestos, incluyendo DAI, IFI16 y DDX41. Para determinar si la
sobreexpresion de GASc y otros supuestos sensores de ADN conducian a la produccion de GAMPc en las células,
los sobrenadantes de los extractos celulares tratados térmicamente se incubaron con células
Raw264.7permeabilizadas con PFO, seguido de la medicion de la dimerizacion de IRF3. Entre todas las proteinas
expresadas en células HEK293T-STING, solo el GASc fue capaz de producir la actividad de GAMPc en las células.

Para probar si GASc podia sintetizar GAMPc in vitro, los investigadores purificaron las proteinas Flag-GASc de tipo
silvestre (WT) y mutantes de células HEK293T transfectadas. GAScr WT y GASch, pero no los mutantes
cataliticamente inactivos de GASc, fueron capaces de producir la actividad de GAMPc, que estimul6 la dimerizacion
de IRF3 en células Raw264.7 permeabilizadas. Curiosamente, las actividades in vitro de GAScr y GASch dependian
de la presencia de ADN-TA. Para probar si el ADN potencia la induccién de IFNB por GASc en células, se
transfectaron diferentes cantidades de plasmido de expresion de GASc con o sin ADN TA en células HEK293T-
STING. ADN-TA potenci6 significativamente la induccion de IFNB mediante dosis bajas (10 y 50 ng) pero no altas
(200 ng) de plasmido GASc. A diferencia de GASc, IFI16 y DDX41 no indujeron IFNB incluso cuando ADN-TA se
transfectd conjuntamente.

Se requiere GASc para la induccion de IFN B por transfeccion de ADN e infeccién por el virus d e ADN. Los
investigadores usaron dos pares diferentes de ARNip para destruir GAScr en células L929, y descubrieron que los
dos ARNip oligos inhibian significativamente la inducciéon de IFNB por ADN-TA, y que el grado de inhibicion se
correlacionaba con la eficiencia para destruir GAScr ARN. Los investigadores también establecieron dos lineas
celulares L929 que expresan de forma estable secuencias de ARNhc dirigidas a distintas regiones de GAScr. La
capacidad de estas células para inducir IFNB en respuesta a ADN-TA se vio gravemente comprometida en
comparacién con otra linea celular que expresa un ARNhc de control (GFP). Curiosamente, la expresion de GASc en
las células L929-GASchc restauré la induccion de IFNB. La expresion de STING o MAVS en células L929-GASchc o
la entrega de GAMPc a estas células también indujo IFNB. A diferencia, la expresién de GASc o la entrega de
GAMPc no indujo IFNB en células L929-STINGhc, mientras que la expresion de STING o MAVS restablecié la
induccion de IFN en estas células. Los analisis cuantitativos de RT-PCR confirmaron la especificidad y la eficiencia
de destruir GASc y STING en las lineas celulares L929 que expresan de forma estable los ARNhc correspondientes.
Estos resultados indican que GASc funciona aguas arriba de STING y se requiere para la induccién de IFNB por
ADN citosdlico.

El virus del herpes simple 1 (HSV-1) es un virus de ADN que se sabe que induce IFN a través de la activacion de
STING e IRF3 (3). Curiosamente, el RNAhc contra GAScr, pero no GFP, en células L929 inhibi6é fuertemente la
dimerizaciéon de IRF3 inducida por la infeccion por HSV-1. A diferencia, la eliminacion de GASc no afectd la
activacion de IRF3 por el virus Sendai, un virus ARN. Para determinar si se requiere GASc para la generacion de
GAMPc en células, los investigadores transfectaron ADN-TA en L929-GFPhc y L929-GAShcc o infectaron estas
células con HSV-1, luego prepararon fracciones resistentes al calor que contenian GAMPc, que fue posteriormente
entregado a las células Raw264.7 permeabilizadas para medir la activacion de IRF3. La caida de GASc suprimié en
gran parte la actividad de GAMPc generada por transfeccion de ADN o infeccién por HSV-1. La espectrometria de
masas cuantitativa usando monitorizacion de reaccion selectiva (SRM) mostré6 que la abundancia de GAMPc
inducida por transfeccién de ADN o infeccidon por HSV-1 se reducia notablemente en células L929 agotadas de
GASc. En conjunto, estos resultados demuestran que GASc es esencial en la produccion de GAMPc y la activacion
de IRF3 en respuesta a la transfeccion de ADN o infeccion por HSV-1.

Para determinar si GASc es importante en la via de deteccion de ADN en células humanas, los investigadores
establecieron una linea celular THP1 que expresa de forma estable un ARNhc dirigido a GASch. La caida de GASch
inhibié fuertemente la induccién de IFNB por transfeccion de ADN-TA o infeccién por virus vaccinia, otro virus de
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DNA, pero no virus Sendai. La caida de GASch también inhibié la dimerizacion de IRF3 inducida por la infeccién por
HSV-1 en células THP1. Este resultado se confirmé adicionalmente en otra linea celular THP1 que expresa un
ARNhc dirigido a una regién diferente de GASch. Los efectos fuertes y especificos de multiples secuencias de
ARNhc de GASc en la inhibicion de la activacion de IRF3 inducida por ADN vy la induccién de IFNB en lineas
celulares de ratén y humanas demuestran un papel clave de GASc en la via de deteccién de ADN dependiente de
STING.

La proteina GASc recombinante cataliza la sintesis d e GAMPc a partir de ATP y GTP de una manera
dependiente del ADN. Para probar si GASc es suficiente para catalizar la sintesis de GAMPc, los investigadores
expresaron GASch etiquetada con FLAG en células HEK293T y la purificaron a homogeneidad aparente. En
presencia de ADN-TA, la proteina GASc purificada catalizé la produccion de actividad de GAMPc, que estimulé la
dimerizacion de IRF3 en células Raw264.7 permeabilizadas. El tratamiento con DNasa-I suprimié esta actividad. La
actividad de GASc también fue estimulada por otro ADN, incluyendo poli(dA:dT), poli(dG:dC) e ISD, pero no el ARN
poli(I:C). La sintesis de GAMPc por GASc requeria ATP y GTP, pero no CTP o UTP. Estos resultados indican que la
actividad ciclasa de la proteina GASc purificada fue estimulada por ADN pero no por ARN.

Los investigadores también expresaron GAScr en E. coli como una proteina de fusion SUMO. Después de la
purificacién, la Sumo-GAScr generé la actividad de GAMPc de una manera dependiente de ADN. Sin embargo,
después de que la etiqueta SUMO fue eliminada por una proteasa de Sumo, la proteina GAScr catalizé la sintesis de
GAMPc de una manera independiente del ADN. La razén de esta pérdida de dependencia del ADN no esta clara,
pero podria deberse a algunos cambios conformacionales después de la eliminaciéon de sumo. Los experimentos de
valoracion mostraron que menos de 1 nM de la proteina GASc recombinante condujo a la dimerizacion de IRF3
detectable, mientras que el mutante cataliticamente inactivo de GASc no logré activar IRF3 incluso a altas
concentraciones. Para probar formalmente que el GASc cataliza la sintesis de GAMPc, los productos de reaccion se
analizaron mediante nano-LC-MS usando SRM. Se detect6 GAMPc en una reaccion de 60 minutos que contenia
GASs, ATP y GTP purificados. La identidad de GAMPc se confirmé adicionalmente mediante fragmentacion iénica
usando disociacion inducida por colision (CID). El patrén de fragmentacién de GAMPc sintetizado por GASc
purificado revel6 iones de producto cuyos valores m/z coincidian con los de GAMPc quimicamente sintetizado. En
conjunto, estos resultados demuestran que el GASc purificado cataliza la sintesis de GAMPc a partir de ATP y GTP.

GASc se une al ADN. La estimulacion de la actividad de GASc por ADN indica que GASc es un sensor de ADN. De
hecho, GST-GAScr y GST-GASch, pero no GST-extremo N de RIG-I [RIG-I(N)], se precipitaron mediante ISD
biotinilado. A diferencia, el ARN biotinilado no se uni6 a GASc. Los analisis de delecion mostraron que el fragmento
GASch N-terminal que contiene los restos 1-212, pero no el fragmento C-terminal 213-522, se unié a ISD. Un
fragmento C-terminal mas largo que contiene los restos 161-522 se unié a ISD, lo que indica que la secuencia 161-
212 puede ser importante para la unién al ADN. Sin embargo, la delecién de los restos 161-212 de GASch no alteré
significativamente la unién a ISD, lo que indica que GASc contiene otro dominio de unién a ADN en el extremo N. De
hecho, el fragmento N-terminal que contiene los restos 1-160 también se une a ISD. Por tanto, GASc puede
contener dos dominios de unién al ADN separados en el extremo N. No obstante, esta claro que el extremo N de
GASch que contiene los restos 1-212 es necesario y suficiente para unirse al ADN.

