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Introduccié

1. INTRODUCCIO

1. 1. Morfologia i fisiologia de la retina: visio general

La visio, el més fonamental dels nostres sentits, €s una facultat per la qual, a través de
I'ull, drgan visual, es percep el mén exterior. Molts organismes simples tenen receptors
lluminosos capacos de reaccionar enfront determinats moviments i ombres, pero la
verdadera visi6 es composa per la formaci6 dimatges en el cervell.

(http://webvision.med.utah.edu)

Tot i que totes les parts de I'ull s6n importants per a percebre una bona imatge, la capa
més vital per a la visié és la retina. La retina és, en essencia, una peca de teixit
cerebral que obté estimulacié directa a partir de les llums i les imatges de I'exterior.
Des d'un punt de vista morfologic, I'aparell visual es composa del globus ocular,
estructures annexes (parpelles, conjuntiva, aparell llagrimal) i vies optiques.

El globus ocular és una esfera la paret de la qual esta formada per tres capes

concentrigues superposades (Figura 1):

- Capa fibrosa externa, compresa per I'esclerdtica i la cornia
- Capa vascular mitja, compresa per la coroide, el cos ciliar i I'iris

- Capa nerviosa interna o retina

Coroide
Esclerotica

Cornia

Cos ciliar

Figura 1. Secci6 sagital vertical de I'ull huma adu  It. [De: John Moran Eye Center. University of UTAH]
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La retina és una estructura de set capes (Figura 2) implicada en la transducci6é de

senyals. El recorregut del senyal a través de la retina és el seguent:

La llum entra primer des de la capa de cél-lules ganglionars i ha de penetrar tots
els tipus cel-lulars abans d’arribar als fotoreceptors cons i bastons.

Els segments externs dels cons i bastons transdueixen la llum i envien el senyal a
través dels cossos cel-lulars de la capa nuclear externa i fora dels seus axons.

A la capa plexiforme externa, els axons dels fotoreceptors contacten les dendrites
de les cél-lules bipolars i horitzontals. Les cél-lules horitzontals sén interneurones
que ajuden en el processament del senyal.

Les cél-lules bipolars en la capa nuclear interna processen l'entrada des dels
fotoreceptors i les cél-lules horitzontals, i transmeten el senyal cap als seus axons.
En la capa plexiforme interna, els axons bipolars contacten les dendrites de les
cél-lules ganglionars i amacrines, una altra classe d'interneurones.

Les cél-lules ganglionars envien els seus axons a través de la capa de fibra optica

cap al disc optic per tal de fabricar el nervi dptic.
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Figura 2. Capes de la retina. Esquema de la distribucio de les diferents capes de la retina que travessa la

llum quan incideix a I'ull. [De: http://thalamus.wustl.edu/course/eyeret.html]
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La funcié de la retina és capturar la llum externa i transformar-la en estimul visual.
Ambdues tasques s6n molt complexes i no enteses completament. Tot i la seva
estructura compacta i mida relativament petita, la morfologia de la retina neural és

extraordinariament complicada.

La captaciéo d'un foté de llum i la seva conversié en un senyal eléctric s'Tanomena
fototransduccid. Té lloc dins dels segments externs de les cél-lules fotoreceptores: els

cons i bastons.

Els fotoreceptors tenen una morfologia comuna (Figura 3) (Ruiz et al. 2001).
Anatomicament, el fotoreceptor ha de considerar-se com la primera neurona de la
cascada visual. La disposicioé dels diferents segments que conformen l'estructura té

una important correlacié funcional.

El fotoreceptor és la cel-lula més abundant de la retina. S’estima que cada ull conté al
voltant de 125 milions de fotoreceptors,

basicament dividits en cons i bastons. A la retina
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: Cuter
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Figura 3. Esquema dels fotoreceptors: basto i con.
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Ultraestructuralment, el fotoreceptor esta constituit per microvesicules formant uns
1000 discs apilats envoltats per la membrana plasmatica. Aquestes estructures no sén
estatigues, sind que semblen estar sotmeses a un procés de reciclatge continu. Els
discs van migrant cap a I'extremitat del fotoreceptor de manera progressiva i finalment
sbén fagocitats i digerits per I'epiteli pigmentari de la retina (EPR). Aquest procés de
migracio dura entre 9 i 12 dies i 'EPR fagocita al voltant del 10% de cada segment
extern diariament. Aquest procés suggereix un altissim requeriment metabdlic a la

cél-lula fotoreceptora.

Les molécules de fotopigment, que constitueixen la base bioquimica de la
fototransduccié, resideixen en les membranes dels discs del segment extern dels
fotoreceptors. Als bastons, la rodopsina és el principal fotopigment, i té el seu maxim
d’absorcié per als fotons a una longitud d’ona de 500 nm (blau-verd). Els pigments dels
cons es refereixen col-lectivament com a iodopsines. Es distingeixen tres tipus, amb
pics d’absorcié en el blau, verd i groc. Cada con normalment conté només una
d'aquestes tres varietats de molécules de pigment. Diverses combinacions
estimuladores d’aquests tres tipus de pigments son responsables de la percepcio de la

visio en color.

La distribuci6 i tipologia dels fotoreceptors varia enormement depenent de la regié de
la retina en la que ens trobem. Aixi, la regid que conté major densitat cel-lular és la
fovea i els tipus cel-lulars que hi apareixen sén el con verd i el con vermell de forma
gairebé exclusiva. Segons ens allunyem de la fovea la densitat de fotoreceptors

disminueix rapidament. A la retina periférica, el bastd és el fotoreceptor predominant.
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La cascada de fototransducci6 (Figura 4) en els fotoreceptors dels vertebrats ha servit
com a sistema de referencia on han estat descoberts i elaborats molts dels principis
moleculars basics de la transduccié de senyals desencadenats per receptors acoblats

a proteines G.

Ih;s.l 'lill

1 Channel
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Figura 4. Cascada de fototransduccié als bastons. A ) Passos d'activacié de la cascada. B) Inactivacié de la
rodopsina activada (R*). C) Inactivaci6 de G*—E*. [De: Pugh et al. Molecular Mechanisms of Vertebrate Photoreceptor

Light Adaptation. Curr Opin Neurobiol. 1999 Aug;9(4):410-8. Review]

La visi6 comenga amb I'excitacio del receptor acoblat a proteina G, la rodopsina (R)
(Figura 4A), que porta a 'activacié de multiples molécules de la proteina G transducina
(G). La transducina activada estimula [lactivitat del seu efector, la GMPc
fosfodiesterasa (E), que porta a una disminucié en el GMPc cel-lular, al tancament dels
canals dirigits per GMPc de la membrana plasmatica i finalment al desenvolupament
del senyal eléctric conegut com a fotoresposta. La inactivacié de la fototransducci6 és

necessaria per a evitar que els fotoreceptors se saturin quan estan exposats a
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il-luminacié constant. La resolucié temporal de la visié també requereix una rapida
inactivacié dels components de la cascada de fototransduccio per tal que la cél-lula
pugui respondre rapidament al proper event lluminic. La inactivacié de la rodopsina
(Figura 4B) s’aconsegueix mitjancant la fosforilacié per la rodopsina quinasa (RK)
seguida de la uni6 a l'arrestina (Arr) per evitar completament qualsevol activacio
posterior de la transducina. La terminacié de la hidrolisi del GMPc s’aconsegueix
mitjangant I'activitat GTPasa de la transducina, una reaccié accelerada enormement
per la proteina activadora de GTPasa, RGS9 (Figura 4C). Finalment, la restauracié del
GMPc cap al seu estat de foscor per re-obrir els canals dirigits per GMPc és portada a

terme per la guanilat ciclasa (GC).
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1. 2. Distrofies hereditaries de la retina

Les distrofies hereditaries de la retina s6n un conjunt de malalties degeneratives i, en
general, progressives, que provoquen l'afectaci6 de les cel-lules fotoreceptores.
Aquestes malalties tenen una incidéncia d'1/4500 individus. Els trets més rellevants
d’aquestes malalties son el seu caracter hereditari, la seva evoluci6 progressiva i el no
tenir, en I'actualitat, un tractament ni paliatiu ni curatiu. Tot aixd condueix a la pérdua

parcial o total de la visio (Rivolta et al., 2002).

L’origen molecular d’aquestes malalties és la preséncia de mutacions en gens, que es
poden transmetre de generacié en generacio. Els mecanismes moleculars d’aquestes
mutacions encara no estan ben definits. En general, aquestes mutacions es presenten,
majoritariament, en gens relacionats amb I'estructura, desenvolupament i funcié de la
retina i que generalment s’expressen especificament en ella. Tanmateix, darrerament
s’ha descobert que mutacions en alguns gens amb expressié ubiqua (McKie et al.,
2001; Vithana et al., 2001; Chakarova et al., 2002), o fins i tot sense expressié a la
retina (Rebello et al., 2004) provoquen una patologia especifica de retina.

Tot i que les distrofies retininanes solen classificar-se segons algun d’aquests tres
criteris: simptomes clinics, fenotip electroretinografic o patré hereditari (Phelan & Bok,

2000), d’un mode general es poden dividir en:

- Formes perifériqgues , en les quals s’afecten inicialment i predominantment els
bastons de la retina, i un exemple de les quals és la retinosi pigmentaria (RP).

- Formes centrals , amb degeneracio dels cons en el seu inici, podent afectar-se
secundariament o no els bastons (distrofies de cons-bastons, CRD). Entre les
distrofies de retina centrals es troben la malaltia de Stargardt (STGD), les distrofies

maculars (MD), les distrofies de cons (CD), etc.
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1. 2. 1. Retinosi pigmentaria

La retinosi pigmentaria (OMIM #26800) compren un grup hereditari de desordres que
provoquen un dany visual sever en gairebé 1.5 milions de pacients arreu del mén
(Berson et al., 1996). La definicié de “Retinosi Pigmentaria” (RP) és imprecisa i amplia
per a incloure un grup de malalties hereditaries, produides per mutacions en diversos
gens, i no una entitat clinica Unica com es pensava antigament. Totes aquestes
malalties tenen en comu la pérdua primaria i progressiva dels fotoreceptors de la
retina, i en la majoria dels casos, secundariament, I'alteracid d’altres cél-lules i capes

retinianes.

A més de les formes tipiques de RP, hi ha un gran nombre de malalties relacionades.
Aquestes poden ser similars en algun dels criteris diagnostics mencionats amb
anterioritat (simptomes clinics, fenotip electroretinografic o patré hereditari). També
existeixen formes sindromiques de RP, en les quals la RP esta present com a
component d’'un desordre multisistemic, ja que a part d'estar afectat I'ull també es

poden trobar afectats altres organs.

Els primers efectes de la malaltia tenen lloc als fotoreceptors bastons, les ceél-lules
fotosensibles de la retina, responsables de la visié en condicions de llum ténue. Quan
es produeix la degeneracié progressiva dels bastons, els pacients experimenten
problemes de visié nocturna i desenvolupen una visié en tiinel com a consequéncia de
la degeneracié de la retina periférica rica en bastons. La mort dels fotoreceptors
bastons té un efecte secundari i perjudicial en els fotoreceptors cons, que soOn
responsables de la visio dilirna, i aquests comencen a morir, donant lloc eventualment
a la pérdua de visi6 central. La progressiva desaparicié dels fotoreceptors també
provoca altres simptomes patologics a la retina, que inclouen atenuacié de la
vascularitzacié retiniana i una acumulacié de dipodsits de pigment intra-retinians, fet

gue déna nom a la malaltia (Hims et al., 2003; Kalloniatis & Fletcher, 2004).
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La RP presenta una gran heterogeneitat clinica. Podem trobar diferents fenotips amb
una aparici6 més o menys primerenca, una evoluci6 més o menys lenta i diferents

graus de gravetat.

Per a establir un diagnostic clinic precis és necessari realitzar una série de proves
oftalmologiques. Normalment s’observal fons d'ull (per detectar la presencia de
pigments a la periferia) i es fa un estudi de I'agudesa visual (AV) i del camp visual
(CV). Com a provalectrofisiologica, es fa I'enregistrament de [I'electroretinograma
(ERG), que mesura la resposta dels fotoreceptors a estimuls lluminosos. Una vegada
s’ha diagnosticat la malaltia RP al pacient, aquest pot sotmetre’s a un estudi genetic

per poder determinar I'origen molecular de la malaltia.

Els criteris diagnostics de RP es van establir internacionalment al 1982 (Marmor i

cols., 1983) i son els segilents:

1. Bilateralitat (afectacié dels dos ulls)
2. Peérdua de visio periférica
3. Disfuncio de bastons:
a) Adaptaci6 a la foscor: llindar final de bastons elevat
b) Electroretinograma: resposta de bastons d’amplitud reduida i
augment de temps implicit o no detectable

4. Peérdua progressiva de la funcié dels fotoreceptors

La forma clinica de presentaci6é classica pot aparéixer en qualsevol dels subtipus
geneétics, tot i que entre ells pugui haver-hi diferéncies en l'edat de presentacio,
gravetat dels simptomes i signes, i rapidesa de I'evoluci6. Les manifestacions cliniques
de la RP reflecteixen la pérdua progressiva de la funcié dels fotoreceptors comencgant
pels bastons, ja que la forma més freqiient de presentacié és la forma bastons-cons.

Aix0 es tradueix en una mala visi®6 en ambients de baixa il-luminacid, dificultat

d’adaptaci6 als canvis d’intensitat lluminosa i simptomes de disminucié de camp visual.

11
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Figura 5. Visi6 d'un individu sa i d’'un pacient amb RP. En aquestes dues imatges podem veure la visi6 normal
d’'una persona sana (A) en comparacié amb la visi6 d'un pacient afectat de RP (B), on es pot apreciar la tipica visio en

tlnel, junt amb una pérdua de I'agudesa visual.

En I'exploracio clinica s’observa una reduccié del camp visual, que déna lloc a la “visié
en tanel” (Figura 5B), una corba dadaptaci6 a la foscor patologica i un
electroretinograma escotopic (amb llum feble) alterat. L’exploracié del fons d’ull (Figura
6) mostra pal-lidesa papil-lar, estretament de vasos i generalment aparicié de diposits
de pigment en forma d’'osteoclasts en mitja periferia. Amb el temps s’evidencia també
I'alteracié dels cons i el pacient presenta disminucié de visid, alteracié en la percepcio
dels colors, I'electroretinograma fotopic (amb llum intensa) es fa patologic i 'agudesa
visual empitjora. A més el pacient sovint desenvolupa cataractes subcapsul-lars

posteriors i amb frequencia maculopaties.

Figura 6. Fons d'ull tipic d’'un pacient afectat de RP. En les dues imatges podem observar I'acumulacié de pigment

en forma d’espicules (assenyalat amb les fletxes) en la periferia de I'ull.

L'edat d'inici de la malaltia és variable, segons el tipus d’heréncia. Les formes lligades

al sexe i les formes recessives solen ser d’inici més precog, apareixent els simptomes

12
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a la primera infancia. Les formes dominants sén més variables, solen manifestar-se a

la segona decada i en ocasions de forma tardana apareixen per sobre dels 40 anys.

La RP presenta també unalevada heterogeneitat genética. Aquesta es reflecteix en el
fet de que diferents gens o loci s6n responsables de la mateixa malaltia i de que
diferents mutacions al mateix gen poden desencadenar el mateix procés degeneratiu.
Les primeres classificacions genétiques de la RP van derivar principalment dels
patrons d’herencia: autosomica dominant (RPAD), autosomica recessiva (RPAR),
ligada al cromosoma X (RPLX), mitocondrial (Millan et al., 1994) i digénica (Kajiwara
et al., 1994). Tot i aixi, també apareixen casos esporadics (SRP) i casos no classificats
degut a la poca informacié del pacient de la qual es disposa. Les caracteristiques de

cada tipus d’heréncia es mostren breument a continuacio:

a) Herencia autosomica dominant

Aquest tipus d’heréncia es caracteritza perqué el gen responsable de la patologia
(situat als cromosomes autosomes) presenta una mutacié en un dels dos al-lels. Un
dels progenitors del pacient esta afectat. En aquest tipus de patré d’heréncia, els
afectats poden ser tant homes com dones i el risc de transmissio és del 50% per a

cada fill.

b) Heréncia autosdmica recessiva

Els progenitors son portadors sans de la malaltia (presenten un al-lel normal i I'altre
mutat), i aquesta es manifesta quan algun dels fills (home o dona) heretal gen anomal
tant del pare com de la mare. La malaltia s’hereta per ambdues branques familiars. El
risc de transmissié és d'un 25% per a cada fill. La frequiéncia d’aquest tipus d’heréncia

augmenta en les families amb consanguinitat.

c¢) Heréncia lligada al cromosoma X
La mutacié causant de la RP es produeix en un gen contingut al cromosoma X. En
aquest tipus de patro, els homes estan afectats (amb un sol cromosoma X) mentre

que les dones poden ser portadores d'un al-lel normal i l'altre mutat. Les dones

13
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portadores de mutacions al cromosoma X associades a RP, solen ser
asimptomatiques per a RP. Tanmateix, en alguns casos es detecta una forta miopia,
falta de bilateralitat i de vegades lleu expressié de RP en edats avancades. Aquest
tipus d’heréncia es diferencia de la transmissié familiar dels casos dominants, en

'abséncia de transmissié d’home a home.

d) Altres tipus d’herencia no-mendelianes

d.1) Heréncia digenica

Es una condicidé génica provocada per la interaccié de dues mutacions recessives en
dos gens que codifiquen proteines que estan funcionalment connectades. S’ha descrit
en families dobles heterozigotes amb mutacions en dos gens diferents (RDS-periferina

i ROM1) (Kajiwara et al.,1994)

d.2) Heréncia mitocondrial
S’ha descrit una heréncia mitocondrial, perd acompanyada d’altres simptomes clinics a
meés dels classics de RP. El DNA contingut als mitocondris presenta una heréncia

caracteristica i tipicament materna.

e) Casos aillats

Denominem casos aillats o esporadics (SRP) a aquells casos que apareixen de forma
aillada sense que es puguin establir antecedents familiars. Els casos aillats poden
derivar de dones lleugerament afectades que podrien ser en realitat portadores de RP
ligada al cromosoma X. Els casos esporadics sén aquells en els quals han aparegut
mutacions “de novo” per primera vegada a la familia en els casos dominants o una

segona mutacié de novo en els portadors recessius.

Cadascun dels tipus d’herencia mencionats porta associat un grup de gens diferents
responsables de la malaltia. Aquest fet implica unalevada complexitat en I'estudi
d’aquesta malaltia. Es per aixd que a Espanya es va crear I'any 1991 el “Grupo
Multicéntrico de Investigacion sobre Retinopatias Hereditarias” en el qual estan

integrats sis grups (o nodes) d'investigacié de diferents ciutats d’Espanya:
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Node 1. Fundacion Jiménez Diaz (Madrid)

Node 2. Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (Barcelona)
Node 3. Hospital Virgen del Rocio (Sevilla)

Node 4. Hospital de Terrassa (Terrassa, Barcelona)
Node 5. Hospital La Fe (Valéncia)

Node 6. Universitat de Vigo (Vigo)

Al seu torn, el “Grupo Multicéntrico de Investigacion sobre Retinopatias Hereditarias”
s’ha integrat dins del grup de xarxes tematiques amb la denominacié EsRetNet.
L'Hospital de Terrassa s’encarrega d’estudiar els aspectes genetics moleculars de la

retinosi pigmentaria autosomica dominant (RPAD).

Al llarg d’aquests darrers anys l'aplicacid dels ultims avengos técnics en geneética
molecular ha estat de gran ajut en l'estudi de la retinosi pigmentaria i ha permes
entendre millor els mecanismes associats a aquesta patologia. Les estratégies per a
abordar I'estudi de la retinosi pigmentaria s6n molt variades, ja que en alguns casos
podem analitzar directament gens candidats que codifiquen proteines que d’alguna
manera estan involucrades en el procés bioquimic de la visio, o formen part de
I'estructura dels fotoreceptors, etc.; i altres vegades, els estudis indirectes, mitjan¢ant
marcadors polimorfics (analisis de lligament), ens poden ajudar a la localitzacié de
sequiéncies que presumiblement contenen un gen involucrat en la patologia. Amb
aquest tipus d'analisi s’han pogut identificar gens amb expressié sistémica que només
provoquen patologia a la retina, com els factors de splicing en els quals centrem

aquest treball.
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1. 2. 2. Geneética molecular de la RPAD

S’han associat molts gens a la RP, i aquesta presenta extrema heterogeneitat pel que
fa a la seva severitat i tipus d’heréncia, com ja s’ha comentat anteriorment. Tot i que
s’han identificat més de 30 gens d'un total de 47 loci trobats, hi ha hagut avencos
realment importants pel que fa a l'estudi de la retinosi pigmentaria autosomica
dominant (RPAD) (http://www.sph.uth.tmc.edu/Retnet/home.htm). Fins a l'actualitat,
s’han lligat quinze loci a la RPAD i indubtablement hi ha més loci que encara no s’han
identificat. Per a cadascuna de les formes conegudes de la malaltia, s’ha pogut
identificar el gen i al menys se li ha assignat una funcié putativa a les proteines
codificades. Fins I'any 2001, tots els gens de RPAD que havien estat caracteritzats
codificaven proteines per a les quals hi havia una clara correlacié entre la funcié de la
proteina i la malaltia retiniana. Aquestes inclouen proteines importants en la via de la
fototransduccid, en l'estructura cel-lular i en el control transcripcional dels gens dels
fotoreceptors. Des de llavors, pero, s’han identificat diversos gens addicionals per als
quals la relacié entre la funcio i la malaltia ja no és tan intuitiva. Tot i que aquests gens
es presenten com a un gran repte per als investigadors que intenten entendre la seva
implicacié en la malaltia retiniana, hi ha hagut un progrés considerable en desxifrar la
naturalesa precisa de la patologia de la malaltia a nivell molecular per a tots els gens

RPAD identificats.

El conjunt de gens associats a RPAD esta contingut en la Taula I:
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Taula |. Gens associats a retinosi pigmentaria autosomica dominant

GEN NOM PROTEINA CODIFICADA LOCUS FUNCIO PROTEINA EXPRESSIO
CA4 Anhidrasa carbonica IV 17922 (RP17) Hidrataci6 CO, reversible Coroide i sistémica
CRX “Cone-rod homeobox protein” 19913.3 Factor de transcripcié Fotoreceptors
FSCN2 “Retinal fascin” 17925 Empaquetament actina Fotoreceptors
GUCA1B “Guanilate cyclase activating protein” 6p21.1 Activaci6 guanilat ciclases  Retina
IMPDH1 “Inosine monophosphate 7q932.1 (RP10) Sintesi nucleotids guanina  Fotoreceptors i
dehydrogenase type 1” sistéemica
NRL “Neural retina leucine zipper protein”  14q11.2 (RP27) Factor de transcripcié Fotoreceptors
PAP-1  “Pim-1 associated protein 1” 7p14.3 (RP9) Splicing pre-mRNA Fotoreceptors i
sistemica
PRPF3 “PRP3 pre-mRNA processing 1921.2 (RP18) Splicing pre-mRNA Fotoreceptors i
factor 3 homologue” sistémica
PRPF31 “PRP31 pre-mRNA processing 19g13.4 (RP11) Splicing pre-mRNA Fotoreceptors i
factor 3 homologue” sistemica
PRPF8 “PRP8 pre-mRNA processing 17p13.3 (RP13) Splicing pre-mRNA Fotoreceptors i
factor 3 homologue” sistémica
RDS “Retinal degeneration slow protein” 6p21.1-cen (RP7) Estructura discs Fotoreceptors
RHO Rodopsina 3022.1(RP4) Pigment fotosensible Fotoreceptors
ROM1 “Retinal outer segment 11912.3 Estructura discs Fotoreceptors
membrane protein 1”
RP1 “Retinitis pigmentosa RP1 protein” 8911—q13 (RP1) Estructura discs i axonema Fotoreceptors
SEMAJ4A “Semaphorin 4A” 1922 Desenvolupament neuronal EPR, céls.
i/o resposta immune ganglionars

Com es pot veure a la taula anterior, la majoria dels gens associats a RPAD
s’expressen als fotoreceptors, tot i que hi ha alguns que ho fan de forma sistéemica,

com son els factors de splicing. Sorprenentment, el gen CA4 no s’expressa en la
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retina, sino a la coroide. Hi ha alguns dels gens en els quals no s’ha pogut establir una
clara correlacié entre mutacié i RP, com s6n ROM-1, GUCA1B i SEMA4A (éssent
aquests dos Ultims els de més recent descobriment). La localitzacié dels principals

gens associats amb RPAD la trobem a la seglent figura:

Coroide

. %—a IMPDH1?

Segment extern E RDS

R

segment 7|

extern

RP1 RHO
v
Cili d’unié FSCN2

1
“ Axonema.

IMPDH1?

Factors de transcrincié

Factors de splicing

Figura 7. Distribucié dels gens associats a RPAD. En aquesta imatge podem veure la localitzacié dels diferents
gens associats a RPAD a una cel-lula fotoreceptora basto, junt amb I'epiteli pigmentari de la retina (EPR) i la coroide.

[De: Kennan A, Aherne A, Humphries P. Light in retinitis pigmentosa. Trends Genet. 2005 Feb;21(2):103-10. Review]
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1. 2. 2. 1. Gens associats a RPAD amb expressio esp ecifica als fotoreceptors

Potser el gen menys sorprenentment associat a la degeneracié de les cél-lules bastons
és la rodopsina, la proteina d’absorcié de llum que inicia la cascada de transducci6
visual. Les mutacions a la rodopsina justifiquen més d’'un 25% de les RPAD i s’han
identificat aproximadament unes 100 mutacions diferents al llarg del transcrit (Sohocki

et al., 2001; Farrar et al., 2002).

A les RPAD, les mutacions de la rodopsina sembla ser que tenen un efecte de guany
de funcié de la proteina resultant, aixd s’ha pogut evidenciar per la patologia retiniana
observada en un model de ratoli portador d’'una sola copia funcional del gen de la

rodopsina (Humphries et al., 1997).

D’una manera predecible, alguns dels gens RP codifiquen proteines que tenen papers
principals en la formacié i manteniment de I'estructura cel-lular del basté. La periferina
2 (també coneguda com a retinal degeneration slow, RDS), una glicoproteina
transmembrana, va ser una de les primeres proteines associades amb RP (Farrar et
al., 1991; Kajiwara et al., 1991). Les mutacions a RDS provoquen diversos fenotips
retinians diferents que inclouen retinosi pigmentaria autosomica dominant, distrofia
macular autosomica dominant, distrofia macular vitel-liforme en adults i una forma de
RP digénica junt amb la proteina codificada pel gen ROM-1

(http://www.sph.uth.tmc.edu/Retnet/home.htm).

Junt amb rodopsina i RDS, un altre gen on s’han trobat també moltes mutacions
associades a RPAD és RP1, que és responsable d’'un 6-10% dels casos (Guillonneau
et al., 1999; Pierce et al., 1999; Sullivan et al., 1999; Liu et al., 2002, Gamundi et al.,
2006). L'expressié del gen RP1 esta restringida als fotoreceptors, on la proteina
sintetitzada és localitzada a I'axonema (Liu et al., 2002). Estudis realitzats en ratoli
amb disrupcions del gen han mostrat que el paper de la proteina podria ser crucial en
la morfogénesi dels fotoreceptors del segment extern (Gao et al., 2002). Estudis més

recents han confirmat el fet, que ja se sospitava des de feia temps, de que RP1 és una
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proteina associada als microtiubuls (Microtubule-Associated Protein, MAP) que esta
associada a I'axonema madur en el segment extern, ajudant-lo en el control de la seva
llargada i estabilitzacié (Liu et al., 2004). En pacients amb mutacions a RP1, se sospita
gue la desorganitzaci6 dels discs del segment extern déna lloc a la mort dels

fotoreceptors.

Una altra proteina estructural que sembla ser que esta implicada en la RPAD, la
fascina retiniana, esta associada al cili d'uni6 dels fotoreceptors (Wada et al., 2001).
Les fascines sén proteines d'empaquetament de l'actina i FSCN2, la proteina
especifica de retina, sembla ser que té un paper molt important en I'ensamblatge de
les estructures basades en actina de la membrana plasmatica del cili d'unié. S’ha
suggerit que podria tenir un paper en la morfogénesi dels discs i que, llavors, podria
plausiblement causar RP quan no funciona correctament. Tot i aixi, no s’ha establert
una relacio univoca entre les mutacions en el gen FSCN2 i la patologia retiniana ja que
s’ha trobat una gran quantitat de variacions de sequéencia que no provoquen la malaltia

(Gamundi et al., 2005).

Els processos que tenen lloc en el desenvolupament, diferenciacié i manteniment dels
fotoreceptors estan sotal control astringent i coordinat de diversos factors de
transcripcié. Dos d’aquests factors de transcripcio, productes dels gens “Cone-Rod
homeoboX-containing” (CRX) i “Neural Retina Leucine zipper” (NRL), han estat
associats amb RPAD. CRX va ser originalment associat amb les malalties retinianes
en una familia amb distrofia de cons i bastons, CRD (Freund et al., 1997). CRX és
membre de la familia de factors de transcripcié “homeodomain” i és important per a la
regulacié de I'expressié de diversos gens especifics de retina (Furukawa et al., 1997.)
Sembla ser que, en general, mutacions al gen CRX provoquen un efecte perjudicial de
la regulacié transcripcional mitjancada per CRX als fotoreceptors. El segon factor de
transcripcié que esta associat amb la RPAD és NRL, una proteina basica amb motius

de “cremallera de leucines”(leucine zipper) (Bessant et al., 1999), que actua de forma
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sinérgica amb CRX per tal de regular I'activitat de la rodopsina (Chen et al., 1997). Pel
que s’ha observat en I'analisi de ratolins amb manca de copies funcionals de Nrl,
sembla ser que aquesta proteina és crucial en la determinacio i desenvolupament dels
fotoreceptors i també en la seva funcié i manteniment a I'adult (Mears et al., 2001). En
pacients amb mutacions a NRL, sembla ser que els efectes perjudicials podrien ser el
resultat d’'un augment d’expressio de rodopsina i altres gens dels fotoreceptors

(Bessant et al., 1999)

1. 2. 2. 2. Gens associats a RPAD amb expressio sis  témica

Se sap que quatre dels gens RPAD identificats, PRPF3, PRPF8, PRPF31 i PAP-1
(Pim-1 Associated Protein) codifiquen proteines implicades en el processament dels
introns del pre-mRNA (McKie et al., 2001; Vithana et al., 2001; Chakarova et al., 2002).
Davant de l'evidéncia, no hi ha dubte de que mutacions als factors de splicing
provoquen RP; tot i aixi, el que encara es desconeix és pergué gens expressats de
forma ubiqua i amb una funci6é aparentment tan crucial només provoquen patologia als

fotoreceptors.

D’entre ells, s’han identificat tres gens responsables de RP autosomica dominant
(PRPF3, PRPF8 i PRPF31) com els ortdlegs humans dels gens de llevat PRP3, PRP8
i PRP31, respectivament (McKie et al., 2001; Vithana et al., 2001; Chakarova et al.,
2002). Tots tres gens son factors de processament del pre-mRNA i estan implicats en
la funcié del tri-snRNP U4/U6-U5, el component de |‘espliceosoma requerit per a la
seva transicié a un estat cataliticament actiu. Totes tres proteines humanes van ser
trobades en espliceosomes funcionals aillats (Zhou et al., 2002). Mutacions trobades
als gens dels factors de processament del pre-mRNA en humans sembla ser que
només provoquen patologia a la retina (Chakarova et al., 2002; Martinez-Gimeno et

al., 2003; Wada et al., 2004).
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Un altre gen amb expressié sistemica, I'IMPDH1 (inosine monophosphate
dehydrogenase type 1), va ser identificat com a responsable de la forma RP10 de
RPAD després de I'observacié de que, dins de la retina, aquest es presentava en una
concentracio elevada als fotoreceptors (Bowne et al., 2002; Kennan et al., 2002). La
proteina codificada pel gen és un enzim clau en la via de sintesi de les purines, i és
responsable especificament de la conversi6 de la inosina monofosfat (IMP) a
xantosina monofosfat (XMP). La XMP és un precursor dels nucleodtids de guanina,
importants per a nombroses funcions bioldogiques que inclouen senyalitzacio i
glicosilacié i components clau en els acids nucleics. Tot i que les cél-lules poden
obtenir nucleotids de guanina mitjancant diferents mecanismes, estudis d’expressio
indiqguen que els fotoreceptors depenen altament de 'IMPDHL1 per a la seva provisié
(Aherne et al., 2004). S’ha mostrat recentment, tot i aixi, que ratolins amb manca
d'Impdhl tenen una retinopatia significativament menys severa i més lenta que
I'observada en pacients humans RP10 (Aherne et al., 2004). Aquesta evidéencia indica
que el que provoca la degeneraci6 retiniana no és una manca d'IMPDHL1 siné que la

proteina mutant té un efecte de guany de funcié o efecte dominant negatiu.

El darrer gen identificat més recentment associat a RPAD és potser el més intrigant de
tots pel que fa a la seva associacié amb la degeneracioé retiniana perqué sembla ser
gue no s’expressa a la retina. Aquest gen codifica I'anhidrasa carbonica IV (CA4), un
metal-loenzim de zinc ancorat a membrana pel glicosilfosfatidilinositol, i ara se sap que
és responsable de la forma RP17 al cromosoma 17q. Va ser identificat com a gen
responsable de la RP17 després d’'un estudi que va mostrar que la substituci6 R14W
en la seqliencia senyal de la proteina segrega amb el fenotip de la malaltia en una
familia sud-africana, junt amb I'evidencia dels seus efectes perjudicials a la retina
obtinguts a partir de diversos estudis en una linia cel-lular de mamifer (Rebello et al.,

2004).
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1. 3. Processament (splicing) del pre-mRNA

Hem parlat dels gens associats a RPAD que s’expressen de forma sistemica. Hem vist
que tres d'ells codifiquen factors de processament del pre-mRNA. Per tal de situar-nos
en la funcié d’'aquests gens a nivell cel-lular, ens introduirem en el procés de
processament o splicing del pre-mRNA i veurem quines implicacions poden tenir

defectes en aquests gens sobre I'expressio genica.

El processament del RNA transcrit primari (pre-mRNA splicing) és un pas central en
I'expressio génica. Esta situat entre la transcripcid i la sintesi de proteines (Figura 8), i
consisteix en I'eliminacié de les seqiiéncies no codificants (introns) per tal de construir

la molécula de MRNA madura que es traduira per a donar lloc a una proteina.

Embolcall
nuclear
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Transcripcio DNA J-'|
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Pre-mRN

Processament RNA r
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Traduccié -~ {:i:- >
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Figura 8. Localitzacié del procés de  splicing del pre-mRNA ( Processament RNA) en una cél-lula eucariota . El
procés de splicing se situa entre la transcripci6 del RNA i la sintesi de proteines. [De:

http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/150/gene]
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Els gens estan compostos per dos tipus de sequencies, els exons i els introns. Els
exons, en els humans, en general tenen una llargada mitja de 145 nucleotids. S6n
sequéncies codificants en les quals també trobem elements reguladors, que so6n
requerits per al processament d’exons constitutius i alternatius. Existeixen diferents
grups d'elements reguladors utilitzats per diferents gens (Figura 9B) i es divideixen en

ESEs (Exonic Splicing Enhancers) i ESSs (Exonic Splicing Silencers).

Pel que fa als introns, en general sén 10 vegades més llargs que els exons. Els introns
també contenen elements reguladors, que modulen I'is especific de cél-lula d’exons
alternatius i actuen per unié amb complexes reguladors multicomponents. Hi ha també
dos tipus d'elements reguladors (Figura 9B), que son els ISEs (Intronic Splicing

Enhancers) i els ISSs (Intronic Splicing Silencers).

Per tal que tingui lloc el processament dels introns sén necessaris uns senyals en la
sequéncia del RNA. Aquests senyals estan localitzats en els introns (Figura 9A). Hi ha

diferents tipus de senyals intronics de splicing, que es divideixen en:

- Lloc de splicing 5'. La seva sequéncia consens sol ser AGguragu . En aquest

lloc s’hi uneix la snRNP U1.

- Lloc de splicing 3'. La seva sequéncia sol ser yyyyyyynagG (on y=
pirimidina)

- “Branch site”. La seva seqiiéncia sol ser ynyuray (on r = purina). A aquest

lloc s’hi uneix la shRNP U2 per interaccions RNA:RNA entre el snRNA i el pre-

MRNA

Normalment els senyals de splicing solen ser seqliéncies curtes i contenen tipiques

sequiéncies degenerades.
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Figura 9. Senyals de splicing classics i auxiliars (n =G, A, U, o C; y = pirimidina; r = purina). A) Senyals de splicing
classics. B) Elements classics i auxiliars i factors d’unié: Factors que s’uneixen als elements classics i auxiliars. C)
Mutacions de splicing que actuen en cis. [De: Faustino NA & Cooper TA. Pre-mRNA splicing and human disease.

Genes Dev. 2003 Feb 15; 17(4):419-37. Review]

Els senyals de splicing classics (Figura 9A) que es troben en la major part (99%) dels
introns humans sén requerits per al reconeixement de tots els exons. Tot i aixi, també
hi ha una classe minoritaria d’introns que utilitzen sequeéencies classiques diferents i

diferents components de I'espliceosoma (Tarn & Steitz 1997).

Els elements auxiliars (Figura 9B) dins dels exons (ESEs i ESSs) i dels introns (ISEs i
ISSs) sén requerits normalment per a un splicing eficient dels exons constitutius i
alternatius. Els elements intronics també serveixen per a modular I's especific

cel-lular d’exons alternatius per unié a un complexe regulador multicomponent.

Mutacions que afecten elements que actuen en cis (Figura 9C), requerits per al
processament del pre-mRNA, poden donar lloc a un splicing defectu6és que provoqui

una malaltia.
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El procés de splicing té lloc al nucli, i és catalitzat per un complex molt gran de RNA-

proteines anomenat “spliceosome”, a partir d'ara espliceosoma.

