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Introduccio

1. INTRODUCCIO

1.1. Laretinai les cél-lules fotoreceptores.

En les malalties degeneratives de la retina, com és el cas de la Retinosi Pigmentaria,
de manera directa o indirecta, sol estar alterada I'estructura o funcié de les cél-lules
fotoreceptores de la retina o bé hi ha anomalies en el procés de fototransduccié que es
déna en aquestes cél-lules.

Aixi, per a I'estudi de les degeneracions retinianes, és de gran importancia conéixer
'estructura de I'ull, la funci®é de la retina i el procés de la cascada visual. El
coneixement global d’aquests conceptes ajuda a correlacionar la fisiologia de la

malaltia amb I'origen molecular d’aquesta.

L’ull és una esfera plena de fluid formada per diferents capes de teixit. La capa més
interna, formada per la retina, és I'Unica que conté neurones sensibles a la llum i amb
capacitat de transmetre senyals visuals a les dianes centrals. Abans d’arribar a la
retina, la llum passa a través de la cornia, les lents i dos espais fluids diferents (I'humor
aquos i I'humor vitri).

La retina esta formada per cinc tipus de neurones: fotoreceptors, cél-lules bipolars,
cél-lules ganglionars, cél-lules horitzontals i cél-lules amacrines. La informacié va dels
fotoreceptors fins al nervi Optic, principalment a través de la via fotoreceptor - cél-lula
bipolar - cél-lula ganglionar. Els axons de les cél-lules ganglionars formen el nervi optic
i porten la informacié procedent de l'estimulacié retiniana cap al sistema nervios
central on els impulsos eléctrics son transformats en imatges.

Els fotoreceptors sén les célllules neuronals que hi ha a la retina i son els

responsables de captar i convertir els senyals lluminosos en senyals nerviosos, que
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seran transmesos cap al cervell a través del nervi optic. En la retina humana existeixen
dos tipus de fotoreceptors: els bastons i els cons.

Tots els fotoreceptors tenen una mateixa estructura basica (veure Figura 1). El
segment extern del fotoreceptor conté discs plens d’opsina, la proteina que absorbeix

els fotons i esta unida a un pigment anomenat retinal; junts formen la rodopsina.

Uil

—
Esclerotica

Céllula Bastd

L Axonema ||| | Segmentextem
Cil'li sensorial ° -
del

fotoreceptor

Zona de
Transicid

- Segment Intern

Cos cellular |

Figura 1. Esquema de l'ull i detall de les diferents capes neuronals que formen la retina (part esquema i central

de la figura). En una de les capes hi ha els fotoreceptors bastons i cons, ambdds amb una estructura molt definida (part

dreta de la figura). [De :www.uphs.upenn.edu/].

Taula I. Comparacio dels dos tipus de fotoreceptors, bastons i cons, segons Kandel (Kandel et al., 2000).

Bastons

Cons

- Utilitzats en la visié nocturna.

- Molt sensibles a la llum.

- La seva pérdua provoca ceguesa nocturna.
- Baixa agudesa visual.

- Absents en la fovea.

- Baixa resposta a la llum.

- Tenen més pigment que els cons, per tant
poden detectar nivells de llum més baixos.

- Els discs formen piles perd no estan units a la
membrana externa.

- 120 milions de bastons a la retina

- Un tipus de fotopigment

- Permeten la visi6 en blanc i negre.
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- Utilitzats en la visio ditirna.

- Poc sensibles a la llum.

- La seva pérdua provoca ceguesa total.

- Elevada agudesa visual, millor resolucié espacial.
- Concentrats en la fovea.

- Rapida resposta a la llum, poden percebre canvis
més rapids en I'estimul.

- Tenen menys pigment que els bastons, per tant
necessiten més llum per detectar imatges.

- Discs units a la membrana externa.

- 6 milions de cons a la retina
- En humans, tres tipus de fotopigment.

- Confereixen la visio en color.
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Els fotoreceptors de I'ull son les Uniques neurones humanes capaces de realitzar el
procés de fototransduccio, és a dir, capaces de convertir I'energia lluminosa d’un foto
en un canvi de potencial de membrana. Aquest canvi en la polaritzacié de la
membrana cel-lular dels fotoreceptors provoca la transmissié d’'un senyal eléctric (a
través de les unions sinaptiques) que travessa totes les capes de la retina i arriba al

cervell a través del nervi optic (Pugh et al., 1999; Kennan et al., 2005).

1.2. Distrofies hereditaries de la retina

Les distrofies hereditaries de la retina sén un conjunt de malalties degeneratives
associades a una alteracié funcional dels fotoreceptors. Aquestes malalties, a nivell
mundial, tenen una incidéncia d’aproximadament 1/4000 individus i les caracteristiques
que les defineixen son el seu caracter hereditari, la seva evolucié progressiva i el no
tenir, en l'actualitat, un tractament curatiu. L'evolucid de la malaltia condueix a la

pérdua parcial o total de la visio (Rivolta et al., 2003).

L’origen molecular d’aquestes malalties és la preséncia de mutacions en el genoma
del pacient que es presenten en gens relacionats amb l'estructura, desenvolupament i
funcié de la retina i que generalment s’expressen especificament en ella. Tanmateix,
en els darrers anys s’ha descobert que mutacions en alguns gens amb expressié
sistémica (McKie et al., 2001; Vithana et al., 2001; Chakarova et al., 2002), o fins i tot sense
expressioé a la retina (Rebello et al., 2004), provoquen una patologia especifica de retina.

Els mecanismes moleculars implicats en la patogénesi de les distrofies retinianes

encara no estan ben definits.
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Tot i que les distrofies retinianes solen classificar-se segons els simptomes clinics,
fenotip electroretinografic o patrd hereditari (Phelan et al., 2000), de manera general es

poden dividir en:

- Formes perifériques, en les quals s’afecten inicialment i predominantment els

bastons de la retina. La Retinosi Pigmentaria (RP) n’és un exemple.

- Formes centrals, amb degeneracio dels cons en el seu inici i , en alguns casos,

afectacié secundaria dels bastons (distrofies de cons-bastons, CRD). Entre les
distrofies de retina centrals es troben la malaltia de Stargardt (STGD), les distrofies

maculars (MD) i les distrofies de cons (CD).

1.3. La Retinosi Pigmentaria

La Retinosi Pigmentaria (RP) engloba un grup de malalties retinianes hereditaries que
impliquen degeneracié dels fotoreceptors cons i bastons i causen un defecte visual
sever. A Espanya s’ha calculat que té una prevalenga d’aproximadament 1/8000
individus (Najera et al., 1995).

Un dels primers simptomes de la malaltia és la pérdua de la visid6 nocturna. Els
fotoreceptors bastons sén els responsables de la visi6 en condicions de baixa
intensitat lluminica per tant, una mutacié genomica que alteri la seva funcionalitat es
tradueix clinicament en 'anomenada ceguesa nocturna. A més, donat que els bastons
estan situats a la periféria de la retina, és aquesta zona la que pateix primer la
degeneraci6 i provoca per tant una disminucié de la visié periférica i la reduccié del
camp visual. Ambdds simptomes son caracteristics de la Retinosi Pigmentaria i

desencadenen en el pacient 'anomenada “visié en tunel” (Hartong et al., 2006).
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Figura 2. Visi6 d’un individu sa (A) i visié d’un pacient afectat de RP (B). En la figura B es pot apreciar la tipica

visié en tunel i la pérdua de I'agudesa visual.

La mort dels bastons té un efecte secundari en els cons, els quals posteriorment
comencen també a degenerar provocant la pérdua de visio central. La mort d’ambdés
tipus de fotoreceptors provoca diferents simptomes patologics a la retina que inclouen
I'atenuaci6 dels vasos sanguinis de la retina i 'acumulacio intra-retiniana de diposits de

pigment, motiu pel qual la malaltia rep el seu nom (Hims et al., 2003; Kalloniatis et al., 2004).

Figura 3. Fons d’ull d’'un individu sa (A) i d’un pacient afectat de RP (B). En la figura B s’observen els tipics diposits

de pigment en forma d’espicules (assenyalats amb fletxes) a la periféria de I'ull.

Al 1983 es va arribar a un conscens (Marmor et al., 1995-96) on es va suggerir que el

diagnostic de RP s’establiria quan fossin presents els seguents signes:

- Disfuncié dels bastons, mesurada mitjancant I'adaptacié a la foscor o per

I'electroretinograma (ERG).
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- Peérdua progressiva de la funcié dels fotoreceptors.
- Peérdua de visio periférica.

- Afectacio bilateral.

1.3.1. Retinosi Pigmentaria sindromica

La RP és una malaltia normalment lligada a un defecte en la visié, no obstant, alguns
pacients tenen associada una o diverses alteracions patoldgiques no oculars. Les
afectacions més comunes son la pérdua d'oida, afectacions neurologiques i defectes
metabolics. Parlem en aquests casos de RP sindromica i n’existeixen més de 30 tipus
diferents.

En aquestes sindromes, l'origen molecular és una mutacié trobada en un gen que, a
meés d’expressar-se a retina, s’expressa també en altres organs.

Les sindromes més freqlents sén la Sindrome d’Usher, on la Retinosi esta associada
a un defecte en 'oida (Pennings et al., 2003) i la Sindrome de Bardet-BiedI, on la Retinosi,
segons cada cas, pot estar associada a obesitat, defectes cognitius, polidactilia,

hipogenitalisme i malaltia renal (Beales et al., 1999).

1.3.2. Simptomes i evolucio de la RP

La Retinosi Pigmentaria és una malaltia ben diagnosticada clinicament perd
fenotipicament molt variable. Alguns malalts comencen a perdre visio durant la
infantesa mentre que d’altres sén asimptomatics fins que arriben a I'edat adulta. Molts
pacients desenvolupen els trets caracteristics: dificultat en adaptar-se a la foscor i
ceguesa nocturna durant I'adolescéncia i posterior pérdua del camp visual periféric
(visi6 en tunel) que augmenta amb l'edat fins que finalment, sobre els 60 anys

habitualment, perden també la visi6 central.
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Aixi, el curs de la malaltia es pot dividir en tres estadis:

Estadi primari. El principal simptoma és la ceguesa nocturna. Pot apareixer
durant els primers anys de vida o durant la segona década o a vegades fins i
tot més tard. En aquest estat els defectes en la visié periférica sbn minims o
inexistens en condicions normals de llum de manera que la malaltia pot no ser
detectada. L’agudesa visual sol ser normal i també el fons d'ull (que no sol
presentar diposits de pigment). Igualment sén normals els examens del camp
visual i la visié en color. L’'ERG pot ser la prova clau per a detectar, en alguns
casos, el problema visual ja que pot detectar una incipient deficieéncia funcional

(alteracié de la resposta eléctrica) dels fotoreceptors.

Estadi mig. La ceguera nocturna és obvia. Els pacients presenten pérdua del
camp visual en condicions de llum, discromatopsia als colors palids, fotofobia i
disminucié de l'agudesa visual. El fons d’ull mostra diposits de pigment en la
periféria, un estretament evident dels vasos de la retina i un disc optic

moderadament palid. L'ERG gairebé en tots els casos esta alterat.

Estadi final. Pérdua de la visié periférica i poca agudesa visual en la visio
central. Fotofobia intensa. El fons d’ull mostra dipdsits de pigment abundants
que arriben a I'area macular, uns vasos sanguinis prims i un disc optic molt
palid. Hi ha una atrofia coreoretinal en la periféria i en I'area foveomacular.
L’ERG mostra alteracions clares o fins i tot abolicid de resposta per part dels

cons i bastons.
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L’edat d’aparicié de la RP normalment fa referéncia a I'edat en qué el pacient presenta
simptomes visuals, que pot anar des de la infancia fins a I'edat adulta. Degut pero a la
sorprenent variabilitat que hi ha entre els diferents individus a I'hora de percebre la
propia pérdua de visid, I'edat d’aparicid dels simptomes és una mesura molt poc
precisa en quan a la severitat de la malaltia i no sol ser per tant un bon indicador de
quan realment ha comencat la degeneracié dels fotoreceptors. Els electroretinogrames
i altres tests especifics mostren que sovint la degeneracio dels fotoreceptors ja existeix
als 6 anys dedat, inclus en pacients que son asimptomatics fins passada
I'adolescéncia. Examens clinics, especialment els que inclouen mesures quantitatives
de la funcid retiniana, sén crucials per descriure acuradament el grau de visi6é de cada
pacient i la velocitat de pérdua d’aquesta. Aquesta informacié és necessaria per a
poder fer un pronostic sobre el futur visual de cada pacient. Aixi per exemple, no s’ha
descrit cap cas de Retinosi Pigmentaria tipica en individus que a una edat superior a 6

anys presentaven ERG normals (Berson, 1993).

En general, la RP és una malaltia progressiva amb una pérdua aparentment
exponencial de 'area visual i de 'amplitud de 'ERG.