Diferentes mutantes de delecion de GASch se sobreexpresaron en células HEK293T-STING para determinar su
capacidad para activar IRF3 e inducir IFNB y el factor de necrosis tumoral citoquina a (TNFa). El fragmento de
proteina 1-382, que carece de los 140 restos C-terminales que incluyen gran parte del dominio Mab21, no indujo
IFNB o TNFa o activé IRF3, lo que indica que un dominio Mab21 intacto es importante para la funcion de GASc. Tal
como se esperaba, la delecion de los 212 restos N-terminales (fragmento 213-522), que incluyen parte del dominio
NTasa, suprimi6 la actividad de GASc. Una delecion interna de solo cuatro aminoacidos (KLKL, A171-174) dentro de
la primera hélice del pliegue de NTasa que precede a los restos cataliticos también destruy6 la actividad de GASc.
Curiosamente, la delecién de los 160 restos N-terminales no afectd la activacion de IRF3 o la induccién de citoquinas
por GASc. El ensayo In vitro mostré que este fragmento de proteina (161-522) todavia activaba la via de IRF3 de
una manera dependiente de ADN. Por tanto, los 160 aminoacidos N-terminales de GASch, cuya secuencia primaria
no esta altamente conservada evolutivamente, parece ser en gran medida prescindible para la union al ADN y la
catalisis por GASc. A diferencia, los dominios NTasa y Mab21 son importantes para la actividad de GASc.

El GASc se localiza predominantemente en el citosol. Para determinar si GASc es un sensor de ADN citosdlico,
los investigadores prepararon extractos citosolicos y nucleares de células THP1 y analizaron la localizacion de
GASch enddgeno mediante inmunotransferencia. Se detectd6 GASch en los extractos citosoélicos, pero apenas
detectable en los extractos nucleares. Los extractos de THP1 se sometieron adicionalmente a centrifugacion
diferencial para separar los organulos subcelulares entre si y del citosol. Se detectaron cantidades similares de
GASch en S100 y P100 (sedimento después de una centrifugacion de 100.000 xg), lo que indica que esta proteina
es soluble en el citoplasma, pero una fraccion significativa de la proteina esta asociada con vesiculas u organulos
ligeros. La proteina GASc no se detecté en P5, que contenia mitocondrias y ER como se prueba por la presencia de
VDAC y STING, respectivamente. GASc tampoco fue detectable en P20, que contenia predominantemente ER y
vesiculas pesadas.

Los investigadores también examinaron la localizacion de GASc mediante microscopia de inmunofluorescencia
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confocal usando células L929 que expresan de forma estable Flag-GAScr. La proteina GASc se distribuy6 por todo
el citoplasma, pero también se pudo observar en la regién nuclear o peri-nuclear. Curiosamente, después de que las
células se transfectaron con ISD etiquetado con Cy3 durante 2 o 4 horas, se observaron formas punteadas de GASc
y se solaparon con la fluorescencia del ADN. Dicha co-localizacién y aparente agregaciéon de GASc y Cy3-ISD se
observo en mas del 50 % de las células bajo observacion. Estos resultados, junto con la prueba bioquimica de unién
directa de GASc con ADN, indican que GASc se une al ADN en el citoplasma.

Analisis. En este ejemplo, los investigadores desarrollaron una estrategia que combinaba la espectrometria de
masas cuantitativa con la purificacion de proteinas convencional para identificar proteinas biolégicamente activas
que se purificaron parcialmente a partir de extractos de células brutas. Esta estrategia es generalmente aplicable a
proteinas que son dificiles de purificar a homogeneidad debido a muy poca abundancia, actividad labil o materiales
de partida escasos. Como prueba de principio, los investigadores usaron esta estrategia para identificar la proteina
E330016A19 de raton como la enzima que sintetiza GAMPc. Este descubrimiento condujo a la identificacién de una
gran familia de GASc que se conserva de peces a humanos, lo que demuestra formalmente que los animales
vertebrados contienen enzimas evolutivamente conservadas que sintetizan dinucleétidos ciclicos, que se
encontraban previamente solo en bacterias, arqueas y protozoos (11-13). Vibrio cholera puede sintetizar GAMPc a
través de su ciclasa DncV (VC0179), que contiene un dominio de NTasa, pero carece de una homologia de
secuencia primaria significativa con el GASc de mamifero (12).

Los resultados de los investigadores no solo demuestran que el GASc es un sensor de ADN citosélico que
desencadena la via del interferon tipo I, sino que también revela un novedoso mecanismo de sefializacion
inmunitaria en el que el GASc genera el segundo mensajero GAMPc, que se une y activa STING (4),
desencadenando asi la produccién de interferon tipo I. El despliegue de GASc como un sensor de ADN citosolico
amplia enormemente el repertorio de microorganismos detectados por el sistema inmunitario del huésped. En
principio, todos los microorganismos que pueden transportar ADN al citoplasma del huésped, como virus ADN,
bacterias, parasitos (p. €j., malaria) y retrovirus (p. €j., VIH), podrian desencadenar la via GASc-STING (14, 15). La
sintesis enzimatica de GAMPc por GASc proporciona un mecanismo de amplificacion de sefial para una respuesta
inmunoldgica robusta y sensible. Sin embargo, la deteccién de ADN propio en el citoplasma del huésped por GASc
también puede conducir a enfermedades autoinmunolégicas, como el lupus eritematoso sistémico, el sindrome de
Sjogren y el sindrome de Aicardi-Goutiéres (16-18).

Se ha indicado que varios sensores mas de ADN, como DA, IFI16 y DDX41, inducen interferones de tipo | (19-21).
La sobreexpresion de DAI, IFI16 o DDX41 no condujo a la produccién de GAMPc. Los investigadores también
encontraron que la caida de DDX41 y p204 (un homélogo de ratén de IFI16) por ARNip no inhibia la generacion de
actividad de GAMPc en células L929 transfectadas con ADN-TA. A diferencia de otros sensores de ADN supuestos y
la mayoria de los receptores de reconocimiento de patrones (p. €j., TLR), GASc es una ciclasa que es responsable
de la inhibicién por compuestos de moléculas pequefias, que proporcionan agentes terapéuticos para el tratamiento
de enfermedades autoinmunoldgicas humanas.
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Ejemplo 3. GMP-AMP ciclico que contiene enlaces mixto s de fosfodiéster es un ligando endégeno de
afinidad alta para STING

La deteccion inmunolégica innata de infecciones microbianas esta mediada por receptores de reconocimiento de
patrones codificados en linea germinal que incluyen proteinas de membrana tales como receptores de tipo Toll
(TLR) y proteinas citosolicas tales como receptores tipo NOD (NLR) y receptores tipo RIG-I (RLR) ( lwasaki y
Medzhitov, 2010; Ronald y Beutler, 2010; Takeuchi y Akira, 2010). Como practicamente todos los microorganismos
infecciosos contienen y necesitan acidos nucleicos en sus ciclos de vida, el sistema inmunitario innato ha
evolucionado para reconocer el ADN y el ARN microbianos como una estrategia central de defensa del huésped.
Especificamente, varios TLR estan localizados en la membrana endosomal para detectar ARN o ADN en el lumen
de los endosomas, mientras que los RLR son responsables de detectar el ARN viral y bacteriano en el citoplasma.

Se sabe que el ADN es una molécula inmunoestimuladora durante mas de un siglo, pero hasta hace poco no se
habia investigado exhaustivamente cémo el ADN activa el sistema inmunitario del huésped (O'Neill, 2013). EI ADN
en el endosoma es detectado por TLR9, que luego desencadena la produccion de interferones de tipo | y citoquinas
inflamatorias. Cuando el ADN microbiano o del huésped se entrega al citoplasma, también puede inducir interferones
de tipo | a través de la proteina de membrana STING del reticulo endoplasmico (también conocida como MITA, ERIS
o MPYS) (Barber, 2011). STING funciona como una proteina adaptadora que recluta y activa las proteinas quinasas
IKK y TBK1, que a su vez activan los factores de transcripcion NF-kB e IRF3 para inducir interferones y otras
citoquinas.

Recientemente los investigadores identificaron la GMP-AMP sintasa ciclica (GASs) como un sensor de ADN que
activa STING (Sun y col., 2013; Wu y col., 2013). Especificamente, los investigadores encontraron que el GASs
cataliza la sintesis de GMP-AMP ciclico (GAMPc) a partir de ATP y GTP en presencia de ADN. GAMPc luego
funciona como un segundo mensajero que se une y activa STING. Si bien estos estudios demuestran claramente
que GAMPc es un segundo mensajero enddgeno producido por GASc en células de mamiferos, la naturaleza exacta
de los enlaces fosfodiéster internos entre GMP y AMP en GAMPc no se determin6 en parte porque la espectrometria
de masas sola no podia distinguir inequivocamente estos enlaces sin la disponibilidad de todos los isémeros de
GAMPc como referencia convencional. Aunque el GAMPc quimicamente sintetizado que contiene enlaces 3'-5'
homogéneos es capaz de inducir IFNB, sigue siendo posible que GAMPc que contiene otros enlaces fosfodiéster
también pueda activar la via de STING.

En este estudio, los investigadores investigaron aun mas la estructura de GAMPc a través de una combinacion de
técnicas quimicas y biofisicas. Los investigadores encontraron que GAMPc producido por GASc contiene un enlace
fosfodiéster entre 2'-OH de GMP y 5'-fosfato de AMP y otro entre 3'-OH de AMP y 5'-fosfato de GMP. Ademas, los
investigadores demostraron que esta molécula, denominada en el presente documento 2'3'-GAMPc, se produjo en
células de mamifero en respuesta a ADN en el citoplasma. Ademas, los investigadores demostraron que 2'3'-GAMPc
se une a STING con una alta afinidad y es un potente inductor de interferén-g (IFNB). Los investigadores también
resolvieron la estructura cristalina de STING unido al producto GASc y observaron interacciones extensas entre 2'3'-
GAMPc y STING, que proporcionan la base estructural para su unién especifica y de alta afinidad. Curiosamente, la
estructura del complejo STING-GAMPc revelé que este ligando natural induce reordenamientos conformacionales en
STING subyacentes a su activacion.