L'ensamblatge dels espliceosomes amb el pre-mRNA és una part coordinada del
procés transcripcional (Cramer et al., 2001; Proudfoot et al., 2002) i implical
reconeixement, per a cada intro, dels senyals de splicing constitutius de la sequéncia
del RNA: el donador de splicing (lloc de splicing 5’), I'acceptor de splicing (lloc de

splicing 3’), el “branch site” i la regio rica en pirimidines.

El procés de splicing també pot requerir o estar regulat per la preséncia d'altres
elements que actuen en cis, com per exemple els ESEs, els ISEs, els ESSs, els ISSs

(mencionats anteriorment) i els factors proteics que actuen en trans que s’'uneixen alls.

Les funcions generals del splicing son I'eliminacié dels introns i el splicing alternatiu. El
splicing alternatiu es defineix com la uni6 de llocs de splicing 5’ i 3’ diferents dels llocs
de splicing constitutius. Aproximadament el 80% de splicing alternatiu déna lloc a
canvis en la proteina codificada. Com a dada significativa, més del 59% dels gens
humans expressen més d’'un mRNA per splicing alternatiu. L'efecte funcional principal
és la generaci6 de diverses formes de mRNA a partir d'un Unic gen, el que permet que
proteines funcionalment diferents s’expressin d'acord a diferents programes
reguladors. Els efectes estructurals del splicing alternatiu sén, entre d’altres, la insercié
o eliminaci6 d’aminoacids, canvis en la pauta de lectura i introduccié de codons de
terminacid. Pel que fa als efectes a nivell d’expressidé génica, el splicing alternatiu
elimina o insertalements reguladors que controlen la traduccio, I'estabilitat del mMRNA o
la seva localitzacié. La seva regulacié és especifica de cél-lula i les vies de splicing
estan modulades en funcié del tipus cel-lular, estadi de desenvolupament, génere i

estimuls externs.

L'espliceosoma, l'encarregat de realitzar tot aquest procés, és un complex de
ribonucleoproteines consistent en RNA i ribonucleoproteines nuclear petites (small

nuclear ribonucleoproteins, snRNPs). Esta localitzat al nucli i la seva funcio principal és
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realitzar el splicing dels RNAs transcrits primaris per escissié dels introns i lligacié dels
extrems dels exons (Figura 10), donant lloc a un transcrit de mRNA, que llavors sera

traduit als ribosomes.

RNA transcrit (pre-mRNA)

Ex6 1 Intré Ex6 2

Proteina 1}
" c—iéﬂ
snRNA~ = . Altres proteines
. e

snANPs X
v

2]
A k-

Components de Sl s
I"'espliceosoma

| Intré

' eliminat

mRNA
e 4
Ex6 1 Ex6 2

Figura 10. Processament del RNA transcrit primari m itjangant I' espliceosoma . (1) Formacié del complex
espliceosomal. A partir de RNA (snRNA) i proteines té lloc la formacié d’un complex ribonucleoproteic (snRNPs) que
junt amb altres proteines donara lloc finalment a I'espliceosoma. (2) Unié de I'espliceosoma a les sequéncies
intronigues que s’han deliminar. (3) Eliminaci6 de [Iintr6 i wuni6 dels dos exons flanquejants [De:

http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/150/gene]

Els mecanismes d'acci6 de l'espliceosoma sén el reconeixement de les unions
intr6/exo -mitjancant les seqiiéncies de splicing i molts altres senyals febles- i la catalisi
de les reaccions de “tallar i enganxar” que eliminen els introns i uneixen els exons

(Figura 10).

L’espliceosoma conté 5 molécules de RNA petites (small nuclear RNAs, snRNAs) que
varien en mida de 56 a 217 nucledtids (Maniatis & Reed, 1987) i que s’anomenen

molécules snRNAs U1, U2, U4, U5 i U6. Cadascun d’aquests snRNAs esta complexat
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amb aproximadament deu proteines per produir una sSnRNP (small nuclear

ribonucleoprotein) (Taula Il) component de I'espliceosoma. El paper de cadascuna de

les molécules de snRNA ha estat elucidat, mentre que els papers de les diverses

proteines implicades encara continua investigant-se.

Taula Il. Papers funcionals de cadascuna de les snRNPs

SnRNP Funcio

Ul Inicialment unida al lloc de splicing 5’ i alliberada en el reclutament d’U4/U5/U6, es
postula que pot determinar quin lloc de splicing 5’ és utilitzat.

u2 Inicialment unida a la seqiiéncia de reconeixement “branchpoint”, forma dos duplexs
amb U6. La seva funcié és portar el lloc de splicing 5 de lintr6 a prop del
branchpoint.

U4 Inicialment complexada amb U5 i U6, manté U6 amb una conformaci6 desplegada i
és alliberada després de portar a U6 cap al lloc de splicing 5'. Xaperona d’U6 (¢,?)

us Inicialment complexada amb U4 i U6, s'uneix a les sequéncies exoniques. Es
localitza upstream del lloc de splicing 5’ i downstream del lloc de splicing 3'. Se
suposa seqiiéncia guia per a mantenir junts els exons.

U6 Inicialment complexada amb U4 i U5, desplaca a Ul del lloc de splicing 5', forma

duplexs amb les sequliéncies introniques i es complexa amb U2. Portal lloc de

splicing 5’ de I'intr6 a prop del “branchpoint” i se suposa que té activitat catalitica.

El cicle de splicing del RNA el podem veure en I'esquema segient (Figura 11):
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Py Figura 11. El cicle de splicing . Les
A—=-AG E

4 Pre-mRNA

particules de splicing snRNPs (U1, U2,

e E— U4, U5 i U6) s’associen amb el pre-
mRNA i entre elles, en una seqiéncia
ordenada per formar [I'espliceosoma.
Aquest gran complex ribonucleoproteic
catalitza llavors les dues reaccions de

Splicecsome

transesterificaci6 que donen lloc al

Hea rrangement of splicing dels exons (vermell clar i fosc) i a
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airin . R
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de I'ATP per a les reaccions de
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proporciona l'energia necessaria per als

reordenaments de l'estructura de

‘m @ Transesterification #2 . .
\ I'espliceosoma que tenen lloc durant el
I 0 -3 cicle. Als eucariotes superiors,

Spliced exons
I'associacio de la snRNP U2 amb el pre-

mRNA és assistida per una proteina hnRNP anomenada U2AF, que s’'uneix a la regi6 rica en pirimidines a prop del lloc
de splicing 3'. U2AF també interacciona probablement amb altres proteines requerides per al splicing mitjangant un
domini que conté repeticions del dipéptid serina-arginina (el motiu SR). El “branch-point” A al pre-mRNA és indicat en
negreta. [ S. W. Ruby and J. Abelson, 1991, Trends Genet. 7:79; adaptat de M. J. Moore et al., 1993, en R. Gesteland

and J. Atkins, eds., The RNA World, Cold Spring Harbor Press, pp. 303-357.]

1. 3. 1. Defectes al mecanisme de splicing

Hi ha diversos mecanismes pels quals defectes en el procés de splicing del pre-mRNA
poden donar lloc a una patologia. Podem trobar quatre categories de mutacions que
afecten el procés de splicing: mutacions en cis, mutacions en trans, mutacions que
provoquen un splicing aberrant (expressi6 de RNAs no naturals) per creacié de
patrons de splicing no naturals i mutacions que provoquen una regulacié aberrant del

splicing (expressio inapropiada de RNAs naturals).

La combinacié dels 4 tipus de mutacions déna lloc a una gran complexitat en

I'expressio.
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Una mutacio en cis és aquella que només afecta al fragment de DNA (gen) que la
conté fisicament. En el cas del splicing, les mutacions en cis es poden trobar dins de
senyals de splicing o de sequéncies reguladores de splicing. Aquestes mutacions
poden afectar, per tant, a la uni6 de factors de splicing o de proteines reguladores
sobre el DNA, aix0 vol dir que poden afectar, finalment, I'expressio del gen portador de

la mutacio.

Centrant-nos en les mutacions en cis que podem trobar en senyals de splicing,
aquestes poden afectar la utilitzacio de llocs de splicing constitutius o llocs de splicing
alternatius. La disrupcié del splicing constitutiu normalment déna lloc a la pérdua
d’expressio génica degut a un splicing aberrant. D’altra banda, una mutacié que actui
en cis que inactivi (o activi) un o dos llocs de splicing utilitzats alternativament forcara
I'expressié d'un dels patrons de splicing alternatius. Tot i que s’expressa un mRNA
natural, la seva expressié en un teixit inapropiat (regulacié espacial) o estadi de
desenvolupament inadequat (regulacié temporal) pot donar lloc a la malaltia. Exemples
de mutacions en cis els trobem al gen de la rodopsina, en el qual s’han descrit
mutacions en llocs de splicing que potencialment poden afectar al processament del
seu mMRNA. (Kim et al., 1993; Jacobson et al., 1994; Rosenfeld et al., 1995; Reig et al.,

1996; Whitehead et al., 1998; Greenberg et al., 2003).

Una mutacié en trans és una mutacié que no nomeés afecta al fragment de DNA (gen)
que la conté fisicament, sin6 també a altres sequéncies de DNA. S’anomenen
mutacions en trans a aquelles mutacions en proteines que, per unié a una sequencia
de DNA, estan afectant a aquesta sequéncia. En relacioé al splicing, normalment les
mutacions en trans es troben en gens que codifiquen proteines components de la
maquinaria de splicing o components d’'un complex regulador de splicing. Aquestes
poden afectar, llavors, a multiples gens que estiguin controlats per la mateixa proteina.
Les mutacions de splicing que actuen en trans poden afectar la funcié de la maquinaria

basal de splicing o a factors que regulen el splicing alternatiu. Les mutacions que
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afecten la maquinaria basal de splicing tenen el potencial d’afectar el splicing de tots
els pre-mRNA, mentre que les mutacions que afecten un regulador del splicing

alternatiu afectaran només el grup de pre-mRNA que sén diana per al regulador.

1. 3. 1. 1. Mutacions en cis que afecten al splicing associades a RPAD

La majoria de mutacions -detectades actualment- que disrompen el splicing sén
substitucions d'un sol nucleotid localitzades en els segments exonics o intronics dels

senyals de splicing classics.
Aquestes mutacions poden donar lloc basicament a una d’aquestes alternatives:

- “Exon skipping” complet (eliminacié d’'un o diversos exons)
- Utilitzaci6 d’'un pseudo senyal 3' 0 5’ proper

- Retenci6 de l'intr6 mutat

- Introduccié d’'un nou senyal de splicing dins d'un exé

- Introduccié d’'un nou senyal de splicing dins d'un intré

En casos rars, les mutacions que no disrompen o creen un lloc de splicing, activen
pseudo-senyals de splicing pre-existents distants de la mutacié (Pagani et al., 2002),
consistent amb la proposta de que els introns contenen sequencies inhibidores del
splicing (Fairbrother & Chasin, 2000). En la major part dels casos, la utilitzaci6 de llocs
de splicing no naturals o retencié d’introns introdueix codons de stop prematurs
(“premature termination codons”, PTCs) al mRNA, resultant tipicament en la
degradacié mediada per mutacions terminadores (“nonsense-mediated decay”, NMD) i

pérdua de funcio de I'al-lel mutat.

A part de les tipiques mutacions en llocs de splicing, es coneix, també, que una gran
part del splicing aberrant és degut a mutacions que disrompen els elements de splicing
exonics (ESEs i ESSs). Després de que s’hagi vist que la majoria d’exons humans
contenen ESEs (Liu et al., 2001; Fairbrother et al., 2002), la realitat suggereix que

probablement una fraccio significativa de les mutacions exoniques que provoquen
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malalties son mutacions de splicing no reconegudes. La identificaci6 de mutacions
causants de malaltia esta basada principalment en el lligament de la mutacié amb el
fenotip de la malaltia, i I'efecte de la mutacié en I'expressié génica és generalment
assumida basant-se en la seva localitzacié. Degut a que s’assumeix que les mutacions
provoquen malaltia només quan estan afectant la zona codificant d’una proteina, s’ha
ignorat el possible efecte de mutacions silencioses com a possible causa de malaltia.
S’ha assumit que les mutacions missense (que provoquen un canvi puntual d'un
aminoacid) creen una alteracio significativa en la funcié de la proteina i també s’ha
assumit que les mutacions nonsense (que provoquen un codé de terminacio) porten a
I'expressié de proteines truncades no funcionals o deletéeries o pérdua de funcié
causada per NMD. De fet, el principal mecanisme de malaltia en una fraccio
significativa de mutacions és una anormalitat catastrofica de splicing en comptes d'un
efecte directe en la zona codificant (Cartegni et al., 2002). El test definitiu per
comprovar si una mutacié causant de malaltia afecta al splicing és mitjangcant una
analisi directa de I'estructura linial del mMRNA per comprovar el splicing correcte i els
nivells a I'estat estacionari de mRNA per tal de detectar NMD. D’'una forma ideal, el
RNA del teixit afectat hauria de ser analitzat perqué les mutacions en cis que afecten
el splicing poden tenir efectes especifics de cél-lula (Slaugenhaupt et al., 2001).
Desafortunadament, perd, moltes vegades els teixits necessaris per a realitzar
aquestes analisis no estan disponibles per a poder analitzar el splicing de RNAs
endogens (com per exemple la retina humana). Com a alternativa, les mutacions que
disrompen ESEs o ESSs han estat identificades utilitzant transfeccid transitoria de
minigens o0 assajos de splicing in vitro comparant el splicing dels exons normals i

mutants.

La capacitat d’identificar elements exonics auxiliars de splicing basant-se només en la
sequéncia potenciaria la identificacié de mutacions causants de malaltia. Hi ha algunes

aproximacions computacionals que ens permeten identificar senyals de splicing
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(http://genes.mit.edu/GENSCAN.html,  http://www.fruitfly.org/seq tools/splice.html

http://www1.imim.es/geneid.html, http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2), etc. i

elements de splicing auxiliars. Alguns d’aquests programes informatics ens permeten
predir, dins d’'una seqiiéncia d’'un gen, elements exonics de splicing com per exemple

els ESEs (http://exon.cshl.org/ESE). Tot i que sén eines empiriques, ens poden donar

una idea de si I'existéncia d’una mutacioé bé en un lloc de splicing o bé en un element
exonic o intronic de splicing pot provocar alguna alteracio en el processament del pre-
MRNA. Les possibles alteracions de seqiiéncia (mutacions) en les regions que
putativament formen part d’elements de splicing d’un gen, s’han d’analitzar i avaluar
amb cura. La utilizacié dels diferents algoritmes ens déna un valor quantitatiu a nivell
de splicing del canvi introduit per la mutacié. En casos significatius han d’analitzar-se
mitjancant experiments in vitro. Es possible, no obstant, que alguns d’aquests canvis
tinguin efecte a un nivell subclinic en la major part dels teixits. Aixi es pot especular si
aquestes alteracions poden tenir a la poblacié un efecte similar als polimorfismes

intragénics.

Aproximadament el 15% de les mutacions que provoquen malalties genétiques afecten
el processament del pre-mRNA (Krawczak et al., 1992), sovint afectant les sequéncies
potenciadores i silenciadores, aixi com els senyals de splicing, incloent els senyals de
splicing 3" i1 5" i el “branch site”. Estudis recents han emfatitzat la importancia del que
era préviament caracteritzat com a polimorfismes d'un sol nucledtid localitzats en
zones codificants (cSNPs). De fet, els cSNPs poden afectar directament a diferents
elements que influeixen en el reconeixement d’exons, per exemple per disrupcié o
creacio d’ ESEs i/o ESSs (Pagani et al.,, 2004). Un gran nombre de mutacions
patologiques i cSNPs que disrompen al menys un dels llocs d’'unié per a les proteines
SR SF2/ASF, SRp40, SRp55 i SC35 han estat trobades en gens com el BRCAL (gen
associat al cancer de mama) (Liu et al., 2001) i al SMN, el gen implicat en l'atrofia

muscular espinal (Cartegni & Krainer 2002).
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S’han descrit algunes mutacions de splicing al gen de la rodopsina associades a RP
(Bell et al., 1994; Rosenfeld et al., 1992; Reig et al., 1996; Martinez-Gimeno et al.,
2000). Dues delles, descrites pel nostre equip investigador, IVS2-2A-G i IVS4-
1G-T, estan situades als llocs 3' acceptors de splicing (AG) dels introns 2 i 4,
respectivament, del gen de la rodopsina (RHO). Totes dues mutacions estan
associades a RPAD i co-segreguen amb la malaltia en les families en les quals
apareixen, és a dir, que tots els pacients afectats presenten la mutacié, mentre que els

individus sans no la presenten.

El fet que la rodopsina només s’expressi a la retina fa dificil estudiar el comportament
del seu mRNA quan a nivell de DNA existeix alguna mutacié que afectals llocs de
splicing. L'Unica manera de comprovar la integritat de la molécula de mRNA
sintetitzada seria extraient el RNA total de la retina d’'un individu i analitzant el
processament que ha patit el mMRNA especific de rodopsina. Aixd no és factible, amb la
qual cosa s’ha de buscar una alternativa per tal de poder estudiar el processament del
MRNA de rodopsina en el cas que hi hagi alguna mutacié que afecti potencialment

aguest processament.

Una forma de veure si certes mutacions en llocs de splicing en el gen de la rodopsina
provoquen disrupcio dels llocs de splicing i, per tant, una posterior generacié d’'una
molécula de mRNA aberrant és mitjancant la introduccié de construccions de minigens
de rodopsina -que continguin les mutacions corresponents- dins d’'uns sistema de
cél-lules eucariotes que sigui capa¢ de simular el comportament de splicing de la
cel-lula humana. Aquesta aproximacié ens déna una idea de si les mutacions en llocs
de splicing al gen de la rodopsina fan que el processament del seu mMRNA sigui
anomal o bé no tenen cap accié sobre el splicing. Tot i que I'heterogeneitat cel-lular en
la que realitzem aquests experiments in vitro no ens assegura que el pre-mRNA sigui

processat exactament de forma igual a la cel-lula fotoreceptora (splicing especific), si
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ens esta indicant el comportament diferencial d’'una construccié salvatge i una altra

mutada, en un sistema cel-lular de splicing.

1. 3. 1. 2. Mutacions en trans que afecten al splicing associades a RPAD

Existeixen diverses malalties en les quals una mutacié provoca la disrupcié de la
magquinaria del splicing, ja sigui dels components de I'espliceosoma o de factors
auxiliars que regulen el splicing alternatiu. Les mutacions nonsense (mutacions que
donen lloc a una proteina truncada) als components de [I'espliceosoma so6n
generalment letals o letals sintétiqgues en llevats i sovint letals a nivell cel-lular als
metazous. Tot i aix0, s’ha trobat que mutacions que malmeten I'ensamblatge o funcié
dels snRNPs de I'espliceosoma sén responsables de dos malalties humanes en les
guals estan afectats dos grups diferents de neurones, una és I'atrofia muscular espinal
(SMA) i l'altra la retinosi pigmentaria. Pel que fa a la retinosi pigmentaria, els gens
implicats en la maquinaria de splicing en els quals s’han trobat mutacions associades a
la malaltia s6n el PRPF31, PRPF3 i PRPF8 (Chakarova et al., 2002; Martinez-Gimeno

et al., 2003; Wada et al., 2004).

Mutacions al factor de splicing hPrp31 associades a RPAD

PRPF31 és I'hnomoleg huma del gen que codifical factor de processament del pre-
MRNA Prp3lp de llevat. Esta localitzat al locus RP11, a la regi6 cromosomica
19g13.4. Compren 14 exons, s’estén al llarg de 18 kb de DNA (Figura 12A) i codifica
una proteina de 499 aminoacids (Figura 12B) amb un pes molecular de 61 kDa

(Nicoletti et al., 1995) homologa a la proteina Prp31p de llevat.
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]

I Forward strand 16.30 Kb

1 MSLADELLADLEEAAEEEEGGSYGEEEEEPAIEDVQEETQLDLSGDAKMKWDSKMF
61 AEIMMKIEEYISKQAKASEVMGPVEAAPEYRVIVDANNLTVEIENELNIIHKFIRDKYSK
121 RFPELESLVPNALDYIRTVKELGNSLDKCKNNENLQQILTNATMVVSVTASTTQGQQLS
181 EEELERLEEACDMALELNASKHRIYEYVESRMSFIAPNLSIIIG ASTAAKIMGVAGGLTN
241 LSKMPACNIMLLGAQRKTLSGFSSTSVLPHTGYIYHSDIVQSLPDLRRKAARLVAAKCT
301 LAARVDSFHESTEGKVGYELKDEIERKFDKWQEPPPVKQVKRELDGQRKKRGGRRYR
361 KMKERLGLTEIRKQANRMSFGEIEEDAYQEDLGFSLGHLGKSGRSVRQTQVNEATKARI
421 SKTLQRTLQKQSVVYGGKSTIRDRSSGTASSVAFTPLQGLENAQAAEKKVAEANQKYF
481 SSMAEFLKVKGEKSGLMST
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Figura 12. Estructura del gen PRPF31 i de la proteina que codifica . (A) Estructura del transcrit del gen PRPF31
[Ensembl Gene Report for ENSG00000105618]. (B) Sequéencia de la proteina codificada i (C) Esquema dels diferents

dominis de la proteina hPrp31 i els SNPs trobats [Ensembl Protein Report for ENSP00000324122]
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Dels 4 gens dels factors de splicing que provoquen RP, la funcié del PRPF31 és la que
esta millor definida. Prp31p és un factor de splicing essencial tant a S.cerevisiae (60%
de similitud amb I'huma) com a S.pombe (68% de similitud amb [I'huma;
Weidenhammer et al., 1996; Bishop et al., 2000). L’ hPrp31 humana és una proteina
associada a la snRNP U4/U6 que promou l'associacié entre la shRNP U4/U6 i la
snRNP U5 per interaccions directes amb una proteina de 105 kDa especifica d’U5.
Splicing in vitro utilitzant extractes nuclears de cél-lules HeLa immunodeplecionades
per a hPrp31 (és a dir, en les quals es va dirigir un anticés contra hPrp31 per aliminar-
lo) mostraven una acumulacio del complex pre-espliceosomal (que conté les snRNPs
Ul i U2), impedint aixi I'associacié del tri-snRNP U4/U6-U5 i I'ensamblatge de
I'espliceosoma actiu. L'addici6 del PRPF31 recombinant revertia aquesta inhibicio,
demostrant que la deficiencia del PRPF31 era responsable del bloqueig (Makarova et

al., 2002).

Tot i que diverses mutacions a les proteines de les snRNPs inhibeixen la transicio del
pre-espliceosoma a l'espliceosoma, hPrp31l és Unica en quant que és mediadora
directa de la formacio del tri-snRNP U4/U6-U5 més que d’interaccions directes entre el

tri-snRNP i el pre-espliceosoma (Figura 13).
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Figura 13. Paper de I'hPrp31 en el processament del pre-mRNA. hPrp31l és un factor de splicing especific del
snRNP U4/U6 i es creu que el seu paper principal és reclutar i ensamblar a U5 amb U4/U6 per tal de formar el tri-
snRNP. [De: Deery et al., Disease mechanism for retinitis pigmentosa (RP11) caused by mutations in the splicing factor

gene PRPF31. Hum Mol Genet. 2002 Dec 1;11(25):3209-19]

En cada ronda de splicing del pre-mRNA, el tri-snRNP ha de ser re-ensamblat a partir
dels seus components, U4/U6 i U5. hPrp31 és operacionalment definida com a
especifica d'U4/U6, ja que es manté unida a aquesta particula a concentracions de sal

a les quals es dissocial tri-snRNP.

Tot i aixi, tal i com s'ha mostrat en analisis de doble hibrid i assajos bioquimics, també
interacciona amb una proteina de 102 kDa associada a U5, hPrp6 (Makarova et al.,
2002). Aixi, es pensa que el paper principal d’hPrp31 és enganxar U5 a U4/U6 per

donar lloc al tri-snRNP.

De fet, estudis recents (Schaffert et al., 2004) han demostrat que fent knock-down
mitjancant RNA d'interferéncia (RNAI) tant de la proteina hPrp31 especifica d’'U4/U6

(61K) com de la proteina hPrp6 (102K) en cél-lules Hela, s’inhibeix la formacio del tri-
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snRNP i s’acumulen la snRNP U5 i el di-snRNP U4/U6 a la cel-lula. Per tant, hPrp31 i

hPrp6 formen una connexié essencial entre les snRNPs U4/U6 i U5 in vivo.

La proteina hPrp31 és d'interés médic degut a que mutacions trobades al gen que la
codifica, PRPF31, estan associades a la retinosi pigmentaria autosomica dominant
(Vithana et al., 2001). Estudis suggereixen que disrupcions en la formacio i funcié del
tri-snRNP provocades per mutacions a la proteina hPrp31 poden contribuir a la

manifestacioé d’aquesta malaltia (Makarova et al., 2002).

S’han identificat i documentat mutacions patogeniques al PRPF31 en diverses families
RPAD i també en casos esporadics de RP (Vithana et al., 2001; Wang et al., 2003; Xia
et al., 2004; Lu et al., 2005). A més, en aquest treball es presenten tres families amb
mutacié en aquest gen, dues d’elles noves (Martinez-Gimeno et al., 2003). Les
mutacions identificades inclouen insercions, delecions, mutacions missense i
mutacions en llocs de splicing. Sembla ser que en alguns al-lels mutants, la funcié del
PRPF31 esta severament afectada, fins i tot completament abolida. Aixi, mutacions al
PRPF31 sembla ser que provoquen RPAD degut a haploinsuficiéncia, tot i que no es
pot descartar un efecte dominant negatiu per als al-lels que expressen proteines

truncades.

S’ha trobat que families RPAD lligades al locus RP11, amb mutacions al PRPF31,
presenten un fenotip amb penetrancia incompleta. S’esta investigant si aquesta
penetrancia incompleta pot ser deguda a una expressié diferencial dels al-lels

salvatges en individus simptomatics i asimptomatics (Vithana et al., 2003).

Resultats d’estudis funcionals inicials a PRPF31 han proporcionat algunes pistes sobre
els efectes que poden tenir les seves mutacions in vivo (Deery et al., 2002). Analisis en
cultius cel-lulars han mostrat evidencia d’'una disminucié de la solubilitat de la proteina
gquan aquesta presenta mutacions missense. Si aquesta observacid és veritat sota les
condicions fisiologiques dels fotoreceptors, podria ser, llavors, que es formessin

agregats de proteina insoluble que s'acumularien amb el temps, provocant
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eventualment apoptosi. Altres dades experimentals també suggereixen, com a
explicacio alternativa, que la manca de solubilitat podria donar lloc a que es
transportés menys proteina des del citosol cap al seu lloc d’accié al nucli (Deery et al.,
2002). Els fotoreceptors fan migrar diariament els discs del segment extern, on es
troba la rodopsina, i, per tant, requereixen nivells suficients de RNA transcrit de
rodopsina per tal de reemplagar la proteina constantment. Aquests RNA transcrits
obviament requereixen splicing abans de ser traduits a proteina. Aixd vol dir que
mutacions a PRPF31, enlloc de provocar un efecte dominant negatiu, podria ser que
donessin lloc a un fenotip relacionat amb els llindars en els nivells de splicing. Es a dir,
els fotoreceptors dels pacients sobreviurien fins que els nivells de splicing del mRNA
de rodopsina o altres mRNA caiguessin per sota d'un nivell llindar, punt en el qual la
cél-lula seria danyada irreversiblement, i portada eventualment a I'apoptosi. ElI que
suporta aquesta teoria és que, families amb mutacions a PRPF31 presenten un mode
de penetrancia incompleta de “tot o res”. Aquest tipus de mecanisme de la malaltia
seria sensible a una terapia en forma d’'una sobre-produccié de la proteina hPrp31,

sense la necessitat d’eliminar la proteina mutada (Deery et al., 2002).

Mutacions al factor de splicing hPrp3 associades a RPAD

hPrp3 és una de les proteines estretament associades amb la snRNP U4/U6, i
mutacions al seu ortoleg en llevat (Prp3p) causen inestabilitat del snRNA U6 impedint
el procés de splicing. El gen per al factor de splicing associat a U4/U6 (PRPF3) va ser
mapat (Heng et al., 1998) a la regi6 cromosomica 1g21.1. Conté 16 exons (Figura
14A) que codifiqguen una proteina de 682 aminoacids (Figura 14B) amb un pes

molecular de 77 kDa.
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]

I Forward strand 31.65 Kb

1 MALSKRELDELKPWIEKTVKRVLGFSEPTVVTAALNCVGKGMB#KAADHLKPFLDDSTL
61 RFVDKLFEAVEEGRSSRHSKSSSDRSRKRELKEVFGDDSEISKEGVKKRRIPRFEEVE
121 EEPEVIPGPPSESPGMLTKLQIKQMMEAATRQIEERKKQLSFIBPTPQPKTPSSSQPER
181 LPIGNTIQPSQAATFMNDAIEKARKAAELQARIQAQLALKPGLIGNANMVGLANLHAMGI
241 APPKVELKDQTKPTPLILDEQGRTVDATGKEIELTHRMPTLKAIRAVKREQFKQQLKEK
301 PSEDMESNTFFDPRVSIAPSQRQRRTFKFHDKGKFEKIAQRLRAQLEKLQAEISQAAR
361 KTGIHTSTRLALIAPKKELKEGDIPEIEWWDSYIIPNGFDLTEE NPKREDYFGITNLVEH
421 PAQLNPPVDNDTPVTLGVYLTKKEQKKLRRQTRREAQKELQERKGLMPPPEPKVRISN
481 LMRVLGTEAVQDPTKVEAHVRAQMAKRQKAHEEANAARKLTRIEKKIKKLKEDISQG
541 VHISVYRVRNLSNPAKKFKIEANAGQLYLTGVVVLHKDVNVV\BGGPKAQKKFKRLMLH
601 RIKWDEQTSNTKGDDDEESDEEAVKKTNKCVLVWEGTAKDRSW®KRFKQCPTENMAREH
661 FKKHGAEHYWDLALSESVLESTD
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Figura 14. Estructura del gen PRPF3 i de la proteina que codifica. (A) Estructura del transcrit del gen PRPF3
[Ensembl Gene Report for ENSG00000117360]. (B) Sequéncia de la proteina codificada, on es marca en gris el domini
PWI (la preséncia dels motius PWI en factors de splicing ha suggerit que aquest podria ser important per a multiples
interaccions dins dels complexos de splicing); i (C) Esquema dels diferents dominis de la proteina hPrp3 i els SNPs

trobats [Ensembl Protein Report for ENSP00000236015]
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PRPF3 esta localitzat al locus RP18, identificat per primer cop en una familia danesa
(Xu et al., 1996). Els pacients d’aquesta familia mostraven un fons d’'ull de RP classica
amb pigmentacié periferica en forma d'espicules, constricci6 de les arterioles
retinianes i perdua del camp visual. L’inici de la malaltia era preco¢ i sense evidéncies
de no-penetrancia. S’ha trobat que mutacions al PRPF3 son causa de RP en diverses
families i 3 casos esporadics (Chakarova et al., 2002; Wada et al., 2004); i en aquest
treball es presenta una nova familia amb una mutacio ja descrita. Totes les mutacions
anteriors estan localitzades en codons adjacents altament conservats situats a I'exd
11. Aquest domini proteic és Unic a les bases de dades, i la seva funcid especifica és
desconeguda. Com hPrp31, hPrp3 és un component del snRNP U4/U6 (Wang et al.,
1997). En mamifers, es pensa que hPrp3 recluta a hPrp4 cap a la snRNP U4/U6

(Figura 15) (Gonzalez- Santos et al., 2002).

Espliceosoma

Figura 15. Paper de I'hPrp3 en el processament del pre-mRNA. Diagrama que mostra una representacio
simplificada de la transici6 del pre-espliceosoma fins a I'espliceosoma, indicant el possible paper de I'Hprp3p en aquest
procés a través de la seva associacido amb altres components de I'espliceosoma. [De: Gonzalez-Santos et al. Central

region of the human splicing factor Hprp3p interacts with Hprp4p. J Biol Chem. 2002; 277(26):23764-72.]

42



Introduccié

hPrp3 i hPrp4 sén homolegs de les proteines de llevat especifiques de la snRNP
U4/U6. En llevat, PRP3 i PRP4 interaccionen genéticament, i es requereixen les
interaccions fisiques entre les proteines Prp3p i Prp4p per a l'associacié de Prp3p i

Prp4p amb U4/U6 (Ayadi et al., 1998).

Altres estudis recents (Maita et al., 2005) han mostrat que una altra proteina associada
a splicing, PAP-1, interacciona amb hPrp3 perd no amb hPrp31 en cél-lules humanes i
llevats, i que la regié basica de PAP-1 i la regio terminal d’hPrp3, regions on s’han
trobat mutacions associades a RPAD, s6n necessaries per a la unié. A més a més, es
va trobar que tant hPrp3 com una part de PAP-1 eren components del complex tri-
snRNP U4/U6.U5, una de les formes de I'espliceosoma, en cel-lules Ba/F3 i K562,
suggerint que PAP-1 esta unida débilment a I'espliceosoma. Aixo també suggereix que
els factors de splicing implicats en RPAD contribueixen sols 0 mutuament a un splicing
adequat a la retina i que la pérdua de les seves funcions porta al desencadenament de

la RPAD.

Mutacions al factor de splicing hPrp8 associades a RPAD

El gen PRPF8 és I'homoleg del factor de processament del pre-mRNA Prp8p de llevat.
Esta localitzat al locus RP13, a la regié cromosomica 17p13. Consta de 43 exons (Luo
et al., 1999) (Figura 16A), pero el primer exd no es tradueix. Els 42 exons restants
codifiquen una proteina de 2335 aminoacids (Figura 16B) i 220 kDa. Com a referéncia,

anomenem exoé 1 al primer exd que es tradueix.

43



Introduccio

34.22 kKb Reverze strand —
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1 MAGVFPYRGPGNPVPGPLAPLPDYMSEEKLQEKARKWQQLOAKEKRKFGFVDAQKED
61 MPPEHVRKIRDHGDMTNRKFRHDKRVYLGALKYMPHAVLKLNMPMPWEQIRDVPVLY
121 HITGAISFVNEIPWVIEPVYISQWGSMWIMMRREKRDRRHFKRAPPFDDEEPPLDYAD
181 NILDVEPLEAIQLELDPEEDAPVLDWFYDHQPLRDSRKYVNGSQRWQFTLPMMSTLYR
241 LANQLLTDLVDDNYFYLFDLKAFFTSKALNMAIPGGPKFEPLVBINLQDEDWNEFNDIN
301 KHHIRQPIRTEYKIAFPYLYNNLPHHVHLTWYHTPNVVFIKTED PDLPAFYFDPLINPIS
361 HRHSVKSQEPLPDDDEEFELPEFVEPFLKDTPLYTDNTANGIAWAPRPFNLRSGRTRR
421 ALDIPLVKNWYREHCPAGQPVKVRVSYQKLLKYYVLNALKHRRRQKKRYLFRSFKATK
481 FFQSTKLDWVEVGLQVCRQGYNMLNLLIHRKNLNYLHLDYNMHRVKTLTTKERKKSRF
541 GNAFHLCREVLRLTKLVVDSHVQYRLGNVDAFQLADGLQYIFAEQLTGMYRYKYKLMR
601 QIRMCKDLKHLIYYRFNTGPVGKGPGCGFWAAGWRVWLFFMRGLERWLGNLLARQF
661 EGRHSKGVAKTVTKQRVESHFDLELRAAVMHDILDMMPEGIKRARTILQHLSEAWRCW
721 KANIPWKVPGLPTPIENMILRYVKAKADWWTNTAHYNRERIRRGYDKTVCKKNLGRLT
781 RLYLKAEQERQHNYLKDGPYITAEEAVAVYTTTVHWLESRRASFPPLSYKHDTKLLI
841 LALERLKEAYSVKSRLNQSQREELGLIEQAYDNPHEALSRIKRH TQRAFKEVGIEFMD
901 LYSHLVPVYDVEPLEKITDAYLDQYLWYEADKRRLFPPWIKPAIEPPPLLVYKWCQGIN
961 NLODVWETSEGECNVMLESRFEKMYEKIDLTLLNRLLRLIVDHADYMTAKNNVVINYK
1021 DMNHTNSYGIIRGLQFASFIVQYYGLVMDLLVLGLHRASEMABRMPNDFLSFQDIATE
1081 AAHPIRLFCRYIDRIHIFFRFTADEARDLIQRYLTEHPDPNNENVGYNNKKCWPRDARM
1141 RLMKHDVNLGRAVFWDIKNRLPRSVTTVQWENSFVSVYSKDNPNMCGFECRILPKC
1201 RTSYEEFTHKDGVWNLQNEVTKERTAQCFLRVDDESMQRFRRRWIASGSTTFTKIV
1261 NKWNTALIGLMTYFREAVVNTQELLDLLVKCENKIQTRIKIGLSKMPSRFPPVVFYTPK
1321 ELGGLGMLSMGHVLIPQSDLRWSKQTDVGITHFRSGMSHEHEPRILYRYIQPWESEFI
1381 DSQRVWAEYALKRQEAIAQNRRLTLEDLEDSWDRGIPRINTIKIORHTLAYDKGWRVRT
1441 DFKQYQVLKQNPFWWTHQRHDGKLWNLNNYRTDMIQALGGEBEBLFKGTYFPTWEG
1501 LFWEKASGFEESMKWKKLTNAQRSGLNQIPNRRFTLWWSPANIR/'VGFQVQLDLTGI
1561 FMHGKIPTLKISLIQIFRAHLWQKIHESIVMDLCQVFDQELDALEIETVQKETIHPRKSY
1621 KMNSSCADILLFASYKWNVSRPSLLADSKDVMDSTTTQKYWRIRWGDYDSHDIERYA
1681 RAKFLDYTTDNMSIYPSPTGVLIAIDLAYNLHSAYGNWFPGSKRQQAMAKIMKANPAL
1741 YVLRERIRKGLQLYSSEPTEPYLSSOQNYGELFSNQIIWFVDDMYRVTIHKTFEGNLTT
1801 KPINGAIFIFNPRTGQLFLKIHTSVWAGQKRLGQLAKWKTAEFAALIRSLPVEEQPKQ
1861 IIVTRKGMLDPLEVHLLDFPNIVIKGSELQLPFQACLKVEKFGLILKATEPQMVLFNLY
1921 DDWLKTISSYTAFSRLILILRALHVNNDRAKVILKPDKTTITEP HHIWPTLTDEEWIKVE
1981 VQLKDLILADYGKKNNVNVASLTQSEIRDIILGMEISAPSQQRQIAEIEKQTKEQSQLT
2041 ATQTRTVNKHGDEITSTTSNYETQTFSSKTEWRVRAISAANILRTNHIYVSSDDIKET
2101 GYTYILPKNVLKKFICISDLRAQIAGYLYGVSPPDNPQVKEIRGVMVPQWGTHQTVHLP
2161 GQLPQHEYLKEMEPLGWIHTQPNESPQLSPQDVTTHAKIMABWRGEKTHIITCSFTP
2221 GSCTLTAYKLTPSGYEWGRQNTDKGNNPKGYLPSHYERVOQDRESGFFMVPAQSSWN
2281 YNFMGVRHDPNMKYELQLANPKEFYHEVHRPSHFLNFALLQBGADREDLYA
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Figura 16. Estructura del gen PRPF8 i de la proteina que codifica. (A) Estructura del transcrit del gen PRPF8
[Ensembl Gene Report for ENSG00000174231]. (B) Sequéncia de la proteina codificada i (C) Esquema dels diferents

dominis de la proteina hPrp8 i els SNPs trobats [Ensembl Protein Report for ENSP00000304350]
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El locus RP13 va ser identificat per primer cop per mapatge de ligament (Kojis et al.,
1996) en una familia sud-africana d’ancestres britanics. Es va confirmar més tard amb
la identificacid de dues families més, lligades a RP13, una dels Estats Units i I'altra del
Regne Unit (Tarttelin et al., 1996). El fenotip de la familia anglesa eral de RP classica
amb inici de la malaltia relativament precog¢ i un pronostic sever en comparacio amb
altres formes de RP. Els individus afectats presentaven ceguesa nocturna i pérdues de
camp visual als 5 anys de vida, perdent completament la visi6é cap als 30 anys. Analisis
d’haplotip a la familia sud-africana van localitzar el locus RP13 en un interval de 3 cM,
el que distingia genéticament aquest locus d'altres loci responsables de malalties de

I'ull localitzats en aquesta regio.