Entre tots els casos descrits, s’observen variacions en les velocitats de pérdua de la
visid que son atribuides a l'estadi de la malaltia, a factors ambientals i dietétics, a
defectes en gens directament causants de la malaltia i a defectes en possibles gens

modificadors (Hantong et al., 2006).

1.3.3. Heréncia de la Retinosi Pigmentaria

La malaltia presenta diferents tipus d’heréncia: autosdmica dominant (RPAD, sobre un
30-40% dels casos), autosomica recessiva (RPAR, 50-60%) o lligada al cromosoma X

(RPLX, 5-15%) (Hartong et al., 2006). Aquestes proporcions sén comptant els casos aillats
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com a autosdmics recessius tot i que, probablement, n’hi ha algun que correspon a un
nou cas de mutacié dominant. S’han trobat també patrons d’heréncia no mendeliana
com per exemple casos dheréncia digénica i casos dheréncia materna (o

mitocondrial) perd aquests sén una proporcié molt petita en el total de casos de RP.

(Lestienne et al., 1988; Zeviani et al. 1988; Kajiwara et al., 1994; Mansergh et al., 1999; Katsanis et al.,

2001).

1.3.4. Genética molecular de la RPAD

Molts gens s’han associat a Retinosi Pigmentaria, tots ells amb una heterogeneitat
important tant pel que fa a la severitat de la malaltia com al model d’heréncia. Fins al
moment s’han identificat setze gens lligats a RPAD (www.sph.uth.tmc.edu/Retnet/ - Retinal
information network) perdo menys del 50% dels pacients analitzats presenten una mutacio
en algun d’ells, per tant, indubtablement, queden encara loci i gens per descobrir.
A continuacié (Taula Il) es mostren els gens que s’han associat a RPAD i la funcio

putativa que s’ha assignat a les proteines que codifiquen.

Taula Il. Gens associats a Retinosi Pigmentaria Autosomica Dominant.

Simbol (nom Proteina Locus Funcié proteica Expressio
del locus)
CA4 (RP17) Carbonic anhydrase IV 17922 Hidratacio CO; Coroide i
reversible sistémica
CRX Cone-rod homeobox protein  19q13.32  Factor de transcripcié Fotoreceptors
FSCN2 (RP30) Retinal fascin 17925 Empaquetament Fotoreceptors
d’actina
GUCA1B Guanilate cyclase activating  6p21.1 Activacié guanilat Retina
protein ciclases
IMPDH (RP10) Inosine Monophosphate 7q932.1 Sintesi de nucleotids Fotoreceptors i
dehydrogenase typel de guanina sistémica
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NRL (RP27)

PAP-1 (RP9)

PRPF3 (RP18)

PRPF31
(RP11)

PRPF8 (RP13)

RDS (RP7)

RHO (RP4)

ROM1

RP1

SEMA4A

TOPORS
(RP31)

Neural retina leucine zipper

protein

Pim-1 associated protein 1

PRP3 pre-mRNA processing
factor 3 homologue

PRP31 pre-mRNA
processing factor 31

homologue

PRP8 pre-mRNA processing

factor 8 homologue

Retinal degeneration slow

protein
Rhodopsin

Retinal outer segment

membrane protein 1

Retinitis pigmentosa RP1

protein

Semaphorin 4A

topoisomerase | binding,

arginine/serine-rich

14q11.2

7p14.3

1921.2

19913.42

17p13.3

6p21.2

3g22.1

11q12.3

8qg12.1

122

9p21.1

Factor de transcripcio

Splicing del pre-mRNA

Splicing del pre-mRNA

Splicing del pre-mRNA

Splicing del pre-mRNA

Estructura dels discs

Pigment fotosensible

Estructura dels discs

Estructura dels discs i

axonema

Desenvolupament
neuronal i/o resposta
immune
Ubiquitinitzacio,
splicing de pre-mRNA i
altres

Fotoreceptors

Fotoreceptors i

sistémica

Fotoreceptors i

sistémica

Fotoreceptors i

sistemica
Fotoreceptors i
sistemica

Fotoreceptors

Fotoreceptors

Fotoreceptors

Fotoreceptors

EPR,

céls.ganglionars

Fotoreceptors i

sistémica

Com es mostra en la Figura 4, les proteines codificades pels gens associats a RPAD

que s’expressen en retina tenen una distribucié molt concreta.
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Figura 4. Expressi6 dels diferents gens associats a RPAD. La figura mostra la distribucié de les diferents proteines
al llarg del fotoreceptor, epiteli pigmentari de retina (RPE) i coroide. OS: Segment Extern, IC: cili interconnector , IS:

segment Intern. [De: Kennan et al., 2005].

Fins a I'any 2001, tots els gens descrits relacionats amb RPAD codificaven proteines
amb una funcié clarament relacionada amb la funcionalitat de la retina. Entre aquestes
es troben proteines implicades en la via de fototransduccio, estructura cel-lular i control
transcripcional dels gens dels fotoreceptors. En els darrers anys perd s’han identificat
varis gens lligats a RPAD que no presenten una relacié tan obvia entre la funcid

proteica i la malatia (Kennan et al., 2005).
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Rodopsina. El pigment visual

Més del 70% del total de proteina que forma el segment extern dels bastons és
rodopsina. La proteina es troba predominantment en els discs del segment extern on
esta covalentment unida al seu cromofor, el 11-cis retinal. En RPAD les mutacions en
aquest gen solen provocar un efecte de guany de funcié en la proteina resultant; un
exemple esta en un model de ratoli que amb només una copia funcional del gen de la
rodopsina presentava patologia retiniana (Humphries at al., 1997).

Més del 25% de casos de RPAD sén deguts a mutacions en el gen de la rodopsina.
S’han identificat més d’'un centenar de mutacions diferents (Sohocki et al., 2001; Farrar et al.,
2002) distribuides per tots els dominis estructurals de la proteina. Generalment es pot
parlar de dues classes de mutacions (tot i que hi ha alguns canvis nucleotidics que no
encaixen del tot en aquests grups). Aixi, s'Tanomenen mutacions de classe | aquelles
on la proteina resultant s’assembla a la proteina salvatge pel que fa als nivells
d’expressio, a la capacitat de regenerar el 11-cis retinal i en la seva distribucioé al llarg
de la membrana plasmatica en cultius cel-lulars (Sung et al., 1993). Algunes de les
mutacions de tipus |, particularment les que afecten la zona C terminal, sembla que
intervenen en el trafic de la rodopsina tot inhibint la seva translocacioé cap al segment
extern dels bastons (Sung et al.,1994 i 2000). Per altra banda, les mutacions de classe Il
sembla que donen problemes en el plegament correcte de la rodopsina provocant la
retencié de la proteina mutada en el reticle endoplasmatic quan sén expressades en

cultius cel-lulars (Sung et al., 1993; Kaushal et al., 1994).
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Figura 5. Estuctura de la proteina rodopsina. A) Estructura secundaria que mostra les 7 hélix transmembrana, el
domini citoplasmatic i el domini extracel-lular de la proteina. B) Imatge tridimensional de la proteina rodopsina. [De

www.retina-international.org i de www.cs.cmu.edu., respectivament]

RDS, RP1 i FSCN2. Proteines estructurals dels fotoreceptors

Alguns dels gens relacionats amb RPAD codifiquen proteines que juguen un paper
important en la formacié i manteniment de l'estructura cel-lular dels bastons. Aixi,
mutacions en una glicoproteina de membrana anomenada Periferina 2 (també
coneguda com a RDS) causen diferents retinopaties, incloent RPAR, distrofia de cons i
bastons i RPAD. La proteina RDS forma complexes que intervenen en la morfogénesi i
estructura dels discs del segment extern, tant de bastons com de cons. Les proteines
RDS acabades de sintetitzar formen homodimers que a la vegada formen tetramers ja
sigui amb homodimers de RDS o amb homodimers de la proteina ROM 1.

Algunes mutacions en el gen RDS impedeixen la formacio de tetramers i queda inhibit
aixi el transport des del segment intern fins a I'extern. En aquests casos, la proteina

salvatge és insuficient per atendre la demanda dels fotoreceptors i el resultat és la
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degeneraci6 retiniana. En altres casos, la proteina mutada s’incorpora en els discs
perd fa que aquests siguin inestables i la Retinosi es desenvolupa a causa de la
desorganitzacio del segment extern (Loewen et al., 2003). Més evidéncies d’aquest efecte
dominant negatiu les trobem en un model muri que porta el gen RDS amb la delecié
del codd 307, que se sap que provoca RPAD (McNally et al., 2002). Aquest ratoli mostra
un fenotip que és substancialment més sever que el que mostren ratolins portadors de
mutacions nules.

Tot i aixi, cal destacar que la majoria de les mutacions trobades en el gen RDS so6n
causants de distrofies maculars i no pas de RPAD (Gamundi et al., 2007).

S’han associat també a RPAD mutacions en el gen ROM1 perd no s’ha pogut
confirmar de forma inequivoca que siguin les causants de la malaltia ja que en ratolins
mutants per ROM1 no s’ha pogut reproduir la malaltia. Si que sembla perd confirmada
la intervenciéo de ROM1 en mecanismes digénics de RP, juntament amb RDS (Kajiwara

et al., 1994).

L’expressié del gen RP1 és exclusiva dels fotoreceptors i la proteina codificada es
localitza en 'axonema (Liu et al., 2002). Estudis de ratolins amb mutacions en aquest gen
han mostrat que la funcié de la proteina podria estar relacionada amb la morfogénesi
del segment extern dels fotoreceptors. A més, estudis més recents han demostrat que
RP1 és una proteina associada a microtubuls (MAP) que es troba a 'axonema madur
del segment extern, ajudant al control de la seva llargada i estabilitat (Liu et al., 2004).
Sembla que podria formar part de les connexions entre I'axonema i els discs del
segment extern tot ajudant a 'organitzacié i orientacié d’aquests. En pacients amb
mutacions en RP1, sembla que una desorganitzacié dels discs del segment extern
porta cap a la mort dels fotoreceptors.

En la poblacié espanyola, totes les mutacions detectades en RP1 sembla que donen

lloc a una proteina truncada. S’han trobat perd mutacions que presenten una
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penetrancia incompleta i que fan pensar en l'existéencia d’algun element genétic

modificador del fenotip de RP (Gamundi et al., 2007).

Una altra proteina estructural implicada en RPAD és la fascina (FSCN2). Les fascines
son proteines d’'unid a l'actina i sembla que estan implicades en la formacié
d’estructures amb base d’actina que es troben en la membrana plasmatica del cili
connector dels fotoreceptors (Wada et al., 2001). S’ha suggerit que aquestes proteines
poden tenir un rol en la morfogénesi dels discs i per tant, conduir a RP quan no
funcionen correctament.

Fins al moment, només s’ha descrit una mutacié (208delG) en FSCN2 causant de
RPAD en la poblacio japonesa (Wada et al., 2001). Tanmateix, aquesta mateixa mutacio
ha estat trobada també en individus japonesos amb degeneracié macular (Wada et al.,
2003). Contrariament, estudis realitzats recentment en la poblacié xinesa conclouen
que la mutacié 208delG no esta associada a cap degeneracio retiniana (Zhang et al.,
2007).

En la poblacié espanyola, s’han trobat 16 variants genétiques en FSCN2 perd cap

d’elles s’ha pogut associar a RPAD (Gamundi et al., 2005).

CRX i NRL. Factors de transcripcio de retina

Els passos que es donen durant el desenvolupament, diferenciacié i manteniment dels
fotoreceptors es produeixen sota un control estricte coordinat per diferents factors de
transcripcié. Dos d’aquests factors sén el CRX (cone-rod homeobox) i el NRL (neural

retina leucine zipper), ambdds associats a RPAD.

El CRX es va relacionar inicialment amb un cas familiar de distrofia de cons i bastons

(Freund et al., 1997). Es va veure després que és un factor essencial per al
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desenvolupament dels fotoreceptors (Furukawa et al., 1997) i mutacions en aquest factor
s’han relacionat amb Amaurosi Congénita de Leber (LCA) i RPAD (Sohocki et al., 1998).

El CRX és un membre de la familia dels factors de transcripcido d’homodomini i és
important per a la regulacié de I'expressié de varis gens especifics de fotoreceptor
(Furukawa et al., 1997). Tot i que hi ha alguns punts encara desconeguts sobre el paper
que juga aquest gen en les degeneracions retinianes, en general, les mutacions en
aquest factor de transcripcid provoquen una alteracié en la regulacio transcripcional

que realitza CRX en els fotoreceptors (Chen et al., 2002).

El NRL, un segon factor de transcripcié associat a RPAD, actua sinérgicament amb
CRX regulant I'expressid de rodopsina (Chen et al., 1997). Ambdos factors s’uneixen a

zones conegudes del promotor de RHO i ajuden a la seva activacio.