El producto de GASc es GMP-AMP ciclico que contiene e nlaces fosfodiéster mezclados

Se sabe que los enlaces 2'-5' y 3'-5' fosfodiéster entre los nucledtidos existen en la naturaleza, mientras que el
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enlace 2'-5' es menos comun. Los enlaces fosfodiéster interno del GAMPc natural producido por GASc aln no se
han determinado. Por lo tanto, los investigadores sintetizaron quimicamente moléculas de GAMPc que contienen los
cuatro posibles enlaces fosfodiéster (Tabla S1). La sintesis quimica de las isoformas de GAMPc se realizé usando
procedimientos modificados a partir de los métodos publicados (Gaffney y col., €j., 2010; Zhang y col., 2006). Por
simplicidad, denominaron a estas moléculas de GAMPc de acuerdo con la posicion OH de GMP seguida de la
posicion OH de AMP que forman los enlaces fosfodiéster; por ejemplo, 2'3'-GAMPc contiene un enlace fosfodiéster
entre 2'-OH de GMP y 5'-fosfato de AMP y otro entre 3'-OH de AMP y 5'-fosfato de GMP. También usaron la proteina
GASc purificada para sintetizar enzimaticamente el GAMPc natural a partir de ATP y GTP en presencia de ADN
(Sun y col.,, 2013). El producto de GAPc purificado y los isémeros de GAMPc sintéticos se analizaron por
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR). Sorprendentemente, el espectro de NMR 'H del producto
GASc fue idéntico al del 2'3-GAMPc sintético, pero distinto de los de otros isémeros de GAMPc. En particular, el
protén anomérico (H1') era un singlete con un 3'-fosfato y un doblete con 2'-fosfato. Sistematicamente, solo los
fosfatos de 2',3'-GAMPc tenian los mismos cambios quimicos de RMN ¥p qgue los de GAMPc natural. Los
investigadores también realizaron analisis de espectrometria de masas del GAMPc natural y sintético usando Q-
Exact, un instrumento con alta resoluciéon y precision de masa. La masa total de cada una de estas moléculas
cargadas individualmente ([M+H]") fue de 675,107, que coincidia exactamente con la masa tedrica de GAMPc. Los
espectros de masa en tandem (MS/MS) del producto GASc, que se fragmenté usando una disociacion por colisién
de energia mas alta (HCD), fueron idénticos a los del 2'3-GAMPc sintético, y similares pero no idénticos a los de
2'2'-GAMPc y 3'3-GAMPc. Los espectros de MS/MS de 3'2'-GAMPc parecian ser mas distintos de los de 2'3'-
GAMPc y el producto GASc. El analisis de HPLC de fase inversa mostré que GAMPc natural eluyé conjuntamente
con 2'3'-GAMPc, pero no con otras moléculas de GAMPc. Los investigadores también determinaron la configuracién
del producto GASc por dicroismo circular (CD), lo que confirma que procede de D-ribosa. El espectro CD del GAMPc
natural se superpone bien con el de 2'3-GAMPc. Los espectros de CD cerca de UV indican que los cuatro GAMPc
adoptan conformaciones significativamente diferentes, con 2'3 'y 2'2'-GAMPc formando un patrén de banda de CD
distinto de los de 3'2'- y 3'3-GAMPc. En conjunto, estos resultados proporcionan la prueba definitiva de que GASc
sintetiza 2'3'-GAMPc in vitro.

El GAMPc endégeno producido en células transfectadas con ADN contiene enlaces fosfodiéster mezclados

Para probar si las células de mamiferos podian producir GAMPc enddgeno que contiene los enlaces fosfodiéster
mezclados, los investigadores transfectaron la linea celular de ratén L929 y monocitos humanos THP1 con ADN de
testiculo de arenque (ADN-TA), luego los lisados celulares se calentaron a 95 °C para desnaturalizar proteinas y los
sobrenadantes se prepararon para el analisis de GAMPc enddgeno por espectrometria de masas (Wu y col., 2013).
Los espectros MS/MS de la molécula endégena de ambas lineas celulares fueron idénticos a los del producto GASc
y 2'3-GAMPc, lo que indica que el segundo mensajero enddgeno es 2'3'-GAMPC.

2'3'GAMPc es un ligando de alta afinidad para STING

Los investigadores realizaron experimentos de calorimetria de titulacion isotérmica para medir la afinidad (Kq) de la
union de STING a GAMPc sintético. Un dominio C terminal (CTD) que abarca los restos 139-379 de STING humano,
que se mostré previamente que actia como mediador en la union al di-GMP ciclico del segundo mensajero
bacteriano (Burdette y col., 2011; Huang y col., 2012; Ouyang y col., 2012; Shang y col., 2012; Shu y col., 2012; Yin
y col., 2012), se expreso en E. coli y se purific6 a homogeneidad aparente para el experimento ITC. Consecuente
con informes previos, los investigadores encontraron que di-GMPc se unia a STING con una Ky de 1,21 uM.
Curiosamente, el GAMPc natural y el 2'3'-GAMPc sintético se unieron a STING con una afinidad tan alta que el
ajuste de la curva fue dificil. Ademas, a diferencia de la union de di-GMPc, que es un proceso exotérmico, la unién
de 2'3'-GAMPc natural a STING fue endotérmica, lo que sugiere que la energia puede usarse para el cambio
conformacional de STING (véase mas adelante). Para obtener la K4 de 2'3-GAMPc natural y sintético para STING,
los investigadores titularon diferentes cantidades de estos compuestos como competidores en el complejo STING-di-
GMPc. Estas mediciones produjeron una Ky de 4,59 nM para el producto GASc y 3,79 nM para 2'3-GAMPc. El
experimento de competicidon también se realizé para 3'2'-GAMPc, debido a que su unién a STING generd poco
cambio de calor. Este compuesto se une a STING con una Kq de 1,61 uM. 2’2" y 3'3-GAMPc se titularon
directamente a STING vy los valores de Ky que se calcularon fueron de 287 nM y 1,04 uM, respectivamente. Por
tanto, la Kq de 2'3'GAMPc fue ~300 veces menor que las de di-GMPc, 3'2-GAMPc y 3'3'-GAMPc, y ~75 veces
menor que la de 2'2'-GAMPc.

Los GAMPc son potente inductores de interferones de tipo |

Los investigadores entregaron diferentes cantidades de los isomeros de GAMPc, asi como di-GMPc en células L929
y midieron la induccién de IFNB por RT-PCRc. Las moléculas GAMPc indujeron IFNB con una ECso que oscilaba
entre 15 nM y 42 nM, mientras que di-GMPc tenia una ECso de mas de 500 nM. Por tanto, parecia que la afinidad de
unién de diferentes dinucle6tidos ciclicos no se correlacionaba bien con su ECso en los ensayos basados en células.
La razén de esto no esta clara, pero es posible que diferentes compuestos tengan una estabilidad o distribucion
diferente en las células. No obstante, estos experimentos proporcionan la prueba directa de que el producto GASc,
2'3'-GAMPc, es un ligando de alta afinidad para STING (Kq: ~4 nM) y un potente inductor de IFNB en células (ECso:
~20 nM).
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La estructura cristalina del complejo STING-GAMPc rev  ela reordenamientos conformacionales inducidos por
ligando de STING

Los investigadores cristalizaron conjuntamente el dominio STING C-terminal (CTD) (restos 139-379) con el producto
GASc purificado en el grupo espacial C2. La estructura del complejo se resolvid6 mediante reemplazo molecular
usando una estructura apo-STING (codigo PDB: 4F9E) como modelo de bisqueda y se refind a una resolucion de
1,88 A (Tabla M1). Hay un protémero STING en la unidad asimétrica cristalografica, que forma un dimero en forma
de mariposa con otro protdmero que se relaciona mediante la simetria cristalografica doble. La molécula de GAMPc
unida se encuentra en el eje doble (véase los detalles a continuacion). La region ordenada de STING (de Asnl152 a
Glu336) adopta una estructura gelobal similar a la apo-STING, caracterizada por una lamina B trenzada central
rodeada por cuatro hélices a. Sin embargo, STING en el complejo con GAMPc muestra varias diferencias
sorprendentes de apo-STING tanto en la estructura del monémero como en la disposicion del dimero. En
comparacion con el apo-dimero, los dos protomeros en el dimero de la estructura compleja experimentan rotaciones
sustanciales hacia adentro en relacion con el sitio de unién a GAMPc. Esta disposicion mas cerrada crea un bolsillo
mas profundo entre los dos protdmeros para abarcar GAMPc. Ademas, el sitio de unién a GAMPc esta cubierto por
una tapa de lamina B antiparalela de cuatro cadenas y los bucles de conexién formados por los restos 219-249 de
cada uno de los dos protdmeros. A diferencia, este segmento en la estructura apo esta en gran parte desordenado
(Ouyang y col.,, 2012; Yin y col., 2012). La formaciéon de la lamina § no se debe a un empaquetamiento
cristalogréafico. Las interacciones entre dominios dentro de la tapa involucran varios pares de contactos polares,
entre el grupo lateral de Tyr245 y el atomo de oxigeno del carbonilo de la cadena principal de Gly234, el grupo
lateral de Ser243 y el atomo de nitrogeno de la amida de la cadena principal de Lys236, asi como los grupos
laterales de Asp237 y Lys224.