Mutacions al PRPF8 provoquen una forma severa de RP (McKie et al.,, 2001). Han
estat identificades set mutacions diferents en tres families i quatre individus amb un
historial de RP autosdmica dominant (McKie et al., 2001; van Lith-Verhoeven et al.,
2002). A més, en el nostre grup (Martinez-Gimeno et al., 2003) hem trobat quatre
mutacions noves en quatre families i una ja descrita recentment. Totes aquestes

mutacions estan localitzades a I'ex6 42.

Prp8 és una de les proteines nuclears més grans i més conservades essent idéntica
en un 62% en humans i S.cerevisiae. Ocupa una posicié central en el core catalitic de
I'espliceosoma i esta implicada en diversos reordenaments que hi tenen lloc. Prp8p és
un component del snRNP U5 (Lossky et al., 1987; Stevens et al., 2001) i del tri-snRNP
U5-U4/U6 (Teigelkamp et al., 1997; Gottschalk et al., 1999; Stevens & Abelson 1999).
Se sap que fa contacte directe amb ambdoés llocs de splicing 5’ i 3’ i també amb els
snRNAs U6 i U5 (Wyatt et al., 1992; Teigelkamp et al., 1995; Vidal et al., 1999). Es
pensa que Prp8 proporciona suport estructural general per al core catalitic i modula les
activitats RNA helicases que controlen els extensius reordenaments d’aparellaments

RNA:RNA requerits per a activar I'espliceosoma (Collins & Guthrie, 2000).
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Figura 17. Diagrama esquematic que mostra I'ensambl  atge i el reciclatge dels components de I'  espliceosoma

respecte a Prp8 (rectangular, taronja). Els llocs de splicing 3' i 5 conservats representen els residus U2 cis-
espliceosomals GU i AG, respectivament. Prp8 ha estat trobat en dos complexes U5 diferents: al shnRNP U5 (petit,
groc) i al snRNP més gran U5/Prpl19 (gran, blau). [De: Grainger and Beggs. Prp8 protein: At the heart of the

spliceosome. RNA. 2005; 11: 533-557]

Prp8p esta present en molts conformers de I'espliceosoma durant el cicle de splicing i
també és funcional en tres tipus diferents d'espliceosomes: L'espliceosoma classic U2,
I'espliceosoma U12 (Luo et al., 1999) (que processa introns del tipus Ul2, amb
senyals de splicing no canonics, AU-AC en comptes dels senyals canonics GU-AG), i
el trans-espliceosoma en el qual el snRNP U1 és reemplagat funcionalment pel shnRNP
“spliced leader” (SL) (Maroney et al., 1996, 2000; Lucke et al., 1997; Mair et al., 2000).
No hi ha evidéncia de cap altre domini proteic especific d'U12 o trans-splicing
addicional, suggerint que Prp8p funciona d'una forma similar en cada tipus

d'espliceosoma.

El remarcable “clustering” de les mutacions documentades fins a l'actualitat identifica
un domini funcional especific, perd encara esta per determinar si aguestes mutacions

inactiven I'al-lel o bé creen una proteina amb funcié dominant negativa.
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1. 4. Estratégies per a analitzar I'expressio génic  a

L’expressié geénica, també coneguda com a expressid proteica o de vegades
simplement expressio, és el procés mitjancant el qual la informacié d'un gen es

converteix en les estructures i funcions d’'una cél-lula.

L’expressié génica és un procés amb molts passos, comengant per la transcripcio,
modificacions post-transcripcionals i traduccio, seguit pel plegament de proteines,
modificacions post-traduccionals i processos diana. La quantitat de proteina que
expressa una cél-lula depén del teixit, estadi de desenvolupament de I'organisme i

estat metabdlic o fisioldgic de la cél-lula.
Mesura de I'expressié génica

Indirectament, I'expressio de determinats gens pot ser assajada amb la tecnologia dels
microarrays de DNA, que ens pot donar un esborrany de la mesura de la concentracié

cel-lular de diferents mRNA, en alguns casos fins i tot de milers d’ells alhora.

Normalment a aquest tipus d’'assaig se’l denomina perfil d'expressié. Aquest nom no
és del tot correcte ja que tot i que se sap que I'expressié de molts gens esta regulada
després de la transcripcid, un augment de la concentraci6 del mRNA no sempre

implica un augment de I'expressio.

Un metode més sensible i més exacte per a mesurar I'expressio génica relativa és la
PCR en temps real. Aquest métode de vegades ens permet, amb una corba estandard
cuidadosament construida, realitzar una quantificacié absoluta de I'expressio (és a dir,
en nombre de copies de mRNA per nanolitre de teixit homogeneitzat, per exemple, o

en namero de copies de mRNA per RNA-poliA total).
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Regulacio de I'expressié génica

La regulaci6 de I'expressié genica és el control cel-lular de la quantitat i temps
d’aparicié del producte funcional d'un gen. Qualsevol pas de I'expressié génica pot
estar modulat, des de la transcripci6 de DNA a RNA fins a la modificaci6 post-
traduccional d'una proteina. La regulacié genica donal control cel-lular sobre
I'estructura i la funcid, i és la base per a la diferenciacio cel-lular, la morfogénesi i la

versatilitat i adaptabilitat de qualsevol organisme.
Sobreexpressié

La proteina codificada per un gen pot ser expressada en una quantitat incrementada
més del normal. Aix0 es pot produir per un increment del nombre de copies del gen o

bé per un augment en la for¢ca d’uni6 de la seva regié promotora.

1. 4. 1. Mesura de I'expressié génica mitiancant PC R en temps real

El sistema de PCR en temps real es basa en la deteccié i quantificacié d’'un reporter
fluorescent. Teodricament, hi ha una relacié quantitativa entre la quantitat de mostra
diana inicial i la quantitat de producte de PCR a qualsevol n°® de cicle. El senyal del
reporter augmenta en una proporcié directa a la quantitat de producte de PCR en una

reaccio.

Per tant, enregistrant la quantitat d’emissié de fluorescéncia en cada cicle, és possible
monitoritzar la reacci6 de PCR durant la fase exponencial, on el primer augment
significatiu en la quantitat de producte de PCR correlaciona amb la quantitat inicial de

diana motlle.

La tecnica de PCR en temps real fa que la quantificacié de DNA i RNA sigui més facil i

més precisa que amb altres metodes més antics.
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1. 4. 2. Mesura de I'expressi6 génica utilizant ~ microarray s de DNA

La sequenciaci6 automatica del genoma huma ha permés que hi hagi un gran
desenvolupament en la medicina molecular. Tot i aixi, no només s’ha de conéixer la
sequiéncia dels gens sind que també és necessari conéixer la funcié d’aquests, com
funciona la ceél-lula, com les cél-lules formen els organismes, quins canvis condueixen
a una malaltia, etc. Una forma d’aprofundir en aquests coneixements és mitjancant
estudis comparatius de I'expressio genica. Només una fraccié dels gens que conté una
cél-lula estan actius o “s’expressen” en un determinat moment, i diferéncies en

I'expressio genica son responsables de diferencies morfologiques i fenotipiques.

En els darrers anys, els “bioxips” o microarrays de DNA s’han convertit en les eines

gue més universalment s’utilitzen per a I'analisi comparada de I'expressio génica.

Un “microarray” (Schena, 2003) és un petit mecanisme analitic que permet I'exploracié
amb una velocitat i precisié sense precendents a la historia de la biologia. S'utilitzen
uns xips de vidre que contenen desenes de milers de gens per tal d’examinar mostres
fluorescents preparades mitjancant marcatge del mRNA de cel-lules, de teixits, i
d’altres mostres biologiques. Les molecules de la mostra fluorescent reaccionen amb
sequéncies conegudes del xip, provocant que cada punt llueixi amb una intensitat
proporcional a I'activitat del gen expressat. L’enorme capacitat d’aquests mecanismes
en miniatura permet I'analisi de tot el genoma huma en un sol experiment. Degut a que
els patrons d’'expressié genica correlacionen fortament amb la funcio, els microarrays
en donen una informacié sense precedents en les malalties humanes, envelliment,
accié d’hormones i drogues, malalties mentals, dieta, i moltes altres questions
cliniques. Els microarrays també poden ser utilitzats per a trobar alteracions en
seqliéncies géniques, obrint pas a una nova era del “screening” genetic, tests i

diagnostic.
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2. OBJECTIUS

Els objectius d'aquest treball s’inscriuen dins de la linia d'investigacié sobre
retinopaties hereditaries que es desenvolupa a I'Hospital de Terrassa. Recentment
s’ha descobert que mutacions en gens d’expressio ubiqua, com els gens PRPF, que
codifiqguen factors de processament del pre-mRNA (“splicing”) i formen part del
complex “espliceosoma”, produeixen retinosi pigmentaria autosomica dominant
(RPAD). Sorprenentment, aquestes mutacions només son patologiques a la retina.
Aixi, es posa de manifest un nou mecanisme patologic que produeix retinosi
pigmentaria. El treball desenvolupat s’ha dirigit a investigar la preséncia d’aquestes
mutacions a la poblacié espanyola, aixi com els mecanismes patologics associats a
RP provocats per diversos mutants del sistema de “splicing” cel-lular. ElI coneixement
dels mecanismes patologics dels diferents mutants és el cami per a desenvolupar
terapies geniques o farmacologiques per tal de curar la retinosi pigmentaria, malaltia

actualment incurable.
Els objectius concrets d’aquest treball son:

1. Analisi mutacional dels gens de splicing PRPF3, PRPF8 i PRPF31 en els
pacients RPAD i SRP, quedant exclosos aquells pacients que ja presenten
mutacié en algun altre gen associat a RP (RHO, RDS, NRL, CRX, RP1,
FSCNZ2). Correlacié fenotip-genotip en els pacients que presenten mutacié en

els gens PRPF estudiats.

2. Estudi in vitro en ceél-lules eucariotes (COS-7) de I'efecte de mutacions en cis
situades en llocs de splicing del gen RHO sobre el processament del pre-mRNA

de RHO.

3. Establiment de linies limfoblastoides humanes a partir de sang de pacients que

presenten mutacié en el gen PRPF8 per tal de poder esbrinar el mecanisme
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patologic d’aquestes mutacions. En aquestes linies limfoblastoides es pretén
realitzar:
a. Estudi in vitro del processament del gen RHO i els seus mutants en cis

en les linies limfoblastoides portadores de mutacions en el gen PRPF8.

b. Quantificaci6 de I'expressio al-lelica del gen PRPF8 en les linies

portadores de mutacio.

c. Estudi, mitjancant microarrays, de diferencies quantitatives en
I'expressid genica en linies cel-lulars de pacients amb mutacions al gen

PRPF8 i d’'individus control.
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3. MATERIAL | METODES

3. 1. Equipament general
3. 1. 1. Instruments i equips

Agitador magnétic Micromix (Ovan)

Autoclau (Spriand Espafiola, S.A.)

Balanca P1210 (Mettler)

Bany Termostatic Frigiterm (P. Selecta)

Bany Termostatic Ultraterm (P. Selecta)

Bloc térmic Tem-Bloc (P. Selecta)

Bomba peristaltica Minipuls 2 (Gilson)

Cabina de flux laminar de classe Il. NU-425-400E (Nuaire)
Camera fotografica UV GelCam (Polaroid)

Centrifugues de taula (Heraeus / Megafuge 1.0 / Hermle Z300)
Congeladors (-20°C / -80°C). (Edesa, Zanussi / Nuaire)
Contenidor de nitrogen liquid GT18 (Air Liquide)

Cubetes d’electroforesi per a gels d'agarosa (Ecogen)
Cubetes per alectroforesi vertical SE 600 (Hoefer)
Espectrofotometre UV/Visible V-530 (Jasco)

Estufa B6760 (Heraeus)

Fonts d‘alimentacid. EPS Pegaso 100 (Genenco) / Atom 500 (Atom)
Formador de gradients SG Series (Hoefer Scientific Industries)
Incubador de CO, NU-4750E (Nuaire)

LightCycler (Roche)

Microcentrifuga 202M (Sigma)

Microones (Micrologic)

Micropipetes de diferents volums (Nichiryo / Gilson)
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Microscopi invertit AE300 (Motic)

Nucleofector™ Il (Amaxa)

Sequenciador Long-Read Tower" System (Visible Genetics, Inc.)
Termociclador “Programmable Thermal Controller” (MJ Research, Inc.)
Termociclador de gradient DNA Engine PTC-200 (MJ Research, Inc.)
Termociclador Techne FPROGO5D (Progene).

Transil-luminador Fluo-Link TFL-20M (Vilber Lourmat)

Vortex Genie 2 G-560E (Scientific Industries, Inc.)

3. 1. 2. Material de laboratori

Ampolles per a esterilitzacié de 200 i 400 ml (Schott Duran / Simax)
Aspiradors de pipetes de seguretat per a 10 i 25 ml (Eurotubo, Deltalab)
Cambra de Neubauer (Marienfeld)

Flascons de cultiu cel-lular de 25 i 80 cm?. Nunclon Surface (Nunc)
Flascons de cultiu cel-lular de 70 i 260 ml. Non-treated flasks (Nunc)
Microtubs de 0.2, 0.6 i 1.5 ml. (Mplti / QSP)

Nanses de Digralsky per a extensions (poliestiré) (Eurotubo, Deltalab)
Nanses de Kolle calibrades (Eurotubo, Deltalab).

Pipetes de serologia estérils de 5,10 i 25 ml (Eurotubo, Deltalab)
Plagques de cultiu cel-lular. Multidishes Nunclon Surface, 6-wells (Nunc)
Plaques de cultiu cel-lular. Multidishes-non treated, 6-wells (Nunc)
Plagues de Petri estérils. (Soria Genlab, S.A.)

Probetes peu hexagonal de diferents volums (polipropilé) (Azl6n)
Puntes estérils amb filtre (Sorenson / Bioscience, Inc.)

Tubs de centrifuga de 15 ml (polibutadié estiré) i 50 ml (polipropileé) (Nunc)

Vasos de precipitat de diferents volums (polipropilé). (Azlén)
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3. 1. 3. Material fungible

40% Acrilamida/Bisacrilamida (37.5:1) (Bio-Rad)

Acetat sodic 3 M pH5.0 (Merck)

Agarosa (Ecogen / Cambrex)

Aigua destil-lada (BBraun)

Ampicil-lina sodica (Normon)

Blau Tripa (Gibco)

Bromur d’etidi (Amresco)

Cél-lules competents “JM-109 Competent Cells” (Promega)

Deoxynucleoside Triphosphate Set, PCR Grade (Roche)

DMEM High Glucose with L-Glutamine (PAA Laboratories)

DMSO (Amresco)

Encebadors sintétics varis (Tib Molbiol, Roche)

Enzims de restriccié varis (Fermentas/ New England Biolabs)

Etanol absolut (Merck)

FCS “Gold” (PAA Laboratories)

Formamida liquida (Roche)

Fosfatasa Alcalina (Roche)

Glicerol (Boehringer Mannheim)

Isopropanol (AppliChem)

Kit d'aillament de DNA plasmidic a gran escala “Hi Speed Plasmid Purification Kit”
(QIAGEN)

Kit d'aillament de DNA plasmidic a petita escala “QIAprep Miniprep Kit” (QIAGEN)
Kit d’electroporacié “Human B Cell Nucleofector Kit” (Amaxa)

Kit d’extraccio de DNA “Generation Capture Column Kit” (Gentra Systems)
Kit d’extraccié de RNA “Total RNA Isolation Kit, Purescript” (Gentra Systems)

Kit de clonacio “TOPO TA Cloning Kit For Sequencing” (Invitrogen)
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Kit de lligaci6 “Rapid DNA Ligation Kit” (Roche)

Kit “Ecotaq” (Ecogen)

Kit “Expand Long Template PCR System” (Roche)

Kit de purificacié de producte de PCR “QIAquick Gel Extraction Gel* (QIAGEN)
Kit de purificacio de producte de PCR “QIAquick PCR Purification Kit” (QIAGEN)
Kit de retrotranscripcié “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit” (Roche)
Kit de RT-PCR “OneStep RT-PCR Kit “ (QIAGEN)

Kit de sequenciacié “Thermo Sequenase Cy5.5 Dye Terminator Cycle Sequencing Kit”
(Amersham Biosciences)

Kit de transfeccié cel-lular “FUGENE 6 Transfection Reagent” (Roche)

LB Agar, pols (Lennox L Agar)(Invitrogen)

L-Glutamina 200 mM (PAA Laboratories)

LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche)

Linia cel-lular COS-7 (ECACC No. 87021302)

Linies cel-lulars limfoblastoides transformades amb EBV, CAR0001, 0002, 0003, 0004,
0005 (ECACC)

Marcadors de pes molecular de 100 pb i 1 kb (Biotools)

PBS (Amresco)

Penicil-lina/estreptomicina 100X (PAA Laboratories)

PSA (Amresco)

RPMI 1640 with L-Glutamine (PAA Laboratories)

RQ1 RNase-Free DNase | (Promega)

S.0.C. Medium (Invitrogen)

Tamp6 de carrega per electroforesi “6x Agarose Gel Loading dye” (Amresco)
Tampo6 TAE (Amresco)

Tampo6 TE (Amresco)

TB, pols (Gibco BRL®)

TEMED (Sigma)
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Tripsina-EDTA (PAA Laboratories)
Urea (Roche)

Vector d’expressio “pCl-neo Mammalian Expression Vector” (Promega)

3. 2. Pacients i families estudiades

L’estudi s’ha realitzat amb pacients afectats de retinosi pigmentaria que es van visitar a
I'Hospital de Terrassa. A I'estudi també es van incloure mostres de DNA de casos
index de families amb retinosi pigmentaria autosomica dominant que van ser remesos
des dels centres de la xarxa EsRetNet: Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
(Barcelona), Hospital Sant Joan de Déu (Barcelona), Ciutat Sanitaria i Universitaria
Vall d’'Hebron (Barcelona), Fundacién Jiménez Diaz (Madrid), Hospital Virgen del
Rocio (Sevilla), Hospital Universitario La Fe (Valéncia), i des d'altres centres
hospitalaris d’Espanya: Hospital Miguel Servet (Zaragoza) i Hospital de Basurto
(Bilbao). A més també van participar 50 pacients de I'Escheie Eye Institute de la

Universitat de Pennsylvania (USA).

Tots els pacients van ser estudiats pel que fa als aspectes geneétics com oftalmologics

i electrofisiologics segons els protocols del Grup Internacional d’Estudi de la RP.

Per a I'estudi genétic molecular, es va extreure DNA a partir de sang periférica de tots
els pacients. L'analisi de mutacions es va dur a terme en els casos index de cada
familia. En els casos en els quals es va detectar alguna mutacié es va procedir a

I'estudi de la co-segregacio de la mutacio amb la malaltia en la resta de familiars.

En total es van estudiar 200 pacients pertanyents a families amb RP autosomica

dominant.
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3. 3. Estudi clinic dels pacients

Els pacients van acudir als serveis d’Oftalmologia, en els quals se’ls va realitzar un
estudi complet per tal de poder determinar el tipus de patologia retiniana present.

L’estudi clinic consta d’'un examen oftalmologic i d'un examen electrofisiologic.

3. 3. 1. Examen oftalmoldgic

L'examen oftalmologic consisteix en una anamnesi familiar (a), que ens permet
averiguar els antecedents oftalmologics i generals del pacient, i una exploracié

oftalmologica del pacient (b).
a) Anamnesi familiar
1. Antecedents oftalmologics relacionats amb RP:

1. Edat de diagnostic

2. Edat d'inici de la ceguesa nocturna

3. Edat d'inici dels simptomes de disminucié del camp visual

4. Edat d'inici de la disminucié de I'agudesa visual

5. Altres simptomes (fotofobia, alteracié dels colors, fotopsies,...)

6. Altres antecedents oftalmologics (cataractes, etc...)

2. Antecedents sistéemics: Antecedents generals, i especificament hipoacusies,
endocrinopaties, obesitat, malformacions congénites i altres malalties

associades a les formes sindromiques de RP.
b) Exploraci6 oftalmologica del pacient:

» Agudesa visual: La mesura es realitza mitjancant un projector
d’optotipus de lluminositat variable de la casa comercial General Optica,
model EP 615-R calibrat per tal de prendre la visi6 a una distancia

equivalent a 5 m.
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» Refraccié: Els pacients I'agudesa visual dels quals estava per sota de
0.05 van ser explorats mitjancant refractometre automatic Luneau L 60
Keratoref, per tal de poder conéixer en tots els casos el defecte de

refraccié dels pacients.

» Biomicroscopia del segment anterior: Només s’han inclos a I'estudi
les troballes del cristal-li (tot i que s’hagin explorat les parpelles,
conjuntiva, cornia, cambra anterior, iris i cristal-li). S’han descrit la
localitzacié de les opacitats o tipus de cataracta. El model de lampara

utilitzat és el Takagi SM-12H.

» Motilitat ocular extrinseca: A tots els pacients se’ls va explorar

realitzant-los un cover test, estudi de duccions, versions i vergencies.

» Pupil-les: S’ha estudiat la forma, mida, simetria, reflex fotomotor directe

i consensual de les pupil-les de tots els pacients.

» Pressio intraocular:  Als pacients més gran de 15 anys se'ls va
mesurar la pressio intraocular mitjancant la tonometria d’aplanament

amb un tonometre Perkins, prévia instil-lacié de gotes Fluortest® .

» Camp visual: S’ha explorat el camp visual amb el programa n° 24 del
campimetre Octopus 500, que realitza una campimetria estatica; primer
dels 30° centrals , amb la correccio que necessiti el pacient per a prop, i
després fins als 60° nasals i 90° temporals. Utilitza estimul supraumbral
i una densitat homogénia de punts en tot el camp. Els resultats
s'exposen en valors absoluts, valors comparats amb el patré normal en

cada edat i escala de grisos.

» Fons d'ull: S’ha realitzat amb l'oftalmoscopi indirecte model Clement
Clarke Ultra 50 i lents de 20 i/o 28 en tots el casos. Sempre després de

dil-latar amb col-liri de tropicamida i de vegades també fenilefrina o amb
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ciclopegic en els casos en els que s’havia de realitzar una refraccié en

les condicions esmentades.

La descripci6 dels dipdsits de pigment en els casos on hi eren presents
es classifica segons la forma de pigment, la seva localitzaci6 i la

guantitat:
- Forma del pigment:

» Osteoclasts o espicules

= Arrodonit
- Localitzacio:

= Difés / regional
» Mitja periféria / periféria
» Pol posterior / quadrants

= Paravascular

- Quantitat:

» [Escas / mig/ abundant

Notes:

Anomenem “difés” a una disposicié generalitzada del pigment en 360° si bé no
necessariament ocupa la totalitat de la retina (pol posterior, mitja periféria i periféria),
sind que en qualsevol d’aquestes localitzacions o en més d’una es troba en tots els

quadrants.

“Regional” es refereix a una localitzacio restringida a dos quadrants com a maxim, en

qualsevol de les seves localitzacions.

Anomenem “sectorial” a la disposicié que només es troba en un quadrant, sobretot a

'inferonasal i es manté aixi sense estendre’s.
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» Test de colors: S’han utilitzat els tests 28 HUE de Roth i 15 HUE
Désaturé de Lanthon, ambdés segons Farnsworth- Munsell. Només es
van realitzar en els pacients que presentaven alteracio en la percepcio

de colors.

» Angiofluoresceingrafia i SLO (Oftalmoscopia d’escan er laser): Va
ser realitzada quan es va considerar necessari per al diagnostic de

maculopatia.

3. 3. 2. Examen electrofisiologic

» ERG (electroretinografia): L’estudi  protocolaritzat inclou un
electroretinograma de camp complet i estimul difés amb flash a la
cupula de Ganzfeld seguint les normes internacionals del “International

Standarization Committee for Electrophysiology of the Vision” (ISCEV)

Els tipus de respostes enregistrades van ser:

» Resposta de bastons

» Resposta maxima o mixta de bastons i cons
= Potencials oscil-latoris

» Resposta de cons o flashos aillats

= Resposta de flicker de 30 Hz

» Altres: En alguns casos es va realitzar electrooculograma i potencials
evocats visuals (en alguns casos d’ERG no enregistrable, com a

mesura de la funcid visual residual)
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3. 4. Estudi genetic molecular

El protocol seguit per a I'estudi genétic directe de gens de splicing associats a RP en

pacients afectats de RPAD va ser el seguent:

» Extraccié de DNA genomic a partir de sang periférica del pacient.

» Amplificacio, mitjancant la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR),
dels exons o fragments escollits.

» Cribatge de mutacions i polimorfismes mitjan¢ant la técnica de DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis).

» Sequenciacié6 automatica en els casos que es va detectar un patrd

alterat a la DGGE.

Els gens que es van sotmetre a I'estudi genétic directe presentats en aquesta Tesi

Doctoral son els seguents:

Taula lll. Gens analitzats en aquesta Tesi Doctoral.

Gen Locus N° accés Proteina codificada
(GenBank)
PRPF3 1921.2 NM_004698 hPrp3; Homoleg huma del factor 3 de

processament del pre-mRNA de llevat

PRPF8 17p13.3 NM_006445 hPrp8; Homoleg huma del factor C8 de
processament del pre-mRNA de llevat

PRPF31 19gl13.42 NM_015629 hPrp31; Homoleg huma del factor 31 de

processament del pre-mRNA de llevat
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3. 4. 1. Extraccié de DNA genomic a partir de sang  periférica

L'extraccié de DNA a partir de sang periférica es va realitzar segons el protocol del kit

“Generation] Capture Column Kit” de la casa comercial Gentra Systems:
Preparacio

1. Pre-escalfar un bloc térmic a 99°C.

2. Per a cada mostra que s’ha de processar és necessari: 1 columna
“Generationd Capture Column” continguda en un tub blau de residus “Waste
Collection Tube”, 1 tub blau addicional “Waste Collection Tube” i un tub

col-lector “DNA Collection Tube”. Cal retolar tots els tubs.
Purificaci6é de la mostra

1. Afegir 200 pl de sang a la columna, tocant el centre de la matriu amb la pipeta.
Deixar absorbir la mostra a temperatura ambient al menys durant 1 minut i com
a maxim fins a 1 hora. La mostra no ha de saturar completament la columna.

2. Afegir 400 pl de la Solucié 1 (DNA Purification Solution) i incubar 1 minut a
temperatura ambient. La solucié comencara a caure dins del tub blau durant la
incubacio.

3. Centrifugar 10 segons a 2000-12000 g. Recollir un residu de 600 pl al tub blau.

4. Transferir la columna al segon tub blau.

5. Afegir 400 pl més de Solucié 1 iincubar 1 minut a temperatura ambient.

6. Centrifugar 10 segons a 2000-12000 g; es recull un residu de 400 pl. La matriu
de la columna hauria de ser blanca o gairebé blanca.

7. Afegir 200 pl de Solucié 2 (DNA Elution Solution); no es requereix incubacio.

8. Centrifugar 10 segons a 2000-12000 g per a recollir 200 pl més de residu. La

matriu que conté el DNA purificat ha de ser blanca.
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Elucié de la mostra

1. Transferir la columna a un tub d’1,5 ml i descartar el segon tub blau que conté
600 ul de solucié residual.

2. Afegir 50-200 pl de Solucié 2 i incubar durant 10 minuts en un bloc pre-escalfat
a 99°C. Col-locar el tub de tal manera que la columna estigui completament
continguda dins del bloc térmic per a assegurar un escalfament adient.

3. Centrifugar 20 segons a 2000-12000 g immediatament després del pas
d’escalfament per a alliberar el DNA purificat de la columna. Els 200 pl de
solucié de DNA haurien d'aparéixer transparents.

4. Descartar la columna. EI DNA purificat esta llavors preparat per a ser analitzat.

3. 4. 2. Quantificacié d’acids nucleics

Els acids nucleics absorbeixen llum a longituds d’ona d’entre 250-270 nm, amb un
maxim a 260 nm. La lectura a 260 nm permet el calcul de la concentracié d’acid

nucleic a una mostra de DNA o RNA.

Una DO (densitat optica) de valor 1 correspon aproximadament a 50 ug/ml de DNA de

doble cadena i a 40 pg/ml de DNA de cadena senzilla o RNA.

La relacié entre les lectures a 260 nm i 280 nm ens déna una estimacié de la puresa
de I'acid nucleic. Les preparacions pures de DNA i RNA tenen relacions de 1.8 i 1.95,
respectivament. Un DNA amb una relacié 260/280 per sota de 1.6 hauria de ser re-

purificat.
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3. 4. 3. Reacci6 en cadena de la polimerasa (PCR)

Mitjancant la reaccio en cadena de la polimerasa (PCR) es van amplificar les regions
codificants i sequéncies flanquejants dels exons dels gens analitzats. El volum de
reaccié va ser, en tots el casos, de 50 pl. Els reactius utilitzats a la reaccié de PCR es

mostren a continuacio:

Component Volum Conc. final
Tampo de reaccid (10x) 5ul 1x

MgCl, (50mM) 1.5 pl 1.5 mM
Mescla dNTPs (10 mM) 1l 0.2mM
Encebadors F/R (25uM) 1ulclu 0.5 uM c/u
DNA polimerasa (5 U/ul) 0.5ul 2.5 unitats
Aigua destil-lada Variable -
DMSO (optatiu) 5 ul 10%
DNA motlle 2 pl 10 pg-1ug
Volum total 50 ul

Es van analitzar els exons 11, 42 i 8 dels gens PRPF3, PRPF8 i PRPF31,

respectivament.

Es van dissenyar encebadors especifics de les regions a amplificar. Les

caracteristiques del encebadors es mostren a continuacio:

69



Material i Metodes

Taula IV. Encebadors utilitzats per a cadascun dels fragments analitzats i mida dels fragments obtinguts.

Gen Exo6 Amplicé Encebadors
(pb)

Sense: 5-GC-TCCAGCTGGAGAAGTGACT-3’

PRPF3 11 344
Antisense: 5'-CCACAAGTGAGAAAGGCATT-3’
Sense: 5'-GC-GATAGCAGTAGGGATAAGGTGAG-3
PRPF8 42 344
Antisense: 5’-GCTGAAGCAGGAGGCAGGGAAAC-3
Sense: 5'-GC-CCCCACCTCTCTGCTTTCTTCT-3’
PRPF31 8 282

Antisense: 5-GGAGGGGCCATGACGCAGTG-3’

(GC: 5'-CGCCCGCCGCGCLCCLCGLGLLCGGLLLGLeaGLeeeeaGeeeae-3)

Les condicions de PCR van ser les mateixes per a tots tres exons:

1) Pre-incubacio “Hot start” a 94°C, 5 minuts

2) Desnaturalitzacié a 94°C, 30 segons

3) Anellament a 58°C, 30 segons durant 40 cicles
4) Extensid a 72°C, 30 segons

5) Desnaturalitzacié a 94°C, 5 minuts

6) Extensio final a 72°C, 5 minuts

7) Final a 15°C
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3. 4. 4. Electroforesi en gel d’agarosa

L’electroforesi en gel d’agarosa s'utilitza per a separar molécules de DNA segons el
seu pes molecular. El rang de separacié de les molecules de DNA depén de la

concentracio d’agarosa utilitzada (Taula V).

Taula V. Rang de separaci6 en gels que contenen diferents quantitats d’agarosa [De: Sambrook, Fritsch &

Maniatis. Molecular Cloning. A Laboratory Manual. 2nd Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press. 1989]

Rang eficient de separacio

Quantitat d’agarosa al gel (% p/v)* de molecules de DNA linials (kb)
0.3 5-60
0.6 1-20
0.7 0.8-10
0.9 05-7
1.2 04-6
1.5 0.2-3
2.0 01-2

*(% p/ v): percentatge en pes per volum.

Preparacio6 d’'un gel d'agarosa:

1. Segellar el suport (on prepararem el gel) amb cinta adhesiva.

2. Col-locar una pinta, amb el nombre de pous necessaris, en un dels extrems del
suport, deixant aproximadament un centimetre de distancia respecte el marge
superior.

3. Pesar la quantitat d’agarosa necessaria per a un determinat % i dissoldre-la en
50 ml de TAE 1X. Les quantitats d'agarosa necessaries per a cada % es

mostren a continuacio.
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0.7% 1.0% 1.5% 2.0%
Agarosa 0.35¢ 059 0.75¢g 1g
TAE 1X 50 ml 50 ml 50 ml 50 ml
Volum total 50 ml 50 ml 50 ml 50 ml
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10.

11.

12.

Escalfar la dissolucié fins que I'agarosa hagi quedat totalment dissolta.

Afegir 1.5 pl de Bromur d’etidi (10 mg/ml) a la mescla i barrejar.

Abocar la mescla dins del motlle que hem preparat préviament i deixar
solidificar (aproximadament 15-20 minuts).

Un cop solidificat, treure la pinta i les cintes adhesives.

Col-locar el gel dins la cubeta d’electroforesi (que préviament haurem omplert
amb tamp6 TAE 1X). Cal assegurar-se de que el tampé cobreixi el gel.

Afegir tampo6 de carrega a les mostres que volem analitzar i carregar uns 10-15
pl de mostra a cada pouet. A més carregarem també un marcador de pes
molecular de 100 pb o d'1 kb, depenent de la mida esperada del fragment a
analitzar.

Connectar la cubeta d’electroforesi a una font de voltatge (entre 80 i 100 volts)
fins que s’ha aconseguit la separacio desitjada.

Col-locar el gel sobre un transil-luminador UV i visualitzar les bandes
obtingudes.

Fotografiar amb una camera Polaroid (pel-licula tipus 667) i analitzar el resultat

obtingut.



Material i Métodes

3. 4. 5. Purificacié de producte de PCR

S’han utilitzat alternativament dos tipus de purificacié de producte de PCR. En el
primer tipus s'utilitza unalectroforesi en gel d’agarosa per a purificar la banda que
desitgem (en el cas que hi hagi bandes inespecifiques que volem eliminar) i en el
segon es purifical producte de PCR directament. Aquest ultim s’ha utilitzat quan el
producte de PCR obtingut és molt especific i no presenta, en un gel d’agarosa, bandes

contaminants.
a) Purificacié de producte de PCR a partir d'un gel d’agarosa

El producte de PCR que s’ha de purificar es fa correr en unalectroforesi en gel a I'1,5%
d'agarosa de baixa temperatura de fusio. S'utilitzal kit “QlAquick Gel Extraction”

(QIAGEN). El protocol seguit és el seguent:

1. Tallar el fragment de gel que conté la banda de DNA desitjada amb un bisturi
net i introduir-lo en un microtub d’'1,5 ml.

2. Afegir 3 volums de tampé QG per cada volum de gel (100 mg 0100 pl).

3. Incubar a 50°C durant 10 minuts (o fins que el gel s’ha dissolt completament).
Per tal de facilitar la dissolucié del gel, aplicar vértex cada 2-3 minuts durant la
incubacio.

4. Una vegada s’ha dissolt el gel completament, comprovar que el color de la
barreja és groc (similar al tamp6 QG sense agarosa dissolta). Si el color de la
barreja és taronja o violat, afegir 10 pul d’acetat sodic 3M, pH 5.0 i barrejar.
L’adsorcié del DNA a la membrana QIAquick és eficient només a pH <7,5. El
tamp6 QG conté un indicador de pH que és groc a pH <7,5 i taronja o violat a
pH més elevat, permetent la facil determinacioé del pH optim per a la unié del
DNA.

5. Afegir un volum d’isopropanol a la mostra i barrejar.

6. Col-locar una columna QIAquick en un tub col-lector de 2 ml.
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7. Per tal d’'unir el DNA, aplicar la mostra a la columna i centrifugar durant 1 minut.

Nota: Tots els passos de centrifugacio es porten a terme a 13000 r.p.m.

8. Descartar el sobrenedant i col-locar la columna de nou al mateix tub col-lector

9. (Opcional): Afegir 0,5 ml de tampdé QG a la columna per eliminar qualsevol
resta d'agarosa, i centrifugar durant 1 minut.