7? ERX, RX CRX +— NRL<+*CRX
CRX? p

170 Eopsin-1 Ret-1/PCE-1 BAT-1 NRE  Ret-4 TATA #

Figura 6. Promotor de la rodopsina i factors que hi interactuen. En I'esquema es pot veure NRL i CRX, dos factors

de transcripcié que actuen de manera sinérgica activant el promotor de rodopsina.

Les analisis fetes a un model de ratoli sense cap copia funcional de NRL indiquen que
aquest factor esta implicat en la determinacié i desenvolupament dels fotoreceptors

aixi com en la seva funcié i manteniment en I'estat adult (Mears et al., 2001).

PRPF3, PRPF8, PRPF31 i PAP-1. Factors de splicing

Mutacions trobades en quatre gens que codifiquen proteines implicades en el splicing

dels introns del pre-mRNA han estat identificades com a causants de RPAD . Aquests

38



Introduccio

gens son PRPF3, PRPF8, PRPF31 i PAP-1 (McKie et al., 2001; Vithana et al., 2001; Chakarova
et al., 2002; Keen et al., 2002). No hi ha dubte que mutacions en aquests factors causen
RPAD perd és un misteri encara per resoldre el perqué gens que s’expressen de
manera ubiqua i que tenen una funcié basica tan important només provoquen malaltia
en la retina.

Els fotoreceptors renoven sovint els seus discs del segment extern, on es troba situada
la rodopsina. Aquest fet implica un requeriment continu de transcrits de rodopsina que
Obviament han de passar pel procés de splicing abans de ser traduits. Alguns estudis
(Deery et al., 2002; Maita et al., 2004) postulen que el fenotip de la malaltia retiniana pot estar
relacionat amb el llindar dels nivells de splicing. Aixi, es creu que els fotoreceptors dels
pacients poden sobreviure fins que els nivells de splicing de rodopsina, o altres
mRNAs, disminueixin per sota d’'un nivell minim, punt en el qual la cél-lula seria

danyada irreversiblement, arribant en alguns casos a I'apoptosi.

IMPDH1. Un gen gue intervé en la sintesi de GTP

Mutacions en el gen IMPDH1 (Inosine monophosphatase dehydrogenase type 1) van
ser identificades com a causants de RPAD tipus RP10 (Bowne et al., 2002).

La proteina codificada pel gen és un enzim clau en la via de sintesi de les purines i,
especificament, és responsable de la conversioé de la inosina monofosfat (IMP) cap a
xantosina monofosfat (XMP). XMP és un precursor dels nucleotids de guanina els
quals, a meés de ser un component clau dels acids nucleics, sén importants per varies
funcions bioldogiques com la senyalitzacié cellular i la glicosilaci6. Malgrat que les
cél-lules poden obtenir nucleotids de guanina mitjangant diferents mecanismes, estudis
d’expressio demostren que els fotoreceptors sén altament dependents d'IMPDH1 per a
I'obtencié d’aquests nucledtids (Aherne et al., 2004). Pels fotoreceptors, els nucleodtids de
guanina son crucials per diferents motius; un d’ells és perqué la maquinaria cel-lular de

transcripcié requereix grans quantitats de precursors de RNA, incloent GTP, per tal de
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suplir les quantitats requerides de transcrit de rodopsina. A més, el GTP també
s’utilitza en varis dels passos de la cascada de fototransduccio.

La demanda de GTP per part dels fotoreceptors podria donar forca a la conclusié de
que la Retinosi es produeix com a resultat d’'una haploinsuficieéncia de I'lMPDH1 (de
manera que una unica copia funcional del gen no seria suficient per suplir els elevats
nivells de GTP requerits). No obstant, s’ha vist que un ratoli al que li falta Impdh1 té
una retinopatia significativament més lenta i moderada que la que apareix en pacients
humans. Aquest model indica que no és la falta d’'IMPDH1 la que provoca la
degeneracio6 retiniana sindé que és el guany de funcié provocat per la proteina mutada
(Aherne et al., 2004).

La majoria de les mutacions trobades en IMPDH1 estan en el domini proteic anomenat
CBS (que és diferent al domini d’activacié de I'enzim). La funcié exacte d’aquest
domini perd encara no s’ha trobat.

Es pot dir que, al igual que en rodopsina, diferents mutacions en IMPDH1 poden

provocar Retinosi Pigmentaria a través de diferents mecanismes.

CAIV. Un gen que no s’expressa a retina associat a Retinosi Pigmentaria

Un dels ultims gens identificat com a causant de RPAD difereix de tota la resta perqué
no s’expressa en retina. El gen codifica la proteina Anhidrasa Carbonica IV (CAIV) que
sembla és responsable de RP17, ja que el canvi R14W en la seqléncia proteica
segrega amb el fenotip de la malaltia en una familia sud africana (Rebello at al., 2004).

Sembla que la proteina CAIV mutada té un efecte final en les cél-lules fotoreceptores
degut al dany causat a les cél-lules endotelials dels capil-lars coroidals de I'ull, on
s’expressa la proteina. Probablement aquesta és la conseqiéncia de la quantitat
creixent de proteina mal plegada en el reticle endoplasmatic la qual activa la resposta
a proteina malplegada (UPR) que, quan esta activada durant molt temps, porta a

apoptosi. La mort de les cél-lules dels capil-lars coroidals, que nodreixen la retina,
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produiria un efecte sobre els fotoreceptors apareixent finalment una Retinosi

Pigmentaria.

TOPORS. Un gen relacionat amb la requlacié de la topologia del DNA associat a

Retinosi Pigmentaria

El gen TOPORS (topoisomerase | binding, arginine/serine-rich) codifica una E3
ubiquitin lligasa que sembla pot ubiquitinar a p53 (Rajendra et al., 2004). A més, la
proteina TOPORS té dominis RS que es coneix estan implicats en el splicing del pre-
mRNA. Es creu que TOPORS no només pot estar implicada en el processament de
splicing sino també en un ventall més ampli de funcions en les cél-lules mamiferes
(Cazalla et al., 2005).

Per RT-PCR s’ha confirmat que la proteina s’expressa en diferents teixits humans
incloent-hi la retina.

Estudis realitzats en el gen TOPORS han identificat dues mutacions de canvi de pauta
de lectura en dues families independents afectades de RPAD. Aquests canvis, trobats
en heterozigosi, suggereixen que mutacions en aquest gen son responsables de
RP31. El fet de que TOPORS sigui un gen d'expressio ubiqua i que en els pacients
d’ambdues families afectades no s'hagi trobat proteina truncada, suggereix que la
causa de la malaltia és un mecanisme molecular d’haploinsuficiéncia i no un efecte

dominant negatiu (Chakarova et al., 2007).

En alguns gens, com ROM-1, GUCA1B i SEMA4A, no s’ha pogut establir una clara

correlacio entre mutacio i RP.
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1.4. Pocessament (splicing) del pre-mRNA

Després del procés de transcripcid, en la molécula de RNA missatger formada
s’eliminen els introns i s’'uneixen els exons tot donant lloc a un RNA missatger madur
que podra ser traduit. Aquest processament de tall i unié es coneix amb el nom de

“splicing” del pre-mRNA.

Els limits entre exd i intr6 estan definits per curtes seqiéncies degenerades. Aixi, la
majoria dels introns comencen a 5’ amb la sequéncia “GU”, anomenada lloc donador
de splicing i acaben a 3’ amb la sequéncia “AG” coneguda com a lloc acceptor de
splicing. No obstant, aquestes dues seqiéncies no sén suficients per assenyalar la
preséncia d'un intré. Cal també la seqiiéncia anomenada branch site, que es localitza
a 20-50 parells de bases en direccio 5’ del lloc acceptor de splicing. La seva seqléncia
consens és “CU(A/G)A(C/U)”, on el nucledtid A de la quarta posicidé (anomenat branch
point) esta conservat en tots els gens.

En el 60% dels casos, la seqléncia exodnica anterior al lloc donador és (A/C)AG i la

posterior al lloc acceptor és G (Faustino et al., 2003).

Lloc de spdicing 5 Branch polnt Lloc de spiicing 3
Exd &' Intrd j( l Exd 3
Pre-mRhA | AG A & G U AG AG U C U AG A CU | ”ggﬁ;;fﬂ N CAG|B
Frequénciade 70 60 80 100 100 85 70 80 45 &) 90 &0 10D &0 20 100 100 60
trobada (3] } 20-50k i

Figura 7. Seqiiéencies consens implicades en el procés de splicing. Es poden veure les diferents seqiiéncies

situades al voltant dels llocs 5’ i 3’ de splicing en els pre-mRNAs de vertebrats. [De www. departments.oxy.edu]
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Els components de la maquinaria basal de splicing s’'uneixen a aquestes seqliéncies i
promouen el muntatge del complex multiproteic conegut com a spliceosoma. El
spliceosoma és I'encarregat de dur a terme les dues principals funcions de splicing:
reconegixer els limits entre exd i intrd i catalitzar les reaccions de tall i unié que eliminen
els introns i uneixen els diferents exons. El spliceosoma esta format per 5 petites
ribonucleoproteines nuclears (SnRNP) i més d’'un centenar de proteines. Cada snRNP

esta formada per un RNA nuclear petit ric en uridines (SnRNA) i multiples proteines.

El muntatge del spliceosoma és un procés dinamic que implica diferents interaccions
entre RNA i proteines, canvis en la conformacié del RNA i remodelacions dels snRNPs
(Mordes et al., 2006).

Immediatament després de la transcripcid, el pre-mRNA naixent entra en la ruta de
splicing. Inicialment, el lloc de splicing 5’ és reconegut per la snRNP U1 mentre que la
sequéncia branch site interacciona amb el snRNP U2 mitjangant la hidrolisi I’ATP i

factors proteics adiccionals.
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Figura 8. linteraccio entre les snRNPs U1 i U2 i les seqiiéencies consens del pre-mRNA. [De www.

departments.oxy.edu]
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Figura 9. Ensamblatge del spliceosoma i
catalisi. Les fletxes vermelles mostren les
dues reaccions de transesterificacié. [De:

Patel et al., 2003].

El segliient pas ATP depenent és la
incorporacidé del complex tri-snRNP
U4/U6.U5 dins el spliceosoma, que
implica la dissociacié del snRNP U1 del
lloc & de splicing.

En aquest moment, la sequéncia 5
donadora interacciona amb el snRNP
U6 per la zona intronica i amb el U5 per
la regié exonica. Un cop col-locada la
ribonucleoproteina U6 dins el complex
de splicing, el snRNP U4 és alliberat.
Ja format el spliceosoma cataliticament
actiu, U2, U5 i U6 catalitzen dues
reaccions de transesterificacido que
promouen [l'eliminaci6 de [lintrd en
forma de lariat i la uni6 dels exons
mitjancant hidrolisi d’ATP. En la primera
reaccio de transesterificacid, el residu
2'0OH de ladenosina de la seqliéncia

branch site ataca el lloc 5 de splicing

produint un lariat intermediari i un exé 5’, també intermediari, amb un grup 3' OH. En la

segona reaccio, aquest grup 3’ OH ataca el lloc 3’ de splicing per produir un producte

de RNA madur que sera alliberat i un intré en forma de lariat que es desfara (Hastings et

al., 2001; Zhou et al., 2002; Jurica et al., 2003; Turner et al., 2006).

L’explicat fins ara és 'anomenat splicing canonic que es déna en el 99% dels casos i el

realitza 'anomenat spliceosoma major, descrit també anteriorment.
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Hi ha vegades perd on les seqliéncies flanquejants de l'intré no son GU-AG sino que
els llocs de splicing 5" i 3 sén AU i AC respectivament, i els introns s’anomenen del
tipus U12. En aquests casos es dona 'anomenat splicing no canonic, que el realitza
I'spliceosoma menor. Aquest conté també la snRNP U5 pero la resta de snRNPs, tot i
que funcionalment analogues, soén diferents. En aquest tipus de spliceosoma trobem
U11, U12, U4datac i Ubatac substituint a U1, U2, U4 i U6 respectivament (Patel et al.

2003; Ng et al., 2004).

Ut w12y
5 il? A AcChmmm ¥
NPl

' I

Figura 10. Mecanisme de splicing no canénic. En aquests casos el spliceosoma menor actua eliminant els introns de

tipus U12. [De: www.library.csi.cuny.edul].

En el reconeixement dels exons hi actuen també elements auxiliars en cis coneguts
com enhancers de splicing exonics i intronics (ESEs i ISES) i silenciadors de splicing
exonics i intronics (ESSs i ISSs). Aquests solen trobar-se en ambdos tipus de splicing,

canonic i no canonic.

S’ha vist que diferents exons constitutius sén reconeguts mitjangant diferents

mecanismes i requereixen diferents elements auxiliars a més de les sequéncies de
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splicing classiques. La importancia d’aquestes observacions queda reflectida en tres

punts:

1. Hi ha un nombre considerable de mutacions introniques i exoniques causants
de malalties que modifiquen elements auxiliars desconeguts que actuen en cis
o bé modifiquen els llocs de splicing classics.