Las interacciones extensas entre 2'3-GAMPc y STING s  ubyacen en su unién especifica y de alta afinidad

Dado que el eje doble cristalografico pasa a través de la molécula asimétrica 2'3-GAMPc, GAMPc debe adoptar dos
orientaciones relacionadas por la simetria doble. Esto es consecuente con el hecho de que se espera que los dos
protdmeros en el dimero STING tengan las mismas probabilidades de interactuar con la guanidina o el resto
adenosina. Por lo tanto los investigadores asignaron dos conformaciones alternativas con la ocupacion de 0,5 para
GAMPc y varios restos de aminoacidos circundantes. El mapa omit de recocido simulado de la estructura refinada
muestra una densidad decente para GAMPc. 2'3'-GAMPc, pero no otras isoformas, y se ajusta bien al mapa de
densidad electrénica. En comparacion con di-GMPc unido a STING, GAMPc se encuentra ~2,5 A mas profundo en
la grieta entre la interfaz dimerica STING. Ademas, las dos alas de la mariposa estan ~20 A mas cerca la una de la
otra en el STING: estructura GAMPc¢ debido a la disposicién mas cerrada de los dos protdmeros STING. Los analisis
adicionales del bolsillo de union a GAMPc muestran que GAMPc esta bien coordinado por interacciones extensas
polares e hidrofébicas. Los anillos de grupos de base de purina GAMPc se apilan contra cuatro restos aromaticos de
alrededor, Tyr 240 y Tyrl67 de cada uno de los dos protdmeros. De forma destacable, los dos grupos a-fosfato de
GAMPc ponen en contacto Arg238 de los dos protdmeros y Arg232 de un protomero. El 3'-OH libre de GMP apunta
a dos restos de Serl62 de la parte inferior del bolsillo. La base de guanina interactia directamente con los grupos
laterales de Glu260 y Thr263, asi como también con el oxigeno del carbonilo de la cadena principal de Val1239.
Estos contactos polares particulares explican por qué 2'3'-GAMPc es un ligando especifico y de alta afinidad para
STING. Ademas, es probable que los restos de la lamina B (Arg232, Arg238, Val239)m que estan involucrados en la
unién a GAMPc, controlen la formacion de la tapa y la activaciona dicional de STING.

La arginina 232 de STING es importante paralaviad e sefalizacion de ADN citosélico

Tres informes previos de las estructuras cristalinas de STING unidas a di-GMP ciclico usaron una variante humana
rara que sustituye Arg232 por una histidina (Ouyang y col., 2012; Shu y col., 2012; Yin y col., 2012). La
secuenciacion extensa de ADN de poblaciones humanas ha demostrado que el alelo Arg232 es prevalente y, por
tanto, debe considerarse STING de tipo salvaje (Jin y col., 2011). El uso de la variante H232 de STING puede
explicar por qué di-GMPc no indujo un cambio conformacional significativo de STING en estos estudios (Ouyang y
col., 2012; Shu y col., 2012; Yin y col., 2012). Un informe anterior mostré que una mutacion de Arg231 de STING de
ratén (equivalente a Arg232 en STING humano) a alanina suprimi6 la inducciéon de IFN por di-GMP ciclica, pero no
del ADN (Burdette y col., 2011). Sin embargo, basandose en la estructura cristalina del complejo STING-GAMPc de
los investigadores, se espera que una mutacion de Arg232 a histidina debilite significativamente la unién de GAMPc
y la sefializaciéon aguas abajo por STING, y una mutacion de Arg232 a alanina deberia ser aun mas perjudicial. Por
lo tanto, los investigadores investigaron la funcién de Arg232 de STING en dos grupos de experimentos. En primer
lugar, los investigadores destruyeron STING enddgeno por RNAI en células L929 y lo reemplazaron por WT, R232A
0 R232H de STING humano. Estas lineas celulares estables se transfectaron con ADN-TA o se trataron con 2'3'-
GAMPc, seguido de la medicion de IFNB por RT-PCRc. Las células que expresaban STING WT fueron capaces de
inducir IFNB en respuesta a la estimulacion de ADN o GAMPc, mientras que las que expresaban R232A o R232H
eran defectuosas. Como control, el analogo de ARN bicatenario poli[l:C] estimulé la expresion de IFNB en todas
estas lineas celulares. En segundo lugar, los investigadores expresaron de forma estable STING WT o mutante en
células HEK293T, que tienen expresion indetectable de STING enddgeno y GASc (Sun y col., 2013). Las células se
transfectaron luego con el plasmido de expresion de GASc humano seguido de medicion de ARN de IFNB. STING
WT, pero no el mutante R232A, pudo soportar la induccion de IFNB por GASc. El mutante R232H fue parcialmente
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defectuoso, posiblemente porque la histidina cargada positivamente puede sustituir débilmente algunas de las
funciones de Arg232. MAVS, una proteina adaptadora esencial de la via RIG-I (Seth y col., 2005), feu capaz de
inducir IFNB en todas estas lineas celulares. En conjunto, los datos estructurales y funcionales de los investigadores
indican fuertemente un papel importante de Arg232 en las funciones de STING y subrayan alin mas el papel del
GASc como un sensor de ADN citosolico indispensable.

ANALISIS

Los estudios previos de los investigadores identificaron GASc como un sensor de ADN citosélico y una ciclasa que
sintetiza GAMPc usando ATP y GTP como sustratos (Sun y col.,, 2013; Wu y col., 2013). GAMPc luego funciona
como un segundo mensajero que se une y activa STING. En este caso los investigadores emplean la sintesis
guimica y varios enfoques biofisicos para caracterizar ain mas los enlaces fosfodiéster internos del producto GASc y
determinaron que es 2'3'-GAMPc. Posteriormente, Gao y col indicaron las estructuras de GASc en sus formas apo-y
unidas al ADN, lo que confirmé que el GASc es en efecto una sintasa ciclica-GMP-AMP activada por ADN que
cataliza la sintesis de GAMPc a partir de ATP y GTP (Gao y col., 2013). Este elegante estudio también dilucidé el
mecanismo estructural mediante el cual la union al ADN conduce a la activacion de GASc. Usando un enfoque
diferente, Gao y col., también encontraron que la proteina GASc truncada sintetiza 2'3'-GAMPCc in vitro. Sin embargo,
no probaron si 2'3'-GAMPc tiene alguna actividad biolégica o bioquimica, ni tampoco demostraron si se produce 2'3-
GAMPc endogeno en células de mamifero. En este informe, los investigadores mostraron que la estimulacion de
células de raton y humanas con ADN conduce a la produccion de 2'3-GAMPc enddgeno. Ademas, los
investigadores demostraron que 2'3'-GAMPc se une a STING con una afinidad mucho mayor que otros isémeros de
GAMPc y di-GMPc. Ademas, los investigadores mostraron que 2'3'-GAMPc y otros isomeros de GAMPc son mucho
mas potentes que di-GMPc para inducir IFNB en las células.

Se obtienen nuevos conocimientos sobre la estructura y la funcién de 2'3'-GAMPc a partir de la estructura cristalina
del STING CTD unido a este ligando enddgeno. Esta estructura cristalina tiene una resolucion de 1,88A, lo que
permite una vista detallada de la estructura del ligando, que incluye los enlaces 2'-5'y 3'-5' fosfodiéster. La estructura
revela restos especificos en STING que actian como mediadores de la unién de 2'3-GAMPc. Ademas, una
comparacién de esta estructura con las estructuras STING CTD publicadas previamente en su forma apo revela
extensos reordenamientos conformacionales inducidos por el ligando natural. Especificamente, los dos brazos del
dimero STING en forma de V se mueven mas cerca de aproximadamente 20 A y una nueva lamina de cuatro
cadenas B forma una tapa por encima del sitio de unién de GAMPc en la estructura de STING unida a ligando. Estas
caracteristicas estan ausentes en las estructuras STING: di-GMPc previamente determinadas, que usaban una
variante STING que contenia la mutacion R232H. En estas estructuras, la unién de di-GMPc no induce ningun
reordenamiento conformacional obvio en STING (Ouyang y col., 2012; Shu y col., 2012; Yin y col., 2012). Sin
embargo, en otras dos estructuras que contienen el STING WT (Arg232) y di-GMPc, uno muestra cambios
conformacionales similares a los observados en el complejo STING-GAMPc (Huang y col., 2012), y el otro muestra
un cambio conformacional distinto en el que Arg232 esta orientado de forma diferente (Shang y col., 2012). La
conformacion "cerrada" observada por Huang y col., puede haber capturado el estado activo de STING inducido por
di-GMPc, que es capaz de activar STING, aunque de forma mas débil que GAMPc.

Las interacciones extensas entre STING y 2'3'-GAMPc proporcionan la base estructural para su uniéon de alta
afinidad. En particular, Glu260, Thr263 y Val239 interactllan con la base de guanina de GMP y Serl62 interactia
con el grupo 3'-OH libre de GMP, lo que explica por qué GAMPc que contiene un enlace fosfodiéster entre 2'-OH de
GMP y 5'-fosfato de AMP es un ligando de alta afinidad. Ademas, los dos grupos a-fosfato interactian con Arg232
de un protomero y Arg238 de ambos protomeros. Este analisis estructural explica que las mutaciones R232A o
R232H alteran fuertemente la funcion de STING en respuesta a ADN o GAMPc. Los datos de los investigadores
destacan la importancia de usar STING de tipo salvaje (Arg232) en estudios estructurales y funcionales.

Aunque 2'3-GAMPc se une a STING con una afinidad mucho mas alta que los isdmeros GAMPc que contienen otros
enlaces fosfodiéster, los cuatro isomeros GAMPc indujeron IFNB con similares valores de ECsp, que eran mucho
mas bajos que los de di-GMPc. Por tanto, todas las isoformas de GAMPc son potentes inductores de IFN.