10. Per rentar, afegir 0,75 ml de tamp6 PE a la columna i centrifugar durant 1
minut.

11. Descartar el sobrenedant i centrifugar la columna durant 1 minut més.

12. Col-locar la columna dins d’'un microtub d'1,5 ml.

13. Per eluir el DNA, afegir 50 ul de tampd EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) o aigua al

centre de la membrana i centrifugar la columna durant 1 minut.

b) Purificaci6 directa de producte de PCR

S'utilitzal “QlAquick PCR Purification Kit” per tal de purificar el producte de PCR

directament sense haver de passar per unalectroforesi en gel d’agarosa.
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1. Afegir 5 volums de Buffer PB a 1 volum de la mostra de PCR i barrejar.

2. Col-locar una columna QIAquick en un tub col-lector de 2 ml proporcionat al kit.

3. Per tal d'unir el DNA, aplicar la mostra en la columna QIAquick i centrifugar
durant 30-60 segons.

Nota: Tots els passos de centrifugacio es porten a terme a 13000 r.p.m.

4. Descartar el volum sobrant. Col-locar la columna de nou en el mateix tub.

5. Per a rentar, afegir 0.75 ml de Buffer PE a la columna QIlAquick i centrifugar
durant 30-60 segons.

6. Descartar el volum sobrant i col-locar la columna de nou en el mateix tub.
Centrifugar la columna durant 1 minut més

Important: L'etanol residual del Buffer PE no sera completament eliminat a menys

que el volum sobrant sigui totalment descartat abans de la centrifugacio

addicional.
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7. Col-locar la columna QlAquick en un microtub d’1.5 ml net.

8. Per aluir el DNA, afegir 50 pl de Buffer EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) o aigua en el
centre de la membrana de la columna i centrifugar durant 1 minut.
Alternativament, per augmentar la concentracié de DNA, afegir 30 ul de tampd
d’elucié en el centre de la membrana de la columna, deixar reposar durant 1

minut i després centrifugar.

3. 4. 6. Electroforesi en gel amb gradient desnatur  alitzant (DGGE)

Els gels amb gradient desnaturalitzant es preparen barrejant dues dissolucions amb un
percentatge d’agent desnaturalitzant conegut. En els nostre cas, els preparem a partir
de dissolucions mare al 0%, 80% i 100% desnaturalitzant. Els reactius necessaris per

a preparar 100 ml de dissoluciod sén els seglients:

Reactiu stock Sol. 0% Sol. 80% Sol. 100%

Acrilamida 40%

(acrilamida:bis-acrilamida 37,5:1) 20 mi 20 ml 20 ml
Tampo TAE 10X 10 ml 10 ml 10 ml
Formamida - 32ml 40 ml
urea e 349 42 g
Aigua destil-lada fins a 100 ml fins a 100 ml fins a 100 ml

Notes:
100% desnaturalitzant equival a una concentracié 7 M d’urea i 40% v/v de formamida.

Aquestes dissolucions mare han de ser emmagatzemades en recipients de vidre fosc a 4°C.

Preparacio del gel:

1. Muntar la cambra amb els vidres i els espaiadors en el suport adequat. Els

vidres han estat previament netejats amb detergent i etanol.
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10.

Netejar el formador de gradients i el tub de la bomba peristaltica amb aigua
destil-lada i buidar-la completament.

Col-locar una punta de pipeta al final del tub de la bomba i col-locar-la a dins de
I'espai que queda entre els vidres.

Preparacio de les dissolucions d’acrilamida:

Preparar les concentracions optimes del gradient barrejant les dissolucions de
0% i 80% o de 0% i 100% de tal manera que el volum final de cada dissoluci6
sigui de 19 ml. P.ex si volem fer un gradient de 40-70% prepararem una
dissolucio al 40% desnaturalitzant (9.5 ml de sol. 80% + 9.5 ml de sol. 0%) i
una altra dissolucié al 70% desnaturalitzant (16.6 ml de sol. 80% + 2.4 ml de
sol. 0%).

Afegir a cadascuna de les barreges els catalitzadors, 10 pul de TEMED (N, N,
N’, N’- tetrametiletilendiamina) i 100 pl de PSA (persulfat amonic) al 10% (p/v).
Barrejar immediatament.

Abocar les dissolucions al formador de gradients (col-locat a sobre d'un
agitador magneétic) de tal manera que la dissolucié de % més baix quedi al
diposit esquerre i la de % més alt quedi al diposit dret. Connectar de seguida
I'agitador magnétic i obrir la clau de pas del formador de gradients.

Omplir a una velocitat lenta la cambra del gel amb les dissolucions, que
formaran un gradient creixent de dalt a baix.

Una vegada s’ha omplert tota la cambra, col-locar la pinta addient amb els pous
necessaris i deixar solidificar al menys durant 60 minuts.

Passat el temps de solidificacio, rentar els pous 2 vegades amb tampé TAE 1X
i omplir-los amb tampé TAE 1X net.

Muntar la cambra en la cubeta corresponent i introduir-la en un tanc que
contingui tamp6 TAE 1X, a la temperatura corresponent (normalment entre 50-

60°C). La part superior de la cubeta ha d’estar plena de tampdé.
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11. Carregar les mostres de PCR (a les quals hem afegit tamp6 de carrega per
alectroforesi) als pous del gel. Es carreguen uns 15-20 ul per pou.

12. Connectar la cubeta a una font a 100 V i deixar cérrer tota la nit (16-17 hores).

13. Al dia seglient, desconnectar la font de voltatge i desmuntar la cambra del gel.

14. Tenyir el gel amb bromur d’etidi 0,5 pg/ml en tampé TAE 1X i observar el

resultat obtingut amb un transil-luminador UV. Fotografiar si és necessari.

Les condicions utilitzades en les DGGE dels fragments estudiats es troben a la taula

VI.

Taula VI. Gradients i temperatures utilitzades en el cribatge de mutacions per DGGE en els gens PRPF estudiats.

Gen Exo6 Gradient Temperatura
PRPF31 8 55-90% 60°C
PRPF8 42 40-70% 60°C
PRPF3 11 50-75% 50°C
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3. 4. 7. Seqlienciacié automatica dels productes de ~ PCR

La reaccié de seqienciacié de productes de PCR purificats es va realitzar amb un
sequenciador automatic “Long-Read Tower™ System” (Visible Genetics) mitjancant la
tecnica dels dideoxinucleotids marcats terminadors de cadena. Es va utilitzar el kit
“Thermo Sequenase Cy5.5 Dye Terminator Cycle Sequencing Kit” (Amersham

BioSciences). El protocol utilitzat va ser el seglent:

Reacci6 de seqlenciacié

1. Marcar quatre tubs com A, C, G i T per a les respectives reaccions de
terminacio.

2. Afegir 1 pl de la corresponent mescla de terminacio-Cy5.5 ddNTP a cadascun
dels tubs. Tapar els tubs per evitar I'evaporacio.

3. Per a cada mostra de DNA motlle que s’ha de seqiienciar, preparar la seguent

solucié mare en un microtub:

Component Volum
DNA motlle (minim 50-250 fmol) Fins a 24 pl
Tampd de reacci6 (concentrat) 3.5u
Encebador 1uM 2.0 ul
Thermo Sequenase DNA polymerase 20u

(10 U/pl)

H,O destil-lada Finsa 31.5 pl

Nota: Si es fa una reaccié control, utilitzar 4 ul de DNA control (pUC19 doble
cadena; 0.50 pg/pl i 1 pl de I'encebador control (-40 M13 primer forward; 2.0

pmol/pl)
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4. Barrejar el contingut de la solucié mare amb la pipeta i centrifugar breument.
Aliquotar 7 pl de la solucié mare a cada tub marcat a I'apartat 1.

5. Barrejar cada reaccié de sequiéncia i centrifugar els tubs si és necessari. Tapar
els tubs i col-locar-los al termociclador.

6. Iniciar el programa de sequenciacié:

94°C — 30"
60°C — 30" durant 30-60 cicles
72°C — 60-120"

7. Després de la finalitzacid del programa, centrifugar els tubs breument per

recollir qualsevol condensacio i col-locar-los en gel.

Eliminacioé dels terminadors marcats no incorporats utilitzant precipitacié amb

etanol

1. Afegir 2 pl d’Acetat Amonic 7.5 M i 30 pl (= 3 volums de reacci6) d’'etanol fred a
cada tub. Mesclar vigorosament amb vortex i col-locar els tubs en gel durant 20
minuts per a precipitar el DNA.

2. Centrifugar els tubs en una microcentrifuga a 12000 r.p.m. durant 20-30 minuts
a temperatura ambient o 4°C.

3. Eliminar amb cura cada sobrenedant i rentar els “pellets” amb 200 pl d’etanol
70% fred.

4. Centrifugar durant 5 minuts. Eliminar els sobrenedants i assecar els “pellets”
evitant el sobre-assecat, ja que aix0 dificulta la resuspensio.

5. Resuspendre cada “pellet” en 6 pl de “Formamide loading dye” i fer vortex
vigorosament (10-20 s) per assegurar la completa resuspensid. Centrifugar
breument per recollir les mostres al fons dels tubs.

6. Just abans de carregar les mostres al gel, escalfar cada mostra a 70°C durant

2-3 minuts per a desnaturalitzar-les i després col-locar les mostres en gel.
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7. Carregar 1.5-2 pl de cada mostra als carrils del gel de sequenciacid i iniciar el
programa.

8. Realitzar la lectura de la seqiiencia i analitzar els resultats.

3. 4. 8. Clonaci6 de fragments de PCR per a sequenc iacio

Es va utilitzar aguest métode en els casos en els quals les mutacions detectades en
heterozigosi eren dificils de resoldre amb la seqtienciacié dels productes de PCR, per
la presencia de dobles pics en el cromatograma de seqlienciacio. Aquest fet es va
produir, sobretot, en mutacions del tipus insercio, delecié o de totes dues.

En aquests casos es va utilitzar el sistema de clonacié “TOPO TA Cloning® Kit for

Sequencing” de la casa comercial Invitrogen™

Preparacio de la “TOPO cloning reaction” (6  pl)

Es barregen, en un tub, els segiilents components:

Producte de PCR (preferiblement recent) 0,5-4 pl
Solucio de sal (1.2M NaCl; 0.06M MgCl,) 1
Aigua destil-lada finsa 5 pl
TOPO® vector 1l

1. Barrejar la reacci6 i incubar durant 5 minuts a temperatura ambient
2. Col-locar la reaccié en gel i procedir a la transformacié de cel-lules E.coli

competents.

Transformacio de cel-lules E.coli competents (veure especificacions en el punt 3. 5.
3., apartatc)
1. Afegir 2 pl de la TOPO® Cloning reaction a un vial de cel-lules E.coli
competents i barrejar. No mesclar per pipeteig amunt i avall.
2. Incubar en gel durant 5-30 minuts.

3. Fer un shock térmic a les cél-lules durant 30 segons a 42°C sense agitar.

80



Material i Métodes

4. Transferir els tubs immediatament a gel.

o

Afegir 250 pl de medi S.O.C. a temperatura ambient.

N

. Tapar el tub ben fort i agitar-lo horitzontalment (200 r.p.m.) a 37°C durant 1
hora.
7. Sembrar 10-50 ul de cada transformacio en una placa selectiva pre-escalfada i
incubar o/n a 37°C
8. Una reacci6 TOPO Cloning eficient produira centenars de colonies. Picar

aproximadament 10 colonies per a I'analisi.

Analisi dels clons positius

1. Agafar les 10 colonies i cultivar-les o/n en medi SOC o LB (TB) que contingui
50-100 pg/ml ampicil-lina o 50 pg/ml kanamicina.

2. Alillar el DNA plasmidic (veure punt 3. 5. 4.)

3. Analitzar els inserts dels plasmids per screening de PCR/ DGGE. També es pot

procedir directament a la sequenciacio.
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3. 5. Construccié de plasmids recombinants portador s de “minigens” per
a l'estudi invitro de mutacions de splicing

Es va realitzar la construccié de minigens de RHO, que es van clonar en vectors

d’expressio eucariotes, seguint la segiient estratégia:

DNA genodmic VECTOR
normal 0 mutat d’expressio
Encebadors amb PCR Amplificacié mitjangant
dianes de transformacié en E. coli

restriccié6 a5'i3

VECTOR circular,

amb mdltiples

INSERT amb dianes

de restriccio a5’ i 3’

dianes de restriccio

Doble digestié enzimatica amb

enzims de restriccié seleccionats

INSERT amb VECTOR linial, amb
extrems extrems
protuberants protuberants

Lligacié VECTOR-INSERT

PLASMID RECOMBINANT

Amplificacié mitjangcant

transformacié en E. coli

A petita escala A gran escala
“MINIPREP” del “MAXIPREP” del
plasmid recombinant plasmid recombinant

Figura 18. Estratégia seguida per a I'obtenci6 dels plasmids recombinants
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Un cop s’obté el plasmid recombinant que conté el minigen de RHO sintétic, aquest es

transfecta dins d’una cél-lula eucariota.

Una vegadal plasmid es troba dins de la cél-lula, la maquinaria de la cél-lula és capac
de transcriure el minigen cap a pre-mRNA. Posteriorment, la maquinaria de splicing

cel-lular processa aquest pre-mRNA cap a mRNA madur.

L'objectiu de la transfeccid cel-lular d’aquests plasmids portadors de minigens de RHO
és estudiar el mRNA resultant per poder determinar si mutacions situades en llocs de
splicing al gen de la rodopsina estan provocant alguna alteracié a nivell del

processament del seu RNA.

Els experiments de transfeccié dels plasmids es van realitzar en la linia cel-lular COS-7
i en cél-lules limfoblastoides transformades amb EBV d'individus tant sans com
malalts, pertanyents a families portadores de mutacions al gen PRPF8. La utilitzacié
d'aquestes ultimes linies cel-lulars ens permet estudiar si existeixen diferéncies de
processament del mMRNA entre un individu sa i un portador de mutacié al gen PRPF8

guan realitzem la transfeccié dels diferents plasmids recombinants dins la cél-lula.
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3. 5. 1. Seleccid6 dels inserts

« Estudi de la mutacio IVS2-2A -G

Construccio dels minigens salvatge i mutat:

- Minigen RHOSPL2-4 WT corresponent al fragment RHOSPL2-4 salvatge

- Minigen RHOSPL-A3811G corresponent al fragment amb la mutacié A3811G (IVS2-

2A -G)

compostos, tots dos, per: EXO 2 parcial + INTRO + EXO 3 + INTRO + EXO 4 parcial:

RHOSPL- F -
2461 ggtggtcctg gccatcg

2521 cggggagaac catgccatca tgggcegttge cttcacctgg gt
2581 cgcaccccca ctcgeeggct ggtccag
2641 ggggctcttt gtagggtcct ccagtcagga ctcaaaccca gt
2701 ctgaccttgt atgtctcctg gcccaaatgc ccactcaggg ta
2761 agaaacagac tctaatgttg ctacaagggc tggtcccatc tc
2821 agaatccaag acatcccaac ccttcacctt ggctgtgecc ct
2881 gcgcaaattc caatcctctt tggtctagta ccccgggggce ag
2941 ctcagcagca ggggaggcca caccttccta gtgcaggtgg cc
3001 actgggtccc actcagcectc taggcgattg tctcctaatg gg
3061 ggggacagtg gtttggacaa taggactggt gactctggtc cc
3121 ctgtctccag aaaattccca ctetcactte cctttectece tc

3181 ttctacccct tgctgaattt gagcccaccce cctggacttt tt

3241 ggcctagttc tatcctctgg aagcagagcc getggacgct ct
3301 ccactgtcac caatatcagg aaccattgcc acgtcctaat ga
3361 agtttccaga agctgcacaa agatccctta gatactctgt gt
3421 aaatactctc accctggggc taggaagacc tcggtttgta ca
3481 gcctgagggc tctceecacc tectcaccaa ccctetgegt gg
3541 gggcagtgga tgctggggct gggcatgcag ggagaggcetg gg
3601 cagccaccaa acaatgaagc gacactgatt ccacaaggtg ca
3661 ccattccatc ctgtcaccca gccatgcaga cgtttatgat cc
3721 tgtgaagccc cagaaagggc cagcgcetcgg cagccacctt gg
3781 caggcagggt ctccctacct gectgtecte
3841 tgtggaatcg actactacac gctcaagccg gaggtcaaca ac
3901 atgttcgtgg tccacttcac catccccatg attatcatct tt

3961 gtcttcaccg tcaaggag
4021 agcccccagc atgcatctge ggctcctgcet ccctggagga ge

4081 cccgtgtcct gc ACgccgct gcccagcage aggagtcage cacca
4141 aggaggtcac ccgcatggtc atcatcatgg tcatcgcttt cctgatctge t

~RHOSPL- R

agc ggtacgt ggt ggt gt gt aag cccatgagca acttccgcett

catggcegce tggeetgege

GTa atggcactga gcagaaggga agaagctccg

agtgtctg gttccaggca
ggggtgta gggcagaaga
ctgagccc catgtcaaac
aatcctca actaagctag
cceectet aaccttggge
atattgtg gccccttgga
gctgagat gagactcagt
cagaggcc tcatgtccct
agtcttgc tagggtccat
ccccatct tctccaatct
gggtttcc tgaggcccgt
cgtgcgct ggaagectct
gtccatct ttggcctgga
aacttcct caaatgcaga
catagccc tagcctcage
tggtgtca tctggtaacg
tctgcatc cccatctgat
cctttcc agggagggaa
ctgttcce aagtccctca

BGotacatce ccgagggect geagtgeteg

gagtcttt tgtcatctac
ttctgcta tgggcagctc

GT acgggccggg gggtgggegg cctcacggct ctgagggtee

catggtct ggaccegggt

cacag aaggcagaga

gggtgecct

Figura 19. “Minigen” RHOSPL2-4. En fons groc es marquen els exons. Els senyals de splicing 5’ donadors (GT) i 3’
acceptors (AG) es marquen en blau i delimiten els introns, amb fons blanc. La localitzacié de la mutacié IVS2-2A - G es
marca amb fons vermell. Subratllats i en negreta es marquen els oligonucleotids utilitzats en la PCR per a amplificar el
fragment (a aquests oligonucleotids se’ls hi han d’afegir unes cues a 5 que continguin les dianes de restriccié

necessaries per a poder insertar el fragment en el vector d’expressio corresponent; veure taula VII).
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* Estudi de la mutacio IVS4-1G T
Construccio dels minigens salvatge i mutat:

- Minigen RHOSPL3-5WT corresponent al fragment RHOSPL3-5 salvatge
- Minigen RHOSPL-G5167T corresponent al fragment amb la mutacié G5167T (IVS4-
1G-T)

compostos, tots dos, per: EXO 3 parcial + INTRO + EXO 4 + INTRO + EXO 5:

RHOSPL3- 5- F —»

3841 tgtggaatcg actactacac gctcaagc cg gaggt caaca acgagt ct tt tgtcatctac
3901 atgttcgtgg tccacttcac catccccatg attatcatct tt ttctgcta tgggcagcete
3961 gtcttcaccg tcaaggag GT acgggccggg gggtgggegg cctcacggct ctgagggtec

4021 agcccccagc atgcatctge ggctcctgcet ccctggagga ge catggtct ggacccgggt
4081 cccgtgtcct gc AGgccgct gcccagcagce aggagtcage caccacacag aaggcagaga

4141 aggaggtcac ccgcatggtc atcatcatgg tcatcgcttt cc tgatctgc tgggtgccct
4201 acgccagcgt ggcattctac atcttcaccc accagggctc ca acttcggt cccatcttca
4261 tgaccatccc agcgttcttt gccaagagcg ccgcecatcta ca accctgtc atctatatca
4321 tgatgaacaa gcag Gl gcct actgcgggtg ggagggceccce agtgecccag geccacaggeg

4381 ctgcctgcca aggacaagct actcccaggg caggggaggg gc tccatcag ggttactgge
4441 agcagtcttg ggtcagcagt cccaatgggg agtgtgtgag aa atgcagat tcctggeccc
4501 actcagaact gctgaatctc agggtgggcc caggaacctg ca tttccagc aagccctcca
4561 caggtggctc agatgctcac tcaggtggga gaagctccag tc agctagtt ctggaagccc
4621 aatgtcaaag tcagaaggac ccaagtcggg aatgggatgg gc cagtctcc ataaagctga
4681 ataaggagct aaaaagtctt attctgaggg gtaaaggggt aa agggttcc tcggagagat
4741 acctccgagg ggtaaacagt tgggtaaaca gtctctgaag tc agctctgc cattttctag
4801 ctgtatggcc ctgggcaagt caatttcctt ctetgtgctt tg gtttcctc atccatagaa
4861 aggtagaaag ggcaaaacac caaactcttg gattacaaga ga taatttac agaacaccct
4921 tggcacacag agggcaccat gaaatgtcac gggtgacaca gc ccccttgt getcagtcece
4981 tggcatctct aggggtgagg agcgtctgec tagcaggttc cc accaggaa gctggatttg
5041 agtggatggg gcgctggaat cgtgaggggc agaagcaggc aa agggtcgg ggcgaacctc
5101 actaacgtgc cagttccaag cacactgtgg gcagccctgg cc ctgactca agcctcttgc
5161 cttcc AIttc cggaactgca tgctcaccac catctgctgc ggcaagaacc cac tgggtga
5221 cgatgaggcc tctgctaccg tgtccaagac ggagacgagc ca ggtggccc cggcctaaga
5281 cctgcctagg actctgtgge cgactatagg c gtctcccat cccctacacc ttccceccage

~RHOSPL3-5-R

Figura 20. “Minigen” RHOSPL3-5. En fons groc es marquen els exons. Els senyals de splicing 5’ donadors (GT) i 3’
acceptors (AG) es marquen en blau i delimiten els introns, amb fons blanc. La localitzaci6 de la mutaci6 IVS4-1G- T es
marca amb fons vermell. Subratllats i en negreta es marquen els oligonucleotids utilitzats en la PCR per a amplificar el
fragment (a aquests oligonucleotids se’ls hi han d’afegir unes cues a 5 que continguin les dianes de restriccié

necessaries per a poder insertar el fragment en el vector d’expressié corresponent; veure taula VII).
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Amplificacio dels inserts

Les amplificacions, a partir de DNA genomic, dels fragments RHOSPL2-4 (salvatge i
mutat) i RHOSPL3-5 (salvatge i mutat) es van realitzar amb el kit “Expand Long
Template PCR System”. Aquest kit esta compost per una barreja que conté la Taq
DNA polimerara i la Tgo DNA polimerasa, una DNA polimerasa termoestable amb
activitat correctora. Aquesta barreja de polimerases esta dissenyada per donar
unalevada quantitat de producte de PCR a partir de DNA genomic. Aquest sistema
esta especialment optimitzat per amplificar eficientment fragments de DNA genomic de
fins a 22 kb. La taxa derror és de 4.8 x 10° (tres vegades menys que la Taq

polimerasa).

Per a la PCR, preparar una barreja que contingui els seglients reactius:

Component Volum Concentraci6
final

dNTPs (10 mM) 2.5 pl 500 pM

Encebador sense (25 uM) 1 500 nM

Encebador antisense (25 uM) 1 500 nM

10X PCR Buffer amb MgCl, (1.75mM) 5 pl 1X

DNA motlle Xul fins a 500 ng

Enzim 0.75 pl

Aigua Fins a 50 pl

Es va sintetitzar una parella d’oligonucleotids per a cada fragment a amplificar. A
I'extrem 5’ de cada oligonucleotid s’hi va afegir una seqiieéncia que conté una diana per
a I'enzim de restriccid que vam seleccionar per a poder introduir-lo al polylinker del
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vector seleccionat. Aquesta diana ha d’estar protegida per alguns nucleotids, per la
gual cosa és necessaria I'addicié d’'una cua de 8-10 nucleotids a I'extrem 5’ de la
diana. Es van seleccionar els enzims EcoRI per a I'encebador sense i Sall per a

I'encebador antisense.

Els encebadors utilitzats es presenten en la taula seguent.

Taula VII. Encebadors utitzats per a amplificar els fragments RHOSPL2-4 (salvatge i mutat) i RHOSPL3-5 (salvatge i

mutat).
Fragment Mida (pb) Oligonucleotids encebadors
RHOSPL2-4 1700 RHOSPL-F: 5CAAGACTTATG?"AATTCAGCGGTACGTGGTGGTGTGTGT-3'
(WT i A3811G) EcoRl
RHOSPL-R: 5-GATCCATTATGATCGACCTCCTTCTCTGCCTTCTGTG-3'
Sal |
RHOSPL3-5 1493 RHOSPL3-5-F: 5-GTCAGGTACGMATTCCGGAGGTCAACAACGAGTCT -3'
(WT i G5167T) EcoRlI
RHOSPL3-5-R: 5-GCATATTATGATCGACAGGTGTAGGGGATGGGAGAC -3’
Sal |

El programa de PCR utilitzat va ser el seguent:

1) 94°C, 5

2) 94°C, 1

3) 65°C (RHOSPL2-4) 6 58°C (RHOSPL3-5), 1’
4) 68°C, I’

5) “Go To 2" x 30 cicles

6) 68°C, 8

7) 14°C

87



Material i Metodes

3. 5. 2. Vector plasmidic utilitzat

Es va fer servir el vector “pCl-neo Mammalian Expression Vector” de Promega. Aquest
€s un vector seleccionable per a estudiar expressio constitutiva de gens en cél-lules de
mamifer. Aquest vector pot ser utilitzat tant per a expressié transitoria com per a
expressié estable quan les cel-lules transfectades son seleccionades amb I'antibiotic

G-418.

ChIV |LE

Enhancer/Promoler 7 1
Mhel [1085
Xhol 1091
Infrcin EcoR | [1008
/ T | 1102

ll ||."-‘-.'np' pCl-neo Sv40 Late Xba 1114
| Veclor paly(A) 2
\ I| aa72op)

Symhelic  syun Enhancer
polyia) Early Pramaoter

BamH |

FEREVADN GA

Figura 21. Vector d’expressi6é pCl-neo.  En aquesta imatge podem veure el vector utilitzat
per a clonar els fragments RHOSPL2-4 i RHOSPL3-5. El lloc de mdiltiple clonatge esta

situat entre els promotors T7 i T3.

Cada fragment amplificat es va clonar al lloc de mdltiple clonatge o polylinker (multiple
cloning site, MCS), on existeixen dianes Uniques per als enzims EcoRI i Sal I, enzims

seleccionats per a insertar els fragments escollits.
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3. 5. 3. Clonacio dels inserts dins del vector

a) Doble digestié enzimatica del vector i de l'inse  rt

Digestio i defosforilacié* del vector pCl-neo

Reactiu Volum
Buffer Y+/ Tango 10X 10l
EcoRI 1l
Sal | 1l
Fosfatasa alcalina 1l
Vector pCl-neo 25 pl
Aigua 12 ul
Volum total 50 ul

*La fosfatasa alcalina defosforilals extrems 5'fosfat del vector, evitant aixi la auto-lligacié i recircularitzacio.

Digestio del fragment

Reactiu Volum
Buffer Y+/ Tango 10X 10 pl
EcoRlI 1l
Sal l 1
Fragment PCR 25 pl
Aigua 13 ul
Volum total 50 pl

1. Afegir, en un microtub, tots els components de la barreja
2. Incubar 1h30" a 37°C

3. Inactivar els enzims 20’ a 65°C
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b) Lligacié vector-insert

Es va utilitzar el “Rapid DNA Ligation Kit” de Roche. Aquest kit permet la lligacié de
fragments de DNA amb extrems cohesius 0 en romo en només 5 minuts a 25°C.
Depenent de la concentraci6 de DNA, es formen productes lligats tant amb DNA
circular (concentracié baixa de DNA) com amb concatemers (alta concentracié de

DNA).

1. Diluir el vector i I'insert (provar diferents relacions; per exemple 1:3 (1 pl de
vector + 3 pl d’insert) i 2:4 (2 ul de vector + 4 ul d’insert) en “DNA Dilution
Buffer 1X” fins a un volum final de 10 pl.

2. Barrejar el “T4 Ligation Buffer”. Afegir 10 ul del “T4 Ligation Buffer” al tub de
reaccio. Barrejar.

3. Afegir 1 ul de “T4 DNA Ligase”. Barrejar.

4. Incubar durant 5 minuts a 15-25°C.

5. La barreja de reaccié de lligaci6 pot ser utilitzada directament per a la
transformacio de cél-lules competents o bé emmagatzemar-la sense inactivar a
-25°C.

6. EI DNA lligat pot ser analitzat en un gel d'agarosa.

¢) Transformacié del plasmid recombinant en cél-lul es competents

Per a realitzar la clonacio dels diferents plasmids es va utilitzar com a hoste la soca
JM109 d’Escherichia Coli (Promega). S6n cél-lules ja competents que presenten un

minim d’eficiéncia de transformacié de 1x10° cfu/ug de DNA control en ser sembrades

en plagues amb LB-agar que continguin 100 pg/ml d’ampicil-lina.
Les cél-lules s'emmagazemen a —80°C evitant grans fluctuacions de temperatura.

Els medis de cultiu tant solid com liquid es va preparar de la seglient forma:
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» MediLB solid (per a preparar cultius solids en plagues de Petri)

1. Dissoldre 32 g de LB agar (Lennox L Agar / Invitrogen) per cada litre d'aigua
destil-lada.

2. Autoclavar.

3. Afegir 50 pg/ml d’ampicilina sadica.

4. Repartir en plagues de Petri (20 ml / placa).

*» Medi TB liquid (per a realitzar cultius liquids de nit)

1. Dissoldre 47 g de TB (Terrific Broth / Gibco BRL) per cada litre d'aigua
destil-lada.
2. Autoclavar.

3. Afegir 50 pg/ml d’ampicil-lina sodica.

Nota: Als assajos s'utilitza I'antibiotic ampicil-lina per a la seleccidé de les colonies
gue han incorporat el plasmid, aprofitant que el vector porta un gen de resisténcia

a I'ampicil-lina (Amp")

Els cultius d’E. Coli tant solids com liquids s'incuben a 37°C o/n. En el cas dels cultius
liquids, la incubacié ha de ser amb agitacié constant per a evitar I'agregacio cel-lular,

que impedirial seu creixement normal.
La transformacio de les ceél-lules competents es realitza segons el seglient protocol:

1. Transferir les cél-lules que estaven emmagatzemades a —80°C (100 pl cel-lules/
transformacid), a un bany de gel, durant 5 minuts.

2. Agitar suaument el vial per tal de resuspendre les cél-lules.

3. Afegir de 1-50 ng de DNA a la suspensié cel-lular (fins a 10 ul de solucié de
DNA per transformacio)

4. Agitar suaument la barreja. En afegir el DNA no pipetejar, per tal d’evitar el

trencament de les cél-lules en passar per la punta de la pipeta.
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5.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Incubar en gel durant 10 minuts.

Realitzar un “shock” térmic a 42°C durant 45-50 segons.

Incubar de nou en gel durant 2 minuts.

Afegir 900 pl de medi S.O.C. o LB (a 4°C) per transformacio.

Incubar a 37°C amb agitacié permanent de 225 r.p.m. durant 60 minuts.
Sembrar la suspensié en plaques de Petri que continguin LB agar + 50 pg/ml
ampicil-lina. Incubar o/n a 37°C i 5% CO..

Al dia segiient, observar les plagues i comprovar que han crescut colonies.
Seleccionar uns 10-25 clons aillats i fer cultius de nit en uns 5 ml de medi TB
liquid amb 50 pg/ml ampicil-lina. Incubar o/n a 37°C i agitaci6é constant.

Al dia segiient, comprovar que els cultius han crescut.

Per tal de seleccionar els clons positius, es pot fer una PCR de l'insert -agafant
uns microlitres directament del cultiu liquid- que ens indicara si el vector ha
incorporat l'insert o no.

Una vegada hem seleccionat els clons positius d'interés, realitzarem una
reaccid de sequenciacié (veure apartat 3. 4. 7.) sobre el producte de PCR

amplificat a partir del cultiu de nit.

Després de comprovar que el clon seleccionat conté el plasmid recombinant d’interés,

podem realitzar un aillament del DNA plasmidic a petita escala (“miniprep”) o bé a gran

escala (“maxiprep”), si necessitem molta més quantitat de plasmid.

3. 5. 4. Obtencié de DNA plasmidic

3. 5. 4. 1. Obtencié de DNA plasmidic a petita esca la, “miniprep”

Aquesta preparacio es va realitzar amb el kit “QIAprep Spin Miniprep Kit” de QIAGEN.

Aquest protocol esta dissenyat per a la purificacié de DNA plasmidic a partir d’'un cultiu

de nit d’'E. coli d’1-5 ml.
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1. Resuspendre el pellet bacteria en 250 pl de Buffer P1 i transferir a un microtub
d’1.5 ml.

2. Afegir 250 pl de Buffer P2 i invertir el tub 4-6 vegades.

3. Afegir 350 ul de Buffer N3 i invertir el tub immediatament 4-6 vegades.

4. Centrifugar 10 minuts a 13000 rpm en una microcentrifuga.

5. Aplicar els sobrenedants del pas anterior a una columna “QlAprep spin column”
per decantaci6 o pipeteig.

6. Centrifugar durant 30-60 segons. Descartar el liquid residual.

7. (Opcional): Rentar la columna amb 0.5 ml de Buffer PB i centrifugar durant 30-
60 segons. Descartar el liquid residual.

8. Rentar la columna amb 0.75 ml de Buffer PE i centrifugar durant 30-60 segons.

9. Descartar el liquid residual i centrifugar durant 1 minut més per tal d’eliminar el
tampé de rentat.

10. Col-locar la columna QIAprep en un microtub d'1.5 ml net. Per tal d’eluir el
DNA, afegit Buffer EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) o aigua al centre de la columna,

deixar reposar 1 minut i centrifugar durant 1 minut.

3. 5. 4. 2. Obtencié de DNA plasmidic a gran escala  “maxiprep”

La purificaci6 de DNA plasmidic a gran escala es va realitzar amb el kit “Hi Speed
Plasmid Purification Kit” de QlAgen. Es parteix d’'un volum de cultiu de 150-200 ml.

1. Centrifugar el cultiu a 6000 g durant 15 minuts a 4°C, per tal de recollir les
cél-lules. Eliminar el sobrenedant invertint el tub fins que s’hagi buidat tot el
medi sobrant.

2. Resuspendre el pellet bacteria en 10 ml de Buffer P1. El pellet ha de ser
resuspés completament per vortex o pipetejant amunt i avall fins que no es vegi
cap agregat.

3. Afegir 10 ml de Buffer P2, barrejar invertint 4-6 vegades, i incubar 5 minuts a

temperatura ambient.
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Durant la incubaci6 preparar el QIAfilter Cartridge:

Roscar el tap al filtre QIAfilter Maxi Cartridge. Col-locar el QIAfilter Maxi Cartridge

en un recipient adequat.

4.

10.

11.

12.

13.

14.

Afegir 10 ml de Buffer P3 fred al llisat i barrejar immediatament invertint de 4-6
vegades. Procedir directament al pas 5. No incubar el llisat en gel.

Abocar el llisat en el barril del QlAfilter Cartridge. Incubar a temperatura
ambient durant 10 minuts. No insertar I'émbol.

Equilibrar una HiSpeed Maxi Tip aplicant 10 ml de Buffer QBT i permetre que la
columna es vagi buidant per gravetat.

Treure el tap del QlAfilter. Insertar I'émbol al QIAfilter Maxi Cartridge i filtrar el
llisat cel-lular dins de la HiSpeed Tip préviament equilibrada.

Permetre que el llisat entri a la reina per gravetat.

Rentar la HiSpeed Maxi Tip amb 60 ml de Buffer QC.

Eluir el DNA amb 15 ml de Buffer QF.

Precipitar el DNA per addicié6 de 10.5 ml (6 0.7 volums) d'isopropanol a
temperatura ambient al DNA eluit. Barrejar i incubar a temperatura ambient
durant 5 minuts.

Durant la incubacio, treure I'embol a una xeringa de 30 ml i enganxar-li el
QIlAprecipitator Maxi Module.

Col-locar el QlAprecipitator sobre un recipient de residus, transferir I'eluat/
barreja d’isopropanol a la xeringa de 30 ml i insertar I'émbol. Filtrar I'eluat/
barreja d'isopropanol a través del QlAprecipitator aplicant pressié constant.
Treure el QlAprecipitator de la xeringa de 30 ml i treure I'émbol. Tornar a
enganxar el QlAprecipitator i afegir 2 ml d’etanol 70% a la xeringa. Rentar el
DNA insertant I'embol i fent passar I'etanol a través del QlAprecipitator amb

pressio constant.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

Treure el QlAprecipitator de la xeringa de 30 ml i treure I'émbol. Enganxar de
nou el QlAprecipitator a la xeringa de 30 ml, insertar I'émbol i assecar la
membrana fent passar aire pel QlAprecipitator rapidament i amb forca. Repetir
aquest pas.

Assecar el QlAprecipitator amb paper absorbent per tal d’evitar I'arrossegament
d’etanol.

Treure I'embol a una nova xeringa de 5 ml i enganxar-hi el QIAprecipitator.
Posar el QlAprecipitator sobre un microtub d’1.5 ml. Afegir 1 ml de Buffer TE a
la xeringa de 5 ml. Insertar 'émbol i eluir el DNA en el tub utilitzant una pressio
constant.

Treure el QlAprecipitator de la xeringa de 5 ml, treure I'embol i tornar a
enganxar-hi el QlAprecipitator.

Transferir I'eluat del pas 17 a la xeringa de 5 ml i eluir per segona vegada dins
del mateix tub d'1.5 ml.

Quantificar el DNA obtingut amb un espectrofotometre UV/VIS (veure punt 3. 4.
2.). Aquest DNA plasmidic estara llest per ser transfectat en cél-lules de

mamifer.
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3. 6. Cultiu de linies cel-lulars eucariotes

3. 6. 1. Descripcid i caracteristiques de les linie s cel-lulars utilitzades

3.6. 1. 1. Linia cel-lular COS-7

Nom de la linia :
ECACC No.

Descripcio:

Medi de cultiu:

Rutina de subcultiu:

Morfologia:

Forma de creixement:

Riscos d’aquesta linia:

COS-7
87021302

Cél-lules de ronyé de mico verd africa, transformades

amb SV40.

DMEM + 2 mM Glutamina + 10 % FBS + Penicil-lina G-

sodi 100 U/ml i Estreptomicina-sulfat 100 pg/ml.