2. Degut a que cada exo té uns requeriments diferents per al seu reconeixement,
les mutacions que alteren la funcid de la maquinaria de splicing tindran
diferents efectes en cada exo.

3. La variabilitat que presenten els diferents tipus de cel-lules en la maquinaria de
splicing basal podria provocar sensibilitats especifiques de cél-lula segons cada

mutacio de splicing concreta.

1.4.1. El splicing alternatiu

El splicing alternatiu es produeix quan els components del spliceosoma s’uneixen a
llocs de splicing 5’ i 3’ diferents als normals o majoritaris. Aquest fet permet a un gen
expressar multiples mRNAs que codifiquen proteines amb funcions diverses i fins i tot
antagoniques. Fins al 59% dels gens humans generen mRNAs multiples mitjangant
splicing alternatiu (Lander et al., 2001) i aproximadament el 80% dels splicings alternatius
impliquen canvis en la proteina codificada (Modrek et al., 2002). El splicing alternatiu
genera fragments de mRNA molt variables que poden donar lloc a la insercié6 o
eliminacié d’aminoacids, canvi en la pauta de lectura, o introduccié d’un codé stop. El
splicing alternatiu també afecta I'expressié génica tot introduint o eliminant elements
reguladors que controlen la traduccié, estabilitat del mMRNA o localitzacio proteica.

Una gran part del splicing alternatiu experimenta una regulacié especifica de ceél-lula

que implica una regulacié de les vies de splicing segons el tipus cel-lular, estadi de
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desenvolupament, génere o en resposta a estimuls externs. Aquesta especificitat
cel-lular sorgeix basicament des de dues caracteristiques: la primera, la repressio del
splicing en un tipus de céllula inapropiada es combina amb I'activacié del splicing en
el tipus de cél-lula adequada i segon, aquest control combinat implica I'actuacié de
multiples complexes tant d’activacié com de repressié que actuen sobre els elements
en cis que envolten els llocs de splicing (Grabowski, 1998; Smith et al. 2000). De fet, aquests
complexes sbn els que regulen la maquinaria basal de splicing tot activant-la o inhibint-

la davant el reconeixement dels llocs de splicing classics (Ladd et al., 2001).

1.4.2. Mutacions causants de RPAD relacionades amb el procés de

splicing

S’ha estimat que el 15% de les mutacions puntuals que provoquen malalties
genétiques humanes afecten el procés de splicing del pre-mRNA (Nakai et al., 1994).
Perd, degut a que la majoria dels estudis genétics se centren en les regions

exoniques, sembla que aquest tant per cent esta subestimat.

Les mutacions de splicing poden classificar-se en dos grans grups:

e Mutacions en cis. Localitzades en les sequéncies reguladores de splicing d’'un
gen. Afecten directament el splicing del mMRNA del gen corresponent.

e Mutacions en trans. Localitzades en gens que intervenen en la funcid

reguladora del splicing com, per exemple, gens que codifiquen les proteines
spliceosomals. Provoquen un defecte en la maquinaria o en els reguladors de
splicing i, conseqlientment, un splicing aberrant del pre-mRNA dels gens diana

implicats.

Diferents mutacions de splicing han estat descrites en diferents tipus de RP.
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En RPAD, s’han trobat varies mutacions d’aquest tipus en el gen de la rodopsina (Kim
et al., 1993; Greenberg et al., 1994; Jacobson et al., 1994; Reig et al., 1996; Martinez-Gimeno et al.,

2000). També s’han detectat mutacions de splicing en el gen RPGR que provoquen
RPLX (Dry et al., 1999) aixi com en el gen que codifica per la fosfodiesterasa cGMP, en
aquest cas produint RPAR (Piriev et al., 1998). Totes aquestes serien mutacions que

actuen en cis.

Els efectes patogénics de mutacions que actuen en trans també es poden veure a
través dels estudis de RP. En aquests casos, malgrat que els gens mutats s’expressen
ubiquament, les seves mutacions provoquen manifestacions especifiques de tipus
cel-lular.

La formacié del complex U4/U6.U5 i la seva associacid amb el spliceosoma requereix
varis factors proteics entre els que es troben PRPF3, PRPF8 i PRPF31. Aquestes
proteines s’ha vist que estan altament conservades evolutivament, des del llevat fins a
’huma (will et al., 1997, Jurica et al., 2003).

Quan s’estudia la Retinosi Pigmentaria, cal dir que és remarcable el fet que 4 dels 12
gens clonats causants de RPAD son gens expressats ubiquament i associats al
splicing del pre-mRNA. Tres d’aquests gens (PRPF3, PRPF8 i PRPF31) codifiquen
proteines spliceosomals que son critiques per a la formacié del complex madur de
splicing i el quart gen, PAP1, esta també implicat en el splicing del pre-mRNA i s’ha
demostrat que interacciona amb PRPF3. Estudis genétics i bioquimics demostren que
el PRPF3, PRPF8 i PRPF31 sén necessaris per a la formacié estable dels snRNPs
U4/U6 i per a la unid del tri-snRNP U4/U6.U5. Ha estat proposat que el PRPF3 i
PRPF31 estan implicats en I'activacio del spliceosoma desfent el duplex U4/U6 (Nottrott
et al., 2002) mentre que el PRPF8 és crucial per a la formacio del centre catalitic del

spliceosoma.
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Figura 11. Paper dels factors de splicing associats a RPAD en I’ensamblatge del spliceosoma. La formacio del
complex U4/U6.U5 tri-snRNP requereix PRPF3, PRPF8 i PRPF31, a més d’altres factors de splicing. [De: Mordes at al.,

2006].

El descobriment de mutacions causants de RPAD en aquests factors de splicing
demostra clarament la importancia i especificitat del splicing del pre-mRNA en la funcié
i supervivéncia dels fotoreceptors. Es probable que el splicing del pre-mRNA de certs
gens dels fotoreceptors depengui de la dosi génica, és a dir, de I'expressiéo d’ambdues
copies salvatges del gen. Tant els mecanismes de pérdua com de guany de funcio
poden portar a un processament defectuds del RNA en els fotoreceptors.

S’han proposat varis models per a explicar el fenotip especific de fotoreceptor (Mordes et

al., 2006);

1. Model d’haploinsuficiéncia. La pérdua d’'una copia funcional d’'un d’aquests
gens essencials per al splicing portaria cap a una funcié insuficient en els

bastons a causa de la gran demanda que tenen aquests d’expressiéo de mRNA
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i sintesi proteica. Es possible que mutacions en PRPF3, PRPF8, PRPF31 i
PAP1 impliquin una reduccié en els nivells de determinades proteines
salvatges funcionals fent que siguin insuficients per mantenir el nivell de
processament de RNA requerit per a la supervivencia i funcié dels

fotoreceptors.

Relacionat amb l'anterior, aquest model diu que mutacions associades a RPAD
poden disminuir la relacié d’activacié del spliceosoma (Kuhn et al., 2002) fent que
el splicing del pre-mRNA sigui un pas limitant en els fotoreceptors perd no en

altres cél-lules.

Un tercer model postula que la preséncia de cofactors especifics de
fotoreceptors, que actuarien conjuntament amb els factors de splicing associats
a RPAD, serien els responsables de les manifestacions especifiques de
fotoreceptor. Fins ara perd, només es coneix un nombre molt limitat de
proteines d’unié al RNA que siguin especifiques de cél-lules neuronals i, de
moment, no s’han descrit factors de splicing ni proteines d’unié al RNA que

siguin especifiques de fotoreceptor.

El quart model diu que la produccié de factors de splicing mutats provoca
(degut al guany de funcié dominant negatiu) toxicitat en els fotoreceptors perd
no en altres tipus cel-lulars. Varies linies d’investigacié donen suport a aquesta
teoria. Tots els pacients amb RP13 presentaven mutacions sense sentit i un
fenotip sever de la malaltia; aquest fet suggereix un possible mecanisme
dominant negatiu en les RPADs associades a PRPF8 (McKie et al., 2001).
Diferents tipus de mutacions en el gen PRPF31 s’ha predit que donen lloc a

proteines truncades i, experiments in vivo recolzen també el mecanisme de
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guany de funcio (Vithana et al., 2001). La sobreexpressié de les proteines PRPF31
mutants AD5 o SP117 en cél-lules primaries de retina provoca un augment
significatiu en la mort de céllules de retina positives per rodopsina. La
coexpressio en cultius celllulars d’aquestes proteines PRPF31 mutades
juntament amb un minigen de rodopsina porta cap a la inhibicié del splicing del

intré 3 del pre-mRNA de rodopsina (Yuan et al., 2005).

Aquests quatre possibles mecanismes no s’exclouen uns als altres de manera que és
possible que diferents mutacions en diferents gens provoquin RPAD a través de vies

diferents. El punt final comu a totes elles és la mort dels fotoreceptors.

El descobriment de que mutacions en gens codificants per factors de splicing
provoquin la mort dels fotoreceptors indica que aquestes ceél-lules poden tenir
propietats Uniques que les facin especialment sensibles a mutacions en gens implicats
en el splicing del pre-mRNA. Aixo també suggereix I'existéncia d’'una via comu a través
de la qual defectes en el splicing del pre-mRNA portin fins a la mort de les cél-lules

fotoreceptores.

1.5. Aproximacio terapeéutica: Interferéncia del mRNA

El potencial dels oligodeoxinucleotids per actuar com a agents antisentit tot inhibint la
replicacié viral en un cultiu cel-lular va ser descobert per Zamecnik i Stephenson al
1987 (zamecnik et al., 1978). Des d’aleshores la tecnologia antisentit s’ha desenvolupat
enormement fins a convertir-se actualment en una eina quasi imprescindible a I'hora

d’inhibir 'expressié de gens diana d’interés.
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Quan es parla de les molécules amb capacitat d’induir el silenciament genétic a nivell

post-transcripcional, es descriuen principalment 3 categories:

- Oligonucleotids antisentit (AS-ONs). Segons el tipus, so6n capacgos de

reclutar la RNasa H per tallar el mRNA diana o inhibir la seva traduccio.

- Ribozims. Oligonucledtids cataliticament actius capacos de tallar el mRNA.

- Molécules siRNA / miRNA. Molécules petites de RNA de doble cadena que

indueixen la degradacio del mRNA a través d’una via de silenciament genétic

coneguda com a RNA d’interferéncia (RNAI).
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Figura 12. Mecanismes de silenciament post-transcripcional en eucariotes. A) Els oligonucleotids antisentit (AS-

ONs) bloquegen la transcripcié del mRNA o indueixen la seva degradacié a través de la RNasa H. B) L’activitat proteica

pot ser abolida utilitzant un inhibidor que s’uneix directament a la proteina. C) Un oligonucleotid cataliticament actiu pot

promoure la degradacié del mRNA diana. D) Molécules de dsRNA poden incorporar-se al RISC i catalitzar el tall del

mRNA diana. E) mRNAs endogens poden incorporar-se al RISC i reprimir la traduccié del mRNA. [De RNA interference

—Technical Reference & Application Guide. Dharmacon].

1.5.1. Oligonucleotids antisentit

Els AS-ONs s6n molécules de DNA de cadena senzilla de 15-20 nucleotids de llargada

i complementaris al MRNA diana que es vol interferir. Hi ha 2 mecanismes principals
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que contribueixen en la seva activitat antisentit. EI primer, i més utilitzat, és la capacitat
del AS-ON d’activar la RNasa H. Aquesta és capag de tallar el RNA que forma part de
I'heteroduplex DNA-RNA i desencadenar aixi la degradacié del mRNA diana. A més,
els AS-ONs que no sén capacos d’induir el tall de la RNasa H poden ser utilitzats per
inhibir la traduccié mitjangant un bloqueig del ribosoma ja que quan els AS-ONs tenen
la seva diana a lI'extrem 5 del mRNA, impedeixen la unié de la maquinaria de

traduccio (Kurreck, 2003).

A) Tall RNasa H
RMNasa H

\f‘g mRNA
AN

Oligonucledtid antisentit quiméric

B) Bloqueig de la traduccio

Ribosoma

_‘ '*’ mRNA

Oligonucleotid antisentit

Figura 13. Mecanismes d’actuacié dels oligonucleotids antisentit. A) Els AN-ONs poden induir el tall del mRNA via

RNasaH. B) Alguns AN-ONs inhibeixen la traduccié tot bloquejant el ribosoma. [De Kurreck, 2003].

Un dels inconvenients d’aquestes molécules és la inestabilitat dels oligonucledtids que
poden ser facilment degradats per les nucleases dels fluids bioldgics. Des de fa uns
anys, per intentar millorar I'estabilitat dels AS-ONs, s’esta treballant amb nucleodtids

modificats quimicament.

1.5.2. Ribozims

A principis dels 80, Cech i els seus col-laboradors van descobrir l'activitat auto-

catalitica en els introns del grup | de Tetrahymena thermophilia (Cech et al., 1981; Kruger et
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al., 1982) i van utilitzar el nom “ribozims” per descriure aquests enzims de RNA. Poc
després, es va descubrir el paper del RNA del complex RNasa P en el procés de
maduracié del tRNA (Guerrier-Takada et al.,1983). Aquesta va ser la primera caracteritzacio
d'un enzim de RNA verdader capag¢ de catalitzar una reaccié en trans sobre un
substrat lliure.