En resumen, los resultados de los investigadores demuestran que 1) el segundo mensajero enddgeno producido en
células de mamifero en respuesta a la estimulacion del ADN citosdlico es 2'3'-GAMPc; 2) 2'3-GAMPc es un ligando
de alta afinidad para STING; 3) 2'3'-GAMPc es un potente inductor de IFNB en células de mamifero; 4) 2'3'-GAMPc
induce reordenamientos conformacionales en STING que pueden ser la base de su activacion; y 5) las interacciones
extensas entre 2'3'-GAMPc y STING observadas en la estructura cristalina del complejo explican su unién especifica
y de alta afinidadad.

Los investigadores concluyen: 2'3'-GAMPc¢ es un segundo mensajero endégeno producido por células de mamifero;

2'3'-GAMPc es un ligando de alta afinidad para STING; 2'3'-GAMPc es un potente inductor de interferones de tipo [;
y la unién de 2'3'-GAMPc induce cambios conformacionales de STING.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2678 194 T3

NUMERO DE ACCESO

Las coordenadas de la estructura STINGCTD humana unida a 2'3-GAMPc¢ se han depositado en el banco de datos
de proteina RCSB (PDB: 4KSY).
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Tabla M1. Estadisticas de recopilacion de datos y refinamiento de GAMPc unido a STING

Datos
Grupo espacial

Celda unidad (A,°)
Numero de moléculas en ASU

Longitud de onda (A)

Resolucion (A)

GAMPc unido a STING
Cc2

89,525 77,927 35,974 90 96,98 90
1

0,97918

50-1,88 (1,91-1,88)

Riusion (%0) 7,8 (65,0)
llo 17,82 (2,20)
Completitud (%) 99,4 (98,6)
Ndamero de reflexiones medidas 99.635
Numero de reflexiones particulares 19.800
Redundancia 5,0 (4,8)
Factor B de Wilson (A%) 30,80

Factor R (%)

16,07 (23,09)

Riibre (%) 18,15 (30,83)
NUmero de atomos

Macromoléculas 1483
Ligando 45
Agua 72
Todos los atomos 1600
Valor B medio (A?)

Macromoléculas 46,20
Ligando 23,10
disolvente 50,00
Todos los atomos 45,70
Desviaciones de Rms de los valores

ideales

Enlaces (A) 0,007
Angulo (°) 1,213
Estadisticas del diagrama de

Ramachandran (%)

Favorecido 97,22
Permitido 2,78
Valores atipicos 0

Los valores entre paréntesis son para pantalla de alta definicion. R=Z|Fobs-Fcaic|/ZFobs, €n la que Fcalc es el factor de
5 estructura de proteina calculado a partir del modelo atémico (Rlibre se calculé con el 10 % de las reflexiones
seleccionadas).
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Tabla S1. Sintesis quimica de los GAMPc. (A) Estructura de los bloques de construcciéon S1-S4. (B) Sintesis del
bloque de construccion S1. (C) Sintesis del bloque de construccién S3. (C) Sintesis de 2'3'-GAMPc. (E) Sintesis de
5 2'2-GAMPc. (F) Sintesis de 3'2-GAMPc. (G) Sintesis de 3'3'-GAMPc.
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Ejemplo 4. La GMP-AMP sintetasa ciclica es un sensor  inmunoldgico innato del VIH y otros retrovirus

Los retrovirus, incluido el VIH, pueden activar respuestas inmunolégicas innatas, pero los sensores del huésped para
los retrovirus son en gran parte desconocidos. En este caso los investigadores muestran que la infeccion por VIH
activa la sintasa GMP-AMP ciclica (GAMPc) (GASc) para producir GAMPc, que se une y activa la proteina
adaptadora STING para inducir interferones tipo | y otras citoquinas. Los inhibidores de la transcriptasa inversa del
VIH, pero no de la integrasa, anularon la induccién de interfer6n-3 por el virus, lo que indica que el ADN del VIH
transcrito de forma inversa desencadena la respuesta inmunoldgica innata. La desactivacion o caida de GASc en
lineas celulares de raton o humanas bloquearon la induccién de citoquina por VIH, el virus de la leucemia murina
(MLV) y el virus de la inmunodeficiencia simia (SIV). Estos resultados indican que el GASc detecta el ADN retroviral
y que el GASc es un sensor inmunoldgico innato del VIH y otros retrovirus.

Aunque se han logrado avances enormes en la comprension del reconocimiento inmunolégico innato de muchos
patégenos microbianos (1-3), se sabe relativamente poco sobre las respuestas inmunolédgicas innatas contra las
infecciones retrovirales (4). Se pensaba que los retrovirus desencadenaban respuesta inmunolégicas innatas débiles
0 inexistentes. que normalmente se median a través de la produccién de citocinas inflamatorias e interferones de
tipo I. Sin embargo, las investigaciones recientes han demostrado que los retrovirus como el VIH pueden
desencadenar respuestas inmunolégicas innatas, que normalmente estan enmascaradas por factores virales o del
huésped (5-8). Por ejemplo, TREX1 es una exonucleasa citosdlica que degrada el ADN procedente del VIH o
retroelementos enddgenos, evitando asi la acumulacion de ADN citosolico que de otro modo desencadenaria la
inmunidad innata (9, 10). La pérdida de mutaciones funcionales de TREX1 en seres humanos se ha relacionado
estrechamente con el sindrome de Aicardi Goutieres (SAG), una enfermedad similar al lupus caracterizada por la
expresion elevada de citoquinas inflamatorias y genes estimulados por interferén (11).

Recientemente los investigadores han identificado la enzima GMP-AMP ciclica (GAMPCc) sintasa (GASc) como un
sensor de ADN citosolico que desencadena la produccion de interferones tipo | y otras citocinas (12, 13). El ADN se
une y activa el GASc, que cataliza la sintesis de un isémero particular de GAMPc de ATP y GTP. Este isémero de
GAMPc, denominado 2'3'-GAMPc, que contiene enlaces fosfodiéster 2'-5 'y 3'-5', funciona como un segundo
mensajero que se une y activa la proteina STING del reticulo endoplasmico (14-17). STING luego activa las
proteinas quinasas IKK y TBK1, que a su vez activan los factores de transcripcion NF-kB e IRF3 para inducir
interferones y otras citoquinas (18). La caida de GASc inhibe la induccién de IFNB por virus de ADN tales como el
virus de herpes simple-1 (VHS-1) y virus vaccinia (13). Debido a que los retrovirus generan ADN complementario a
partir del ARN viral mediante transcripcion inversa, los investigadores hipotetizaron que el GASc podria detectar el
ADN retroviral y desencadenar respuestas inmunolégicas innatas.

Los investigadores usaron un virus VIH-1 de una sola ronda en el cual su proteina de envoltura fue reemplazada por
la glicoproteina del virus de la estomatitis vesicular (VEV-G), lo que le permite infectar una gran diversidad de tipos
de células humanas y de raton (9). Este virus también expresa GFP, que se puede usar para controlar la infeccion
viral. La infeccion de la linea celular monocitica humana THP1 con VIH-GFP condujo a la dimerizacion de IRF3, una
evidencia de su activacion. La fosforilacion de STAT1 en Tyr-701 también se detect6 después de la infeccion por
VIH, lo que indica que la via de sefializacién del interferén se activé en las células infectadas por el virus (19). La
infeccion por VIH condujo a la induccion de IFNB y la quimiocina CXCL10, conjunta con la generacién del ADN
episomal de VIH Gag. Los niveles de produccién de IFNB fueron proporcionales a la multiplicidad de infeccion por
VIH. El tratamiento del virus VIH-GFP con DNasa | no alter6 su capacidad de inducir IFNB, mientras que el
tratamiento del ADN de testiculo de arenque (ADN-TA) con DNasa | inhibi6 la induccién de IFN, lo que indica que la
induccion de IFNB por VIH-GFP no se debié a ningiin ADN contaminante. La diferenciacién de THP1 de monocitos a
macréfagos mediante el tratamiento de células con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) inhibié la infeccion o
replicacién de VIH-GFP e inhibi6 fuertemente la induccion de IFNB. Por tanto, a menos que se indique lo contrario,
las células THP1 usadas en el estudio de los investigadores no fueron tratadas con PMA antes de la infeccion por
VIH.

Para probar si se requiere la transcripcion inversa para que el VIH active la respuesta inmunolégica innata, los
investigadores trataron las células THP1 con los inhibidores de la transcriptasa inversa del VIH, la azidotimidina
(AZT) y la nevirapina (NVP). Ambos inhibidores bloquearon la activacion de IRF3 y la induccién de IFNB por VIH. A
diferencia, el inhibidor de la integrasa del VIH raltegravir (RAL) no afect6 la activacion de esta via. AZT y NVP,
incluso en altas concentraciones, no inhibieron la induccién de IFNB por ADN TA, lo que indica que los efectos
inhibidores de AZT y NVP se debieron a su inhibicién especifica de la transcripcion inversa de VIH. Estos resultados
indican que el ADN del VIH transcrito inverso es el desencadenante de la activacion de IRF3 y la produccion de
IFNB.