Dividir cultius sub-confluents (70-80%) 1:3 fins a 1:10,
sembrant 1-3 x 10* cél-lules / cm? utilitzant 0.25% tripsina

0 tripsina/EDTA. Incubar a 37°C, 5% CO,,
Fibroblast.
Adherent en monocapa.

COS-7 és una linia cel-lular que portal SV40. Aquests
cultius son potencialment infecciosos o toxics per als
humans, per la qual cosa han de ser manipulats sota una

cabina de seguretat de classe Il.

Com a recipients de cultiu s'utilitzen flascons de poliestiré (de 25 cm? i de 75 cm?) per

al manteniment del cultiu cel-lular i plaques de poliestiré de 6 pous per a les

transfeccions dels plasmids. Tots els flascons utilitzats tenen superficie tractada

Nunclon™,
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3. 6. 1. 2. Linies cel-lulars limfoblastoides trans  formades amb EBV

Nom de les linies: CARO0001,0002,0003,0004,0005, pertanyents a pacients
portadors de mutacions al gen PRPF8 (CAR0001, 2,4 i 5)

i un individu control sense mutacié (CAR0003)

Descripcio: Cél-lules B limfoblastoides humanes transformades amb
'EBV.
Medi de cultiu: RPMI 1640 + 2 mM Glutamina + 10% FBS + 100 U/ml

Penicil-lina G-sodi i 100 pg/ml Estreptomicina-sulfat.
Tipus cel-lular: Suspensié

Riscos d’aquesta linia: Linia cel-lular d’origen huma, immortalitzada amb EBV.
Cultius potencialment infecciosos en humans. Manipular

en cabines de seguretat de classe II.

Per a I'obtencié d’aquestes linies, es va partir de sang periférica de pacients afectats
de RP amb mutaci6 al gen PRPF8 i d'un individu sa, que es van oferir a participar en
I'estudi. Les mostres de sang-EDTA (4 ml aproximadament) es van remetre a 'ECACC

(European Collection of Cell Cultures), on les van processar de la segtient forma:

Sang total
Estadi 1 l
Limfocits primaris
Immortalitzaci6 amb EBV
Estadi 2 l

Enviament de la linia cel-lular congelada
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Els passos segients impliquen la immortalitzacio com a resultat de la transfomacié

amb EBV.

1. Inici del cultiu dels limfocits de sang periférica.

2. Infecci6 amb 'EBV.

3. Infeccio de les cel-lules pel virus.

4. Divisio cel-lular en resposta a la transformacio.

5. Creixement en agregats cel-lulars en resposta a la transformacié induida per

EBV. Els agregats cel-lulars es poden observar a primera vista.

Una vegada s’ha obtingut un nombre considerable de cél-lules transformades, es

congelen en criotubs i s’envien al seu receptor.

Quan aquestes cél-lules arriben al laboratori en forma de vials congelats es processen

de la seguent forma:

= Han de ser crescudes en medi RPMI 1640 amb 10% FBS i HEPES (o cultivar
en incubador de CO,), en un flasc6 de 25 cm?.

= Després de 18-24 hores i si les cél-lules tenen bon aspecte, afegir 5-10 ml de
medi.

= Continuar afegint medi cada 2-3 dies fins que s'assoleix un volum de 30 ml,
moment en el qual han de ser transferides a un flascé de 75 cm? en 50 ml de
medi.

= Les cél-lules limfoblastoides creixen en suspensié i apareixeran en forma

d’agregats visibles a I'ull. Un medi sa hauria de ser taronja o groc.
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3. 6. 2. Activacio de linies cel-lulars congelades

Molts cultius obtinguts a partir d’'una col-leccié de cultius, com I'ECACC, arriben al
destinatari congelats, i per tal de poder-los utilitzar, les cél-lules han de ser
descongelades i posades en cultiu. Es vital descongelar les cél-lules correctament per
tal de mantenir la viabilitat i permetre que el cultiu es recuperi més rapidament. Alguns
crioprotectors, com el DMSO, so6n toxics per sobre de 4°C, per tant és essencial que
els cultius siguin descongelats rapidament i diluits en medi de cultiu per tal de

minimitzar els efectes toxics.
El procediment és el segient:

1. Llegir el fulletd tecnic de la linia cel-lular per tal d’'establir els requeriments
especifics per a la linia cel-lular.

2. Preparar els flascons de manera adequada; marcar-los amb el nom de la linia
cel-lular, numero de “pas” i data.

3. Treure el criotub de cél-lules del contenidor de nitrogen liquid.

4. Col-locar el tub en un bany d’'aigua a 37°C. Submergir només la part baixa del
tub. Deixar que es descongeli fins que quedi una mica de gel al vial. Transferir
a una cabina de seguretat de classe |II.

5. Netejar I'exterior del vial amb etanol al 70%.

6. Lentament i gota a gota, pipetejar les cél-lules en medi de cultiu pre-escalfat
per tal de diluir el DMSO que contenen com a crioprotector.

7. Incubar a la temperatura i concentracié de CO, adequades. En el cas de les
COS-7 i les cél-lules limfoblastoides, les condicions oOptimes sén una
temperatura de 37°C i 5% CO,,

8. Examinar les cel-lules amb un microscopi invertit després de 24 hores i

subcultivar quan sigui necessatri.
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3. 6. 3. Subcultiu de linies cel-lulars adherents

Les linies cel-lulars adherents creixen in vitro fins que han cobert la superficie
disponible o quan al medi s’han esgotat els nutrients. En aquest punt les cél-lules han
de ser subcultivades per tal devitar la mort del cultiu. Per tal de subcultivar, les
cél-lules necessiten ser portades a una suspensié. El grau d’adhesi6 varia d’'una linia
cel-lular a una altra, pero en la majoria dels casos s'utilitzen proteases com la tripsina
per tal de desenganxar les cel-lules del flasco de cultiu. Tot i aixi, aixd0 pot ser
inapropiat per a algunes linies on I'exposicié a les proteases és perjudicial o on els
enzims utilitzats eliminen marcadors o receptors de membrana d’interés. En aquests
casos les cél-lules han de ser portades a suspensié en un volum petit de medi

mecanicament amb I'ajuda de espatules cel-lulars (“cell scrapers”).
El procediment de subcultiu de linies cel-lulars adherents és el seglent:

1. Observar els cultius amb un microscopi invertit per a comprovar el grau de
confluencia i confirmar I'abséncia de contaminacio fangica i bacteriana.

2. Eliminar el medi esgotat de nutrients. (El medi de cultiu porta com a marcador
de pH el “phenol red”, per tant notarem que el medi esta esgotat quan hi ha
hagut un canvi de color de vermell a groc, que indica l‘acidesa del cultiu; en
aquest moment és necessari eliminar el medi vell i afegir-hi medi fresc quan
estem realitzant manteniment del cultiu)

3. Rentar la monocapa de cél-lules adherents amb PBS sense Ca?'/Mg?* utilitzant
un volum equivalent a mig volum del medi de cultiu. Repetir aquest pas si
sabem que les cél-lules s’adhereixen fortament a la placa.

4. Pipetejar tripsina /EDTA a la monocapa de cél-lules rentades utilitzant 1 ml per
cada 25 cm? de superficie. Rotar el flascé per tal de cobrir la monocapa amb
tripsina. Decantar I'excés de tripsina.

5. Retornar el flasc6 a I'incubador i deixar-lo durant 2-10 minuts.
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6. Examinar les cel-lules amb el microscopi per assegurar-se que totes les
cel-lules estan desenganxades i surant. Donar cops als costats del flasco per
tal d'alliberar qualsevol resta de cél-lules enganxades.

7. Resuspendre les ceél-lules en un volum petit de medi fresc que contingui FBS
per tal d’'inactivar la tripsina. Per tal de realitzar el recompte cel-lular (veure punt
3. 6.5.), agafar 100-200 ul de suspensié cel-lular.

8. Transferir el nombre desitjat en un flasc6 nou retolat que contingui medi de
cultiu pre-escalfat.

9. Incubar a 37°C, 5% CO..

10. Repetir aquest procés segons ho requereixi el creixement de la linia cel-lular.
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3. 6. 4. Subcultiu de linies cel-lulars en suspensi 6

En termes generals, els cultius derivats de la sang (p.ex. limfocits) creixen en

suspensio. Les cél-lules poden créixer com a cél-lues aillades o bé formant grups

(p.ex. linies cel-lulars limfoblastoides transformades amb EBV). Per a les primeres, el

subcultiu per dilucioé és relativament facil. Pero per a les linies que creixen en agregats,

€s necessari portar les cél-lules fins a una suspensié de cel-lules aillades per

centrifugacio i resuspensié pipetejant en un volum més petit abans de comptar.

El procediment de subcultiu de linies cel-lulars en suspensié és el segiient:

102

Observar els cultius utilitzant un microscopi invertit. Les cél-lules en fase de
creixement exponencial haurien de ser brillants, rodones i refractils. Les
cel-lules transformades amb EBV poden créixer en agregats molt grans que
s6n molt dificils de comptar i els centres del agregats grans poden ser
inviables.

No centrifugar per a subcultivar a menys que el pH del medi sigui acid (“phenol
red"= groc), el que indica que les cel-lules han sobrecrescut i ja no es poden
recuperar. Si passa aixo, centrifugar a 150g durant 5 min, resembrar a una
densitat lleugerament major (normalment de 3-5 x 10° cél-lules/ml) i afegir 10-
20% de medi condicionat (sobrenedant) al medi fresc.

Agafar una petita mostra de les cél-lules de la suspensié cel-lular (100-200 pl).
Calcular el nombre de cel-lules/ml (veure punt 3. 6. 5.) i resembrar el nombre
desitjat de cel-lules (sense centrifugar) en flascons acabats de preparar, per
diluci6 de les cél-lules.

Repetir aix0 cada 2-3 dies. Per a les linies limfoblastoides, mantenir els cultius

a una densitat d’entre 5 x 10°— 2 x 10° cél-lules/ml.
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3. 6. 5. Quantificacié cel-lular

Per a la majoria de manipulacions que es realitzen als cultius cel-lulars, com les
transfeccions, técniques de fusié cel-lular, criopreservacié i rutines de subcultiu, és
necessari quantificar el nombre de cél-lules abans de la seva utilitzaci6. Utilitzant un
nombre consistent de cel-lules es mantindra un creixement optim i ajudara també a
estandaritzar procediments que utilitzen cultius cel-lulars. Aixo, al seu torn, dona

resultats amb millor reproducibilitat.
El procediment per a la quantificacio cel-lular és el seglent:

1. Portar les ceél-lules adherents fins a una suspensid utilitzant tripsina/EDTA i
resuspendre en un volum de medi fresc al menys equivalent al volum de
tripsina. Per a cel-lules que creixen en grups, centrifugar i resuspendre en un
volum petit i pipetejar per tal de trencar els agregats.

2. Agafar, sota condicions esterils, 100-200 ul de suspensio cel-lular.

3. Afegir blau Tripa (p.ex si afegim un volum equivalent a la suspensio, el factor
de dilucié=2) i barrejar per pipeteig.

4. Netejar la cambra de recompte cel-lular (cambra de Neubauer).

5. Humitejar el cubreobjectes amb aigua o alé. Lliscar els cubreobjectes sobre la
cambra amb pressio6 fins que apareguin els anells de refraccié de Newton (es
veuen com un arc de Sant Marti sotal cubreobjectes)

6. Omplir tots dos costats de la cambra (aprox. 5-10 pl) amb la suspensio cel-lular
i observar sota un microscopi visible utilitzant un augment de x20.

7. Comptar el nombre de cel-lules viables (s’observen com a cél-lules brillants) i
no viables (blaves). Es ideal comptar >100 cél-lules per tal d’augmentar
l'exactitud del recompte. Anotar el nombre de quadres comptats per tal
d’obtenir un recompte >100.

8. Calcular la concentracié de cel-lules viables i no viables i el percentatge de

cel-lules viables utilitzant les equacions segients:
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A= Mitja de cél-lules viables comptades= Cél-lules viables totals comptades / n° de
quadres

B= Mitja de cél-lules no viables comptades= Cél-lules no viables totals / n° de quadres
C= Factor de dilucio

D= Factor de correccid (subministrat pel fabricant de 'hemocitometre)*

Per tant:

» Concentraci6 de cél-lules viables (cels/ml)=Ax CxD

» Concentracié de cél-lules no viables (céls/ml)=Bx C x D

* Nombre total de cel-lules viables= concentracié de cél-lules viables x volum
* Nombre total de cél-lules= nombre de cél-lules viables + nombre de ceél-lules

mortes

» Percentatge de viabilitat= (N° de cél-lules viables/ N° total de cél-lules) x 100

*En el cas de la cambra de Neubauer el factor de correccié es calcula de la segiient

forma:

La superficie de recompte (16 quadres) és d’1l mm?i la profunditat és de 0.1 mm

Cels/pl= N° ceél-lules comptades/ (superficie (mm?) x profunditat (mm) x dilucio)
Per tant,

Cels/ml= (N° cél-lules comptades/ (1 mm? x 0.1 mm x dilucié)) x 10%= N° cél-lules

comptades x factor de dilucié x 10*, on 10* és el factor de correccio.
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3. 6. 6. Criopreservacié de linies cel-lulars

El protocol seguent descriu la utilitzaci6 de métodes passius que impliguen un

congelador eléctric per a la criopreservacio de cultius cel-lulars.

1. Observar els cultius amb un microscopi invertit per a comprovar la densitat
cel-lular i confirmar la preséncia o absencia de contaminants flngics o

bacterians.

Nota: Per a la congelacio, és essencial que els cultius estiguin sans i a la fase
logaritmica de creixement. Aixd pot aconseguir-se utilitzant cultius sub-confluents i

canviant el medi de cultiu 24 hores abans de la congelacio.

2. En el cas de linies cel-lulars adherents, després de rentar amb PBS, portar les
cel-lules a una suspensio utilitzant tripsina/EDTA i resuspendre en un volum de
medi fresc al menys equivalent al volum de tripsina. Les linies cel-lulars en
suspensio poden ser utilitzades directament.

3. Agafar una petita quantitat de ceél-lules (100-200 pl) i realitzar un recompte
cel-lular (veure punt 3. 6. 5.). Seria ideal que la viabilitat cel-lular f6s superior al
90% per tal d’aconseguir una bona recuperacié després de la congelacio.

4. Centrifugar el cultiu restant a 150g durant 5 minuts.

5. Resuspendre les cél-lules a una concentracié de 2-4 x 10° cél-lules/ml en medi

de congelacié.

Nota: El crioprotector utilitzat normalment és el dimetilsulfoxid (DMSQ), tot i aixi,
aquest no és apropiat per a totes les linies cel-lulars. En aquests casos ha
d'utilitzar-se una alternativa com el glicerol.Tant per a la linia cel-lular COS-7 com
per a les linies limfoblastoides transformades amb EBV, el medi decongelacié sol

ser medi de cultiu complet amb 5-10% DMSO.

6. Pipetejar aliquotes d’'1l ml de cél-lules en vials crioprotectors que han estat

retolats amb el nom de la linia cel-lular, n® de pas, concentracié cel-lular i data.
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7. Col-locar els vials en un recipient congelador passiu com el “Mr. Frosty”
(Nalgene). Omplir el recipient congelador amb isopropanol i col:-locar-ho a

-80°C durant tota la nit.

Nota: La velocitat de refredament pot variar perd en general una velocitat entre

-1°C i -3°C per minut és adequada per a la majoria de cultius cel-lulars.

8. Els vials congelats han de ser transferits a la fase vapor d’'un contenidor de

nitrogen liquid i les seves posicions han de ser anotades.
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3. 7. Expressio transitoria  in vitro en cultius cel-lulars eucariotes

La transfeccio és el procés pel qual s’'introdueix DNA exogen en cél-lules en cultiu, i

normalment va seguit de I'expressié dels gens del DNA introduit.

Depenent del tipus cel-lular utilitzat, el procés de transfeccid sera més o menys
complicat. Existeixen diferents meéetodes de transfecci6 comuns: co-precipitacid6 amb
fosfat calcic, electroporacio, i la utilitzacié de vectors virals. Darrerament s’hi han afegit
metodes de transfeccié mediats per liposomes cationics (lipofeccid, citofeccid). Altres

classes de compostos que medien transfecci6 inclouen lipopoliamines i dendrimers.

En el nostre cas, la transfeccid en cél-lules COS-7 s’ha realitzat amb el reactiu de
transfecci6 “FUGENE 6 Transfection Reagent” (Roche), una barreja de lipids (no

liposomal) que es complexa amb i transportal DNA cap a l'interior de la cél-lula.

Pel que fa a la transfeccié de les linies cel-lulars limfoblatoides humanes s’ha utilitzat
I'electroporacié, amb l'aparell “Nucleofector” (Amaxa) i el kit d’electroporacié especific

de cél-lules B “Human B Cell Nucleofector Kit".
3. 7. 1. Transfeccio de la linia cel-lular COS-7
Es va utilitzar el reactiu de transfeccio “FUGENE 6 Transfection Reagent” de Roche.

Per a realitzar la transfeccié es necessita:

- Medi de cultiu lliure de sérum, esteril, sense additius o suplements.
- Solucié de DNA plasmidic (entre 0.02 pg/ul i 2.0 pg/pl) en tampoé TE estéril o

aigua esteril.

1. Preparacié de les cél-lules adherents: Un dia abans de I'experiment de
transfeccid, tripsinitzar, ajustar la concentracio cel-lular i sembrar les cél-lules
en el flasco de cultiu escollit. Per a la majoria de tipus cel-lulars, sembrant 1-3 x
10° cél-lules per pou en una placa de 6 pous amb 2 ml de medi i incubant tota

la nit, s'aconsegueix una confluéncia del 50-80%.
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2. Preparacié del complex FUGENE 6 Reagent : DNA i transfecci6 de les cél-lules.
Preparacio per a cél-lules adherents en plaques de 6 pous: Per a la optimitzacié
inicial, utilitzar relacions FUGENE : DNA de 3:1, 3:2i 6:1 (ul, per al reactiu FUGENE
i ug, per al DNA, respectivament). Aquestes relacions funcionen molt bé per a

cel-lules adherents i en suspensioé utilitzades normalment.

IMPORTANT: EI complex ha de ser preparat en medi que no contingui sérum, fins

i tot si les cél-lules son transfectades en presencia de serum.

Preparaciéo del complex per a una placa de 6 pous, a mb tres proporcions

dife

rents de reactiu:DNA

Tub Medi sense serum () Reactiu FUGENE ( pl) DNA (pug)
311 97 3 1
3:2 97 3 2
6:1 94 6 1

El procediment de transfeccio és el seglent:
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1. Diluir el reactiu FUGENE amb medi sense sérum (sense antibiotics ni
fungicides):

- Per a cada relacid, en tubs separats, pipetejar primer el volum de medi sense

sérum i afegir-hi el reactiu al medi sense permetre que la punta de la pipeta toqui

les parets del tub, ja que aix0 pot afectar I'eficiéncia de la transfeccio.

- Fer vortex durant 1 segon i incubar durant 5 minuts a temperatura ambient.

2. Afegir el DNA al reactiu FUGENE diluit. EI volum de DNA afegit ha d’estar entre
0.5 50 pl.

3. Barrejar i incubar el complex durant un minim de 15 minuts i un maxim de 45
minuts.

4. Afegir el complex gota a gota a les cel-lules i sense haver retirat el medi de

cultiu. Moure la placa per tal que tot es reparteixi bé.
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5. Retornar les cel-lules a I'incubador fins que es realitzi 'assaig per a I'expressio
génica (normalment després de 24-48 hores). No és necessari canviar el medi.
Si s’ha utilitzat medi sense sérum en el pas de la transfeccié, reemplacar-lo per

medi amb sérum després de 3-8 hores de la transfeccio.

3. 7. 2. Electroporacid de linies cel-lulars limfob  lastoides humanes

Es va utilitzar I'electroporador “Nucleofector” de la casa comercial Amaxa. Per
alectroporar les linies limfoblastoides transformades amb EBV es va utilitzar el kit

“Human B Cell Nucleofector Kit”".
El protocol utilitzat per a la I'electroporacio és el seglent:
Preparacio de la “Nucleofection Solution”

Afegir 0.5 ml de “Supplement” a 2.25 ml de “Nucleofection Solution” i barrejar. La
solucié de nucleofeccié esta preparada per al seu Us i és estable durant 3 mesos a
4°C.
Una mostra alectroporar conté:
- 1-5x 10° cel-lules
- 1-5 pyg de DNA plasmidic (en 1-5 yl d'H,O o TE) o bé 2 ug de plasmid control
pmaxGFP.

- 100 pl de “Human B Cell Nucleofector Solution”

El n°® minim de cél-lules és de 2 x 10° cél-lules ja que un nombre menor pot portar a un
major increment de la mortalitat cel-lular. El nombre maxim de cel-lules ha de ser 2 x
10°.

1. Preparar el nombre requerit de cél-lules B.

2. Preparar d'1-5 pg de DNA per a cada mostra.

3. Pre-escalfar a temperatura ambient la “Human B Cell Nucleofector Solution”

suplementada.
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4. Preparar plaques de 6 pous amb 2 ml de cultiu per pou i pre-escalfar-les en un
incubador a 37°C i 5% CO,, de tal manera que hi hagi 1 pou per a cada
mostra alectroporar.

5. Agafar una aliquota de suspensié cel-lular i realitzar un recompte (veure punt
3.6.5.) per determinar la densitat cel-lular.

6. Centrifugar el nombre requerit de cél-lules (d'1-5 x 10° cél-lules per a cada
mostra alectroporar) durant 10 minuts a 200g. Descartar el sobrenedant
completament de tal forma que no quedi PBS/BSA cobrint el pellet cel-lular.

7. Resuspendre el pellet en la “Human B Cell Nucleofector Solution”, fins a una
concentracié d’'1-5 x 10° ceél-lules / 100 pl. Evitar tenir la suspensio cel-lular
durant més de 20 minuts en la “Human B cell Nucleofector Solution”, ja que

aixo redueix la viabilitat cel-lular i I'eficiencia de transferéncia genica.
Important: Els passos 8-12 han de realitzar-se separadament per a cada mostra.

8. Barrejar 100 ul de suspensié cel-lular amb 1-5 pug de DNA.

9. Transferir la mostra a una cubeta certificada per Amaxa. Assegurar-se de que
la mostra cobreix el fons de la cubeta, i evitar formar bombolles d’aire per
pipeteig. Tancar la cubeta amb el tap blau subministrat.

10. Insertar la cubeta en el suport de I'aparell i seleccionar el programa U-15
(veure el manual de I'aparell “Nucleofector”). Pressionar el boté “X” per tal
d’iniciar el programa.

11. Per tal devitar dany a les cél-lules, retirar les mostres de la cubeta
immediatament després de que finalitzi el programa (a la pantalla es mostra
“OK"). Treure la cubeta de l'aparell. Per a transferir les cél-lules de les
cubetes, es recomana utilitzar les pipetes de plastic subministrades al kit per
tal d’evitar el dany i la pérdua de les cel-lules. Afegir 500 ul del medi de cultiu
pre-escalfat a 37°C a la cubeta i transferir la mostra a un pou de la placa de 6

pous.
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12. Pressionar el bot6 “X” per tal de reiniciar I'aparell.

13. Repetir els passos 8-12 per a les mostres restants.

14. Incubar les plagues en un incubador a 37°C i 5% CO,. Després de la
nucleofeccié, I'expressié geénica pot ser analitzada a diferents temps.
Depenent del gen, I'expressié normalment pot ser detectable al cap de 3-8

hores.

3. 7. 3. Extraccié de RNA a partir de cel-lules adh erents i cél-lules en suspensio

S'utilitzal kit “Total RNA Isolation Kit, PURESCRIPT®, RNA Isolation Kit” de la casa

comercial Gentra Systems.
Recollida de les mostres

Les mostres han de ser fresques o els pellets cel-lulars han de ser emmagatzemats
congelats a —70°C fins a —80°C. Recollir les cel-lules en cultiu o altres cel-lules en
suspensio i col-locar-les en gel. Determinar el nombre de cél-lules utilitzant un
hemocitometre o un altre comptador cel-lular (veure punt 3.6.5.). Aillar el RNA tan aviat

com sigui possible.
Protocol de I'extraccié de RNA per a mostres d'1-2 milions de cél-lules
Lisi cel-lular:

1. Afegir 1-2 milions de cél-lules en suspensi6é en fluid corporal, solucio
equilibrada de sal o medi de cultiu en un microtub d'1.5 ml i col-locar en gel.

2. Centrifugar a 13000-16000g durant 5 segons per tal de pelletejar les cél-lules.
Eliminar el sobrenedant amb una pipeta, deixant visible el pellet cel-lular més
10-20 pl de liquid residual.

3. Fer vortex al tub vigorosament per tal de resuspendre les cél-lules en el
sobrenedant residual (invertir el tub per tal de comprovar que el pellet ha

desaparegut per complet). Aixo facilita molt la lisi cel-lular al pas 4.
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4. Afegir 300 ul de Cell Lysis Solution a les cél-lules resuspeses i pipetejar amunt i

avall no més de 3 vegades per tal de llisar les cél-lules. Alternativament, les
cél-lules en cultiu adherent poden ser llisades directament a la placa, eliminant
primer el medi de cultiu i afegint després 300 pl de Cell Lysis Solution. Agitar
fins a cobrir la placa i pipetejar les cél-lules amunt i avall 3 vegades abans de

transferir-les a un microtub d'1,5 ml.

Precipitacié de DNA i proteines:

1.

2.

Afegir 100 pl de Protein-DNA Precipitation Solution  al llisat cel-lular.

Invertir el tub unes 10 vegades i col-locar-lo en un bany de gel durant 10
minuts.

Centrifugar a 13000-16000g durant 3 minuts. El precipitat de DNA i proteines

formara un pellet blanc compacte.

Precipitacié del RNA:
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Abocar el sobrenedant que conté el RNA (deixant a sotal pellet de precipitat de
DNA i proteines) en un nou microtub d'1,5 ml que contingui 300 ul
d’isopropanol 100%

Barrejar la mostra invertint-la unes 50 vegades.

Centrifugar a 13000-16000g durant 3 minuts; el RNA sera visible com a un
pellet petit i translacid.

Eliminar el sobrenedant i escérrer el tub en paper absorbent. Afegir 300 pl
d’etanol 70% i invertir el tub diverses vegades per tal de rentar el pellet de
RNA.

Centrifugar a 13000-16000g durant 1 minut . Buidar amb cura I'etanol.

Invertir i escorrer el tub en paper absorbent net i deixar que s’assequi a l'aire

durant 10-15 minuts.



Material i Métodes

Hidratacié del RNA:

1. Afegir 50 pl de RNA Hydration Solution (50 pl donaran una concentracio de 200
pg/ml si el producte total és 10 pg de RNA)

2. Rehidratar el RNA en gel durant al menys 30 minuts. Alternativament,
emmagatzemar a —70°C 0 —80°C fins a la seva utilitzacio.

3. Abans d'utilitzar, fer vortex a la mostra durant 5 segons i fer un pols de
centrifuga. Pipetejar la mostra amunt i avall diverses vegades per assegurar
una correcta barreja.

4. Emmagatzemar la mostra de RNA purificat a —70°C o —80°C.
Tractament amb DNasa |

Per evitar contaminar amb DNA les mostres de RNA extretes -fet que pot interferir en
les reaccions posteriors de RT-PCR, per exemple- les mostres de RNA poden tractar-
se amb DNasa | abans de fer una sintesi de la primera cadena de cDNA per a assajos
posteriors.

Es va utilitzar la RQ1 RNase-Free DNase de la casa comercial Promega:

1. Preparar la reaccié de digesti6 seglent:

RNA en aigua o tamp6 TE 1-8 ul

RQ1 RNase-Free DNase 10X Reaction Buffer 1l

RQ1 RNase-Free DNase 1U/ug RNA
Aigua, lliure de nucleases Fins a 10 pl

2. Incubar a 37°C durant 30 minuts.
3. Afegir 1 ul de RQ1 DNase Stop Solution per tal de finalitzar la reaccio
4. Incubar a 65°C durant 10 minuts per tal d’'inactivar la DNasa.

5. Afegir una porcié o tot el contingut del RNA tractat a una reaccié de RT-PCR.
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3. 7. 4. Sintesi de la primera cadena de cDNA a par tir de RNA

Es va utilitzar el kit “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit” (Roche) per a la
sintesi de la primera cadena de cDNA a partir de RNA. En aquesta reaccio el RNA és
retrotranscrit a cDNA de cadena simple que pot ser directament utilitzat per a la
posterior amplificacié per PCR amb encebadors especifics de gen en un termociclador
convencional i/o instruments de PCR en temps real (p.ex. l'instrument LightCycler), o

per a altres aplicacions.

La figura seglient descriu la sintesi de la primera cadena de cDNA per a una RT-PCR

de dos passos.

Reaccions Reaccions
simples multiples
RNA +encebador + H,O Preparar master mix, sense
Opcional: Desnaturalitzacio el motlle de RNA, en gel.
10 min a 65°C Dispensar i afegir el motlle
Preparacio de RNA a cada tub

Col-locar en gel
Afegir buffer, inhibidor de RNasa,
dNTPs i Transcriptor RT

Encebador oligo(dT) 150 Encebador “random hexamer”
) . encebador especific de gen 10 min a 25°C
Sintesi del . .
30 min a55°C 0 1 h a50°C 30 min a 55°C 0 1 h a 50°C

cDNA | |

Inactivacié a 85°C

durant 5 min

l

Afegir 1-5 plala PCR o

PCR en temps real

Figura 22. Sintesi de la primera cadena de cDNA per  a una RT-PCR de dos passos.
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El protocol és el seglent:

1. Descongelar tots els components necessaris i col-locar-los en gel. Centrifugar
breument els reactius abans de comencar.
2. Pipetejar en un tub thin wall i lliure de DNasa i RNasa, fins a un volum total de

20 pl de reaccio de RT, en gel, els seglients components:

Reactiu Volum Quantitat final
Aigua, grau PCR finsa 13 ul

RNA total variable 1 pg (10 ng-5 pg)
Encebador Oligo(dT)18 (50pmol/ul) 1l 2.5 uM

6 random hexamer primer (600 pmol/pl) 2ul 60 uM

0 encebador especific de gen Xul 0.5-2.5 uM
Volum final 13 pl

3. Opcional: Incubar a 65°C durant 10 minuts i col-locar el tub immediatament en
gel. Aguest pas assegura la desnaturalitzaci6 de possibles estructures
secundaries de RNA.

4. Afegir-hi els seglients components:

Reactiu Volum Quantitat final
Transcriptor RT Reaction Buffer (5X) 4 ul 1X
Protector RNase Inhibitor (40 U/ul) 0.5 ul 20U
Deoxinucleotide Mix (10 mM) 2u 1 mM cadascun
Transcriptor Reverse Transcriptase 0.5 ul 10U
Volum final 20

5. Incubar 30 minuts a 55°C. Si el motlle de mRNA és més gran de 4 kb, es

recomana incubar a 50°C durant 1 hora.
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Nota: Quan s'utilitzin els “random hexamer primers”, incubar primer 10 minuts a

25°C.

6. Inactivar la “Transcriptor Reverse Transcriptase” escalfant a 85°C durant 5
minuts. Col-locar el tub en gel.
7. Enaquest punt el tub de reaccid pot ser emmagatzemat a 2-8°C durant 1-2 h o

a -15°C fins a -25°C durant periodes més llargs.

El cDNA de cadena simple resultant pot ser amplificat mitjancant PCR utilitzant
encebadors especifics de seqliiéncia. El cDNA pot ser afegit directament a la PCR

sense purificar.

- Utilitzar 1-5 pl de la reaccié de cDNA a la segient reaccié de PCR en

un volum final de 50 pl.

- Utilitzar 2-5 pl de la reaccié de de cDNA o dilucions d'aquesta en un

volum final de reacci6 de PCR de 20 pl a I'instrument LightCycler
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3.7.5. RT-PCR en un sol pas (* One-step RT-PCR")

Es va utilitzar el kit "QIAGENL OneStep RT-PCR Kit” en els casos en el que no es van

obtenir bons resultats amb el protocol anterior.

Aquest kit proporciona un format convenient per a RT-PCR especifiques altament
eficients utilitzant qualsevol RNA. El kit conté components optimitzats que permeten
que tant la transcripcié inversa com I'amplificacié per PCR tinguin lloc en el que
s’anomena reacci6 d’'un pas (“one-step” reaction). A més a més, es va optimitzar amb
la solucié “Q-Solution”. La “Q-Solution” canvial comportament de fusié dels acids
nucleics i pot ser utilitzada per a sistemes de RT-PCR que no funcionen sota

condicions estandards.
El protocol és el seglent:

1. Descongelar tots els reactius necessaris per a la reaccio i deixar-los en gel.

2. Preparar una solucié mare, per a una reaccio, segons la taula:

Component Volum Concentraci6 final
Aigua lliure de RNases (subministrat) Variable -

5X QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer 10 pl 1X

dNTP Mix (que conté 10 mM de cada dNTP) 2u 400 uM
5X Q-Solution 10 pl 1X
Encebador A (forward) Variable 0.6 uM
Encebador B (reverse) Variable 0.6 uM
QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix 2 ul --
Inhibidor de RNases (opcional) Variable 5 Ulreacci6
RNA motlle, afegit al pas 4 Variable 1 pg- 2 ug
Volum total 50 ul --
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3. Barrejar la solucié mare, i dispensar els volums apropiats en tubs de PCR.
4. Afegir el RNA motlle (< 2 ug/ reacci6) a cada tub de PCR.

5. Programar el termociclador segons el programa segtient:

- Transcripcié inversa: 30 minuts a 50°C (si els resultats no son

satisfactoris, es pot pujar la temperatura fins a 60°C)

- Pas d'activacio inicial de la PCR: 15 minuts a 95°C (La “HotStarTaq
DNA Polymerase” s’activa en aquest pas; a la vegada s’inactiven les
transcriptases reverses i es desnaturalitzal cDNA motlle sintetitzat en el

pas anterior)

- 25-40 cicles amb els seguents passos (depenent de la quantitat de
RNA motlle i abundancia de transcrit diana):
» Desnaturalitzacio: 0.5-1 minut a 94°C
e Anellament: 0.5 -1 minut a 50-68°C (aproximadament
5°C per sota de les Tm dels encebadors)
e Extensi6: 1 minut a 72°C (Per a productes d'1-2 kb,

augmentar el temps d’extensi6 en 30-60 segons)

- Extensio6 final: 10 minuts a 72°C

6. Iniciar el programa de RT-PCR mantenint els tubs encara en gel. Esperar fins
gue el termociclador hagi assolit la temperatura de 50°C. Col-locar llavors els

tubs de PCR al termociclador.

Nota: Després de I'amplificaci6, les mostres poden ser emmagatzemades tota la nit a

2-8°C 0 bé a —20°C per a un emmagatzematge més llarg.
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3. 8. Mesura de I'expressié génica

3. 8. 1. Quantificacio de I'expressié genica mitjan  ¢cant PCR en temps real

Es va utilitzar el kit “LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I". Aquest kit és
una barreja de reaccié “Hot Start” per a PCR llesta per a ser utilitzada, que conté
FastStart Taq Polymerase i el colorant SYBR Green | especific de doble cadena per a
la deteccid. Aquest kit esta especificament adaptat per aplicacions de PCR amb “Hot

Start” en capil-lars de vidre utilitzant I'instrument LightCycler (Roche)

1. Col-locar els capil-lars necessaris (depenent del nombre total de mostres) en
adaptadors de centrifuga préviament refredats.

2. Preparar la solucié mare, en un tub d’1.5 ml, segons la taula segient:

Component Volum Concentraci6 final
Aigua, grau PCR 11.6 pl --

MgCl,, solucié stock 2.4 pl 4 mM
Encebador A (forward) 10 pM 1l 0.5 uM
Encebador B (reverse) 10 uM 1l 0.5 uM
LightCycler FastStart DNA 2 u 1X

Master SYBR Green |

Volum total 18 ul

Es va realitzar una RT-PCR en temps real (en dos passos) a partir de RNA de linies
limfoblastoides de la familia RPAD SJD1, portadora de la mutacié 6974-6994del 21pb
en el gen PRPF8. Els nivells de mRNA de l'al-lel salvatge i del PRPF8 total (salvatge +
mutat) es van quantificar utilitzant encebadors especifics de I'al-lel salvatge i del total,

respectivament:
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Taula VIII. Encebadors utilitzats en la quantificaci6é de I'expressié génica del I'al-lel salvatge i I'al-lel mutat de PRPF8

Encebador* Sequléncia Tm (°C)
FRP1-WT-F 5-CAGGAGGGGGAGGTTTAC-3’ 48.1
FRP1-comu-F 5-GCCCTCTCACTTCCTCAAC-3 48.3
FRP1-comi-R 5-AGCAGGAGGCAGGGAAAC-3 514

*L’encebador FRP1-WT-F s’uneix només a l'al-lel salvatge del gen PRPF8, mentre que FRP1-comu-F i
FRP1-comuU-R s'uneixen tant a I'al-lel salvatge com a I'al-lel mutat. Realitzant la combinaci6 FRP1-WT-
F/FRP1-comuU-R obtenim la quantificacio de I'al-lel salvatge, mentre que si realitzem la combinacié FRP1-
comu-F/FRP1-comu-R obtenim la quantificacio dels dos al-lels, tant normal com mutat. Fent les relacions

entre la primera PCR i la segona, obtenim la relacié de I'al-lel salvatge respecte del total.