Des d’aleshores i fins al moment s’han identificat 7 classes de ribozims naturals. Tots
ells catalitzen el tall o lligacié d’'una molécula de RNA per transesterificacié o hidrolisi
de grups fosfat. Aquests ribozims poden ser dividits en tres grans grups segons la la
seva funcié i mecanisme: els ribozims hammerhead, hairpin, hepatitis delta virus
(HDV) i Varkud Satellite (VS); els introns del grup |'i ll; i la ribonucleasa P (Petit-Zeman,

2003; Khan, 2006).
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Figura 14. Tipus de ribozims. Estructura d’'un ribozim hammerhead (A), intr6 del grup | (B) i ribozim hairpin (C). Les

fletxes indiquen el lloc de tall. [De Petit-Zeman, 2003].

Ribozims hammerhead. Aquests petits RNAs catalitics tenen des de 40 fins a 155
nucleodtids de llargada i catalitzen, a diferéncia dels altres, un tall de lloc especific.
L’aparellament de bases i les interaccions terciaries els sén d’ajuda a I'hora d’alinear el

lloc de tall amb el centre catalitic del ribozim.
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Els ribozims hammerhead, que sén els més estudiats i utilitzats fins al moment, van
ser descoberts per primera vegada en virus de RNA de plantes (Forster et al., 1987). La
replicacié d’aquests patdgens es déna pel mecanisme de “rolling circle” (Branch et al.,
1984) en el qual el genoma circular de RNA es copia dins de llargs i multimérics
transcrits. Aquests transcrits han de ser després tallats en fragments de genomes
unics. En diversos casos pero, aquest pas no implica enzims proteics sino que es dona
per una autoreaccio catalitica catalitzada per un motiu especific de RNA anomenat
hammerhead (Sheldon et al., 1989). Des d’aleshores s’ha demostrat que el motiu
hammerhead pot ser incorporat dins d’oligonucledtids sintétics i transformat en un
veritable catalitzador adequat per tallar en trans una gran varietat de RNAs diana
(Uhlenbeck, 1987; Haseloff et al., 1988).

Tots els motius hammerhead comparteixen una estructura secundaria formada per tres
hélix (I, II'i 11I) que envolten una regidé central formada per varis nucleotids invariables
(el nucli catalitic). En la majoria dels ribozims hammerhead que actuen en trans, I'hélix
Il esta formada unicament per nucleotids propis del catalitzador mentre que les hélix | i
lIl es formen per hibridacié del ribozim amb seqliiéncies complementaries del substrat
(Hammann et al., 2002, Persson et al., 2002).

Al 1994, Pley i els seus collaboradors van publicar I'estructura d'un ribozim
hammerhead. El nucli estava format per dos dominis estructurals: residus 3-6 (CUGA)
que formaven una corba idéntica a la corba formada per les uridines en el tRNA,
mentre que els residus 8, 9, 12 i 13 formaven un duplex no estandard situat després

de I'hélix II.
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Figura 15. Estructura secundaria d’un ribozim hammerhead unit al seu substrat. El ribozim, a diferéncia del
mRNA substrat, estd marcat en negreta. Els ribozims més utilitzats per a les aplicacions exdgenes tenen 35-40
nucleotids i I'hélix intramolecular esta formada per 4 parells de bases. Tot i aixi, s’han descrit altres variants amb una

elevada activitat catalitica. N:qualsevol nucleotid H: qualsevol nucleotid excepte G. [De Khan et al., 2006].

Al 1995, Scott et al. van confirmar aquesta estructura general amb estudis
cristal-lografics i van afegir que en el lloc de tall hi ha sempre un grup 2-O-metil (Scott et
al., 1995 i 1996). Tot i que les estructures obtingudes en aquests estudis cristal-lografics
reflecteixen la conformacié predominant del ribozim en solucié a temperatura ambient,
per aconseguir la catalisi es requereix algun petit canvi en aquesta estructura (McKay,
1996; Scott et al., 1996; Lilley, 2005).

Se sap que els ribozims hammerhead tallen en els triplets NUH (on H és qualsevol
nucledsid excepte guanosina). El processament més efica¢ es déna davant els triplets
AUC i GUC. L’eficiencia de tall d’'un ribozim d’aquest tipus és altament depenent de

I'estructura secundaria i terciaria del mRNA diana.

Introns del grup | i Il. Poden tenir des de pocs centenars fins a 2500 nucleotids de

llargada. Es caracteritzen per catalitzar el seu propi splicing mitjangant reaccions de

transesterificacio (Cech, 1990; Michel et al., 1995; Jacquier, 1996).
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Ribonucleasa P. En tenen totes les cél-lules i esta implicada en la formacié de
diversos RNAs precursors, com per exemple els tRNAs, tot catalitzant el tall de
seqliéncies especifiques en els precursors. Es un complex format per un RNA i una

proteina (Frank et al., 1998).

1.5.3. La via del RNAi

El RNA d’interferéncia o RNAIi és un mecanisme conservat evolutivament que permet
una regulacié post-transcripcional especifica de sequéncia en les cél-lules dels
metazous eucariotes, incloent els humans (Tomari et al., 2005).

El RNAIi va ser observat per primera vegada en plantes a finals dels 80 pero el seu
mecanisme molecular no es va conegixer fins a finals dels 90, quan un treball sobre el
nematode Caenorhabditis elegans va mostrar que el RNAi és un mecanisme de

silenciament genétic evolutivament conservat (Fire et al., 1998; Reinhart et al., 2000).

1.5.3.1. Mecanisme d’accié del RNAIi

La via del RNAi la inicien RNAs llargs de doble cadena (dsRNAs) que sén processats
fins a molécules de RNA de 21-23 nucleotids capaces d’induir el silenciament genétic.
Existeixen dos tipus naturals d’aquests RNAs petits capagos d’actuar com a
silenciadors genétics: siRNA (short interfering RNA) i miRNA (microRNA). Com
s’explica a continuacio, cada un d’aquests es forma a partir d’'una via diferent del

sistema RNA..

siRNA. En la primera fase, els dsRNAs lineals o els hairpins de RNA (shRNA) soén

reconeguts i processats en el citoplasma pel Dicer, una RNasa de tipus lll, fins a
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duplex de siRNA de 19-23 nucleoétids de llargada amb 2 nucledtids desaparellats en
els extrems 3’ i grups fosfat en els extrems 5 (Hannon et al., 2004; Meister et al., 2004).
Alternativament als dsRNA, també poden ser introduits directament a la cél-lula els

siRNAs que, només entrar, seran fosforilats en els extrems 5’ per quinases cel-lulars.

Les molécules de siRNA

Hairpin de RNA dsRNA llarg SiIRNA
slincorporen aleshores dins dun L [ T i i 10
Y Fosforilacid a lextrem 5 l
. . Tall pel Dicer i unid al RISC i unié al RISC
complex multiproteic anomenat o e

RISC (RNA-induced silencing

Es carrega la cadena guia i
es forma un RISC madur

complex) (Tuschl et al., 1999;

Elbashir et al., 2001) i una helicasa

Reconeixement del
MRNA diana

depenent d’ATP present en C;S

—
CAGOLY” PO,

8 lTaII del mRNA

aquest complex desplega els
duplex de siRNA permetent que

una de les dues cadenes, —-""" "“"

concretament la cadena Figura 16. Passos que es donen per a la formacié i
antisentit anomenada cadena funcionament del complex siRISC. [De: Rana., 2007].

guia, s’incorpori dins el RISC i

es formi aixi un complex RNA-proteina conegut com a siRISC (Hammond et al., 2000;
Martinez et al., 2002). La cadena sentit del siRNA, també anomenada cadena passatgera,
és alliberada i degradada.

Les proteines del RISC col-loquen la cadena guia en una posicié favorable perquée
s’uneixi al mRNA diana i juxtaposen la unitat catalitica de I'endonucleasa del RISC
amb I'enllag fosfat situat entre els nucledtids 10 i 11 de la cadena guia del siRNA. Es
per tant la cadena antisentit del duplex la que fixa la posicié de tall del mMRNA.

La fosforilacié a 5' de la cadena guia és essencial per a la funcié del siRNA ja que és

el nucledtid 5’ inicial qui determina la posicié de tall de 'endonucleasa sobre el fosfat
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situat entre els nucledtids 10 i 11 (Elbashir et al., 2001). L’endonucleasa sempre talla en la
mateixa posicid, independentment de I'extrem 3’ en la cadena guia (que sera el que
determinara que la llargada del siRNA sigui de 17, 19 o 21 nucledtids). S’ha observat
que diferents modificacions de I'extrem 5’ (2’-O-metil) bloquegen la via RNAI, pero les

modificacions a I'extrem 3’ sén tolerades (Rychahou et al., 20086).

En mamifers, I'endonucleasa del RISC que talla el mRNA selectivament entre els
nucléotids 10 i 11 del siRNA és Ago2, un membre de la familia de les proteines
Argonaut que son capaces d’unir-se a siRNAs. Aquesta proteina té dos dominis
estructurals principals: PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille) i Piwi. Aquest ultim comparteix
caracteristiques estructurals amb la Rnasa H (Liu et al., 2004; Meister et al., 2004).

Sembla que també és Ago2 qui destrueix la cadena del siRNA que no s’incorpora en el
RISC (Matranga et al., 2005; Rand et al., 2005). A diferéncia, la cadena guia queda associada

al complex permetent que diferents mMRNAs puguin entrar-hi i ser degradats.

miRNA. Sén RNAs enddgens no codificants de 19-25 nucleotids que estan implicats
tant en processos de regulacié post-transcripcional com en altres mecanismes de
regulacié genética encara no definits (Bartel, 2004). Actualment se sap que en humans i
ratolins n’existeixen uns 200 (Lagos-Quintana et al., 2003; Tomari et al., 2005).

La biogénesi del miRNA comenga en el nucli. Inicialment, els miRNAs sén transcrits
per la RNA polimerasa Il i s’obtenen transcrits primaris de miRNA (pri-miRNAs) que
poden tenir centenars de nucledtids de llargada i es pleguen formant estructures amb
loops (Cai et al., 2004; Lee et al., 2004). EI complex format per la RNasa lll nuclear Drosha i
el seu cofactor DGCRS8 (DiGeorge syndrome critical region gene-8) talla aquests pri-
miRNAs per formar pre-miRNAs, estructures de RNA d’'uns 70 nucledtids amb grups

5’ fosfat i 2 nt desaparellats en els extrems 3’ (Denli et al., 2004; Kim, 2005).
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El pre-miRNA és molt semblant en estructura al shRNA (short hairpin RNA), ja que
ambdos son curts hairpins de RNA amb 2 nt sobresortint a I'extrem 3.

Ambdds, pre-miRNAs i shRNAs s’uneixen al complex nuclear format per un factor
nuclear anomenat Exportina 5 (Exp5) i el seu cofactor Ran-GTP (Yi et al., 2003; Lund et al.,
2004). Aquest complex transporta els pre-miRNAs i shRNAs cap al citoplasma on es
produeix la hidrolisi del Ran-GTP i s’alliberen aixi els RNAs transportats pel complex. A
partir d’aqui, els pre-miRNAs i shRNAs, al igual que els siRNAs, son processats per la
RNasa lll citoplasmatica anomenada Dicer (Bernstein et al., 2001; Zhang et al., 2002).
Aquesta RNasa processa els pre-miRNAs cap a miRNAs madurs d'uns 22 nt que
s’uniran al RISC per tal de portar a terme el silenciament génic. Els complexes RISC
carregats amb el miRNA (miRISCs) reconeixen la sequiéncia del mRNA diana
(normalment amb una homologia inferior al 100%) i s’uneixen a la regi6 3° UTR
d’aquest. Sense una uni6 perfecta entre les dues molécules de RNA, el mRNA diana

no es talla sin6 que es reprimeix la seva traduccio.

Alguns estudis (Liu et al., 2005; Chu et al., 2006) han demostrat que varis complexes miRISC
poden unir-se a un unic mRNA diana i transportar-lo fins a unes estructures
citoplasmatiques anomenades cossos P que reprimirien la seva traduccid. Els mRNAs
reprimits poden ser emmagatzemats en els cossos P o entrar en la via de degradacio.
Segons les condicions cellulars i els estimuls, els mMRNAs emmagatzemats poden
tornar a la via de traduccio o passar a la ruta de degradacio (Rana, 2007).