Sorprendentemente, la caida mediada por ARNhc de GASc o STING en células THP1 inhibié fuertemente la
induccion de IFNB y CXCL10 y la activaciéon de IRF3 por VIH-GFP. Los experimentos de control mostraron que el
ARNhc contra la luciferasa no inhibia la activacion de la via, y que los vectores ARNhc destruian especificamente a
los objetivos pretendidos. En particular, el ARNhc GASs destruyé GASc pero no STING, y la induccion de IFNB en
estas células se rescaté entregando GAMPc en las células, lo que indica que el ARNhc GASc no tenia efectos fuera
de objetivo en la via STING.
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Los estudios previos han demostrado que VSV-G pseudotipado VIH-1 induce fuertemente IFNB en fibroblastos
embrionarios de raton deficientes en TREX1 (MEF), pero no en el tipo salvaje (WT) FER (9). Los investigadores
generaron lineas celulares Trex1” MEF que expresan de forma estable ARNhc contra GASc, STING o luciferasa
(como control). La infeccion por VIH indujo ARN de IFNB y CXCL10 en las células de control (luciferasahc) pero no
en células agotadas con GASc o STING. A diferencia, la caidade GASc o STING no afect6 la induccién de IFNB o
CXCL10 por el analogo de ARN bicatenario poli[l:C].

Para obtener la prueba definitiva del papel de GASc en la detecciéon innata de ADN citosélico y retrovirus, los
investigadores emplearon la tecnologia TALEN para alterar el gen que codifica GASc (Mb21d1), especificamente la
region que codifica el dominio catalitico, en células L929 (20). Aunque las células L929 contienen tres copias del
cromosoma 9 que alberga el gen GASc, la secuenciacién del ADN de las células que expresan TALEN identificé
multiples clones que tenian deleciones en los tres cromosomas; tres de estos clones fueron elegidos para estudios
posteriores. Los tres clones contenian deleciones en el locus GASc que generaron mutaciones de cambio de marco
(21).

Las tres lineas celulares mutantes de GASc no pudieron activar IRF3 en respuesta a la transfeccion de ADN-TA o la
infeccion por virus de herpes simple (HSV-1: un virus de ADN bicatenario). Como controles, estas células activaron
IRF3 normalmente en respuesta a la transfeccion con poli[l:C] o la infeccién con el virus Sendai, un virus ARN. Las
células mutantes de GASc también eran defectuosas para inducir CXCL10 en respuesta a ADN-TA, pero este
defecto se rescato transfectando las células con el plasmido de expresion de GASc de raton.

Los investigadores eligieron el clon mutante GASc n.° 18 y las células parentales L929 para investigar el papel de
GASc en el reconocimiento inmunoldgico innato de la infeccion por VIH. En células L929 que expresan de forma
estable un ARNhc contra TREX1, pero no la luciferasa de control, la infeccién por VIH-GFP indujo la dimerizacion de
IRF3 y la produccion de IFNB y CXCL10. A diferencia, las células mutantes de L929 GASc no pudieron establecer
ninguna respuesta inmunoldgica detectable a la infeccion por VIH, incluso cuando TREX1 se agotd, lo que
demuestra el papel esencial de GASc en las respuestas inmunoldgicas contra el VIH. El agotamiento de GASc no
afectd la induccién de IFNB o CXCL10 por el virus Sendai.

Los investigadores han demostrado previamente que las células HEK293T no expresan niveles detectables de GASc
y STING y por tanto no pueden activar IRF3 en respuesta a la transfeccion del ADN o la infeccion por el virus de
ADN (13). Consecuente con un papel importante de GASc y STING en la deteccién de retrovirus, la infeccion por
VIH-GFP activd IRF3 y STAT1 en células THP1 pero no en HEK293T. A diferencia, el virus Sendai activd IRF3 y
STAT1 en ambas lineas celulares. Para determinar si la infeccién por VIH conduce a la produccién de GAMPc
endégeno en células humanas, los investigadores prepararon lisados de células infectadas con VIH THP1 y
HEK?293T, calentaron los lisados a 95 °C para desnaturalizar la mayoria de las proteinas, que se eliminaron por
centrifugacién (12). El sobrenadante que potencialmente contenia GAMPc se entreg6 a células THP1 que se habian
permeabilizado con la toxina bacteriana perfringolisina-O (PFO), y luego se ensayd la dimerizacion de IRF3
mediante electroforesis nativa en gel. El sobrenadante resistente al calor de THP1 infectado con VIH, pero no de
células HEK293T, contenia la actividad de GAMPc que estimulaba la activacion de IRF3 en las células receptoras.
Ademas, la inhibicién de la transcripcion inversa del VIH por AZT, DDI (didanosina) o NVP bloqued la generacién de
la actividad de GAMPc, mientras que el inhibidor de la integrasa del VIH RAL no tuvo efecto. La infeccién por VIH-
GFP en células L929Trex1hc también condujo a la generacién de la actividad de GAMPc, que dependia de GASc.
En conjunto, estos resultados indican que la infeccién por VIH induce la producciéon de GAMPc endégeno de una
forma que depende de GASc y la trascripcion inversa de ARN de VIH a ADNCc.

Para probar si la infeccion por VIH produce ADNCc retroviral en el citoplasma para activar GASc, los investigadores
infectaron células HEK293T con VIH-GFP y prepararon extractos citosélicos que luego se incubaron con proteina
GASc purificada en presencia de ATP y GTP. Los extractos citosélicos de células infectadas con VIH, pero no de
células no infectadas, fueron capaces de estimular GASc para producir la actividad GAMPc que activaba IRF3 en
células THP1 permeabilizadas. El tratamiento de las células HEK293T con AZT inhibi6 la generacién de la actividad
estimulante de GASc. Los analisis adicionales mostraron que el citoplasma de las células infectadas con VIH
contenia el ADN Gag del VIH y la proteina GFP, ambos inhibidos por el AZT.

La medicion cuantitativa de la abundancia de GAMPc por espectrometria de masas usando monitorizacion de
reaccion selectiva (SRM) proporciond la prueba directa de que GAMP se produjo en células THP1 infectadas con
VIH pero no tratadas de manera simulada. La espectrometria de masas en tandem del GAMPc endégeno de células
THP1 infectadas con VIH reveld que era idéntico al producto GASc, 2'3'-GAMPc (15).

Para probar si la infeccién por VIH en células inmunolégicas humanas primarias conduce a la produccion de GAMPc,
los investigadores infectaron macréfagos procedentes de monocitos (MDM) y células dendriticas procedentes de
monocitos (MDDC) con el aislado VIH-1 clinico VIH-BaL y VIH-GFP, respectivamente. Las investigaciones previas
han demostrado que los macréfagos humanos y las células dendriticas expresan SAMHD1, una nucleasa que
hidroliza el NTPd, inhibiendo asi la transcripcion inversa del VIH. El VIH-2 y el virus de la inmunodeficiencia simia
(SIV) contienen la proteina Vpx, que se dirige a SAMHD1 para la degradacion proteasomal mediada por ubiquitina,
eliminando por tanto este factor de restriccion del huésped. Para facilitar las infecciones por VIH en MDM y MDDC
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humanos, los investigadores entregaron VIS Vpx en estas células usando una particula tipo virus (VLP) antes de la
infeccion por VIH. En presencia de Vpx, la infeccion de MDM y MDDC con VIH-BalL y VIH-GFP, respectivamente,
condujo a la generacién de actividad GAMPc. El andlisis de espectrometria de masas cuantitativa confirmé ademas
la produccion de 2'3'-GAMPc en MDDC infectados por VIH que expresaban Vpx. La actividad de GAMPc se observé
sistematicamente en MDDC y MDM de donantes humanos adicionales, y esta actividad fue mayor en las células
infectadas con VIH que las tratadas con Vpx solo. Estos resultados demuestran que la infeccion por VIH en
macréfagos humanos y células dendriticas conduce a la generacién de GAMPc en condiciones que son permisivas
para la replicacion viral.

Finalmente, los investigadores probaron si se requiere GASc para las respuestas inmunoldgicas innatas contra otros
retrovirus infectando las lineas celulares L929 y L929-GASc KO con el virus de la leucemia murina (MLV) y SIV.
Anélogo al VIH, MLV y SIV indujeron ARN de IFNB y CXCL10 en células L929 agotadas de TREX1 enddgeno, pero
dicha induccion fue completamente suprimida en las células GASc KO. En apoyo adicional de un papel esencial de
la via GASc-STING en la deteccidon inmunolégica innata de retrovirus, la caida de GASc o STING en células Trex1”
MEF inhibi6 fuertemente la induccién de IFNB por VLM y VIS.