3. Barrejar la solucid i repartir 18 pl a cada capil-lar.

4. Afegir 2 pl de cDNA motlle.

5. Tapar els capil-lars amb els taps subministrats i col-locar els adaptadors de
centrifuga amb els capil-lars a una microcentrifuga. Centrifugar a 700 g durant
5 segons (3000 rpm en una centrifuga de taula)

6. Col-locar els capil-lars al rotor de l'instrument LightCycler.

7. Iniciar el programa de PCR, que en aquest cas va ser el segient:
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Segment Temp.(°C) t(seg.) °C/segon Lectura
Pre-incubacio 1 95 600 20 No
Amplificacié 1 95 10 20 No
(30-45 cicles) 2 55 5 20 No

3 72 10 20 Senzilla
Corba de fusié 1 95 0 20 No

2 65 15 20 No

3 95 0 0.1 Continua
Refredament 1 40 30 20 No

La lectura de la fluorescencia es realitza pel canal 1 (F1).
Generacio de corbes estandard

La quantificaci6 de [I'expressi6 genica del gen PRPF8 en linies cel-lulars
limfoblastoides es va dur a terme interpolant els Cp (crossing point, o cicle llindar de
PCR) obtinguts en les mostres en una corba estandard del gen PRPF8. Per a realitzar
la corba patrd, es va partir d'una mostra de RNA retrotranscrita a cDNA, a la qual se li
va assignar un valor arbitrari de 10* i es van realitzar dilucions seriades, que es van
utilitzar per a la reaccid6 de PCR en temps real. La corba estandard es va obtenir
representant el logaritme de la concentracid respecte del cicle llindar (Cp). La
concentracié de les mostres desconegudes va ser calculada a partir de la linia de
regressié automaticament. Els nivells d’expressié del gen PRPF8 es van representar
en unitats arbitraries, i es va calcular la relacié entre I'expressio de I'al-lel salvatge

respecte del mutat.
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3. 8. 2. Analisi de I'expressio genica mitiancant  microarray s de DNA

El sistema utilitzat per a I'analisi de I'expressio géenica dels pacients afectats de RPAD
va ser I' “Applied Biosystems Human Genome Survey Microarray V2.0”. Aquest
microarray conté 32,878 sondes per a la interrogacioé de 29,098 gens, fent que sigui la
cobertura gendmica meés informativa i comprensible de totes les plataformes de
microarrays. El conjunt de dades inclou tant gens de la base de dades publica com de
la base de dades de Celera Genomics. Utilitzant el sistema de classificaci6 PANTHER,
el total de gens representats al microarray es pot classificar segons la funcié molecular
del producte del gen i segons el procés biologic en el qual el gen participa (Taula IX).

Taula IX. Funcions moleculars i processos biologics identificats per als gens en I' “Applied Biosystems Human Genome

Survey Microarray V2.0". [De: Applied Biosystems Human Genome Survey Microarray V2.0, Product Bulletin]

Biological Processes % Molecular Fanction %
Coanzyme and prosthetic nz Call jurction protain 0z
qroup metabolizm
Mon-vertebrate process nz lan channal 17
Apoptosis 04 Ligase 2
Electron transport 04 Salect caldum binding protain ¥i
Homenstasis 04 Synthaza and synthetase 17
Carbohyd rate metabolism 06 Transfar/carmior protain 0.4
Protein tameting and localization 0.6 Call adhesion molzcule 0&
Sulfur metabolism 0.6 Chapemone 06
Amino acid metabalism 0 Extracellular matrix 06
Call adhesion 1.0 lzomaraza 0.6
Muszle contraction 1.0 Membrane traffic protein 06
Meuronal activities 1.0 Hydiolaza 0.a
Call prolifaration and diffarentation 1.3 Lyase 04
Oneogenasis 13 Phosphataze 0.a
Transport 1.3 Wiral protain 0.a
Lipid, fatty acid and steroid 15 Proteasa 11
metabolizm
Call wycla 14 Signaling molacula 11
Sansory parception 3 Kinasa 13
Call structure and matility 38 Oxidoreductase 1.7
Developmental processes an Salect regulatory molecule 1.7
Immunity and defonza 58 Transfarase 14
Signal transduction 7.5 Mizzellanecus function 34
Protein matabolizm and modification 8.8 Dafanzzfimmunity protain 4.0
Muclaozide, nudectida, and nucleic 138 Cytoskelatal protzin 45
acid metabolizm
Total o assified 645 Transcri ption factor a1
Recaptor 8.3
Mucleic acid binding 132
Total classified 592
Binlogical procass unclassified K] Mulecular function unclassified 408
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Els experiments es van dur a terme utilitzant oligo-microarrays humans d’un color de la
casa comercial Applied Biosystems
(https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catl
D=600950&tab=Detaillnfo).

Cada microarray va ser hibridat amb una mostra de RNA marcada amb digoxigenina.
Els arrays hibridats van ser escanejats utilitzant I' “Applied Biosystems 1700
Chemiluminescent Microarray Analyzer” per tal de produir imatges que després van

ser processades i quantificades.
Disseny:

L'experiment es va dissenyar per tal d’estudiar el perfil d’expressié génica de quatre
pacients afectats de RPAD amb mutacié al gen PRPF8. Els pacients CAR00OL i
CARO0002 son portadors de la mutacié 6974-6994 del 21 pb (V2325fsX2329), mentre
que els pacients CAR0004 i CAR0005 s6n portadors de la mutacié 6893-6896 del ins 7
pb (L2298fsX2337). El pacient CAR0003 no és portador de cap de les dues mutacions

ni pateix RPAD, per tant es va utilitzar com a individu control (normal).

Es va extreure el RNA total (veure punt 3.7.3.) a partir de les les ceél-lules
limfoblastoides transformades amb EBV dels 5 individus. Aquests RNAs es van enviar
al CNIC (Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares), on es van processar

de la seguent forma:

1. Els RNAs van ser transformats en cRNA marcat amb digoxigenina (CRNA-DIG).

2. Aquest cRNA-DIG (10 pg per microarray) va ser injectat en cada cambra
d’hibridacio de microarray.

3. Després de la hibridacié a 55°C durant 16 hores, es va realitzar un rentat per tal
d’eliminar el material no unit al microarray.

4. Els punts que van retenir el cRNA-DIG van ser visualitzats utilizant el kit de
deteccidé “Applied Biosystems Chemiluminescence Detection Kit”. El kit utilitza una
fosfatasa alcalina anti-DIG que hidrolitza un substrat quimioluminescent per tal de
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generar llum a 458 nm que llavors pot ser analitzada utilitzant I'analitzador “Applied

Biosystems 1700 Chemiluminescent Microarray Analyzer”.

L'analisi de les dades obtingudes amb els microarrays és for¢ca complexa. Els métodes

d’analisi general de les dades (Knudsen, 2004) es poden dividir, a grans trets, en:

- Analisi de les imatges

- Normalitzacié

- Analisi de la significancia
- PCA

- Clustering

- Prediccio de funcio

- Classificacio
Analisi de les imatges

L'analisi de les imatges de I'array escanejat intenta extreure una intensitat per a cada
punt o caracteristica de I'array. L'analisi pot dividir-se en diferents passos: gridding
(aliniacié d‘un entramat establert amb els punts obtinguts), segmentacié (separacio
dels punts identificats del soroll de fons), extracci6 de la intensitat (extraccié de la
intensitat de cada punt obtingut respecte del soroll de fons) i correccié del soroll de

fons.
Normalitzacio

Normalitzacié significa ajustar les dades del microarray per als efectes que apareixen
degut a la variacié en la tecnologia més que per diferéncies biologiques entre les
mostres de RNA o entre les sondes impreses. L’'equilibri dels colorants varia
normalment amb la intensitat del punt i la posicié espacial en I'array. La normalitzacié
loess proporciona un méetode general de normalitzacié comprovat, que ha donat bons
resultats en una gran varietat d’arrays. El métode pot ser refinat utilitzant pesos de

gualitat per a punt individuals. EI métode es combina millor amb grafiques
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diagnostiques de les dades que mostren les caracteristiques espacials i d’intensitat.
Quan les grafiques mostren que les tendencies (bias) encara resten a les dades
després de la normalitzacié, han de realitzar-se altres passos de normalitzacié com la
“plate-order normalization” o la “scalenormalization” entre els arrays. Es pot utilitzar
una normalitzaci6 composta quan hi ha punts control que se sap que no estan
diferencialment expressats.

Significancia

Quan s’ha observat que, per exemple, un gen se sobreexpressal doble en una mostra
respecte d'una altra (logyo fold = 0.3), ens hem d’asegurar que aixd no sigui un error
experimental. Per tant, s’ha de determinar si la sobreexpressio és significant o no. Hi
ha moltes formes d'estimar la significancia en experiments de Xxips de DNA.
Basicament, per tal d'assajar I'error experimental s’ha de repetir I'experiment i mesurar
la variaci6. Si es repeteix tant el control com la mostra, es pot utilitzar un “t-test” per tal
de determinar si I'expressié d’'un gen particular és significativament diferent entre el
control i la mostra. El “t-test” es fixa en la mitja i la varianca de les distribucions de la
mostra i del control i calcula la probabilitat de que la diferencia observada en la mitja
tingui lloc quan la hipodtesi nul-la és certa (la hipotesi nul-la diu que la mitja de les dues
distribucions és igual). Quan s'utilitzal “t-test”, sovint s’assumeix que hi ha la mateixa
varianga entre la mostra i el control. Aixd permet ajuntar la mostra i el control per a
I'estimacié de la varianca. Si la varianca no pot ser assumida igual, es pot utilitzar el
“Welch’s t-test” que assumeix variances desiguals en les dues poblacions. Pero, quan
s'utilitzal “t-test” per a I'analisi de les dades dels microarrays, és un problema que hi
hagi un nombre baix de mostres. Com més baix és el nombre de mostres, més dificil
és estimar la varianga. Amb només dos replicats, és practicament impossible. Hi ha
diverses solucions a aix0. La solucié més simple és tenir en compte I'increment (“fold-
change”) per a experiments amb baix nombre de replicats (menys de 3) i no considerar

gens amb un increment de I'expressio genica inferior a 2. L'altra possibilitat és basar
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I'estimacié de la varianca no només en la mesura d'un Unic gen, sino incloent
estimacions de varianca de la poblacié sencera. S’han descrit molts métodes per a
aquest fi.

Si es tenen més de dues condicions, el “t-test” no és el millor meétode a escollir, perquée
el nombre de comparacions creix si es realitzen totes les possibles comparacions entre
condicions. El metode d’analisi de varianca (ANOVA, Analysis Of VAriance) calcula la
probabilitat de trobar les diferencies observades en les mitges entre dues o més

condicions, quan no hi ha diferéncies entre les mitges.

PCA (Principal Component Analysis)

Si volem mostrar les dades en dues dimensions, volem capturar la major varianca
possible en les dades en aquestes dues dimensions. El PCA s’ha desenvolupat per a

aquesta fi.

Clustering

Si només es té un experiment i un control, les primeres analisis de dades es limitaran a
una llista de gens regulats ordenats segons la magnitud de sobreexpressié o
repressio, o ordenats segons la significancia de la regulacio determinada en un “t-test”.
Perd si es tenen més experiments —que mesurin els mateixos gens sota diferents
condicions, en diferents mutants, en diferents pacients, o a diferents temps durant un
experiment- té sentit agrupar els gens que han canviat significativament en clusters
que es comporten de manera similar en les diferents condicions. Existeixen diferents
formes de realitzar clusters (els “hierarchical clusters” i els “K-means clusters” son els

més comuns).

Els clusters normalment es visualitzen amb arbres. En analisis de xips de DNA es
comu visualitzar-los representant el nivell d’expressié o canvis en I'expressié (“fold-

change”) en cada experiment amb una matriu codificada per colors.
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Prediccié de funcié

Els gens que apareixen al mateix cluster tenen similars respostes de transcripcié a
diferents condicions. Es probable que aix0 sigui causat per alguna cosa en comu en la
seva funcié o paper. Si un cluster esta poblat per gens amb una funcié coneguda — i
aquesta funcié és similar - es pot deduir la funcio de gens “orfes” en el mateix cluster.

Una altra eina valuosa per assignar funcions, en particular per a clusters on no hi ha
gens amb funcié coneguda, és la prediccio de funcié. La prediccié de funcié entra en
joc quan no trobem homologia de seqliéncies amb altres proteines amb funcio
coneguda. En el seu lloc, es poden utilitzar un gran nombre de propietats i
caracteristiques predites de la proteina que poden ser utilitzades per predir una
possible classe de funci6. Resulta que proteines amb funcié similar també
comparteixen algunes similaritats en la llargada de la sequéncia d’aminoacids,
modificacié post-transcripcional, senyal de destinaci6 cel-lular, etc. Agafades per
separat, cadascuna d’'aquestes caracteristiques és una predictora de categoria de
funcié. Agafades juntes, un nombre suficientment gran de caracteristiques pot ser

utilitzat per fer prediccions exactes de la classe de funcio.

Potser 'aplicaci6 més prometedora dels microarrays de DNA és per a la classificacié
molecular. Particularment en medicina, on els microarrays de DNA poden definir perfils
gue caracteritzen fenotips especifics (diagnosi), predir el resultat de la clinica d’'un
pacient (prognosi), o predir quin tractament és el que probablement pot beneficiar més
al pacient (tractament a mida). L'Unica limitaci6 sembla ser el fet de que es requereixi
una mostra del teixit afectat per a I'elaboracié del xip. Aixo limita I'aplicacié a malaties
gue afecten a cél-lules que poden ser facilment obtingudes: malaties de la sang on una
mostra de sang pot ser facilment obtinguda, o tumors en els quals s’obté per rutina una
bidpsia, o bé tumors en els quals s’eliminal tumor sencer per cirurgia. En
consequencia, en els darrers anys, la majoria de microarrays han estat aplicats a

qualsevol tipus de cancer huma conegut, i en la majoria de casos ha estat possible
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distingir fenotips clinics basats només en l'array. En el cas de malaties degeneratives
de la retina com la retinosi pigmentaria, I'elaboracié de microarrays per a I'analisi del
perfil d’expressié és practicament imposible en els teixits afectats, ja que s’hauria de
disposar de teixit retinia del pacient a analitzar i d’individus control. Tot i aixi, per a
estudiar el perfil d’expressié en pacients amb mutacions en factors de splicing amb
expressié sistemica, es pot realitzar una aproximacié prenent com a mostres els

limfocits de sang periférica.

Quan han estat disponibles dades de resultats a llarg termini, també ha estat possible
predir un resultat utilitzant els microarrays. La clau de I'éxit dels microarrays de DNA
en aquest camp és que no és necessari conéixer la biologia molecular de la malaltia
en questio. El que és millor, és un pur exercici estadistic que relaciona un patré
determinat d'expressid a una determinada diagnosi o prognosi. Aixo és el que
s'anomena classificacié i junt amb un camp ben establert com és l'estadistica, es

poden crear una gran quantitat de metodes per a realitzar-ho.
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4. RESULTATS

4.1. Cribatge de mutacions en els gens PRPF31, PRPF8 i PRPF3 en

pacients afectats de RPAD

150 pacients espanyols i 50 pacients nord-americans, de diferents étnies, afectats de
RPAD, préviament exclosos de tenir mutacions a altres gens coneguts responsables
de RPAD (RHO, RDS, CRX, NRL, RP1 i FSCN2), es van analitzar per cribatge de
mutacions mitjancant DGGE a I'ex6 8 del gen PRPF31, I'ex6 42 del gen PRPF8 i I'ex0
11 del gen PRPF3. Es van caracteritzar les variacions de sequéncia detectades en la
DGGE per sequenciacié automatica. En els casos on no es va poder resoldre bé la
mutacié en la seqliencia en heterozigosi degut a la presencia d’insercions, delecions o
totes dues, es va procedir a la clonacié directa dels productes de PCR. Es van
sequenciar una vintena dels clons obtinguts que corresponien tant a I'al-lel normal com
el mutat. Les mutacions detectades als gens PRPF dels pacients estudiats es

presenten en la segient taula.

Taula X. Mutacions detectades als gens PRPF en els pacients estudiats.

Familia Gen Exo Mutacié (cDNA) Alteraci6 proteica
RPAD S240 PRPF31 8 732-737delins 20 bp M244fsX248
RPAD M637 PRPF31 8 769-770insA K257fsX277
RPAD M368 PRPF31 8 828-829delCA H276fsX277
RPAD M323 PRPF8 42 6928A—G R2310G

RPAD V17 PRPF8 42 6943-6944delC L2315fsX2358
RPAD SJD1 PRPF8 42 6974-6994del 21 bp V2325fsX2329
RPAD M618 PRPF8 42 6893-6896delins 7 bp L2298fsX2337
RPAD V541 PRPF8 42 7006T—C Stop2336fsX2377
RPAD S269 PRPF3 11 1482C-T T494M

RPAD USA28 PRPF3 11 1482C—-T T494M
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Es van identificar tres alteracions del tipus insercié/delecié a I'ex6 8 del gen PRPF31:
732-737delins20bp (Met244fsX248), 769-770insA (K257fsX277) i 828-829delCA

(H276fsX277). Totes tres alteracions prediuen una proteina hPrp31 truncada.

A I'ex6 42 del gen PRPF8 es van detectar tres alteracions del tipus insercio/delecio:
6893-6896delins7pb  (L2298fsX2337), 6943-6944delC (L2315fsX2358) i 6974-
6994del21bp (V2325fsX2329) i dues mutacions puntuals: 6928 A~ G (Arg2310Gly) i
7006 T - C (X2336fsX2377). Quatre d’elles prediuen un canvi de sentit de la proteina
donant lloc a una proteina hPrp8 aberrant més llarga 0 més curta que la salvatge,

mentre que la cinquena produeix un canvi puntual d’'un aminoacid per un altre.

L’'analisi de les mutacions a I'ex6 11 del gen PRPF3 va donar lloc a la deteccié de
dues mutacions, una d'elles intronica (IVS11+82G-A) (que no va mostrar co-
segregacio familiar), i I'altra ja documentada anteriorment en altres families angleses,
1482 C-T (Thr494Met), que es va trobar en una familia espanyola i en un pacient

nord-america d’étnia oriental.

Una vegada identificades les mutacions en els pacients, es va procedir a I'estudi de la
co-segregacio de la RP amb la mutacié en la resta de familiars mitjancant DGGE. En
tots els casos els pacients afectats de RPAD presentaven mutacio. No obstant, en el
cas de les families RPAD M637 i RPAD M368, alguns portadors de la mutacié en el
gen PRPF31 eren asimptomatics (dos individus en la familia M637 i un individu en la
familia M368). Aquest resultat suggereix una penetrancia incompleta per a mutacions
en aquest gen. No es va observar penetrancia incompleta per als gens PRPF8 i

PRPF3.

L'analisi genétic de les mutacions en les families estudiades es mostra en les figures

23-31.
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1. Mutacions al gen PRPF31
Familia RPAD S240; mutaci6 732-737delins20bp (M244fsX248)

A. C.

Al-lel mutat

1.1 1.2 11 1.2

Figura 23. Estudi genetic de la familia RPAD S240. Arbre genealogic (A) i analisi per DGGE (B), on s’observa un
patré electroforéetic de migracié anormal en les mostres dels pacients afectats de RPAD (a I'arbre, en negre) indicant la
preséncia de la mutacié en heterozigosi, mentre que els individus sans sén portadors dels al-lels normals. (C)

Seqiiéncia de DNA de I'al-lel normal i mutat, obtinguts mitjancant clonacié del fragment de PCR mutat.

Familia RPAD M637; mutacié 769-770insA (K257fsX277)

A. | D__l. C.
D o o
N S

1 3

Mutacio en heterozigosi

L1112 1.3 0.1 L2 1.3

Figura 24. Estudi genetic de la familia RPAD M637.  Arbre genealogic (A) i analisi per DGGE (B), on s’observa la
presencia de la mutacié en heterozigosi en els dos pacients afectats de RPAD (a I'arbre, en negre) i en els pacients
asimptomatics I.1 i 1.1 (marcats amb un punt negre a I'arbre), indicant la penetrancia incompleta d’aquesta mutacio.

(C) Sequencia de DNA de I'al-lel normal i seqiieéncia en heterozigosi de la mutacio trobada.
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Familia RPAD M368; mutacio 828-829delCA (H276fsX277)

A. C.

. e

Mutacié en heterozigosi

I 1.2 113 N1 2 1L3 4 nes 1ne Lz v.1iv.2 iv.3

Figura 25. Estudi genetic de la familia RPAD M368.  Arbre genealogic (A) i analisi per DGGE (B), on s’observa la
presencia de la mutaci6 en heterozigosi en tots els pacients afectats de RPAD (a I'arbre, en negre) i al pacient
asimptomatic Ill.4 (marcat amb un punt negre a I'arbre); aquest fet també ens indica la penetrancia incompleta

d’aquesta mutacio. (C) Sequeéencia de DNA de I'al-lel normal i seqlieéncia en heterozigosi de la mutacié trobada.

2. Mutacions al gen PRPF8
Familia RPAD M618; mutacio 6893-6896delins7bp (L2298fsX2337)

A. C.

Al-lel mutat

1.1 1111

Figura 26. Estudi genetic de la familia RPAD M618.  Arbre genealdgic (A) i analisi per DGGE (B), on s'observa la
preséncia de la mutacié en heterozigosi en els pacients afectats de RPAD (a I'arbre, en negre) i I'abséncia de la
mutacié a l'individu sa. (C) Sequéncia de DNA de l'al-lel normal i de I'al-lel mutat, obtinguts mitjancant clonacié directa

del fragment de PCR mutat.
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Familia RPAD M323; mutacio 6928 A- G (Arg2310Gly)

# o ol AN
5 e ot oderdepd s

N A G b kb

Mutacio en heterozigosi

1.2 1ML.1 102 15 1.6 Iv.1 1v.2

Figura 27. Estudi genetic de la familia RPAD M323.  Arbre genealogic (A) i analisi per DGGE (B), on s'observa la
presencia de la mutacié en heterozigosi en els pacients afectats de RPAD (a I'arbre, en negre) i I'abséncia de la

mutacié als individus sans. (C) Seqiiéncia de DNA de I'al-lel normal i segiliencia en heterozigosi de la mutacié trobada.

Familia RPAD V17; mutacio 6943-6944delC (L2315fsX2358)

A. C.
|
e RceARAGTSASAGGGCC
70 80
| —0O
1
i ] 2) — o
Al-lel normal (antisense)
1 2 3
S R e NART TH A A WG o WC
v
|
\ I\
B. ‘ /]
f \ |
I N

Mutacié en heterozigosi (antisense)

| S |1 R 1 P2 || P

Figura 28. Estudi genétic de la familia RPAD V17.  Arbre genealdgic (A) i analisi per DGGE (B), on s'observa la
presencia de la mutacié en heterozigosi en els pacients afectats de RPAD (a I'arbre, en negre) i I'absencia de la
mutacié a I'individu sa. (C) Sequéencia de DNA de I'al-lel normal i seqiiéncia en heterozigosi de la mutacié trobada, totes

dues en antisense (cadena 3'-5’).
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Familia RPAD SJD1; mutacié 6974-6994del21bp (V2325fsX2329)

A. C.

|
l E—I—ﬂ% 595 gy tl g
3 4
) ‘ "
1 2 ! “ J A i

" i ‘ Al-lel normal
2

1

Al-lel mutat

.2 1.3 1.4 1iv.1 iv.2 Iv.3

Figura 29. Estudi genétic de la familia RPAD SJD1. Arbre genealogic (A) i analisi per DGGE (B), on s’observa la
presencia de la mutacié en heterozigosi en els pacients afectats de RPAD (a I'arbre, en negre) i I'absencia de la
mutacié als individus sans. (C) Sequéncia de DNA de l'al-lel normal i de I'al-lel mutat, obtinguts miangant clonacio

directa del fragment de PCR mutat.

Familia RPAD V541; mutaci6 7006 T - C (X2336fs2377)

A. C.
| g

.. . o &

oo fo o

I ERERE

B. Al-lel mutat

.3 1.3 14 1.6

Figura 30. Estudi genetic de la familia RPAD V541.  Arbre genealogic (A) i analisi per DGGE (B), on s'observa la
presencia de la mutacié en heterozigosi en els pacients afectats de RPAD (a I'arbre, en negre). (C) Sequéncia de DNA

de I'al-lel normal i de I'al-lel mutat, obtinguts mitjancant clonacié directa del fragment de PCR mutat.
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3. Mutacions al gen PRPF3
Familia RPAD S269; mutaci6 1482 C-T (Thr494Met)

A. C.

G
ATD o b
TR

Al-lel normal

.2 1.1 1.2 1.3 1.4 Mutacio en heterozigosi

Figura 31. Estudi geneétic de la familia RPAD S269.  Arbre genealogic (A) i analisi per DGGE (B), on s'observa la
preséncia de la mutacié en heterozigosi en els pacients afectats de RPAD (a l'arbre, en negre) i en un individu no

revisat fins ara (l11.4). (C) Sequéncia de DNA de I'al-lel normal i de la sequiéncia mutada en heterozigosi.
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4. 2. Cliniques dels pacients amb mutacio als gens PRPF

Els serveis d’Oftalmologia pertanyents a la xarxa EsRetNet van realitzar un estudi
clinic complet als individus pertanyents a les families portadores de mutacié a algun
dels gens PRPF. Aquest estudi clinic consta d’'un examen oftalmologic i d’'un examen
electrofisiologic, que es van realitzar segons els protocols establerts per a I'estudi de la
retinosi pigmentaria. Els resultats dels examen oftalmologics i electrofisiologics dels
pacients, obtinguts pels diferents serveis d’'Oftalmologia, es van avaluar conjuntament

amb els resultats obtinguts al laboratori, per a establir la correlacié fenotip-genotip.

Els pacients portadors de mutacié al gen PRPF8 presentaven un inici preco¢ de la
malaltia i un alt grau de severitat. En totes les families es presenta una penetrancia
completa de la mutacié, és a dir, I'al-lel mutat produeix un efecte patologic en tots els

individus. La clinica dels individus examinats es mostra en la taula XI.

Taula XI. Caracteristiques cliniques de les families RPAD portadores de mutacié al gen PRPF8

AV actual
Familia Individu Edat IniciCN Inici { Inici | CV Dret Esq. ERG Fons Edat
cv AV actual d'ull cataractes
M323 11-2 77 20 35 55 <10° <0.1 <0.1 N.E. RP N.D.
-1 50 21 28 N.D. 100 0.9 0.8 N.E. RP N.D.
V-2 18 7 N.D. N.D. E.A. 0.7 0.7 N.E. RP N.D.
M618 11-1 45 5 5 22 10° 0.3 0.3 -- RP 15
-1 19 5 5 N.D. 30° 0.5 0.5 -- RP 18
V17 11-1 64 20 30 45 100 0.1 0.1 N.E. RP N.D.
-1 40 10 15 28 100 0.8 0.9 N.E. RP N.D.
-2 34 57 10 30 100 0.9 1.0 N.E. RP N.D.
111-3 31 N.D. N.D. N.D. N 1.0 1.0 N - N.D.
SJD1 -2 70 10 15 15 -- -- - -- RP N.D.
111-3 68 N.D. N.D. N.D. N -- - -- N N.D.
-4 65 10 15 15 >10° 0.2 0.1 N.E. RP N.D.
V-1 30 N.D. N.D. N.D. N 1.0 1.0 N N N.D.
V-2 29 10 15 15 100 0.3 0.4 N.E. RP N.D.
V-3 28 N.D. N.D. N.D. N 1.0 1.0 N N N.D.

AV: agudesa visual; CN: ceguesa nocturna; CV: camp visual; E.A.: escotoma anul-lar; N: normal; N.D. no disponible;

N.E.: no enregistrable; RP: retinosi pigmentaria tipica.
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En el cas de les families portadores de mutaciéo al gen PRPF31 es presenta una
variabilitat clinica inter i intra-familiar, amb penetrancia incompleta de la mutacié en

alguns casos. Les caracteristiques cliniques de les families analitzades es mostren en

la taula XII.

Taula XII. Caracteristiques cliniques de les families RPAD portadores de mutaci6 al gen PRPF31

Familia Individu  Edat IniciCN  Inici 4 Inici 1+ CV AV ERG Fons Cataracta
CcVv AV actual actual d'ull

M368 11-1 79 20 20 60 10° <<0.1 N.E. RP 56
11-3 70 20 20 50 10° <<0.1 N.E. RP N.D.
-2 43 5 5 40 100 <<0.1 N.E. RP N.D.
111-6 38 12 12 N.D. 10° 1 N.E. RP N.D.

M637 -1 66 18 24 55 100 Cd N.E. RP 55
11-1 41 N.D. N.D. N.D. N 1 N N N.D.
11-2 40 10 20 -- 10° 0.7 N.E. RP N.D.
11-3 24 N.D. N.D. N.D. 1 N N N.D.

S240 II-1 70 20 20 50 -- - N.E. RP N.D.
-1 30 6 12 20 -- - N.E. RP N.D.

AV: agudesa visual; CN: ceguesa nocturna; CV: camp visual; N: normal; N.D. no disponible; N.E.: no enregistrable; RP:

retinosi pigmentaria tipica.

Es van observar els fons d'ull dels pacients portadors de mutacié al gen PRPF8 o
PRPF31. A la figura 32 es mostren els fons d'ull de dos pacients de la familia SJD1,
portadors de la mutacié 6974-6994del21bp (V2325fsX2329) i d'un pacient de la familia

M368, portador de la mutacié 828-829delCA (H276fsX277).
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A. Portador de mutacié al gen PRPF8

Familia RPAD SJD1

Pacient V.2 a I'edat de 30 anys

Pacient 111.4 a I'edat de 65 anys

B. Portador de mutacié al PRPF31

Familia RPAD M368

Pacient 111.6 a I'edat de 38 anys

Figura 32. Fons d'ulls de portadors de mutacié als gens PRPF. Imatges del fons d'ull de pacients
portadors de mutaci6 al gen PRPF8 (A) i al gen PRPF31 (B), que mostren I'atenuacio de les arterioles, arees

d’atrofia i pigments en forma d’espicules en la periféria. El fons d'ull del pacient IV.2 de la familia SID1 també

mostra vitritis als dos ulls.
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4. 3. Efecte de mutacions en cis: prediccid informatica de I'efecte de

mutacions en senyals de splicing en el gen de la rodopsina

Es va utilitzar el programa informatic de predicci6 de la localitzacié d’exons “Genscan”
per tal d’analitzar empiricament I'efecte de mutacions en senyals de splicing en el gen

de la rodopsina a nivell del processament del seu mRNA.

Es va procedir a I'estudi de dues mutacions en cis localitzades en senyals de splicing
en el gen de la rodopsina (RHO), que van ser detectades en dues families RPAD
estudiades anteriorment al nostre laboratori. Aquestes dues mutacions, A3811G (IVS2-
2A - G) 1 G5167T (IVS4-1G - T), estan situades en els senyals de splicing 3’ acceptors
(AG) de lintré6 2 i lintr6 4 del gen RHO, respectivament. Aquestes mutacions
provoquen RPAD, ja que co-segreguen amb la malaltia en tots els pacients de RPAD
analitzats. Es va voler comprovar si aquestes mutacions alteren el patré de splicing del
pre-mRNA del gen de la rodopsina. L'expressio del gen RHO mitjan¢ant un splicing
alternatiu podria ser la causa de I'aparicié d'una proteina aberrant en els pacients

RPAD portadors d'aquestes mutacions, i aixo podria induir la RP.

La simulacié amb un programa informatic ens déna una idea de si aquest canvi pot ser
significatiu a I'hora de que la cél-lula trii un senyal de splicing o un altre, pero el resultat

no té per qué coincidir amb el que realment té lloc in vivo.

Es va seleccionar la sequéncia genomica del gen RHO amb el n° d’accés U49742
(NCBI). Per a I'analisi de I'efecte de cada mutacié sobre els senyals de splicing, es va
substituir el nucleodtid mutat en cada cas sobre la seqiiéncia salvatge. Es van comparar
les localitzacions dels introns i exons per a cada mutacié analitzada, amb les del gen

salvatge. Els resultats obtinguts per a cada analisi es mostren a continuacio.
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Analisi de la prediccid d’exons al gen  RHO salvatge

GENSCANW output for sequence RHODOPSIN
GENSCAN 1.0 Date run: 24-Nov-2005 Tinme: 15:12:10

Sequence gi : 6953 bp : 54.91% C+G : Isochore 3 (51 - 57 CG+G)
Parameter matri x: Humanl so. smat

Predicted genes/exons:

Gn.Ex Type S .Begin ...End .Len Fr Ph I/Ac Do/ T CodRg P.... Tscr.
1.01 Init + 295 655 361 0 1 84 60 660 0.987 60.06
1.02 Intr + 2439 2607 169 1 1 115 95 332 0.999 36.12
1.03 Intr + 3813 3978 166 0 1 106 80 387 0.999 40.18
1.04 Intr + 4095 4334 240 2 O 70 51 433 0.525 36.08
1.05 Term+ 5168 5278 111 1 0 113 47 159 0.983 13.16
1.06 PIyA + 5642 5647 6 1.05
2.03 Pl yA - 5964 5959 6 -1.75
2.02 Term - 6141 6056 86 1 2 96 28 34 0.466 -3.69
2.01 Init - 6522 6465 58 0 1 74 102 74 0.547 8. 82

Predicted peptide sequence(s):

>gi|GENSCAN_predicted_peptide_1]|348_aa
MNGTEGPNFYVPFSNATGVVRSPFEYPQYYLAEPWQFSMLAAYMHRINEGTLY
VTVQHKKLRTPLNYILLNLAVADLFMVLGGFTSTLYTSLHGYFVFGPTEGRFATLG
GEIALWSLVVLAIERYVVVCKPMSNFRFGENHAIMGVAFTWVMALACAGPRSRY P
EGLQCSCGIDYYTLKPEVNNESFVIYMFVVHFTIPMIIIFFCYGQLVFTRAAAQQQES
ATTQKAEKEVTRMVIIMVIAFLICWVPYASVAFYIFTHQGSNFGPIFMAPFAKSAAI
YNPVIYIMMNKQFRNCMLTTICCGKNPLGDDEASATVSKTETSQVAPA

>gi|GENSCAN_predicted peptide_2|47_aa
MGLSGKGNWKLGPMNIPKEGLMTASCIPVTVPAYSPTPSPGLALMPS

La prediccio dels senyals de splicing en el gen RHO salvatge és la correcta. El
programa prediu els 5 exons en les posicions reals i la mida de la proteina codificada

també és la correcta (348 aminoacids).
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Analisi de la prediccioé d’exons al gen  RHO amb la mutacié A3811G (IVS2-

2A - G)

GENSCANW output for sequence RHO-A3811G
GENSCAN 1.0 Date run: 24-Nov-2005 Tine: 15:13:45

Sequence gi : 6953 bp : 54.93% C+G : |sochore 3 (51 - 57 C+Q%
Paraneter matri x: Humanl so. smat

Predicted genes/exons:

Gn.Ex Type S .Begin ...End .Len Fr Ph I/Ac Do/ T CodRg P.... Tscr.
1.01 Init + 295 655 361 0 1 84 60 660 0.987 60.06
1.02 Intr + 2439 2607 169 1 1 115 95 332 0.998 36.12
1.03 Intr + 3774 3978 205 0O 1 22 80 385 0.877 30.83
1.04 Intr + 4095 4334 240 2 0 70 51 433 0.525 36.08
1.05 Term+ 5168 5278 111 1 0 113 47 159 0.983 13.16
1.06 PlyA + 5642 5647 6 1.05
2.03 PlyA - 5964 5959 6 -1.75
2.02 Term - 6141 6056 86 1 2 96 28 34 0.466 -3.69
2.01 Init - 6522 6465 58 0 1 74 102 74 0.547 8.82

Predicted peptide sequence(s):

>gi|GENSCAN_predicted _peptide_1|361_aa
MNGTEGPNFYVPFSNATGVVRSPFEYPQYYLAEPWQFSMLAAYMMHARINEGTLY
VTVQHKKLRTPLNYILLNLAVADLFMVLGGFTSTLYTSLHGYFVFGPTEGRFATLG
GEIALWSLVVLAIERYVVVCKPMSNFRFGENHAIMGVAFTWVMALACABRSSPSQ
AGSPYLPVLGYIPEGLQCSCGIDYYTLKPEVNNESFVIYMFVVHFTIPFACYGQLV
FTVKEAAAQQQESATTQKAEKEVTRMVIIMVIAFLICWVPYASVAFYIBBSNFGPIF
MTIPAFFAKSAAIYNPVIYIMMNKQFRNCMLTTICCGKNPLGDDEASAKMES SQVAP
A

>gi|GENSCAN_predicted_peptide_2|47_aa
MGLSGKGNWKLGPMNIPKEGLMTASCIPVTVPAYSPTPSPGLALMPS

En preséncia de la mutacié A3811G (IVS2-2A - G), el programa prediu un canvi en el

senyal de splicing 3' acceptor de l'intré 2. Segons la prediccid, aquest nou senyal de
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splicing crea un ex6 3 alternatiu situat entre les posicions 3774-3978 en comptes de

les posicions 3813-3978 de I'ex6 3 del gen RHO salvatge.

Aquest fet, si es donés in vivo, podria donar lloc a la sintesi d'una proteina aberrant

amb 13 aminoacids més que la proteina rodopsina salvatge.
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Analisi de la prediccié d’exons al gen  RHO amb la mutacié G5167T (IVS4-

1GT)

GENSCANW output for sequence RHO-G5167T

GENSCAN 1.0 Date run: 24-Nov-2005 Tine: 15:14:45

Sequence gi : 6953 bp : 54.90% C+G : |sochore 3 (51 - 57 C+QG%
Parameter matrix: Humanl so. smat

Predicted genes/exons:

Gn.Ex Type S .Begin ...End .Len Fr Ph I/Ac Do/ T CodRg P.... Tscr.
1.01 Init + 295 655 361 0 1 84 60 660 0.987 60.06
1.02 Intr + 2439 2607 169 1 1 115 95 332 0.999 36.12
1.03 Intr + 3813 3978 166 0 1 106 80 387 0.999 40.18
1.04 Intr + 4095 4334 240 2 0 70 51 433 0.471 36.08
1.05 Term+ 5153 5278 126 1 0 -20 47 172 0.823 0.89
1.06 PlyA + 5642 5647 6 1.05
2.03 PlyA - 5964 5959 6 -1.75
2.02 Term - 6141 6056 86 1 2 96 28 34 0.465 -3.69
2.01 Init - 6522 6465 58 0 1 74 102 74 0.546  8.82

Predicted peptide sequence(s):

>gi|GENSCAN_predicted_peptide_1|353_aa
MNGTEGPNFYVPFSNATGVVRSPFEYPQYYLAEPWQFSMLAAYMMHARINEGTLY
VTVQHKKLRTPLNYILLNLAVADLFMVLGGFTSTLYTSLHGYFVFGPTEGRFATLG
GEIALWSLVVLAIERYVVVCKPMSNFRFGENHAIMGVAFTWVMALACABRFSRY P
EGLQCSCGIDYYTLKPEVNNESFVIYMFVVHFTIPMIIIFFCYGQLVFTERAAAQQQES
ATTQKAEKEVTRMVIIMVIAFLICWVPYASVAFYIFTHQGSNFGPIFMAIPFAKSAAI
YNPVIYIMMNKQPLAFHFRNCMLTTICCGKNPLGDDEASATVSKTETSQVA

>gi|GENSCAN_predicted_peptide_2|47_aa
MGLSGKGNWKLGPMNIPKEGLMTASCIPVTVPAYSPTPSPGLALMPS

En preséncia de la mutacié G5167T (IVS4-1G - T), el programa prediu un canvi en el

senyal de splicing 3’ acceptor de l'intrd 4. Segons la prediccio, aquest nou senyal de
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splicing crea un ex6 5 alternatiu situat entre les posicions 5153-5278 en comptes de

les posicions 5168-5278 de I'ex6 5 del gen RHO salvatge.