No se sap encara quins sén els factors que decideixen que un mRNA sigui tallat o que
simplement es reprimeixi la seva traduccié quan aquest s’uneix al complex miRISC o
siRISC. Fins ara, les evidéncies indiquen que una complementarietat perfecta en la
part central del duplex siRNA-mRNA porta cap a la via de tall del mRNA. La preséncia

de protuberancies o altres irregularitats en aquesta regio evitaran el tall.
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Figura 17. Model per a la funcié del miRISC huma. [De: Rana, 2007]

1.5.3.2. siRNA en cél-lules mamiferes
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El silenciament especific i efectiu de gens via RNAi en C.elegans i D.melanogaster pot
aconseguir-se utilitzant llargs dsRNAs (= 500 pb) (Mello et al., 2004). A més, els dsRNAs
poden ser introduits en els nematodes per injeccid directa o remullant els cucs en una

solucié de dsRNAs (Wang et al., 2005). No obstant, aquest no és el cas dels sistemes

Primerament, els dsRNAs de més de 30 pb activen el sistema immune innat tot
desencadenant la via de linterferé y. Diferents estudis van demostrar que per evitar

aquesta activacié, calia utilitzar siRNAs de doble cadena de 21-23 pb generats per
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sintesi quimica (Elbashir et al., 2001), tall enzimatic (Kittler et al., 2004) 0 sistemes d’expressio
(Zheng et al., 2004).

En segon lloc, es va demostrar també que els duplex de siRNA han de ser transfectats
dins les cél-lules de mamifer utilitzant formules basades en lipids (Brazas et al, 2005),
electroporacio (Gresch et al., 2004) 0 unint-los a péptids (Muratovska et al., 2004).

Gracies a la gran utilitzacié que s’ha fet en els ultims anys dels siRNAs, s’ha pogut
definir I'estructura basica perqué un siRNA sigui més efectiu. Aquesta comporta la
preséncia d’un duplex de RNA de 19 pb amb 2 nucleoétids sobresortint en els extrems
3. Se sap també que l'efectivitat de silenciament d’'un siRNA és especific de

sequéncia i, per tant, s’han desenvolupat normes per al disseny correcte de siRNAs.

1.5.3.3. Seleccioé d’un siRNA eficient

Des de fa uns anys, s’han identificat varis factors que contribueixen al disseny d’'un
siRNA eficag.

Tuschl i els seus col-laboradors van ser dels primers cientifics en establir alguns dels
criteris a tenir en compte a I'’hora de seleccionar la sequéncia diana del siRNA (Elbashir
et al., 2002). Aquests son:

- La regi6 seleccionada preferiblement ha d’estar localitzada en la zona
codificant del gen, com a minim 50 nucleodtids després de la metionina inicial.

- El contingut en GC hauria de ser d’aproximadament el 50%

- Una seqgiéncia de tipus AA N19 TT sembla ser avantatjosa.

- Cal realitzar un BLAST (alineacié de sequéncies) per assegurar-se que el
siRNA no presenta homologies significants amb altres gens diferents al
d’interés.

Tot i que aquests criteris de seleccid han estat utilitzats amb éxit en varis experiments

de RNAI, una descoberta important per a poder realitzar una seleccié encara més
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acurada d’'un siRNA actiu va ser el fet de descobrir que cada una de les dues cadenes
d'un siRNA o miRNA s’incorpora al RISC de manera asimeétrica (Khvorova et al., 2003;
Schwars et al., 2003). Aixi, es va veure que els duplex funcionals tenen una estabilitat
termodinamica relativa més baixa a I'extrem 5’ de la cadena antisentit que els duplex
no funcionals. Sembla que és I'estabilitat relativa de les bases situades en els extrems
de cada una de les cadenes d’'un siRNA la que determina quina de les dues cadenes

entrara a la via del RNA..

Aquests criteris van ser refinats més tard quan el grup de Reynolds va realitzar un
analisi de 180 siRNAs que tenien com a diana els mRNAs de dos gens diferents
(Reynolds et al., 2004). Amb I'estudi van definir 8 criteris a tenir en compte per tal de
millorar la seleccié de siRNAs potents (veure Taula lll). Segons aquest sistema de
puntuacié, un siRNA amb un total de 6 o més punts sembla que té unes probabilitats

més elevades d’eficiéncia de silenciament génic.

Taula lll. Criteris a tenir en compte per al disseny d’un siRNA funcional, segons Reynolds et al.

Criteri Puntuacioé
Contingut de GC entre 30-52 % (en un siRNA de 19pb) 1
A o U en les posicions 15-19 1 per cada una
A en la posicio 19 1
A en la posicié 3 1
U en la posicié 10 1
G o C en la posicié 19 -1
G en la posicié 13 -1

Tot i que la majoria dels métodes existents per al disseny d’un siRNA efectiu es basen
en una combinacié dels criteris proposats per Tuschl (per tal de trobar les zones diana

adequades dins la regié codificant d’'un gen) i amb el sistema de puntuacié de
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Reynolds (per tal de validar l'eficiéncia d’un potencial siRNA), diferents estudis
mostren que aquests dos parametres no sén suficients per explicar totalment o predir

la poténcia dels siRNAs (Kurreck, 2008).

Aixi per exemple, estudis posteriors als de Reynolds (Heale et al., 2005; Schubert et al., 2005)
van demostrar que I'estructura secundaria del mMRNA diana és de gran importancia per
a l'eficiencia del siRNA. S’ha vist que la preséncia d’estructures hairpin dins de la regié
diana del mRNA redueixen considerablement la poténcia del siRNA. A més, sembla
que existeix una correlacié lineal entre el silenciament que produeix el siRNA i
I'energia lliure de la regié diana del mRNA.

Diferents algoritmes disponibles gratuitament, com el servidor web Sfold (Ding et al.,
2004), permeten dissenyar siRNAs basant-se en les propietats termodinamiques dels
duplex perd considerant també la prediccié de les estructures secundaries en la zona

d’uni6 del mRNA.

Un altre factor que també sembla influenciar en la funcionalitat d’'un siRNA és
'estructura de la seva cadena guia (Patzel et al., 2005). Aixi, després de testar varis
siRNAs, es va veure que l'eficiencia d’aquests augmentava quan les seves cadenes
guies en I'extrem 3’ no formaven estructures definides o tenien nucleotids terminals
lliures. Contrariament, estructures amb aparellament de bases en els extrems eren

virtualment inactives.

Més tard, altres estudis (Kim et al., 2005; Siolas et al., 2005) van demostrar que el
silenciament genétic optim s’aconseguia amb siRNAs de 27 o 29 nucleétids de
llargada. Sembla que aquests eren 100 vegades més potents que els siRNAs

convencionals de 21 pb.
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Totes aquestes caracteristiques son importants perd no porten encara a un metode
concret per a determinar la poténcia d’'un siRNA. Per tant, la prova experimental del
siRNA dissenyat és de moment imprescindible. Probablement hi ha implicats altres
factors que encara es desconeixen i que fan necessaria la recerca continua en aquest

camp.

1.5.3.4. Silenciament genétic estable. shRNA versus siRNA

El silenciament genétic és depenent del nimero de molécules de siRNA transfectades
dins la cel-lula i els duplex es dilueixen progressivament a mesura que la cél-lula es
divideix. La persisténcia de l'activitat siRNA en cél-lules de mamifer varia segons
I'estat proliferatiu de les cél-lules. Aixi per exemple, I'activitat siRNA és present durant
3-7 dies en cél-lules proliferatives perd pot persistir fins a tres setmanes o més en
cél-lules terminalment diferenciades com és el cas de les neurones (Omi et al., 2004). Per
intentar solucionar aquest problema, s’han desenvolupat sistemes basats en vectors
plasmidics que permeten introduir el siRNA dins la cél-lula i obtenir una expressio
estable d’aquest. Aquests vectors contenen promotors de RNA polimerases Il que
permeten I'expressié del shRNA que sera després tallat pel Dicer per produir els
siRNAs. Seleccionant amb lantibidtic adequat, es poden obtenir linies cél-lulars
estables. Aquests sistemes plasmidics han estat utilitzats amb éxit per obtenir knock-
downs estables de diferents gens en cél-lules de mamifer (Mittal, 2004). Alguns treballs
recents també indiquen que els shRNAs sén inductors més potents de la via RNAi que

els siRNA (Siolas et al., 2005).
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1.5.3.5. RNAi i Retinosi Pigmentaria.

En els ultims anys s’han desenvolupat diferents técniques de terapia génica que s’han
testat sobre cultius cel-lulars, explants de retina i sobre diferents models animals
transgénics de Retinosi Pigmentaria.

Es van comencar primer a utilitzar els ribozims com a molecules per al silenciament
genetic. Aixi, s’han dissenyat diferents tipus de ribozims capagos de silenciar mRNAs
portadors de diferents mutacions associades a RPAD (Hauswirth et al., 2000; O'Neill et al.,
2000). Més tard, es van donar a coneixer les molécules de siRNA i shRNA i es van
comengar a utilitzar per al disseny d'estudis de silenciament contra mutacions
concretes en gens relacionats amb RPAD. Una de les més estudiades ha estat la
mutacié P23H trobada en el gen de la rodopsina (Tessitore et al., 2006).

Degut pero a que la Retinosi Pigmentaria és una malaltia provocada per una varietat
molt amplia de mutacions diferents, es va comencgar a pensar en el desenvolupament
de terapies independents de mutacid ja que haver de fer una terapia especifica per
cada mutacié era econdmicament inviable. Aixi, es van comencgar, i s’estan multiplicant
en els ultims anys, diferents estudis in vitro i in vivo sobre mutants de rodopsina en els
que s'utilitzen técniques de RNAI per silenciar els mMRNAs de rodopsina, tant salvatges
com mutats, i s'introdueix després un gen de rodopsina degenerat capac de reestablir
la funcié eliminada i sobre el que no actua la molécula de RNAI (Cashman et al., 2005;
Kiang et al., 2005; O'Reilly et al., 2007 i 2008). Aquesta técnica, coneguda amb el nom de
supressié i substitucié génica, s’ha aplicat sobretot en models animals transgénics
portadors de mutacions en rodopsina ja que la causa més important de RPAD son
mutacions en aquest gen. Hi ha perd també alguns estudis que han trobat en la
técnica de supressié i substitucié una bona eina de terapia génica per aplicar in vitro o
sobre models animals amb mutacions en RDS (Palfi et al., 2006) o IMPDH1 (Tam et al.,

2008). Tots aquests estudis d’interferéncia génica obren una via important en el camp
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de la terapia i aporten aproximacions terapéutiques que poden ser utils no només per
a la cura de la RPAD sino també per a l'estudi d’altres malalties genétiques amb

heréncia dominant.
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2. OBJECTIUS

Els objectius d’aquesta Tesi han estat:

1. Deteccié de mutacions relacionades amb I'expressié génica en families amb

RPAD.

2. Expressié in vitro de gens portadors de mutacions que afecten la regulacié

geénica i s’associen a RPAD.

3. Localitzacié cel-lular i mecanismes patogénics de mutants que afecten la

regulacio génica i s’associen a RPAD.

4. Desenvolupament de técniques RNAi com a aproximacié terapéutica a la

RPAD.
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3. MATERIAL | METODES

3.1. Mutagénesi del DNA mitjangcant la tecnica d’overlap

extension PCR

Una de les técniques utilitzades per a fer mutagenesi sobre fragments de DNA és
'anomenada “overlap extension PCR”. A continuacié es mostra 'esquema i protocol
que cal seguir per a obtenir el fragment desitjat, portador dels canvis nucleotidics

corresponents.

O N
" Seqiéncia salvatge

® Seqiéncia degenerada

Figura 18. Técnica “overlap extension PCR”. L’esquema mostra els passos a seguir per a realitzar la mutagenesi

d’un fragment de DNA mitjangant la técnica esmentada.
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1. En la primera ronda, es fan dues PCRs utilitzant en cada una d’elles un
encebador extern i un encebador intern complementari al DNA i portador del
canvi o canvis nucleotidics que es volen introduir en el fragment a estudiar.

Els encebadors interns utilitzats en cada una de les dues PCRs han de tenir

una regio idéntica.

2. Es realitza després una tercera PCR amb els encebadors externs i utilitzant
com a motlle de DNA una barreja dels dos productes de PCR obtinguts
anteriorment. Al tenir aquests productes una petita zona complementaria,
s’uneixen durant la fase d’anellament i, a partir dels encebadors externs, s’obté

el fragment de DNA complet portador de la mutacié o mutacions desitjades.

3.2. Clonatge d’un fragment de DNA dins un vector plasmidic

El clonatge d'un fragment de DNA dins un vector es realitza de diferents maneres
segons quin sigui el vector utilitzat.

Un dels métodes es basa en la recombinacié entre diferents vectors de DNA (utilitzat,
per exemple, en el sistema Gateway (veure punt 3.3.)).

El métode més utilitzat perd es basa en la lligacié entre un fragment de DNA (o insert)
i un vector plasmidic tractats ambdds amb un enzim de restriccié comu. A continuacio

es mostra el protocol a seguir en aquest tipus de clonatge.