En el presente documento los investigadores demostraron que GASc es esencial para la respuesta inmunoldgica
innata contra VIH, SIV y MLV, lo que indica que GASc es un sensor inmunolégico innato general del ADN retroviral.
Aunque el VIH infecta principalmente las células T CD4 humanas, también puede entrar en los macréfagos y las
células dendriticas, normalmente sin desencadenar una respuesta inmunolégica innata manifiesta al ocultar los
acidos nucleicos virales dentro de la capside y al limitar la acumulacién de ADN viral mediante la cooptacion de
factores del huésped tales como TREX1 y SAMHDI(S). Se cree que la ausencia de una respuesta inmunoldgica
innata rigurosa al VIH en las células dendriticas es un factor importante que dificulta las respuestas productivas de
las células T y el desarrollo de vacunas (7). El descubrimiento de los investigadores de que el VIH y otros retrovirus
pueden inducir la produccion de GAMPc a través de GASc en condiciones permisivas indica que el GAMcP puede
usarse para evitar el bloqueo de las respuestas inmunolégicas innatas contra el VIH. Como tal, GAMPc proporciona
un adyuvante de vacuna Util para el VIH y otros patdgenos que son expertos en subvertir el sistema inmunolégico
innato del huésped.
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Ejemplo 5. Papeles pivotantes de la sefalizacion de GASc-GAMPc en la defensa antiviral y los efectos
adyuvantes inmunoldgicos

La invasion de ADN microbiano en el citoplasma de las células animales desencadena una cascada de reacciones
inmunoldgicas del huésped que ayudan a eliminar la infeccién; sin embargo, el propio ADN en el citoplasma puede
causar enfermedades autoinmunol6gicas. Los enfoques bioquimicos condujeron a la identificacion de GMP-AMP
(GAMPc) sintasa ciclica (GASc) como un sensor de ADN citosélico que desencadena respuestas inmunoldgicas
innatas. En este caso los investigadores muestran que las células de ratones deficientes en GASc (cGas"’)
incluyendo fibroblastos, macrofagos y células dendriticas, no pudieron producir interferones de t|po | y otras
citoquinas en respuesta a la transfeccion de ADN o la infeccién por el virus de ADN. Los ratones cGas” fueron mas
susceptibles a la infeccién letal con el virus del herpes simple-1 (HSV1) que los ratones de tipo salvaje. Los
investigadores también demostraron que GAMPc es un adyuvante que potencia la activacion de las células T
especificas de antigeno y la produccién de anticuerpos.

La deteccion de invasion de ADN extrafio es un mecanismo fundamental de defensa del huésped. En las células de
mamiferos, la presencia de ADN extrafio o propio en el citoplasma es una sefial de peligro que desencadena la
respuesta inmunolégica innata del huésped (1). A través de estudios bioquimicos, los investigadores han identificado
recientemente GMP-AMP ciclico (GAMPc) sintasa (GASc) como un sensor inmunolégico innato de ADN citosoélico
que desencadena la produccion de interferones tipo | y otras citoquinas inflamatorias (2,3). GASc se une al ADN
independientemente de su secuencia; esta union activa GASc para catalizar la sintesis de un isémero GAMPc
particular, que contiene enlaces fosfodiéster 2'-5' y 3-5' (4-7). Esta molécula, denominada 2'3'GAMPc, funciona
como un segundo mensajero que se une y activa la proteina adaptadora STING (3,7). STING luego activa las
proteinas quinasas IKK y TBK1, que a su vez activan los factores de transcripcion NF-kB e IRF3 para inducir
interferones y otras citoquinas (8).

Para investigar la funcion de GASc in vivo, los investigadores generaron una cepa de ratén Gacs inactivado, en la
que eI primer exén se empalma en un casete LacZ, anulando asi la expresion del locus enddgeno (9). Los ratones
Gas™c nacieron en la relacion mendeliana, y no mostraron ninguna anormalidad de desarrollo manifiesta. Los
andlisis cuantitativos de PCR de transcripcion inversa (RT-PCRc) de ARN de fibroblastos pulmonares y macréfagos
procedentes de médula 6sea (BMDM) confirmaron que las células Gas™ ¢ eran defectuosas para producir ARN de
Gasc, mientras que las células Gas"c producian niveles intermedios de ARN de Gasc.

Los investigadores obtuvieron fibroblastos pulmonares de ratones WT, Gas"c y GAS”c, asi como el raton
goldenticket (gt/gt), que tiene una mutacion puntual que da como resultado la pérdida de la expresion de STING (10).
La transfeccién de diferentes tipos de ADN, incluyendo ADN de testiculo de arenque (ADN-TA), ADN de E. coli y
ADN estlmulante de interferén (ISD, ADN bicatenario de 45 pb) (11), en los fibroblastos pulmonares de ratones WT y
Gas"c condujeron a la produccion robusta de proteina IFNB, medida por ELISA. A diferencia, las células Gas’c y
Stlngg’”gt no produjeron ningun nivel detectable de IFNB. Poli[l:C], un analogo de ARN bicatenario conocido por
inducir IFNB a través de la via del receptor tipo RIG-1 (RTR) (12), indujo IFNB normalmente en ausencia de Gasc o
Sting. Curiosamente, poli[dA:dT], que previamente se demostré que induce interferones de tipo | a través de la via
de ARN polimerasa IlI-RIG-I-MAVS (13, 14), indujo IFNB normalmente en las células Gas’c y Sting® %t | os andlisis
RT-PCRc confirmaron ademas que el GASc es esencial para la induccion de ARN de IFNB por dlferentes tipos de
ADN sintético o bacteriano, excepto poli[dA:dT]. Los experimentos de curso de tlempo muestran que la induccion de
IFNB por ISD fue completamente surpimida en los fibroblastos pulmonares de Gas™ incluso en puntos de tiempo
tempranos (2-8 h) después de la transfeccién de ADN, lo que indica que GASc es indispensable para la induccién de
IFNB por ADN citosdlico.

Para medir la produccién de GAMPc en células WT y Gas™c, los investigadores realizaron un bioensayo que mide la
actividad de GAMPc en extractos citoplasmicos de células transfectadas con ISD. Los extractos se calentaron a 95
°C para desnaturalizar la mayoria de las proteinas, que se eliminaron por centrifugaciéon. Los sobrenadantes que
podrian contener GAMPc se entregaron a la linea celular monocitica humana THP1, que se habia permeabilizado
con la toxina bacteriana perfringolisina-O (PFO). La dimerizacion de IRF3, una evidencia de su activacion, luego se
midi6 mediante electroforesis nativa en gel. Este ensayo mostr6 que los extractos de fibroblastos pulmonares
transfectados con ISD de ratones WT pero no de Gas™c contenian la actividad de GAMPc, lo que demuestra que
GASc tiene un papel no redundante para catalizar la sintesis de GAMPc en estas células en respuesta al ADN
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citosdlico.

A continuacion, los investigadores infectaron los fibroblastos pulmonares con los virus de ADN virus del herpes
simple-1 (HSV1), virus vaccinia (VACV) y una cepa mutante de HSV1 llamada d109, que tiene una delecion de
proteinas virales como ICPO que se sabe que antagoniza respuestas inmunoldgicas (15). La induccién de IFNB por
cada uno de estos virus fue suprimida en gran parte en células Gas’c y Stingg”gt, y se inhibié parcialmente en
células Gas" c. A diferencia, la induccion de IFNB por el virus Sendai, un virus ARN conocido por activar la via RIG-
I, no se vio afectado por la deficiencia en Gasc o Sting. La administracion de GAMPc en el citoplasma rescat6 la
induccion de IFNB en células Gas™ ¢ pero no en células Stinggﬂgt. De forma similar, la induccion de la quimioquina
CXCL10 por los virus de ADN dependia de Gasc y Sting. La medicién de la dimerizacion de IRF3 mostrd que las
células Gas’c no activaron IRF3 en respuesta a la transfeccién de ADN-TA o la infecciéon por HSV-1 WT o la cepa
HSV1 7134, que también carece del interferén antagonista ICPO (16). La deficiencia de Gasc no alter6 la activacion
de IRF3 por el virus Sendai. Por tanto, se requiere GASc para la activacion de IRF3 y la induccién de citocinas por
virus de ADN pero no virus de ARN en fibroblastos pulmonares de ratén.

BMDM de ratones Gas”’c y Stingg‘/gt fueron defectuosos para producir IFNB en respuesta a la transfeccién con ADN-
TA o ISD. De forma similar, la induccién de IFNB por VACV vy las cepas HSV1 d109 y 7134 fue suprimida en gran
parte en Gas’c y Stingg"gl BMDM. Sin embargo, la induccién de IFNB por WT HSV1 se bloqueodi grave pero no
completamente bien en Gas’c o en StinggTng BMDM, lo que indica que estas células poseen otra via que podia
compensar parcialmente la pérdida de la via GASc-STING para detectar la infeccion por HSV1 WT. La pérdida de
GASc o STING en BMDM no afecté la induccion de IFNB por el virus Sendai. Los experimentos cinéticos muestran
que la induccién de IFNB por ISD y HSV1-d109 fue suprimida en Gas”c BMDM a lo largo del curso temporal de la
estimulacion. De forma analoga a IFN, la inducciéon de TNFa por ADN-TA o ISD fue surpimida en Gas’co Stingg‘/gt
BMDM. Los analisis de RT-PCR ¢ mostraron que la inducciéon de IFN, interleucina-6 (IL6) y ARN de CXCL10 por
transfeccion de ADN-TA o ISD o infeccién con HSV1-d109 era completamente dependiente de Gasc y Sting. A
diferencia, los niveles de ARN de estas citocinas inducidas por poli[l:C] o el virus Sendai no se vieron afectados por
la deficiencia en Gasc o Sting.

Los investigadores obtuvieron células dendriticas convencionales (DCc) y DC plasmocitoides (DCp) cultivando
médulas éseas en medios condicionados que contienen GM-CSF y ligando de FIt3 (FIt3L), respectivamente. Los DC
GM-CSF, que contienen en gran parte DCc, de ratones Gas’c y Stingg‘/gt no indujeron IFNa o IFNB en respuesta a la
transfeccion de ADN-TA o ISD. La pérdida de GASc o STING en DC de GM-CSF suprimié la induccién de IFNf por
HSV1-d109 y VACV, e inhibié parcialmente la induccion de IFNB por HSV1 WT. A diferencia, la deficiencia en GASc
0 STING no alteré la induccién de IFNa o IFNB por el virus Sendai. Los experimentos de RT-PCRc confirmaron
ademas que GASc y STING eran esenciales para la induccion de ARN de IFNB, IL6 y CXCL10 por transfeccién con
ADN-TA o ISD o infeccién con HSV1-d109, mientras que la induccion de estas citoquinas por poli[l:C] o el virus
Sendaiera independiente de GASc o STING.