Aix0 donaria lloc a la possible sintesi d'una proteina aberrant amb 5 aminoacids més

que la proteina rodopsina salvatge.

Material addicional del programa Genscan

Expl anati on

Gn.Ex : gene number, exon number (for reference)
Type : Init = Initial exon (ATG to 5' splice site)
Intr = Internal exon (3' splice site to 5'
Term = Terminal exon (3' splice site to sto
Sngl = Single-exon gene (ATG to stop)
Prom = Promoter (TATA box / initation site)
PlyA = poly-A signal (consensus: AATAAA)
S :DNA strand (+ = input strand; - = opposite
Begin : beginning of exon or signal (numbered on in

End : end point of exon or signal (humbered on in
Len : length of exon or signal (bp)

Fr : reading frame (a forward strand codon endin
mod 3)

Ph : net phase of exon (exon length modulo 3)

I/Ac : initiation signal or 3' splice site score (

Do/T : 5' splice site or termination signal score
CodRg : coding region score (tenth bit units)

P : probability of exon (sum over all parses co
Tscr : exon score (depends on length, I/Ac, Do/T a

Comment s

The SCORE of a predicted feature (e.g., exon or spl
log-odds measure of the quality of the feature base
properties. For example, a predicted 5' splice site
score > 100 is strong; 50-100 is moderate; 0-50 is
below 0 is poor (more than likely not a real donor

The PROBABILITY of a predicted exon is the estimate
GENSCAN's model of genomic sequence structure that
correct.

This probability depends in general on global as we
sequence
properties,
neighboring
exons. It
probabilities
are more likely to be correct than those with lower

e.g.,, it depends on how well the exon f

has been shown that predicted exons with
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4. 4. Minigens RHOSPL2-4 i RHOSPL3-5 salvatges i mutants per a la

transfeccié en linies cel-lulars eucariotes

Es va partir de DNA gendmic d’'un pacient portador de la mutacié IVS2-2A- G i d’'un
altre amb la mutacié 1IVS4-1G - T, totes dues situades en senyals de splicing del gen
RHO. Es va amplificar mitjiancant PCR la regié gendmica que contenia les mutacions
d’interes, en cada cas. Es van construir els minigens salvatges i mutants, per a cada
mutacid, amb els encebadors addients portadors de cues amb dianes per als enzims
EcoRl/Sall. Els minigens (Figura 33) es van clonar en el vector d'expressié pCl-neo

(Promega).

A. Minigens RHOSPL2-4

EcoRI / EX2 parcial (2478-2607) + Intr6 2 (2608-3812) + EX3 (3813-3978) + Intr6 3 (3979-4094) + EX4 parcial (4095-4145)/ Sal |

Fragment RHOSPL2-4 WT (salvatge):

— 130 pb 166 pb 51 pb
1205 pb 116 pb
EX3
4_
Fragment RHOSPL-A3811G (mutant):
IVS2-2A -G

— 130pb 166 pb 51 pb
1205 pb 116 pb
EX

<
B. Minigens RHOSPL3-5
EcoRI / EX3 parcial (3869-3978) + Intr6 3 (3979-4094) + EX4 (4095-4334) + Intr6 4 (4335-5167) + EX5 (5168-5331) / Sal |
Fragment RHOSPL3-5 WT (salvatge):
110 pb 240 pb 164 pb
—_
116 pb 833 pb
Fragment RHOSPL-G5167T (mutant): e
IVS4-1G T
— 110 pb 240 pb 164 pb
116 pb| 833 pb
<
Figura 33. Diagrama dels minigens construits per a I'expressio en linies cel-lulars eucariotes. A) Els minigens

RHOSPL2-4 comprenen des de I'ex6 2 (parcial) fins a I'exé 4 (parcial). B) Els minigens RHOSPL3-5 comprenen des de
I'ex6 3 (parcial) fins a I'exd 5. Els nimeros entre paréntesi es refereixen a les posicions de nucleotid de la seqiéncia
genomica del gen RHO (NCBI, n° d’accés U49742). Les fletxes horitzontals situades en les exons externs indiquen la

posici6 dels encebadors utilitzats per a la posterior amplificacié del RNA transcrit, mitjangant RT-PCR.
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4. 5. Expressié invitro de les mutacions de splicing en cis del gen RHO en

la linia cel-lular COS-7

Per tal d’examinar I'efecte in vitro de mutacions en senyals de splicing en el gen RHO
sobre el processament del seu pre-mRNA, els plasmids recombinants portadors dels
minigens de RHO salvatges (RHOSPL2-4 WT i RHOSPL3-5 WT) i mutants (RHOSPL-
A3811G i RHOSPL-G5167T) es van transfectar transitoriament en la linia cel-lular

COS-7 mitjancant la utilitzacio d’'un reactiu de transfeccio lipidic.

24 hores després de la transfeccié dels minigens es va realitzar una extraccié de RNA
total de les cél-lules i es va analitzar, mitjangant RT-PCR, el mRNA del gen RHO
resultant. La RT-PCR es va realitzar en dos passos; en un primer pas es va sintetitzar
la primera cadena de cDNA amb el kit “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit”
(Roche) i en el segon pas es va realitzar la PCR sobre el cDNA amb encebadors
especifics dels minigens de RHO, que van ser el mateixos utilitzats en la clonacié dels
minigens pero sense les cues que contenen les dianes de restriccié (veure Taula VI,

sequéncies en negreta).

Els productes de PCR obtinguts es van analitzar en un gel d’agarosa al 2% i es van

purificar totes les bandes obtingudes.

Es va realitzar la sequenciacié6 automatica dels fragments purificats a partir del gel
d’'agarosa. Es va comparar la seqiiéncia obtinguda amb la sequéncia genomica del
fragment no processat (NCBI, n°® d'accés U49742, gi: 1236136) mitjancant una

comparacio “BLAST 2 Sequences” (http://genopole.toulouse.inra.fr/blast/wblast2.html).

Els resultats obtinguts es mostren en les figures 34 i 35.
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Figura 34. Processament dels minigens RHOSPL2-4 WT i RHOSPL-A3811G en cél-lules COS-7. A) Electroforesi
en gel d’agarosa de la RT-PCR realitzada sobre extractes de RNA de ceél-lules COS-7 transfectades amb els minigens
RHOSPL2-4 WT i RHOSPL-A3811G. Per a la PCR es va utilitzar una combinacié d’'un encebador sense d’'uni6 a I'ex6 2
junt amb un encebador antisense d'uni6 a I'exé 4. En els carrils 1 i 2 (transfeccié del minigen mutat, per duplicat) es
detecten 5 bandes, mentre que en els carrils 4 i 5 (transfeccié del minigen salvatge, per duplicat) apareixen només 2
bandes. Els carrils 3 i 6 corresponen a RNAs controls de cél-lules sense transfectar i el carril 7 correspon a un
marcador de pes molecular de 100 pb. B) Diagrama representatiu dels fragments obtinguts després de la seqlienciacioé
automatica dels productes de PCR purificats a partir de les bandes a-g. En la banda c es va identificar un artefacte del

vector d'expressié pCl-neo.

149



Resultats

G5167T
G5167T

N )

o,
= =2 0O

a EX5 (630 pb)

b (514 pD)

Ex5 alt,| 47 PP)

o

Figura 35. Processament dels minigens RHOSPL3-5 WT i RHOSPL-G5167T en cél-lules COS-7. A) Electroforesi
en gel d'agarosa de la RT-PCR realitzada sobre extractes de RNA de ceél-lules COS-7 transfectades amb els minigens
RHOSPL3-5 WT i RHOSPL-G5167T. Per a la PCR es va utilitzar una combinaci6é d’un encebador sense d'unié a I'exé 3
junt amb un encebador antisense d'unié a I'exd 5. Als carrils 1 i 2 (transfeccié del minigen salvatge, per duplicat)
s’observen dues bandes majoritaries amb un pes molecular diferent a la banda majoritaria dels carrils 4 i 5 (transfeccid
del minigen mutat, per duplicat). Els carrils 3 i 6 corresponen a RNAs controls pertanyents a cél-lules sense transfectar
i el carril 7 correspon a un marcador de pes molecular de 100 pb. B) Diagrama representatiu dels fragments obtinguts

després de la seqiienciacié automatica dels productes de PCR purificats a partir de les bandes a-c.
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Es van comparar els resultats obtinguts en la transfecci6 de les formes normals i de les
formes mutants de cadascun dels minigens, per tal de poder quantificar numéricament
les possibles diferéncies trobades en el processament dels introns del gen RHO (Taula

XIll).

Taula XlII. Processament del mRNA dels minigens RHO obtingut en les transfeccions sobre la linia cel-lular COS-7.

Construccio Minigen Processament obtingut

EX2 parcial +EX3 (3813-3978)
+ Intré 3 no processat + EX4 parcial

RHOSPL2-4 WT
EX2 parcial + EX3 (3813-3978)
+ EX4 parcial

EX2 parcial + EX3 alternatiu (3713-3978)

EXONS 24
+ Intré 3 no processat + EX4

EX2 +EX3 alternatiu (3713-3978) + EX4
RHOSPL-A3811G

EX2 + EX3 alternatiu (3958-3978) +
Intr6 3 no processat + EX4

EX2 + EX3 alternatiu (3958-3978) + EX4

EX3 +Intré 3 no processat + EX4 + EX5 (5168-5278)
RHOSPL3-5 WT

EXONS 3.5
EX3 +EX4 + EX5 (5168-5278)

RHOSPL-G5167T

EX3 + EX4 + EXS5 alternatiu (5207-5278)

Pel que fa referéncia al minigen portador dels exons 2 al 4, es pot observar la
diferéncia entre el processament del minigen salvatge RHOSPL2-4 i el minigen mutant
RHOSPL-A3811G. EIl processament del minigen salvatge és el correcte, tot i que
trobem un fragment que reté l'intré 3 del gen de RHO. L’eliminacié d'aquest intr6, per
tant, sembla ser poc eficient. Aixd es pot explicar perqué I'intr6 3 de la rodopsina té la

sequéncia “U2-branch site” imperfecta (en les posicions 4011-4018 presenta la
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seqliéncia ctgaggat, en comptes de la seqiiéncia canonica ynyuray que se sol
presentar normalment; y = pirimidina, r = purina). La retencié de l'intr6 s’observa tant
en la transfeccié del minigen salvatge com en el mutant. La preséncia de la mutacio
IVS2-2A - G (minigen RHOSPL-A3811G) provoca la inactivacié del senyal de splicing
3’ acceptor de I'intr6 2 de la rodopsina, creant dues variants de splicing de I'intr6é 2, que
provoquen dues variants alternatives de I'exd 3, una amb 100 pb més que I'ex6 3
salvatge i l'altra amb 145 pb menys. No es va observar cap fragment indicatiu d’'un
processament correcte en les transfeccions del minigen mutat, indicant un splicing

defectuds al 100% en presencia de la mutacié en homozigosi en el minigen.

En referéncia a la mutacié IVS4-1G - T, es pot comprovar que s’inactival senyal 3’
acceptor de l'intré 4, provocant també un splicing alternatiu del minigen mutant. Amb la
mutacio es crea un nou senyal de splicing que provoca la creaci6é d'un exé 5 alternatiu

amb 39 pb menys que I'exd 5 salvatge.

El processament de I'intr6 3 de la rodopsina en preséncia del minigen RHOSPL3-5 WT
és més eficient en comparacié amb el processament observat en I'analisi del minigen
RHOSPL2-4 WT, segons es pot observar en les figures 33 i 34. Aquesta diferéncia en
I'eficiencia de processament de l'intré 3 no pot estar relacionat amb cap factor de
processament en trans, ja que les ceél-lules transfectades sén les mateixes en tots dos
casos. En consequencia, les sequéncies diferencials dels dos minigens estudiats son

les responsables de la diferéncia en el processament de l'intré 3 de RHO.

S’esta investigant si existeixen sequiéncies exoniques o introniques potenciadores i/o

silenciadores del splicing (ESEs, ISEs, ESSs, ISSs) en aquestes construccions.
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4. 6. Expressié invitro de les mutacions de splicing en cis de la rodopsina

en linies cel-lulars limfoblastoides mutants per al PRPF8

Es va realitzar el mateix experiment de I'apartat 4.5, perd en aquest cas utilitzant dues
linies cel-lulars limfoblastoides humanes transformades amb EBV provinents de la
familia RPAD SJD1, portadora de la mutacié 6974-6994 del21pb (V2325fsX2329) en el
gen PRPF8. Una de les linies (CAR0001) prové d'un pacient afectat de RPAD i
portador de la mutacié, mentre que Il'altra (CAR0003) prové d'un individu sa i no

portador de la mutacio.

Es va voler comprovar I'efecte de mutacions en el gen PRPF8 sobre el splicing del gen
RHO. Anteriorment (Yuan et al.,, 2005) s’havia demostrat que proteines hPrp31l
mutants inhibeixen significativament el processament de I'intr6 3 del gen RHO. Si aix0
fos aixi també per a I'hPrpr8, es podria demostrar que mutacions al gen PRPF8
afecten el processament del pre-mRNA del gen RHO i es revelaria una connexio entre
el gen PRPF8 i el gen RHO. Per a comprovar-ho, es van electroporar les linies
limfoblastoides normal i mutant per al PRPF8 amb els plasmids portadors dels
minigens RHO salvatges (RHOSPL2-4 WT i RHOSPL3-5 WT) i mutants (RHOSPL-
A3811G i RHOSPL-G5167T). 24 hores després de I'electroporacié es va realitzar una
extraccié de RNA total de les cél-lules i es va analitzar, mitjangant “One-step RT-PCR”,
el mMRNA del gen RHO resultant. La RT-PCR en un pas es va realitzar amb
encebadors especifics dels minigens de RHO (veure taula VI, els encebadors utilitzats

corresponen a les seqliéncies en negreta)

Els productes de PCR obtinguts es van analitzar en un gel d'agarosa al 2% i es van

purificar les bandes obtingudes.

Es va realizar la sequenciacié automatica de tots els fragments purificats i es va
comparar la seqiiéncia obtinguda amb la seqiiéncia gendomica del fragment no
processat (NCBI, n° d’accés U49742, gi: 1236136) mitjancant una comparacié “BLAST

2 Sequences” (http://genopole.toulouse.inra.fr/blast/wblast2.html).
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Els resultats obtinguts es mostren en les figures 36 i 37.
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Figura 36. Processament dels minigens RHOSPL2-4 WT i RHOSPL-A3811G en les linies limfoblastoides

humanes CARO0001 i CAR0O003. A) Electroforesi en gel d'agarosa de la RT-PCR realitzada sobre extractes de RNA de
cel-lules limfoblastoides transfectades amb els minigens RHOSPL2-4 WT i RHOSPL-A3811G. Per a la PCR es va
utilitzar una combinacié d’'un encebador sense d’'unié a I'ex6 2 junt amb un encebador antisense d'unié a I'ex6 4. Els
carrils 1 i 2 corresponen a les transfeccions de minigen salvatge i mutat, respectivament, sobre la linia mutant
CARO0001. Els carrils 3 i 4 corresponen a les transfeccions de minigen salvatge i mutat, respectivament, sobre la linia
normal CARO0003. Els carrils 5 i 6 corresponen als controls sense transfectar de la linia CAR0001 i CAR0003,
respectivament. El carril 7 correspon a un control de PCR sense mostra i el carril 8 correspon a un marcador de pes
moleclar de 100 pb. B) Diagrama representatiu dels fragments obtinguts després de la sequienciacié6 automatica dels
productes de PCR purificats a partir de les bandes a-l. Es van sequenciar les bandes m i n, i es va comprovar que el

fragment corresponia a un artefacte del RNA ribosomal 18S.

154



Resultats

A.
CAR0001 CAR0003

G5167T
G5167T

C- CAR0O001
C- CAR0003
Blanc PCR

WT

'_
2

(630 pb)

E5 alt. | (475 pb)

Figura 37. Processament dels minigens RHOSPL3-5 WT i RHOSPL-G5167T en les linies limfoblastoides

humanes CARO0001 i CAR0O003. A) Electroforesi en gel d'agarosa de la RT-PCR realitzada sobre extractes de RNA de
cel-lules limfoblastoides transfectades amb els minigens RHOSPL3-5 WT i RHOSPL-G5167T. Per a la PCR es va
utilitzar una combinacié d’'un encebador sense d'unié a I'ex6 3 junt amb un encebador antisense d’'unié a I'ex6 5. Als
carrils 1 i 3 (transfeccié del minigen salvatge sobre CAR0001 i CAR0O003, respectivament) s’observen dues bandes
majoritaries diferents a la banda dels carrils 2 i 4 (transfecci6 del minigen mutat sobre CAR0001 i CARO0003,
respectivament). Els carrils 5 i 6 corresponen als controls sense transfectar de les linies CAR0001 i CARO0003,
respectivament. El carril 7 correspon a un control de PCR sense mostra i el carril 8 correspon a un marcador de pes
molecular de 100 pb. B) Diagrama representatiu dels fragments obtinguts després de la seqiienciacié automatica dels

productes de PCR purificats a partir de les bandes a-f.
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Per tal de poder quantificar numéricament, en aquest experiment, les possibles
diferéncies trobades en el processament dels introns del gen RHO (Taula XIV), també
es van comparar els resultats obtinguts entre la transfeccié de les formes normals i de

les formes mutants de cadascun dels minigens.

Taula XIV. Processament del mRNA dels minigens RHO en les transfeccions sobre les linies cel-lulars limfoblastoides

humanes utilitzades.

Processament obtingut en

Construccio Minigen ) )
les linies CAR0001 i CAR0003

EX2 parcial +EX3 (3813-3978)
+ Intré 3 no processat + EX4 parcial

RHOSPL2-4 WT
EX2 parcial + EX3 (3813-3978)
+ EX4 parcial

EX2 parcial + EX3 alternatiu (3713-3978)

EXONS 2.4
+ Intr6é 3 no processat + EX4

EX2 +EX3 alternatiu (3713-3978) + EX4
RHOSPL-A3811G

EX2 + EX3 alternatiu (3958-3978) +
Intr6 3 no processat + EX4

EX2 + EX3 alternatiu (3958-3978) + EX4

EX3 +Intré 3 no processat + EX4 + EX5 (5168-5278)
RHOSPL3-5 WT

EXONS 3.5
EX3 +EX4 + EX5 (5168-5278)

RHOSPL-G5167T )
EX3 + EX4 + EXS5 alternatiu (5207-5278)

En aquest experiment es va obtenir, per tant, el mateix resultat que a I'experiment

realitzat en la linia COS-7. Podem observar que la preséncia de la mutacié IVS2-
2A - G (minigen RHOSPL-A3811G) provoca la destruccié del senyal de splicing 3’

acceptor de I'intr6 2 de la rodopsina, creant dues variants de splicing de l'intré 2, que
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provoquen dues variants alternatives de I'exdé 3, una amb 100 pb més que I'exé 3
salvatge i I'altra amb 145 pb menys (veure taula XIV). No es va observar cap fragment
indicatiu d’un processament correcte en les transfeccions del minigen mutat, indicant
un splicing defectu6s al 100% en preséncia de la mutaci6 en homozigosi en el
minigen. Tampoc es van observar diferencies entre les transfeccions en la linia mutada
CARO0001 i la linia salvatge CAR0003, indicant que probablement la mutaci6 6974-
6994del 21pb en el gen PRPF8 no té cap efecte sobre el processament del mRNA de

RHO.

Pel que fa a la mutacié 1IVS4-1G- T, també veiem que es destrueix el senyal 3’
acceptor de l'intré 4, provocant també un splicing alternatiu del minigen mutant. Amb la
mutacio es crea un nou senyal de splicing que provoca la creacioé d’'un exé 5 alternatiu

amb 39 pb menys que I'exé 5 salvatge.

Igualment que el fet descrit en I'experiment realitzat sobre la linia cel-lular COS-7, la
diferéncia de processament de I'intré 3 en les diferents construccions (Figures 36 i 37)
pot estar relacionada amb la preséncia o absencia d'elements reguladors de splicing

(ESEs, ISEs, ESSs, ISSs).
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4. 7. Quantificaci6 de I'expressi6 de la mutaci6 69  74-6994del2lbp

(V2325fsX2329) al gen PRPF8 en la familia ADRP SJD1

Amb la fi de quantificar I'expressié de I'al-lel mutat enfront I'al-lel salvatge del gen
PRPF8 en les linies mutants per al PRPF8, es va extreure RNA de les linies cel-lulars
CAR0001 (mutant), CARO0002 (mutant) i CARO0003 (control salvatge). Es va
retrotranscriure el RNA de les linies cap a cDNA. El cDNA del gen PRPF8 es va
quantificar mitjancant una PCR en temps real en l'aparell LightCycler amb SYBR

Green i encebadors especifics de sequencia del gen PRPF8.

Es va realitzar una quantificacio total de I'expressio del gen PRPF8 i una quantificacié
de I'expressié del RNA salvatge en les mostres de RNA de les tres linies cel-lulars. Per
a la quantificaci6 total de I'expressio del gen PRPF8 es va utilitzar una parella
d’encebadors que s’hibriden a regions comunes a l'al-lel salvatge i al mutat. Per a la
guantificacié del RNA salvatge es va utilitzar una parella d’encebadors especifics del

cDNA salvatge.

Es va realitzar una corba patré, amb el programa de PCR utilitzat, amb concentracions
conegudes de cDNA, per tal de poder referir les concentracions obtingudes en les
corbes de quantificacié a un estandard conegut. La corba es va realitzar amb dilucions
seriades d’'una mostra de cDNA a la que se li va assignar un valor de 10* unitats
arbitraries. Es va representar el logaritme de la concentracié de les dilucions respecte
els Cp (crossing points). La corba es va utilitzar com a estandard extern en les analisis

de les corbes d’amplificacié de les mostres desconegudes a analitzar.

Un cop finalitzat el programa de PCR, les corbes que es van obtenir en I'experiment es

van analitzar amb el programa “LightCycler Software 4”.

Per a la quantificacié del cDNA total de PRPF8 i del cDNA salvatge de PRPF8 es van
analitzar les corbes de fusié i d'amplificacié dels fragments de PCR obtinguts en cada

assaig. La primera corba ens permet detectar la temperatura de fusié del fragment
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obtingut, per tal de poder comparar el resultat en les mostres analitzades, mentre que
la segona ens permet quantificar el cDNA diana inicial, ja sigui de PRPF8 total o de

PRPF8 salvatge.

Els resultats de I'analisi de les corbes de fusio i amplificacié es mostren en les figures

38-41.
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Quantificacié del cDNA total de  PRPF8 en CAR0001, CAR0002 i CAR0O003

Es van analitzar les corbes de fusié (Figura 38) i d’amplificacié (Figura 39) obtingudes

en la PCR en temps real especifica del PRPF8 total (al-lel salvatge + al-lel mutat).

Melting Peaks

--- CAR00O1
--- CAR0002
--- CAR0003

-{d/dT) Fluorescence (530}

70 75 &0 a5 an a5
Temperature (*C)

Figura 38. Pics de fusié del PRPF8 total. En aquesta grafica es representa la derivada de la corba de fluorescencia

(-(d/dT) Fluorescéncia 530) respecte a la temperatura. La grafica ens mostra I'aparicié d'un pic a 87.4°C per a les 3

mostres analitzades, que correspon a la temperatura de fusié (Tm) del fragment de PCR obtingut.

Absolute Quantification
J Channel [530] = Color Compenzation = Program [2] ~ |J Method [F.P.] = Standard curve [Ext] =

4] | _>[ " Step 1: Backgiound Step 2: Moize Eandl Step 3 Analysis

Statistics |J Backaground [Arith] -

Samples | MeanCp | STD Cp |Meanco..| 5TD conc
2 25,42 0.0 E5E4  1.13E2

Amplification Curves

15

26,73 008 B.04E3 13,3

2482 027  2E5E4  G45E3 12

24,75 005 27EE4  1.37E3 5 10s]

g 1o

@ a4
[X)

--- CAR0001 g 7.5

--- Réplica de CAR0001 E &9
=

--- CAR0002 T 45

--- Replica de CAR0002 ]

1,5

--- CAR0003 .

Réplica de CAR0003

2 4 B 81012141618 20 22 24 25 28 30 32 34 35 36 40 42 44
Cycles

Figura 39. Corba d'amplificaci6 del = PRPF8 total. En aquesta grafica es representa la corba de fluorescencia
respecte el n° de cicles per a cadascuna de les 3 mostres analitzades per duplicat. Després d’'importar la corba patré
externa, es van calcular, en la fase exponencial de I'experiment, les concentracions de cDNA diana inicial de PRPF8

total per a cadascuna de les 3 mostres analitzades.
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Quantificacié del cDNA salvatge de PRPF8 en CAR0001, CAR0002 i CAR0003

Es van analitzar les corbes de fusié (Figura 40) i d’'amplificacié (Figura 41) obtingudes

en la PCR en temps real especifica de I'al-lel salvatge de PRPF8.

Melting Peaks

--- CAR0O001
--- CAR0002
--- CAR0O003

-(d/dT}) Fluorescence (930}

70 75 &0 85 a0 g5
Temperature (°C)

Figura 40. Pics de fusi6 del PRPF8 salvatge. En aquesta grafica es representa la derivada de la corba de
fluorescencia (-(d/dT) Fluorescencia 530) respecte a la temperatura. La grafica ens mostra I'aparicié d’'un pic a 86.1°C

per a les 3 mostres analitzades, que correspon a la temperatura de fusié (Tm) del fragment de PCR obtingut.

Absolute Quantification
J Channel [530] + Color Compenzation = Program [2] - |J Method [F.F.] = Standard curve [Ext] -

[ | | _b[ | Step 1: Backaround | Step 2: Moise Bandl Step 3: ﬁnal}lsisl
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Figura 41. Corba d'amplificaci6 del = PRPF8 salvatge. En aquesta grafica es representa la corba de fluoresceéncia
respecte el n° de cicles per a cadascuna de les 3 mostres analitzades per duplicat. Després d'importar la corba patré
externa, es van calcular, en la fase exponencial de I'experiment, les concentracions de cDNA diana inicial de PRPF8

salvatge per a cadascuna de les 3 mostres analitzades.
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Es van obtenir els valors de concentracié de cDNA inicial per a cada mostra utilitzant
un punt de la corba estandard elaborada a cada experiment.
Es van calcular les proporcions de cDNA de PRPF8 salvatge respecte al cDNA de

PRPFS8 total. Els resultats es mostren a continuacio:

Taula XV. Relacions al-leliques observades en les tres linies cel-lulars analitzades.

Linia cDNA PRPF8 cDNA PRPF8  cDNA salvatge/ Relacié salvatge/total
cel-lular total salvatge cDNA total normalitzada*
(unitats (unitats
arbitraries) arbitraries)
CARO0001 1.65 x 10* 6.04 x 10° 0.37 0.58
CAR0002 8.25 x 10* 2.65 x 10* 0.32 0.50
CAR0003 4.27 x 10° 2.76 x 10* 0.64 1.00

*La normalitzacio s’ha realitzat dividint les relacions obtingudes en les mostres mutades entre el valor
obtingut en la mostra salvatge, 0.64, tenint en compte que aquesta relacié ha de ser forcosament igual a
1, ja que la mostra CAR0003 és portadora de dos al-lels salvatges. Amb aquesta normalitzacié s’eliminen
les possibles diferéncies que hagin pogut produir-se en les reaccions de PCR (degut al diferent

anellament dels encebadors, eficiencia de la reaccio, etc.)

L'analisi realitzada mostra que tant I'expressié de I'al-lel salvatge com I'expressié de
I'al-lel mutat en els pacients analitzats és del 50%, per tant, els dos al-lels s’estan

expressant de forma idéntica.

162



Resultats

4. 8. Analisi de I'expressi6 genica mitjancant microarrays de DNA en linies

limfoblastoides amb mutaci6é al gen  PRPF8

Amb la fi d’investigar I'expressié genica diferencial de les linies mutants respecte a una
linia salvatge, es van realitzar experiments de microarrays de DNA. El microarray de
DNA utilitzat va ser el “Human Genome Survey Microarray V2.0 d'Applied
Biosystems”, que consta de 32.878 sondes per a la interrogacié6 de 29.098 gens.
Aquest microarray va ser realitzat al Centro Nacional de Investigaciones
Cardiovasculares, CNIC. El tractament de les dades obtingudes (normalitzacié i
determinacio dels canvis en I'expressidé genica diferencial) es va realitzar també al

CNIC:

Normalitzacio de les dades obtingudes

Les dades que es van obtenir en brut van ser normalitzades utilitzant el métode loess
proporcionat per I'eina DNMAD (http://dnmad.bioinfo.cnio.es/). Els valors obtinguts
amb la normalitzacié es van transformar logaritmicament.

Per tal d’'assajar la variacié en I'expressié genica, el soroll de fons va ser eliminat,
utilitzant només aquelles dades amb una relacié de senyal/soroll (“signal-to-noise”)

superior a 2 (és a dir, 2-fold o un canvi d’expressié superior).

Canvis de I'expressio génica diferencial

Es van analitzar els gens expressats diferencialment als pacients CAR0001, CAR0002,
CARO0004 i CAR0005 (portadors de mutacié al gen PRPF8) respecte de I'individu

control CAR0O003.

Es va definir la variacié en I'expressié génica segons els seglients colors:
Gens l'expressio dels quals no varia substancialment entre les mostres
analitzades

B Gens sobreexpressats

B Gens reprimits
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Analisi de I'expressio genica diferencial en lesli  nies estudiades

Comparant els resultats dels microarrays de cada pacient respecte a I'individu normal,
vam trobar diferencies en I'expressio génica (en almenys un dels pacients), en 3494
gens. D’aquests 3494 gens, 157 gens estaven sobre-expressats en els 4 pacients,

mentre que 244 gens estaven reprimits en els 4 pacients.

Classificacio dels gens

Es va utilitzar el sistema “PANTHER (Protein Analysis Through Evolutionary
Relationships) Classification System” per a classificar les proteines (i els seus gens)
per tal de facilitar I'analisi a gran escala. En aquest programa, accessible online, les
proteines han estat classificades d’'acord amb families i subfamilies, funcions
moleculars, processos biologics i vies metaboliques. En aquest estudi es va utilitzar la
classificaci6 PANTHER per tal d’interpretar rapidament les dades d'expressié genica

dels estats patologics i normal.

La classificacio del total de gens induits i reprimits segons la seva funcié molecular o

segons el procés biologic en el qual intervenen es mostra en les figures 42-45.

Analisi de I'expressio de gens amb senyals no cand nics de splicing

Se sap que els introns del tipus U12 -que contenen senyals de splicing no candniques
(AU-AC)- son processats més lentament que els introns del tipus U2 -que contenen
senyals de splicing canodniques (GU-AG) (Patel et al., 2002). Una de les hipotesis
sobre el possible mecanisme patogeénic de les mutacions en el gen PRPF8 en pacients
RPAD és la de la dificultat de processament dels introns tipus U12. Degut a que s’ha
demostrat que el factor hPrp8 forma part tant de I'espliceosoma U2 (que processals
introns del tipus U2) com de I'espliceosoma U12 (que processals introns del tipus
U12), es va voler analitzar, mitjancant microarrays de DNA, la variacié de I'expressi6

de gens amb splicing no canonic en pacients amb mutacio al gen PRPF8. Per a aixo,
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es va realitzar una cerca bibliografica en la qual es va trobar un llistat amb els 404
gens humans que contenen introns del tipus U12 (Levine & Durbin, 2001). Aquest
listat es va comparar, mitjancant un programa informatic, amb els gens que
presentaven variacié en I'expressié en pacients amb mutacié a PRPF8. No es van

detectar variacions en I'expressié génica dels gens amb splicing no canonic.

Analisi de la variacio d’expressio de gens relacion ats amb RP

Quan es van comparar les variacions d’expressio detectades en les linies
limfoblastoides amb mutacions al gen PRPF8 i controls, en gens les mutacions dels
quals estan associats amb RP, es va detectar una disminucié significativa en el gen
RPGR en tres de les quatre linies limfoblastoides mutades. Curiosament, aquest gen
presenta una complexitat en el processament del RNA, donant lloc a formes

alternatives especifiques de teixit.

En l'analisi de variacié d’expressié genica realitzat, no es va detectar variacié en els
més de 100 gens associats a retinopaties.

Classificacio dels gens amb variacio de I'expressi6 geénica segons la seva funcié

molecular i segons el procés biologic en el qual pa  rticipen

Els gens en els quals es va detectar variacié en I'expressidé génica es van classificar
amb el sistema PANTHER. Els resultats obtinguts es van representar en forma de

grafiques i es mostren a continuacio en les figures 42-45.
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5. DISCUSSIO

La retinosi pigmentaria (RP) és una malaltia degenerativa de la retina que esta
provocada per mutacions en el genoma dels pacients. Una de les formes d’heréncia
d’aquesta malaltia és I'autosomica dominant (RPAD). La majoria de gens associats
amb la RPAD s’expressen especificament en la retina. S’han identificat mutacions en

els gens RHO, RDS, NRL, CRX, RP1 i FSCN2 (http://www.retina-international.org/sci-

news/mutation.htm). Les mutacions en el gen de la rodopsina (http://www.retina-

international.org/sci-news/rhomut.htm) justifiquen d’'un 20-25% de les RPAD, havent-

se identificat més de 100 mutacions de diferents tipus al llarg de tot el gen. Aquestes
inclouen mutacions puntuals, insercions, delecions i mutacions en senyals de splicing.
S’observen diferents fenotips de RP depenent del tipus de mutacié en el gen RHO, el
gue indica la gran heterogeneitat clinica de la malaltia. En general, les mutacions
localitzades en la regié transmembrana i C-terminal provoquen un fenotip més sever
gue les que afecten els llacos intradiscals i intracitoplasmatics. A part de les mutacions
descrites en gens associats a RPAD expressats especificament en retina, en els
darrers anys s’han identificat mutacions en gens amb expressié ubiqua, no especifics
de retina, que provoquen retinosi pigmentaria autosomica dominant (RPAD). Tres
d'aquests gens codifiquen factors de processament del pre-mRNA (o factors de

splicing) que s’anomenen PRPF3, PRPF8 i PRPF31.

Aproximadament el 10% de mutacions responsables de malalties hereditaries
humanes sén consequeéncia directa d'un splicing defectués del mRNA (Stenson et al.,
2003). Especificament, un fenomen de splicing defectuds pot aparéixer, en primer lloc,
degut a que un gen associat a una malaltia és portador d’'una mutacio en sequliéncies
que soOn importants per al correcte reconeixement exo/intr6 (o per al processament del
pre-mRNA) per l'espliceosoma, el que anomenariem mutacié en cis. A més, un
splicing defectu6s pot aparéixer també perqué una mutacié afecti a un dels molts

components de I'espliceosoma, el que anomenariem mutacio en trans.
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En el primer cas es troben incomptables exemples, ja que, virtualment, tots els gens
causants de patologia amb més d’'un ex6 son possibles candidats a portar mutacions
que afecten el splicing del seu pre-mRNA. Més especificament, la majoria d'aquestes
mutacions de splicing porta a la produccié de molécules de mRNA mutants que sén
degradades per NMD (nonsense-mediated decay). El NMD és un procés nuclear de
vigilancia del mRNA que és responsable de la destruccio de transcrits processats que
tenen codons de terminacié prematurs o codons d’iniciacié defectuosos (Hentze et al.,
1999; Welch et al.,, 1999). S’ha hipotetitzat que el NMD és un mecanisme que
protegeix a la cél-lula de la traduccié de molécules de mRNA que poden potencialment

donar lloc a proteines truncades amb efecte dominant negatiu.

En el segon cas trobem menys exemples d’aquests tipus de mutacions, ja que
aquestes afecten molecules requerides per al splicing precis de la gran majoria dels
transcrits, i per tant, essencials per a la supervivéncia de la cél-lula. Aquestes estan
limitades, per tant, a exemples en els quals la mutaci6 que afecta una proteina
implicada en el procés de splicing altera perd no aboleix completament la maduracié

del pre-mRNA.

En aquest treball s’han estudiat els mecanismes de mutacions en trans en factors de
processament del pre-mRNA i la seva relaci6 amb RPAD, i I'efecte de mutacions en

cis localitzades en el gen RHO, associat a RPAD.

Es va realitzar un cribatge de mutacions en trans en gens de splicing associats a
RPAD en 200 pacients afectats de RPAD que préviament havien estat exclosos de
tenir mutacions en els gens especifics de retina RHO, RDS/periferina, RP1, NRL, CRX

I FSCN2.

El metode utilitzat per a la deteccié de les mutacions en els gens analitzats va ser la
DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis). L’electroforesi en gradient

desnaturalitzant (http://humgen.wustl.edu/hdk lab manual/dgge/dggel.html) és una

técnica que ens permet una rapida visualitzacié dels canvis en la sequéncia de DNA
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d’'un fragment petit de PCR (200-700 pb), fins i tot quan el canvi ha estat només d’'un
sol nucleotid. La DGGE es basa en la migracié de molécules de DNA a través d'un gel
de poliacrilamida que conté un gradient continu creixent desnaturalitzant en sentit
paral-lel a la migracié de la mostra. Amb I'objecte de permetre la reproducibilitat de la
técnica, la carrera de I'electroforesi se sol realitzar a una temperatura constant de
60°C, tot i que de vegades també es realitza a temperatures més baixes, depenent del
contingut en A-T del fragment a analitzar. Aquesta técnica és extremadament eficag
quan s'utilitza per a l'analisi de variants nucleotidiques en heterozigosi en mostres
amplificades amb la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR). En els darrers cicles
de desnaturalitzacié i re-anellament d'un programa de PCR sobre una mostra
heterozigota mutada es produeix la formacié de molecules de DNA homoduplex i
heteroduplex. Els aparellaments incorrectes que hi tenen lloc en els heteroduplex fan
reduir considerablement la temperatura de fusié del fragment. Aquesta diferéncia en la
temperatura de fusié respecte de la dels homoduplex (normals i mutats) permet la

separacio electroforética diferencial, que es pot visualitzar facilment en el gel obtingut.