1. Digesti6 del fragment de DNA i del vector
Barrejar en un tub de microcentrifuga:
Fragment de DNA / Vector 15 ul

Enzim de restriccid 1l
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Tampo de I'enzim x Ml (segons la concentracié final
requerida per I'enzim)

Aigua g.s.p 50 pl

Incubar la mescla 1h 30 minuts a 37 °C. Seguidament inactivar 'enzim de restriccio tot

incubant durant 20 minuts a 65 o 80 °C (segons els requeriments de I'enzim utilitzat).

2. Defosforilacié del vector (utilitzant 'enzim Antarctic Phosphatase, de Biolabs)

Barrejar en un tub de microcentrifuga:

Vector digerit 44 ul
Enzim Antarctic Phosphatase 1 ul (5 unitats)
Tampo de reaccié de I'enzim, 10x 5ul

Incubar 15 minuts (per vectors amb extrems 5’ protuberants o extrems roms) o 60
minuts (per vectors amb extrems 3’ protuberants) a 37 °C. Seguidament inactivar

durant 20 minuts a 65 °C.

3. Lligacié del fragment de DNA i vector digerits (utilitzant el “Rapid DNA
Ligation kit”, de Roche)

Mesclar en un microtub:

Vector digerit X Ml *
Insert de DNA y ul*
Tampo de dilucid, 5x 2 ul
Aigua g.s.p 10 i
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Barrejar bé tots els components i afegir després:

Tampé de lligacid, 2x 10 pl

Lligasa T4 1 ul

Incubar 5 minuts a temperatura ambient.

4,

* Es fan dues relacions diferents de vector:insert. Normalment, 1:3 i 2:4. Els
valors x i y es calculen segons les concentracions de cada molécula de

DNA.

Preparacié i transformacioé de cél-lules E.coli Z-competents

Per a l'obtencié d’E.coli Z-competents i posterior transformacio s'utilitza el kit “Z-

competent E.coli transformation kit and Buffer Set”, de Zymo Research. L’eficiéncia de

transformacio és de 2x10® — 1x10° cél-lules transformades per ug de plasmid pUC19.

Preparacio de les cél-lules Z-competents

1.
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Inocular 0.5 ml d’'un cultiu fresc d’E.coli (Que hagi estat creixent o/n en LB) en
50 ml de medi S.0.B. Mantenir el cultiu en agitacioé a 20-25 °C fins aconseguir
una DOgpy de 0.4 — 0.6.

Deixar el cultiu en gel durant 10 minuts. Després, centrifugar les cél-lules a
3000 r.p.m. durant 6 minuts a 0-4 °C.

Eliminar el sobrenedant i resuspendre les cél-lules en 5 ml de Wash Buffer 1x
fred. Centrifugar a 3000 r.p.m. durant 6 minuts a 0-4 °C.

Eliminar completament el sobrenedant i resuspendre les cél-lules en 5 ml de
Competent Buffer 1x fred.

Aliquotar 100-200 pl de cél-lules en microtubs i posar en gel. Les cel-lules es

poden transformar directament o emmagatzemar-se a -70 °C.
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Transformacioé de les cél-lules Z-competents

1.

2.

Agafar 100 ul de cel-lules Z-competents i afegir 1-5 pl de DNA.

Barrejar i incubar en gel durant 5-10 minuts.

Afegir 4 volums de SOC per cada 100 ul de barreja de transformacio i incubar a
37 °C durant 1 hora. Aquest pas no és necessari quan s’utilitza ampicilina com
a antibiotic de seleccié pero és altament recomanat si es fa servir kanamicina o
tetraciclina per a la seleccié dels clons.

Sembrar 50-100 pl del cultiu en una placa d’agar selectiva pre-escalfada a 37

°C.

Analisi dels clons positius

Agafar varies de les coldnies que han crescut a la placa i posar-les a créixer en
medi TB amb I'antibidtic corresponent.

Analitzar per PCR els clons per tal de saber quins d’ells contenen el vector amb
l'insert desitjat.

Posar a créixer o/n en 50-200 ml de TB el clon d’interés i aillar després el DNA
plasmidic. Al laboratori s’utilitzen els kits “HiSpeed midi/maxi Plasmid DNA
purification Kit”, de Qiagen.

Analitzar el plasmid purificat per seqienciacié directa.

Utilitzant aquesta técnica de clonatge, s’han dissenyat al laboratori diferents

construccions plasmidiques. A continuacid6 es mostren els vectors i encebadors

utilitzats.

Clonacié dins el vector pCl-neo

Dins el vector d’expressio pCl-neo, de Promega, es van clonar diferents cDNAs de

gens associats a RPAD.
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Taula IV. Encebadors utilitzats per al clonatge del cDNA de NRL dins el vector pCl-neo. Les dianes de restriccié

utilitzades (EcoRl i Sall) estan subratllades.

Nom Segqiiéncia (5' - 3") Tm (°C)
MM-NRL-F | CATAAGAAATCCGAATTCCAGCCCAGCTCCAGAATG 73.4
MM-NRL-R | CAAGTCTCTATGGAGCTCGTCGACCAGCCCCCACTACACCACAAG >75

Bglll
ori A Sdfl
CMV LE -Pao
Enhancer/Promoter I-Pol 17 1
Mhel 1085
*hol 109
Intron EcoRl [1096
) Miul  [1102
Amp' pCl-neo V40 Late Xbal (1114
Vector poly(A) Sall  |1120
(5472bp) Accl 11121
. Smal |1127
f1 ori / Matl 131
. T2 T
S'_\.i\‘llll\_‘)_tl ¢ SV40 Enhancer/
poly(A) Early Promoter
BarmHI nea

Figura 19. Vector pCl-neo. Utilitzat per al clonatge de diferents fragments de cDNA.

Clonacié dins el vector pEGFP

Dins el vector d’expressio pEGFP, de Clontech, es va clonar el cDNA, provinent del

mRNA salvatge o mutat, del gen RHO. Utilitzant aquest vector es volia obtenir una

proteina de fusié entre GFP i els diferents cDNAs de RHO; per aconseguir-ho, es van

utilitzar els encebadors descrits a la Taula V. Aquests encebadors a més de contenir

una diana de restriccié adient per al clonatge del fragment de DNA dins el vector, es

van dissenyar de manera que permetessin mantenir la pauta de lectura desitjada en

RHO.
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Taula V. Encebadors utilitzats per al clonatge del cDNA de rodopsina dins el vector pEGFP. Les dianes de
restriccié utilitzades (EcoRI i Sall) estan subratllades. En vermell es marca el codé inicial i final de la sequencia

codificant i en gris/blanc es mostra la pauta de lectura de la proteina resultant.

Nom Sequéncia (5' - 3") Tm (°C)
RHOpPEGFP-F AAGCTTCGAATTCTATGAATGGCACAGAAGGCCCTAACT 73.1
RHOpEGFP-R GGTACCGTCGACTTAGGCCGGGGCCACCTGGCTCGT 83.7

Asel
Apal | K SnaB |

Ecod7 1l 597)
Age | s01)

Eco0109 1
(3854]

pEGFP-C1
4.7kb

BsrG 1 (1323)

MCS
(1330-1417)

Miu 1 (1542)

Dralll j1872)

Stul
(2577

Figura 20. Vector pEGFP-C1. Utilitzat per al clonatge dels diferents cDNAs de RHO que donara com a resultat

proteines de fusio amb GFP.

3.3. Sistema de vectors Gateway

El sistema Gateway (d’'Invitrogen) és un sistema de clonatge universal basat en les
propietats de recombinacié especifica de lloc del bacteridfag lambda. Aquest sistema
permet moure de manera rapida i eficient sequéencies de DNA entre diferents tipus de

vectors per a realitzar tant analisis funcionals com d’expressié de proteines.

attB1—gen—attB2 x attP1-ccdB-attP2 « attL1-gen-attL2 x attR1-ccdB-attR2

(clon d’expressio) (vector donador) (clon d’entrada) (vector de desti)
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La reaccié de recombinacié entre extrems attB x attP és mediada per I'enzim “Gateway

BP Clonase” mentre que la reaccié attL x attR és portada a terme per I'enzim

“Gateway LR Clonase”.

3.3.1. Construccio de vectors Gateway

1. Obtencié d’un fragment de DNA flanquejat per cues attB

Per poder introduir una seqiéncia de DNA determinada dins un vector donador del

Sistema Gateway (pDONR), cal que aquest DNA estigui flanquejat per les

anomenades seqléncies attB, necessaries perqué es doni la recombinacié de dita

sequéncia amb el vector.

Aixi, cal amplificar la sequiéncia nucleotidica que es vol introduir en el vector

utilitzant encebadors que portin en els extrems 5' les cues attB.

Taula VI. Encebadors utilitzats per a I’obtencié dels cDNAs de NRL i CRX flanquejats per cues attB (marcades

en negreta i cursiva).

Nom Seqiiéncia (5' - 3") Producte
amplificat
NRLgway-F | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCCCCAGCTCCAGAATG cDNA de NRL
NRLgway-R | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGGCCCCCACTACACCACAAG
CRXgway-F | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCAAGATCATGATGGCGTATAT cDNA de CRX
CRXgway-R | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGATGGAGAGAGATGGAGA

2. Reaccidé de recombinacioé BP

Un cop obtinguts els productes de PCR amb cues attB, cal clonar-los dins un

vector donador (amb sequéncies attP). En aquest cas, el vector escollit va ser el

pDONR-201.
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B T2 transcription terminator
mB T1 transcription terminator
pPDONRT201 forward primer

Ny ae

[ DONR201 1
[ |
| p J/cch
4470 bp |

pDONRT201 reverse primer

attP2

Figura 21. Vector pDONR201. Es poden veure les sequéncies de recombinacio attP1 i attP2.

Els passos a seguir per a la realitzaci6 de la reaccié BP sén:

1. Barrejar en un tub de microcentrifuga:

Producte de PCR amb extrems attB 1-5 pl
Vector donador (pbDONR™) (150 ng/ ul) 1wl
BP Clonase™ Reaction Buffer, 5x 2 ul
Tampd TE, pH 8 g.s.p 8 ul

2. Treure el “BP Clonase™ enzyme mix” de -80 °C i posar-lo en gel durant 2
minuts. Agitar breument amb vortex.
Afegir a cada reaccio 2 ul de I'enzim. Agitar i centrifugar breument.
3. Incubar la reacci6 a 25 °C durant 60 minuts.
4. Afegir 1 ul de Proteinasa K per tal d’aturar la reaccio. Vortex.
5. Incubar a 37 °C durant 10 minuts.
6. Transformacié de cél-lules DH5a
1- Transformar 1 ul de cada reaccié BP en 50 pl de cél-lules competents
DH5a.

2- Incubar en gel 30 minuts.
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3- Fer un xoc térmic a les cél-lules incubant-les durant 45 segons a 42 °C.
Seguidament, posar en gel 2 minuts.
4- Afegir 450 yl de medi SOC i incubar una hora a 37 °C en agitacio.
7. Sembrar 20-100 ul de cada transformacié en plaques d'agar amb kanamicina
(50 pg/ml).
8. Seleccionar un dels clons crescuts en agar. Es fa créixer tota la nit en medi
liquid TB amb antibiotic i es fa després una midiprep o maxiprep (utilitzant el kit

“HiSpeed Plasmid Midi Kit” o “HiSpeed Plasmid Maxi Kit’, ambdés de Qiagen).

3. Reaccié de recombinacié LR
Una vegada obtingut el vector pPDONR amb l'insert corresponent, es procedeix a fer la
segona recombinacié de lloc especific. En aquest cas, és una recombinaci6 del tipus
LR on el clon d'entrada (amb seqliéncies attL) és un dels obtinguts anteriorment i, el

clon de desti (amb seqiiéncies attR) és un vector pDEST.

pCMV pCMVtet
oriR % oriP [—f\/

% g Ty y nRFP

eCFP / \<
o A \ /. R

amp
amp R1 /
pDest-501 pDest-733 B—car
D

6159 bp 8112 bp
\
onis CAT /7

S
S /\\ B ccdB
pKan J k 42 o ne0>\ o KRZ

Figura 22. Vectors pDEST-501 i pDEST-733. Ambdos utilitzats al laboratori com a vectors de desti en el Sistema

Gateway de clonatge. Les seqiiéncies de recombinacio attR estan senyalades com a R1i R2.
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Els passos a seguir per a realitzar la reaccié LR sén els seguents:

1. Posar, per cada mostra, en un tub de microcentrifuga:

Clon d'entrada (100-300 ng) 1-5 pl
Vector de desti (pDEST) (150 ng/ pl) 1l
LR Clonase™ Reaction Buffer, 5x 2 ul
Tampd TE, pH 8 g.s.p 8 ul

2. Treure el “LR Clonase™ enzyme mix” de -80 °C i posar en gel durant 2 minuts.
Agitar breument amb vortex.
Afegir a cada reaccio 2 pl de I'enzim. Agitar i centrifugar breument.