Se sabe que los DCp expresan TLR9 que es responsable de la induccion de los interferones de tipo | por los enlaces
de CpG sintético que contienen fosforotioato (17). Cuando el ADN de CpG se us6 para estimular las DC de FIt3L,
gue contiene en gran parte CDp, en presencia o ausencia de Iiposoma (lipofectamina 2000), indujo la produccion
robusta de IFNa y IFNB incluso en las células Gas’c y Stingg"g. A diferencia, otras formas de ADN, incluido ISD,
poli[dA:dT] y ADN gendémico de E. coli y Vibrio cholerae, indujeron IFNa en FIt3L-DC solo en presencia de
liposomas, y esta induccion por cada ADN fue suprimida en ausencia de GASc o STING. La fuerte dependencia de
la induccion de IFNa por poli[dA:dT] en GASc y STING en DCp indica que la via GASc-STING, pero no la via Pol-llI-
RIG-I, juega un papel importante en la deteccion del ADN en estas células. El FIt3L-DC de ratones Gas’c y Sting@’”gt
indujeron FNa y IFNB en respuesta a la infeccién por el virus Sendai, pero no HSV1. En conjunto, estos resultados
demuestran que GASc es responsable de detectar ADN natural (p. €j., ADN bacteriano) e infecciones por virus ADN
en células dendriticas.

Para determinar el /papel de GASc en la defensa inmunolégica contra virus ADN in vivo, los investigadores infectaron
ratones WT y Gas™ ¢ con HSV1 por via intravenosa (vi). El analisis de ELISA mostré que los sueros de ratones WT
contenia niveles elevados de IFNa e IFNB, que alcanz6 su punto maximo a las 8 y 4 horas, respectivamente,
después de la infeccion por HSV1 (lxlO7 ufp/raton). Los niveles de IFNa e IFNB se atenuaron intensamente en los
ratones Gas” ¢ infectados con la misma dosis infecciosa de HSV1. En un experimento independiente en el que los
ratones fueron controlados para su supervivencia después de la infeccion con HSV1 a la dosis infecciosa de 1x10°
upf/raton, cuatro de los cinco ratones Gas™c desarrollaron ataxia y paralisis en 3 dias después de la infeccion del
virus y murieron unas horas después de que aparecieron estos sintomas. El quinto raton Gas™c murio el dia 4
después de la infeccién. Tres de los cinco ratones WT desarrollaron estos sintomas el dia 6 y murieron poco
después. Cuando se extrajeron los cerebros de los ratones WT y Gas™c para medir los titulos virales el dia 3
después de la infeccion, se detectaron altos niveles de HSV1 en los cinco ratones Gas™c, mientras gue ninguno de
los ratones WT tenia niveles detectables de HSV1 en los cerebros. Se observaron las curvas de supervivencia
similares y se detectaron titulos virales similares en los cerebros en experimentos independientes en los que la dosis
infecciosa de HSV1 se aumenté a 1 x 10’ upf por ratén. La susceptibilidad de los ratones Gas™c a la infeccion por
HSV1 fue similar a la de los ratones Stingg”g‘, que también tenian una notable reduccion de IFNa e IFNB en los
sueros, y murieron dentro de los 3-4 dias después de la infeccion por HSV1 (18).
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Los resultados de los investigadores de que el GASc es esencial para la induccién de interferones de tipo | por ADN
citosoélico en mdltiples tipos de células, incluidas las células que presentan antigenos, indican que el producto GASc,
2'3'GAMPc, se puede usar para sustituir el efecto inmunoestimulador de ADN, incluido el efecto adyuvante de las
vacunas de ADN (19). Para determinar el efecto adyuvante de 2'3'GAMPc, los investigadores inyectaron el modelo
de antigeno de proteina ovoalbumina (OVA) in ausencia o presencia de 2'3'GAMPc en ratones WT o Stmgg % por via
intramuscular. Los ratones se reforzaron una vez en el dia 10 con la misma formulacién de antigeno. Los analisis
ELISA mostraron que 2'3'GAMPc potenmaba fuertemente la produccién de anticuerpos especificos de OVA el dia 17
en los ratones WT, pero no en Stlnggtgt Este efecto adyuvante de 2'3'GAMPc tampoco se observo en ratones
deficientes de receptores de interferon tipo | (Ifnar’ ) Para investigar el efecto de 2'3'GAMPc en la activacion de
células T, los leucocitos esplénicos aislados de los ratones WT, que se habian inmunizado con OVA u OVA +
2'3'GAMPc durante 7 dias, se cultivaron con un péptido OVA conocido para estimular células T CD4 a través de la
molécula MHC de clase Il I-A° u otro péptido OVA que estimula las células T CD8 a través de la molécula MHC de
clase | H-2K". Tanto las células T CD4 como CD8 de los ratones inmunizados con OVA + 2'3'GAMPc, pero no con
OVA solo, produjeron niveles elevados de IFNy e IL-2 después de la estimulacion con los péptidos aflnes El analisis
de citometria de flujo usando un tetrdmero compuesto por un péptido OVA en el complejo con H- 2K" mostr6 un
notable aumento en el porcentaje de las células T CD8 tetramero-positivas en los ratones inmunizados con OVA +
2'3'GAMPc, lo que indica que 2'3'GAMPc estimulé la expansion de las células T CD8 que portan el receptor de
células T especifico de OVA. En conjunto, estos resultados indican que 2'3'GAMPc funciona como un adyuvante
inmunoldgico para estimular respuestas de células T y células B especificas de antigeno.

En el presente documento los investigadores proporcionan la prueba de que GASc es esencial para la induccion de
interferones de tipo | y otras citoquinas inflamatorias por transfeccion de ADN e infeccién por virus de ADN. Con la
excepcion de poli[dA:dT] y ADN CpG, la mayoria de moléculas de ADN, especialmente las que se encuentran en la
naturaleza (p. ej. ADN bacteriano y viral), estimulan los interferones tipo | exclusivamente a través de la via GASc-
GAMPc-STING. En multiples tipos de células, incluyendo fibroblastos, macréfagos y células dendriticas, la induccién
de interferones de tipo | por virus vaccinia y varias cepas de HSV1 es completamente dependiente de GASc y
STING. De forma destacable, sin embargo, la induccién de IFNB por HSV1 de tlpo salvaje se suprlme de forma
grave pero no completamente en las DC de BMDM y GM-CSF de ratones Cas’c o Stmg Otros supuestos
sensores de ADN, tales como IFI16 o DDX41, también pueden estar involucrados en esta mducmon residual de IFNB
por HSV1 WT(20 21). En el caso de GASc, los fenotipos de Cas’c son sorprendentemente similares a los de
ratones Stlng (este estudio y ref. 18). Estos resultados, junto con los datos bioquimicos de los investigadores que
muestran que GASc es una enzima citosélica activada por su union al ADN genérico (2,3), demuestran formalmente
que el GASc es un sensor de ADN citosélico no redundante y general que activa STING.

Los investigadores mostraron que 2'3'GAMPc es un adyuvante eficaz que refuerza la produccién de anticuerpos
especificos de antigeno y las respuestas de células T. Aunque los segundos mensajeros bacterianos di-GMP ciclico
y di-AMP ciclico se estan desarrollando como posibles coadyuvantes de vacunas (22), 2'3'GAMPc es un ligando
mucho mas potente de STING que cualquiera de los dinucleétidos ciclicos bacterianos (7). Por tanto, 2'3'GAMPc
proporciona un adyuvante Util para las vacunas de la préxima generacion para evitar o tratar enfermedades
humanas, incluidas las enfermedades infecciosas y el cancer.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para preparar 2'3-GMP-AMP ciclico (2'3'-GAMPc), que comprende formar una mezcla que comprende
la sintasa GMP-AMP ciclica de mamifero (GASc), ATP y GTP, en condiciones en las que la sintasa convierte
cataliticamente el ATP y el GTP en 2'3'-GAMPc, en donde la sintasa, el ATP y el GTP estan en cantidades
predefinidas, comprendiendo el método ademas la etapa de aislar o detectar el 2'3'- GAMPc resultante, en donde la
mezcla comprende ademas ADN y la conversién es dependiente de ADN.
2. Un 2'3'-GAMPc aislado obtenido a partir del método de la reivindicacion 1.

3. Una composicién que comprende una cantidad predeterminada del 2'3'- GMP-AMP ciclico (2'3'-GAMPc) como se
define en la reivindicacion 2.

4. Una composicion que comprende una cantidad predeterminada de 2'3-GAMPc.
5. La composicion de las reivindicaciones 3 o 4 esencialmente libre de otros di-nucleétidos ciclicos.
6. Un adyuvante que comprende la composicion de acuerdo con las reivindicaciones 3 o 4.

7. Una vacuna que comprende un inmundégeno predeterminado y la composicion de acuerdo con las reivindicaciones
304.

8. La vacuna de la reivindicacion 7, en la que el inmundgeno es selectivo para un patdégeno objetivo.
9. La composicion de las reivindicaciones 3 0 4 para su uso en un método para inducir o promover una respuesta
inmunoldégica, comprendiendo el método administrar a un mamifero que lo necesita una cantidad eficaz de la

composicion.

10. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde la composicién se administra por via
mucosal (sublingual o intranasal), intramuscular o subcutanea.
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