Es van analitzar els exons 8, 11 i 42 dels gens PRPF31, PRPF3 i PRPFS,
respectivament. La zona que hem estudiat de cada gen és considerada un “hot spot”
on estan localitzades la majoria de les mutacions associades a RPAD que s’han
identificat. EI gen PRPF8 codifica una de les proteines més grans i més altament
conservades en els organismes eucariotes (Grainger & Beggs, 2005). En altres grups
de recerca s’ha realitzat cribatge de mutacions en tot el gen, perd només s’han descrit
variacions de sequencia en el darrer ex6 del gen, totes associades a RPAD. Es pot
especular que variacions en altres zones del gen podrien ser letals, fins i tot en
heterozigosi. De fet, tot i que la funcié precisa de tots tres factors de splicing (hPrp31,
hPrp8 i hPrp3) és poc coneguda, mutacions que provoquen peéerdua de funcié en els

gens ortolegs de llevat PRPF31, PRPC8 i HPRP3 son letals.
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Mitjancant I'andlisi per DGGE dels fragments PRPF31-8 (ex6 8 del gen PRPF31),
PRPF3-11 (ex6 11 del gen PRPF3) i PRPF8-42 (ex6 42 del gen PRPF8) es van
identificar nou mutacions. Una d’elles es va trobar en una familia espanyola i en un
pacient nord-america d’etnia oriental. La resta de mutacions es van trobar en pacients
espanyols (d'un total de 150 pacients index), el que significa que aproximadament el
6% de families afectades de RPAD sén portadores d’alguna mutacié en agquests gens

de splicing que codifiquen proteines components del complex espliceosomal.

L'espliceosoma és un gran complex de proteines i molécules de RNA que catalitza
I'eliminacié dels introns del pre-mRNA per tal de sintetitzar la molécula de mRNA
madura que finalment s’unira als ribosomes per tal de sintetitzar una proteina. S’han
identificat més de 40 proteines que processen el pre-mRNA en llevats i s’ha demostrat
que moltes d’elles son vitals per a I'ensamblatge de I'espliceosoma in vitro (Brown &
Beggs, 1992). No obstant, es calcula en més de 100 les que poden intervenir en el
procés. Aixi, cap esperar que un major nombre de mutacions en gens relacionats amb

el procés de splicing pot ser causant de RP.

La formaci6 de I'espliceosoma comporta I'ensamblatge de les quatre snRNPs U1, U2,
U4/U6 i U5, i molts altres factors de splicing d’'una manera dinamica. Per tal de formar
I'espliceosoma, les particules de splicing snRNP U1, U2, U4, U5 i U6 s'associen amb
el pre-mRNA i entre elles, en una sequéncia ordenada. A l'inici del cicle, les sSnRNPs
U4 i U6 estan fortament associades mitjancant aparellaments de bases RNA:RNA,
formant una Unica particula U4/U6. Aquest complex, al seu torn, s’associa amb la
snRNP U5 per formar la particula tri-snRNP U4/U6-U5 (anomenat complex B). Aquest
tri-snRNP s’uneix llavors al complex format anteriorment pel pre-mRNA i les particules
Ul i U2 (anomenat complex A), per tal que tingui lloc un reordenament d’aparellament
de bases RNA:RNA i el posterior processament de la molécula de pre-mRNA. Després

del processament, el tri-snRNP U4/U6-U5 es dissocia a nivell de snRNP, donant lloc a
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U4, U5 i U6, que llavors tornaran a ensamblar-se per tornar a prendre part en un nou

cicle de splicing.

Els productes dels gens PRPF3, PRPF8 i PRPF31, les mutacions dels quals estan
associades a RPAD, son components del complex tri-snRNP U4/U6-U5, per tant tenen

una funcid crucial dins del processament del RNA.

El gen PRPF31 huma codifica una proteina de 499 aminoacids i un pes molecular de
61 kDa que esta associada a la snRNP U4/U6. La proteina hPrp31 promou
I'associacio entre la snRNP U4/U6 i la snRNP U5 per interaccions directes amb una
proteina de 105 kDa especifica d’'U5. Experiments in vitro (Makarova et al., 2002) van
demostrar que I'nPrp31 és essencial per a la generacid de I'espliceosoma actiu. Tot i
gue diverses mutacions a les proteines de les snRNPs inhibeixen la transicio del pre-
espliceosoma a l'espliceosoma, hPrp31 és Unica en quant que és mediadora directa
de la formacié del tri-snRNP U4/U6-U5 més que d’interaccions directes entre el tri-
snRNP i el pre-espliceosoma. Es operacionalment definida com a especifica d’U4/U6,
ja que es manté unida a aquesta particula a concentracions de sal a les quals es
dissocial tri-snRNP. Les mutacions trobades al gen PRPF31 a la poblacié espanyola
s6n delecions-insercions nucleotidiques que en tots el casos donen lloc a proteines
truncades. Si aguestes variants proteiques son traduides de forma estable o no a la
retina, encara no esta establert, pero el que sembla estar clar és que cap d'aquests
mutants promouria la formacié d'una tri-snRNP funcional. Conseqiientment, amb
mutacions en heterozigosi, el resultat a nivell de proteina podria ser la disminuci6 al
50% de la tri-snRNP funcional, que donaria lloc a una disminucié en la velocitat del
procés de splicing a la cél-lula. En les families RPAD M637 i RPAD M618 presentades
en aquest estudi es van identificar dos pacients portadors de la mutacio i
asimptomatics, suggerint una penetrancia incompleta en aquestes families. Una
d’aquestes mutacions, 769-770insA, ja havia estat detectada en un pacient esporadic

de RP (Vithana et al., 2001). També s’ha observat penetrancia incompleta en dues
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families RPAD descrites anteriorment (Vithana et al., 2001), portadores de delecions al
gen PRPF31. Per tal d’explicar la penetrancia incompleta en les families lligades a
aquest locus (RP11), s’ha suggerit que unalevada expressi6 de I'al-lel salvatge podria
ser capa¢ de compensar l'al -lel mutant presumiblement no funcional (McGee et al.,
1997; Vithana et al., 2001). Aixi doncs, les mutacions al gen PRPF31 sembla ser que
induirien un mecanisme patogenic per haploinsuficiencia en comptes d'un efecte
dominant negatiu. Un altre possible mecanisme (Yuan et al., 2005) és I'existéncia de
gens modificadors que podrien eliminar o antagonitzar funcionalment proteines hPrp31

mutants, afectant aixi la penetrancia o expressivitat de les mutacions a PRPF31.

El gen PRPF8 codifica una proteina de 2335 aminoacids component del core catalitic
de l'espliceosoma (Brown et al., 1992) i juga un paper important en l'alineacio dels
exons 5 i 3' del pre-mRNA per a la seva lligacid, ja que fa contacte directe amb
ambdds llocs de splicing 3" i1 5’ i també amb els snRNAs U6 i U5 (Wyatt et al., 1992;
Teigelkamp et al., 1995; Vidal et al., 1999). En el nostre grup de treball hem detectat 5
mutacions al gen PRPF8 en families RPAD espanyoles. Tres d’elles sbn mutacions
nonsense -és a dir, que provoquen un codo de terminacié prematur (PTC)- degudes a
petites delecions o insercions en la zona codificant de I'ex6 42 del gen. En totes tres
families portadores d’'aquest tipus de mutacié es va observar la perfecta co-segregacio
entre la mutacio i la malaltia. Totes tres mutacions prediuen una variant proteica no
funcional. Si aquestes variants sOn sintetitzades i es mantenen de forma estable a la
retina o no, encara esta pendent de determinar. Es van detectar, a més a més, dues
mutacions que comporten un canvi d'un nucleotid per un altre. Una d’elles prediu un
cod6 de terminacio i l'altra provoca una canvi d’'una Arg per una Gly a nivell de
proteina. Aquesta darrera mutacié (Arg2310Gly) ja va ser identificada també en una

familia holandesa (McKie et al., 2001).

La proteina codificada per PRPF3, hPRP3, també és un component de la snRNP

U4/U6 (Wang et al., 1997). Al gen PRPF3 vam detectar la mutacié missense —és a dir,
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amb un canvi de sentit — Thr494Met, que ja havia estat descrita anteriorment en un
altre grup (Chakarova et al., 2002) i que posteriorment també s’ha identificat en una
familia japonesa (Wada et al., 2004). Cal remarcar que totes les mutacions descrites
en aquest gen per altres grups de recerca estan localitzades en codons adjacents
altament conservats (el 493 i 494) situats a I'exd 11 (Xu et al., 1996; Chakarova et al.,
2002; Wada et al., 2004). S’ha suggerit que aquesta regié terminal de I'hPrp3 és
necessaria per a la interacci6 amb PAP-1, una altra proteina associada a splicing
(Maita et al., 2005), que també s’ha trobat que forma part del complex tri-snRNP
U4/U6-U5. Aix0 llavors suggereix que els factors de splicing implicats en RPAD
contribuiexen sols o0 mutuament a un processament de RNA adequat a la retina i que
la pérdua de les seves funcions degut a mutacions porta al desencadenament de la

RPAD.

L'expressié clinica de la RP exhibeix un alt grau d’heterogeneitat. Com ja s’ha
comentat anteriorment, aquesta heterogeneitat es mostra en Il'aparici6 de molts
fenotips associats a mutacions en diferents gens. Tot i aixi, moltes vegades es pot fer
una classificacio intentant correlacionar la clinica presentada amb un determinat tipus
de mutacié. Els pacients afectats portadors de mutacié al PRPF8 o al PRPF31
presenten una aparicié primerenca de la malaltia, canvis pigmentaris difosos i camps
visuals amb depressié concentrica. L'electroretinograma és abolit a la majoria de
pacients a partir de la primera década de vida. Les mutacions al gen PRPF8
provoquen una forma severa de RP, amb una penetrancia completa en tots el pacients
portadors de mutacié. Pel que fa a les mutacions al gen PRPF31, es presenten casos
d’individus asimptomatics portadors de mutacié, el que suposa una penetrancia
incompleta, fet que ja s’havia presentat en altres families portadores de mutacions al
PRPF31 (Vithana et al., 2003). Aquesta penetrancia incompleta de mutacions
causants de RPAD 'hem observat en altres gens com RP1 (Gamundi et al., 2006). Pel

que fa referéncia a la familia espanyola portadora de la mutacié al gen PRPF3, només
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es disposa d'informacié clinica del pacient index. Aquest pacient mostrava una
aparicié de la malatia més tardana i un fenotip de RP més lleu que en els pacients amb
mutacions als gens PRPF8 i PRPF31. Tot i aixi, en altres grups de recerca (Chakarova
et al., 2002; Wada et al., 2004) s’ha trobat que en pacients amb mutaci6 al gen PRPF3
I'inici de la malatia és preco¢ amb una progressio rapida després dels 40 anys i sense
evidéncies de no-penetrancia. Per tant, no es poden extreure moltes conclusions pel

gue fa a les mutacions al gen PRPF3 degut a la poca informacio de la qual disposem.

Les mutacions trobades al gen PRPF8 es troben al darrer ex6. Aixd fa més probable
gue els mRNA mutats transcrits siguin més estables i les proteines codificades també

(Kondo et al., 2003)

El fet que es puguin sintetitzar proteines gairebé idéntiques a la proteina salvatge (i
que alteren la funcié del producte génic normal), fa suposar un efecte dominant
negatiu (actuant la proteina mutada com a producte deleteri) front a proteines més
diferents de la salvatge, que poden ser inestables i ser eliminades, ocasionant un
mecanisme d’haploinsuficiéncia, una situacié en la qual la proteina produida per una

sola copia d’un gen normal no és suficient per a garantitzar una funcié normal.

Una questié que encara queda per esbrinar és per qué mutacions en gens que
codifiquen factors de splicing que s’expressen de forma ubiqua només presenten
patologia a la retina. S’ha proposat que aquests gens podrien estar implicats en
passos limitants de la velocitat del procés de splicing en un teixit amb un alt
metabolisme com és la retina. Alternativament, mutacions en els gens que codifiquen
factors de splicing del mRNA causants de RP podrien interferir en interaccions
especifiques proteina-proteina que nomes tinguessin lloc a les cel-lules retinianes o bé
podrien jugar un paper important en una segona classe d'espliceosomes, 'U12, que
elimina introns flanquejats pels senyals de splicing AU-AC en comptes dels senyals
canonics AG-GU. Aixi, s’ha vist que mutacions en una familia de gens que mantenen

introns dependents d’U12 provoquen malalties neuromusculars i neurologiques (Wu et
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al. 1999). Per tal d’investigar aquesta hipotesi, es va procedir a I'obtencié de linies
cel-lulars limfoblastoides mutants, provinents de pacients portadors de mutacions al
gen PRPF8. En aquestes linies mutants es va investigar el comportament del
processament del RNA en preséencia de minigens salvatges i minigens amb alteracions
en senyals de splicing, i a més vam investigar diferéncies en I'expressié genica,
analitzant si es produien diferéncies significatives en gens amb senyals de splicing no

canonics del tipus U12, com es detalla més endavant.

En el nostre grup de treball es van identificar anteriorment, en dues families afectades
de RPAD, mutacions en senyals de splicing en el gen de la rodopsina (RHO). La
rodopsina, proteina de 348 aminoacids codificada pel gen RHO, és un pigment visual
primari de les cél-lules fotoreceptores bastons. Es un receptor acoblat a proteina G
activat per la llum, que inicia la cascada de la fototransduccié convertint senyals de
llum en senyals electrofisioldogics a les neurones retinianes. Aquest procés de
transduccié de senyal foto-activat és essencial per a la visié. La caracteristica inicial de
la clinica de la RP és la pérdua de visié nocturna deguda a un mal funcionament dels
fotoreceptors bastons. Una expressio correcta del gen salvatge de la rodopsina és
essencial per al desenvolupament i funcié sostinguda de les cel-lules fotoreceptores.
Les mutacions en el gen RHO son causa d'un 25% del total de casos de RPAD als
EEUU, i d'un 15% de casos RPAD a Espanya, i s’han identificat més de 100 mutacions

en el gen RHO (www.sph.uth.tmc.edu/RetNet). La majoria d'aquestes mutacions son

mutacions missense que afecten un sol aminoacid en la proteina rodopsina. El fenotip

d’aquestes mutacions és bastant heterogeni.

Les mutacions en senyals de splicing descrites en el gen de la rodopsina en el nostre
grup de treball (IVS2-2A- G i IVS4-1G - T) presenten un fenotip lleu amb penetrancia
completa de la mutacio. EI mecanisme d’actuacié de les mutacions no esta gaire clar.
Es va detectar, en un altre grup de recerca, una mutacio en el senyal donador de I'intré

4 al gen de la rodopsina (Rosenfeld et al., 1995) en dues families. Aquesta mutacio,

181



Discussi6

G4335T (IVS4+1G - T) es va observar en heterozigosi en 25 pacients, perd només un
d’ells presentava signes de RP. Davant d’aquest fet, calia esbrinar si realment les
mutacions de splicing en el gen de la rodopsina detectades en el nostre grup produien
algun efecte en el processament del mRNA, per tal de poder relacionar-ho amb un

defecte en la proteina resultant.

La mutacié G5167T (IVS4-1G - T) es va detectar en una familia RPAD vasca. El canvi
es troba en el senyal 3' acceptor de I'intr6 4 del gen de la rodopsina. Aquest provoca
una alteracio en els senyals de splicing, de forma que es transforma d’AG a AT) (Reig
et al., 1996). Després de realitzar I'estudi geneétic en la familia, es va comprovar que
tots els pacients afectats de RPAD presentaven la mutacié. Aquesta mutacioé no es va
trobar en 50 controls no relacionats. En aquesta familia, la mutacié produeix RPAD
amb un fenotip lleu i amb expressio variable. La malaltia sembla ser que segueix una
progressioé lenta, i té un inici bé a I'adolescéncia o a la segona o fins i tot a la tercera
década de vida. Com a primers simptomes es presenten la ceguesa nocturna i una
dificultat en l'adaptacié a la foscor. En el cas index, I'exploracié oftalmologica
presentava alteracions funduscopiques, incloent diposits pigmentaris amb simetria
entre els camps visuals més alts i més baixos. A més, els electroretinogrames estaven
alterats amb una major participacié del mecanisme escotopic, i la resposta dels cons

estava alterada, indicant una degeneracio bastons-cons.

La sequéncia AG esta evolutivament conservada en el lloc 3' acceptor de tots els
introns del gen RHO. La mutacié IVS4-1G - T aboleix el lloc de splicing 3’ acceptor de
I'intr6 4 situat a la posici6 5167 de la sequéencia del gen RHO (NCBI, n° d’accés
U49742), amb la qual cosa poden generar-se patrons de splicing 3’ alternatius. La
prediccié teorica d’exons amb el programa informatic Genscan ens proposava la
generacié d'un senyal de splicing alternatiu a la posicié6 5153, el que provocaria la
sintesi d’'una proteina mutant amb 5 aminoacids més que la proteina salvatge. Degut a

gue el gen RHO només s’expressa en la retina, per tal de comprovar I'efecte de
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mutacions en senyals de splicing sobre el processament del seu mRNA, hauria estat
necessari analitzar el mRNA de retina dels pacients portadors de la mutaci6, pero aixo
actualment no es pot realitzar en un pacient viu. Per tant, I'alternativa va ser estudiar la
mutacio in vitro, per la qual cosa es va sintetitzar un plasmid amb un minigen portador

de la mutacio IVS4-1G - T, que es va transfectar en la linia cel-lular COS-7.

La hipotesi que es va formular va ser, llavors, que la pérdua del senyal de splicing a
I'intr6 4 del gen de la rodopsina podria portar a un efecte patoldgic que semblava estar
relacionat amb un possible extrem C-terminal anomal de la proteina. Per tal de
comprovar-ho, es van construir els plasmids portadors dels minigens salvatges i
mutants i es van transfectar transitoriament en la linia COS-7. Després de I'analisi, per
RT-PCR, dels mRNA extrets de les ceél-lules i comparant els resultats obtinguts en la
transfecci6 del minigen mutant amb la transfeccié del minigen salvatge, es va
comprovar que la mutacié provocava una alteracio en el patré de splicing del mRNA
del gen RHO, confirmant la hipotesi que haviem formulat. La mutacié provoca I'abolicié
del senyal de splicing AG normal situat a les posicions 5166-5167, creant un nou
senyal de splicing AG a les posicions 5205-5206, de tal manera que es produia la
creacié d'un exo 5 alternatiu compreés entre les posicions 5207 i 5278 en comptes de
I'ex6 5 salvatge localitzat entre les posicions 5168 i 5278. Aix0, a nivell de proteina, si
aguesta se sintetitzés in vivo, provocaria una delecié de 13 aminoacids, concretament,
des de la Phe-313 fins a la Lys-325, que estan situats cap al I'extrem C-terminal de la
proteina rodopsina (que consta de 348 aa). Per tant, una possible explicacio de la
patologia podria ser la sintesi d’'una proteina rodopsina no funcional, per manca de

part de I'extrem C-terminal.

L’altra mutaci6 de splicing identificada va ser en el senyal 3’ acceptor de l'intr6 2 del
gen de la rodopsina en una familia RPAD. Aquesta mutacio (A3811G, IVS2-2A-G),
canvial senyal de splicing d’AG a GG (Martinez-Gimeno et al., 2000). Es va realitzar

I'estudi genétic familiar i es va comprovar que la mutacid era present a tots els
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pacients afectats de RPAD, demostrant la perfecta co-segregacio de la mutacié amb la
malaltia. Aquesta mutacio no es va trobar en controls sans. Per tal de poder estudiar el
possible efecte d’aquesta mutacié de splicing sobre el processament del RNA del gen
de la rodopsina, es va utilitzar també el programa de prediccié teorica d’exons
Genscan. El programa va predir que, en preséncia de la mutacié A3811G en el gen
RHO, es creava un ex6 3 alternatiu entre les posicions 3774-3978 en comptes de les
posicions 3813-3978 presents en I'exd 3 del gen RHO salvatge. Es va realitzar llavors
la construccié del plasmid amb el minigen mutant portador de la mutacid, per tal de
comprovar si aquest efecte també tenia lloc in vitro. Es va transfectar el minigen
salvatge i el minigen mutat en la linia cel-lular COS-7 i es va comprovar que la mutacio
provocava una alteracié en el patr6 de splicing del mRNA del gen RHO. Tot i aixi, el

canvi no eral mateix que el que havia predit el programa informatic.

La mutacié provoca l'abolicié del senyal de splicing AG normal situat a les posicions
3811-3812, creant dos nous senyals de splicing AG, un d’ells a les posicions 3711-
3712 i l'altre a les posicions 3956-3957, donant lloc, el primer, a un exd 3 alternatiu
entre les posicions 3713-3978 i el segon a un ex0 3 alternatiu entre les posicions 3958-
3978, en comptes de I'ex6 3 normal 3813-3978. Aix0 significava la creacié de dos
exons alternatius que provocarien la sintesi, si aquesta tingués lloc, en tots dos casos,

d’'una proteina rodopsina aberrant.

Per tant, en totes dues families, és possible que les mutacions en senyals de splicing
al gen de la rodopsina estiguin provocant una alteracié en el processament del mRNA.
Tot i que els experiments no s’han realitzat en cultiu de cél-lules de retina, que és el
teixit en el qual es podrien observar els efectes (degut a I'expressié especifica de la
rodopsina a la retina), el fet de que observem diferéncies entre I'expressié dels
minigens salvatges i els minigens mutats ens fa pensar que el mecanisme patologic
d’aquestes mutacions pot estar relacionat amb un processament aberrant de les

molécules de mRNA del gen de la rodopsina. Si aquest mMRNA defectuds fos estable i
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sintetitzés la proteina, per a totes dues mutacions la rodopsina sintetitzada seria
aberrant i no podria exercir la seva funcié a la cascada de la fototransduccid. Les
mutacions de splicing en cis descrites en les families espanyoles contrasten amb la
mutacio trobada per altres grups en el senyal de splicing de l'intr6 4 a la posicié
G4335T (IVS4+1G-T). Tal i com hem referit anteriorment, aquesta mutacié no
provoca afectacié en heterozigosi, tot i que si ho fa en un cas en homozigosi descrit
(Rosenfeld et al. 1995). A falta dels resultats d’expressié d’aquest tipus de mutant, es
pot especular que potser el transcrit originat per aquesta mutacio (segons la prediccio
tedrica amb el programa Genscan) codifica una proteina de major mida i amb major
contingut de residus aberrants que les proteines mutants descrites en la poblacio
espanyola que provoquen RPAD. Aquest fet pot ocasionar un transcrit o proteina
altament inestable, i que, per tant, no arribi a provocar cap efecte deleteri als
fotoreceptors bastons. Situacions semblants s’han descrit amb mutacions que
produeixen codons de terminacio en la regié C-terminal de la rodopsina, RP1 i FSCN2

(Gamundi et al., 2005, 2006)

La sintesi d’'una proteina aberrant que afectés la funcié de la proteina salvatge faria
presupossar un mecanisme patologic per efecte dominant negatiu de les mutacions.
Hipotéticament, si la proteina no se sintetitzés, o si fos sintetitzada pero inestable, una
sola copia de l'al-lel salvatge possiblement seria capa¢ de complir la funcié de la
rodopsina, sense produir RP. Aixd es déna en ratolins amb una sola copia funcional de
rodopsina (Humphries et al., 1997), en els quals s'observa una retencio de la majoria
de fotoreceptors tot i que els segments interns i externs de les cél-lules fotoreceptores
mostren certa desorganitzacié estructural, fent-se els segments externs més curts a

mesura que augmenta I'edat del ratoli.

Utilitzant les mateixes construccions de minigens de RHO amb mutacions en senyals
de splicing, i tenint en compte que haviem identificat mutacions en trans en factors de

splicing associades a RPAD, es va voler caracteritzar funcionalment el paper d’'un dels
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factors de splicing, 'hPrp8, en el processament del mMRNA. En un altre estudi (Yuan et
al., 2005) ja es va demostrar que el gen de la rodopsina era substrat per a la proteina
codificada pel gen PRPF31. En aquell estudi es van construir minigens de RHO i de
ROML1 i es van co-transfectar en cél-lules HEK junt amb plasmids normals i mutants de
PRPF31. Es va realitzar una extracci6 de RNA total de les cél-lules i després de
realitzar la RT-PCR especifica per al minigen cotransfectat es va comprovar que, en
presencia d’hPrp31 mutat, s’inhibial splicing del minigen de rodopsina, mentre que el
splicing de ROML1 restava inalterat. Basant-nos en aix0, vam voler estudiar I'efecte que
podria provocar la mutacié 6974-6994del 21 pb (V2325fsX2329) al gen PRPF8 sobre
el splicing dels minigens de RHO. Per a aix0, es van utilitzar linies limfoblastoides
transformades amb EBV provinents de pacients afectats de RPAD i portadors
d’aquesta mutacié en el gen PRPF8 i una linia provinent d’'un individu normal sense
mutacié. Es van transfectar tant els minigens normals com els mutants (per tal de
comprovar si entre aquests dos es podien veure diferéncies) en una linia normal i en
una mutada, i es va extreure el RNA total de les cel-lules. El resultat de la RT-PCR no
va mostrar cap diferencia entre la transfeccié en la linia normal i la mutada, pero si es
van veure diferéncies entre el splicing dels minigens normals i mutants, tal i com
haviem vist en la linia cel-lular COS-7. Aix0 ens va mostrar que, a primera vista, la
mutacio 6974-6994del 21 pb no afectava al splicing dels minigens de RHO construits.

Quan es va realitzar I'estudi genetic familiar de la mutacié 6974-6994del 21pb en el
gen PRPF8, es va comprovar que hi havia una penetrancia del 100% de la mutacio.
Degut a que en el gen PRPF31 s’havia observat penetrancia incompleta de certes
mutacions, un altre grup de recerca (Vithana et al., 2003) va voler estudiar la diferent
expressié de I'al-lel mutat en pacients afectats i en individus asimptomatics portadors
de mutacié a PRPF31. En aquest cas es va veure que la penetrancia parcial podria ser
deguda a la co-hereéncia d’'un defecte al PRPF31 junt amb un al-lel salvatge que
s'expressava menys en els pacients afectats, de tal manera que els individus

asimptomatics heretaven un al-lel salvatge diferent a I'heretat pels seus familiars
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afectats. En el nostre cas, per tal de comprovar que la penetrancia completa de la
mutacio 6974-6994del 21pb era deguda a I'expressio del 50% de I'al-lel normal i del
50% de l'al-lel mutat en els pacients afectats portadors de la mutacid, es va realitzar
una quantificacio en temps real de I'expressido dels mRNA del PRPF8 salvatge i
mutant. Es va comprovar que I'expressio de I'al-lel salvatge en els pacients afectats
era del 50%, el que volia dir, per tant, que I'expressio de I'al-lel mutant era d’un 50%.
Aixi doncs, I'expressié de I'al-lel mutat és identica a I'expressio de I'al-lel salvatge en

pacients portadors de la mutacié 6974-6994del 21pb.

D’altra banda, es va voler comprovar si mutacions al gen PRPF8 provocaven canvis en
I'expressid d'altres gens. De totes les families portadores de mutacions al gen PRPF8
es van seleccionar les families RPAD SJD1 i M618, portadores de les mutacions 6974-
6994del21 pb i 6893-6896 del ins 7pb, respectivament. Anteriorment, ja s’havien
immortalitzat les cél-lules limfoblastoides dels pacients seleccionats, creant les linies
CARO0001, CAR0002, CAR0003, CAR0004 i CARO0O005. Les tres primeres pertanyen a
la familia SJD1, éssent CAR0003 un control sa sense mutacioé i CAR0O001 i CAR0002
dos pacients afectats portadors de la mutaci6. CAR0004 i CARO005 pertanyen a la
familia M618 i s6n dos pacients afectats. Es va extreure el RNA total de les cinc linies
cel-lulars, i se’ls va realitzar una analisi de I'expressié génica de les mostres amb un
microarray de DNA, el “Human Genome Survey Microarray V2.0" d'Applied
Biosystems”. L'analisi mitjancant microarrays d’'una mostra determinada de RNA ens
permet obtenir el perfil d’expressié en aguesta mostra. El métode dels microarrays de
DNA ens permet mesurar indirectament I'expressié de determinats gens, donant-nos
un esborrany de la mesura de la concentracié cel-lular de diferents mRNA. Es van
comparar els resultats de les linies mutades enfront la linia control. Els resultats
obtinguts en brut es van normalitzar i es va definir I'expressié geénica diferencial
aplicant un valor arbitrari de tall de 2 (2-fold o un canvi d’expressioé superior). Es van

separar els gens expressats diferencialment en les linies mutades segons si estaven
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induits o reprimits respecte de la linia control i al seu torn, aquests es van classificar
segons la via metabolica o segons el procés bioldgic en el qual participal producte del
gen. Es va obtenir, doncs, una primera visié de la variacio de I'expressié génica en les
linies mutades. Es va analitzar la variacié de gens associats a RP i com a resultat
rellevant es va observar que el gen RPGR, un dels gens associats a la malaltia RP,
estava reprimit en tres de les quatre linies mutades analitzades. El gen RPGR
(Retinitis Pigmentosa GTPase Regulator) esta associat a diverses retinopaties
hereditaries: distrofia de cons o bastons lligada al X, ceguesa nocturna congeénita
estacionaria autosomica recessiva, amaurosi congeéenita de Leber autosomica
recessiva, degeneraci6 macular lligada al X i retinosi pigmentaria lligada al X.
L’espectre de mutacions detectades en pacients RP comprén mutacions missense,
nonsense, perdo també delecions que eliminen un o diversos exons. S’ha demostrat
una complexitat considerable en I'expressié del gen RPGR. L'estudi inicial del RPGR
va identificar un transcrit consistent en 19 exons, expressat en una gran varietat de
teixits, per la qual cosa se’l va anomenar transcrit constitutiu (Hong & Li, 2002). S’ha
descrit un elevat grau de splicing alternatiu en el transcrit constitutiu. A més, també es
va descobrir una nova variant humana de RPGR, que finalitza a l'intr6 15 del gen
RPGR. Aquest exd alternatiu terminal, anomenat ORF15, consisteix en lI'exd 15
constitutiu i part de l'intr6 15. En aquest nou ex0 s’ha trobat una sequéncia repetitiva
rica en purines, que codifica residus d’aminoacid alternants de glicina i glutamina.
S’han identificat un gran nombre de mutacions causants de patologia en I'ex6 ORF15
en pacients amb RP lligada al X. No s’han observat mutacions patologiques als exons
16-19 (unics al transcrit constitutiu), suggerint que el transcrit ORF15 podria ser la
isoforma de RPGR funcionalment significativa. La majoria de mutacions es troben en
la regio repetitiva rica en purines i donen lloc a un canvi en la pauta de lectura. El
processament heterogeni dels transcrits de RPGR sembla ser un fenomen general en
les retines de mamifer. La maquinaria de splicing dels fotoreceptors, per tant, podria

diferir de la d’altres teixits. Aix0 ja es demostra amb les mutacions trobades als factors
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de splicing del pre-mRNA. Degut a que aquests factors son utilitzats en totes les
cel-lules (per la seva expressid ubiqua), la patologia selectiva observada als
fotoreceptors podria estar produida per les diferéncies intrinseques entre els
fotoreceptors i altres cél-lules en termes d’abundancia i activitats entre diferents factors
de splicing. Llavors es podria determinar si RPGR podria ser una de les dianes
afectades per mutacions en factors de splicing i si aixd podria formar part del procés

patogenic. Actualment, aquest punt s’esta investigant al laboratori.
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6. CONCLUSIONS

S’han detectat, per primera vegada en la poblacié espanyola, mutacions en
gens de codifiquen factors de processament del pre-mRNA (PRPF3, PRPF8 i

PRPF31) que provoquen retinosi pigmentaria autosomica dominant.

El percentatge de pacients RPAD portadors de mutacions en els gens PRPF3,

PRPF8 i PRPF31 a la poblacié espanyola és d’'un 6%.

L’expressio clinica de la RP en els pacients portadors de mutacié als gens
PRPF és variable. Els portadors de mutacions al gen PRPF3 i al gen PRPF8
presenten, en general, una clinica més severa que els portadors de mutacions
al gen PRPF31. S’ha observat que mutacions al gen PRPF31 presenten, en

algunes families, una penetrancia incompleta.

Les mutacions en senyals de splicing en cis en el gen RHO detectades en la
poblacié espanyola provoquen la inactivacié d'aguests senyals, creant altres
senyals alternatius que donen lloc a la sintesi de productes aberrants de
processament del mMRNA de RHO. Aquestes mutacions provoquen una RPAD
amb penetrancia completa menys severa que la que, en general, presenten els

pacients amb mutacions en zones codificants del gen RHO.

L'analisi del perfil d’expressid, mitjancant microarrays de DNA, en linies
limfoblastoides de pacients amb mutaci6 al gen PRPF8 va mostrar una
repressié del gen RPGR (gen associat a RP). No es va observar variacié en

cap altre gen associat a RP.

Mitjangcant I'andlisi de I'expressié génica diferencial en linies limfoblastoides,
no s’observen diferéncies en I'expressié de gens amb splicing no canonic entre

linies cel-lulars portadores de mutacio en el gen PRPF8 i linies salvatges.
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Blast 2 Sequences: http://genopole.toulouse.inra.fr/blast/wblast2.html

Cell and Molecular Biology Online: http://www.cellbio.com/protocols.html

DNMAD (Diagnosis and Normalization of Microarray Data):

http://dnmad.bioinfo.cnio.es/

Ensembl Genome Browser: http://www.ensembl.org/index.html

ESE Finder: http://exon.cshl.org/ESE,

ESEfinder Release 2.0: http://exon.cshl.org/ESE

European Collection of Cell Cultures: http://www.ecacc.org.uk/

ExPASY Proteomics Server: http://www.expasy.org/

Free Online Full-text Articles: http://highwire.stanford.edu/lists/freeart.dtl

Galeria d’'imatges, University of Miami:

http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/150/gene

GeneCards: http://www.genecards.org/index.shtml

Geneid 1.2 Web Server 2005: http://wwwl.imim.es/geneid.html

Genetics Home Reference: http://ghr.nlm.nih.gov/ghr/glossary

GENSCAN Web Server: http://genes.mit.edu/GENSCAN.html

Glosario de Términos Genéticos: http://www.genome.gov/sglossary.cfm

Human Gene Mutation Database: http://www.hgmd.cf.ac.uk/

LabOnline:ttp://www.labonline.com.au/science/admin/glossary.asp?fn=display&

keyword=T

Manual DGGE: http://humgen.wustl.edu/hdk lab manual/dgge/dggel.html)

NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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NetGene2 Server: http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2

Online Mendelian Inheritance in Man:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcqi?db=0OMIM

PANTHER Classification System: http://www.pantherdb.org/

Protocol Online: http://www.protocol-online.org/

Retina International: http://www.retina-international.org/

Retinosis.org: http://retinosis.org/vision_27/index.htm

RetNet: http://www.sph.uth.tmc.edu/RetNet/

Splice Site Prediction by Neural Network:

http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html

The GDB Human Genome Database: http://www.gdb.org/

The SNP Consortium Ltd: http://snp.cshl.org/

W.U.S.M. Neuroscience Tutorial: http://thalamus.wustl.edu/course/eyeret.html

Web de la xarxa EsRetNet: http://esretnet.orq/#

Webvision: http://webvision.med.utah.edu/
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8. PUBLICACIONS

Durant el periode d’elaboracié d’aquesta Tesi Doctoral, part del treball realitzat ha
estat objecte de publicacions en revistes especialitzades en el camp de les
retinopaties. A continuaci6 es mostra un recull, per ordre cronologic, d’aquestes
publicacions, junt amb altres publicacions realitzades en col-laboracié amb altres grups

de recerca independents del grup d’investigacio de les retinopaties hereditaries.

Articles de revista

« Milld E, Maseras M, Martinez-Gimeno M, Gamundi MJ, Assaf H, Esmerado C,
Carballo M; Grupo Multicéntrico Espafiol de Retinosis Pigmentaria. [Genetic
and molecular characterization of 148 patients with autosomal dominant retinitis
pigmentosa (ADRP)] Arch Soc Esp Oftalmol. 2002 Sep;77(9):481-4.

¢ Martinez-Gimeno M, Gamundi MJ, Hernan |, Maseras M, Milld E, Ayuso C,
Garcia-Sandoval B, Beneyto M, Vilela C, Baiget M, Antifiolo G, Carballo M.
Mutations in the pre-mRNA splicing-factor genes PRPF3, PRPF8, and PRPF31
in Spanish families with autosomal dominant retinitis pigmentosa. Invest
Ophthalmol Vis Sci. 2003 May; 44(5):2171-7.

e Hernan I, Roig I, Martin B, Gamundi MJ, Martinez-Gimeno M, Carballo M. De
novo germline mutation in the serine-threonine kinase STK11/LKB1 gene
associated with Peutz-Jeghers syndrome. Clin Genet. 2004 Jul; 66(1):58-62.

e Carballo M, Roig I, Aguilar F, Pol MA, Gamundi MJ, Hernan I, Martinez-Gimeno
M. Novel c-KIT germline mutation in a family with gastrointestinal stromal
tumors and cutaneous hyperpigmentation. Am J Med Genet A. 2005 Feb
1;132(4):361-4.

e Gamundi MJ, Hernan |, Maseras M, Baiget M, Ayuso C, Borrego S, Antinolo G,
Millan JM, Valverde D, Carballo M. Sequence variations in the retinal fascin
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