3. Incubar les reaccions a 25 °C durant 60 minuts.

4. Afegir 1 pl de Proteinasa K a cada mostra per tal d’aturar la reacci6. Vortex.

5. Incubar a 37 °C durant 10 minuts.

6. Transformacio de cél-lules DH5a (explicat anteriorment).

7. Plaquejar 20-100 pl de cada transformacié en plaques d'agar amb ampicil-lina
(50 pg/ml) .

8. Seleccionar un dels clons crescuts en agar i aillar el DNA plasmidic fent una

midi o maxiprep.

3.4. Disseny de ribozims, siRNAs i shRNAs

S’han dissenyat varies molécules (ribozims, siRNAs i shRNAs) per tal d'interferir

diferents gens i productes de splicing relacionats amb RPAD.
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3.4.1. Disseny i seleccio de la seqiiéncia del siRNA

Per al disseny i seleccié de cada un dels siRNA d’interés es va utilitzar principalment el
programa Sfold.

El software de Sfold esta basat en varis algoritmes desenvolupats per Ding i Lawrence
(Ding et al., 2004). Un dels principals objectius d'aquest software és oferir eines
computacionals per al disseny de siRNAs, oligonucledtids antisentit i ribozims efectius

per al silenciament genétic.

El programa ofereix tres moduls diferents anomenats SiRNA, Soligo i Sribo que
proporcionen les eines adequades per al disseny de siRNAs, oligonucleotids antisentit
i ribozims, respectivament. A més, existeix un quart modul, Srna, que ofereix una
representacié de les estructures secundaries del RNA analitzat. El servidor Sfold esta

disponible al web http://sfold.wadsworth.org.

La metodologia de Sfold per al disseny dels siRNAs es basa en criteris dissenyats
empiricament per Reynolds et al (Reynolds et al., 2004), en la prediccié de I'accessibilitat
al mMRNA diana i en les propietats termodinamiques del siRNA duplex. A continuaci6 es

detallen cada un d'aquests apartats.

e Criteris empirics per als duplex de siRNA.

= Els siRNAs haurien d'estar formats per una cadena sentit i una
antisentit aparellades, ambdues de 21 nt. En els extrems 3' haurien
de tenir 2 nt dTdT penjant.

= La sequéncia del siRNA hauria de tenir un contingut en GC baix o
moderat (30-60%).

= S'haurien d'evitar les seqliencies amb 3 Gs o Cs contiglies.

= Caldria evitar també sequéncies de 4 As o Ts seguides.
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e Accessibilitat i estructura secundaria del mRNA diana. Les regions de cadena

simple que es troben en l'estructura secundaria del RNA sén accessibles a la
unié d'acids nucleics a través de la interaccio de les bases. L'accessibilitat a la
diana que tenen tant els siRNAs com els ribozims i els oligonucleoétids antisentit

és un factor important per a la poténcia del silenciament que realitzen.

e Propietats termodinamiques del siRNA. Les analisis estadistiques publicades

revelen que els siRNAs funcionals tenen a I'extrem 5 antisentit una estabilitat
interna inferior que en l'extrem 5' de la cadena sentit. Sembla que tant
I'estabilitat absoluta com la relativa dels extrems del siRNA duplex determinen
el grau amb el que cada una de les dues cadenes del duplex participara en la
via RNAi. A més, els siRNAs funcionals tendeixen a tenir una inestabilitat
relativa en el lloc de tall, que sembla facilita I'alliberament del mRNA i la

repeticié del cicle (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003).

El Sfold déna una puntuacié total a cada siRNA predit. Aquesta puntuacié s'obté
segons quina sigui I'accessibilitat a la diana, les caracteristiques de la sequéncia del
duplex i la termodinamica d'aquest.

A més, Sfold recomana fer un BLAST nucleodtid-nucleotid contra la base de dades de
I'organisme seleccionat per tal d'evitar efectes no especifics degut a 'homologia entre
el siRNA i gens diferents al d'interés. Un bon criteri és que hi hagi com a minim 2

desaparellaments entre el SiRNA seleccionat i els gens que no sén diana.

A més del software Sfold, tant per al disseny com per a la sintesi dels siRNAs es va
consultar també el programa “siRNA Wizard”, un software gratuit de la casa comercial
Invivogen (http://www.siRNAwizard.com) i les fonts informatiques i bases de dades de

la casa comercial Ambion (http://www.ambion.com/techlib/resources/siRNA).
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Un cop seleccionada i dissenyada la sequiéncia del siRNA a estudiar (21 nt), hi ha

dues opcions:

a)

b)

Sintetitzar el siRNA com a molécula de RNA duplex i transfectar-la
d’aquesta manera dins la cél-lula. Es parlara en aquest cas d’'una molécula
de siRNA.

Sintetitzar el siRNA en forma de doble cadena de DNA. Aquesta doble
cadena ha de ser anellada i clonada dins un plasmid adequat per ser
després transfectada en els cultius cel-lulars. Es parlara en aquest cas de

shRNAs.

Si s’escull la primera opcié, només cal demanar a una casa comercial la sintesi del

siRNA i procedir després amb la transfecci6. En el cas d'utilitzar la segona opcid, el

procés és més complex (veure punt 3.4.2.).

Taula VII. siRNAs, shRNAs i ribozims dissenyats al laboratori. En groc es marquen les zones dels shRNAs i

ribozims que interaccionaran amb el mRNA corresponent.

Nom Sequeéncia (5" - 3’)
SiRNA ACCUUGGCUGUUCCCAAGULt
R3811B1 ttUGGAACCGACAAGGGUUCA
SiRNA UCCAGCUCGUCUUCACCGUtt
R3811B5 HAGGUCGAGCAGAAGUGGCA
SiRNA CAAGCAGAACCCACUGGGUL
Rho5167
#GUUCGUCUUGGGUGACCCA
ShRNA | GTACCTCGGAGGTTTACTCTGCGGATTCAAGAGATCCGCAGAGTAAACCTCCTTTTTGGAAA
PRPF8- GAGCCTCCAAATGAGACGCCTAAGTTCTCTAGGCGTCTCATTTGGAGGAAAAACCTTTTCGA
lab
Ribozim | GTACCTCATCCGCACTGATGAGGCCGAAAGGCCGAAAGTAAACTTTTTGGAAA
PRPF8- GAGTAGGCGTGACTACTCCGGCTTTCCGGCTTTCATTTGAAAAACCTTTTCGA
lab
SiRNA GGAGGUUUACUCUGCGGAULt
PRPF8- H#CCUCCAAAUGAGACGCCUA
lab
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siRNA UGACUUUGACUUGAUGAAGtt

NRL40 ttACUGAAACUGAACUACUUC

siRNA AGCGGGAACCCUCUGAGGGtt

NRL69 ttUCGCCCUUGGGAGACUCCC

shRNA ACCTCAGCGGGAACCCTCTGAGGGTCAAGAGCCCTCAGAGGGTTCCCGCTTT
NRL69 GTCGCCCTTGGGAGACTCCCAGTTCTCGGGAGTCTCCCAAGGGCGAAAAAAC

3.4.2. Clonatge dels siRNAs dins vectors psiRNA

Els vectors psiRNA (de Invivogen) han estat especificament dissenyats per al clonatge

de petits oligonucleotids sintétics de 21 nt, homolegs al segment del gen que es vol

interferir, separats per una petita regié espaiadora formada per 5-9 nt. L’insert queda

clonat sota un promotor huma (7SK o H1) d’'una RNA polimerassa lll. Després de la

transcripcié s’obté un petit dSRNA amb estructura de hairpin (sShRNA) que consisteix

en una

doble cadena de 21pb corresponent a la seqlieéncia diana i un petit loop format

per la regi6 espaiadora.

Per al clonatge dels shRNAs dissenyats al laboratori, es va utilitzar el plasmid psiRNA-

hH1GF

Pzeo que té com a caracteristiques principals:

Promotors H1 i hCMV-HTLV. Asseguren elevats nivells d’expressio.

EC2K. Es un promotor bacteria que permet 'expressié constitutiva del gen de
resisténcia a zeocina en E.coli.

GFP::zeo. La fusidé entre el gen GFP i el gen de resisténcia a zeocina ens
proporciona en les cél-lules de mamifer un control de transfeccié i una
resisténcia a antibidtic respectivament. Aquest gen de fusié permet:

3.1 Monitoritzar I'eficiencia de transfeccid.
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3.2 Estandaritzar I'eficiencia de silenciament génic.
3.3 Seleccionar els clons que expressen de manera estable el siRNA.

4. EM7-alpha-péptid: el cassette EM7-lacZ a-peptid és un cassette d'expressio
bacterina que permet la seleccié de clons blancs/blaus. El a-péptid permet que
el bacteri produeixi una B-galactosidasa activa (LacZ). Aixi, en els bacteris
transformats amb aquest vector, la 3-galactosidasa catalitza la hidrolisi de X-
Gal i es produeix un precipitat blau.

5. BGlo pAn: Sequéncies de poliadenilacié i 3' UTR de la B-globina humana.

6. pMB1 Ori. Origen de replicacio per E.coli.
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Figura 23. Vector psiRNA-hH1GFPzeo. Utilitzat per al clonatge de shRNAs.
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Els passos a seguir per a clonar un shRNA dins el vector psiRNA-hH1GFPzeo sén:

1. Preparacié del plasmid. Cal digerir el plasmid amb els enzims de
restriccio adequats per tal de poder clonar-hi després el siRNA. El plasmid

psiRNA-hH1GFPzeo ofereix dues opcions de clonatge:

a) Bbs |/ Bbs | (tot i que ambdds son reconeguts pel mateix enzim, els
dos llocs de tall son diferents per tal d'evitar la re-lligacio del
plasmid).

Per aquesta opcid, cal digerir utilitzant 1 unitat d'enzim per cada ug

de DNA i el tamp6 NEBuffer 2.

b) Acc 651/ Hind Ill.

En aquest cas, utilitzar per a la digestié el tampd NEBuffer 2 i BSA.

Després de la digestio, és aconsellable purificar el plasmid digerit en un gel d'agarosa
del 0,7 %. ElI DNA plasmidic sera de 3411 pb si s'utilitza Bbs | i de 3381 pb si la

disgestio es fa amb Acc 651/ Hind Ill .

2. Sintesi del siRNA. El siRNA es dissenya amb l'ajuda dels programes
informatics citats anteriorment. Una vegada dissenyat, es demana a un
centre extern que sintetitzi cada una de les dues cadenes que formen el

siRNA.

3. Anellament de l'insert de siRNA. Cal seguir els passos seglents.
1. Dissoldre els dos oligonucledtids sintetitzats a una concentracié de

25 uM.
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2. Preparar la solucié d’anellament:

Oligonucledtid sentit (25uM) 2ul
Oligonucledtid antisentit (25uM) 2ul
NaCl 0,5M 6ul
Aigua g.s.p. 30ul

1- Incubar durant 2 minuts en un bany d'aigua a 80 °C. Parar
el bany i deixar reposar la solucié fins que la temperatura
del bany arribi a 35 °C.

2- Utilitzar immediatament linsert de siRNA anellat o

emmagatzemar-lo a -20 °C.

4. Clonatge de l'insert de siRNA dins del vector psiRNA (veure punt

3.4.2.).

5. Transformacio en E.coli Z-competents (veure punt 3.2.).
Les cél-lules es sembren sobre plaques amb agar Fast-Media® Zeo X-Gal,

de la casa comercial Invivogen.

6. Seleccio dels clons positius. Fast-Media® Zeo X-Gal és un medi de
cultiu cel-lular dissenyat per a fer una seleccié dels clons per color. Els
clons recombinants tallen el a-péptid i no produeixen X-Gal de manera que
apareixen de color blanc a la placa d’agar. A diferéncia, els clons que
contenen el vector psiRNA sense el siRNA insertat donen una coloracio

blava.
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A més pero, es comprova mitjancant PCR la preséncia de l'insert de siRNA

dins el vector psiRNA.

S'utilitzen dos encebadors situats en els extrems de la zona de clonacié del

vector:

OL178 (sentit): 5' TCTTTTCTACGGGGTCTGAC 3'

OL408 (antisentit): 5° GCGTTACTATGGGAACATAC 3

| les condicions de PCR soén:

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

Desnaturalitzacié a 94 °C, 1 minut

Anellament a 56 °C, 1 minut
Extensidé a 68 °C, 2 minuts
Extensio final a 68 °C, 8 minuts

Finala 15 °C

durant 30 cicles

Les mides esperades del producte de PCR, varien en funcié del sistema de

clonatge utilitzat. Aixi, si es vol clonar un siRNA de 21 pb, els fragments que es

poden obtenir, segons si hi ha hagut recombinacié o no, soén:

Plasmid no recombinat

Plasmid recombinat

Bbs | / Bbsl

664 pb

355 pb

Acc 651 / Hind llI 664 pb

357 pb
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3.5. Cultiu de linies cel-lulars eucariotes

3.5.1. Caracteritzacio de les linies cel-lulars utilitzades

Linia cel-lular COS7

Nom de la linia :

ECACC No.

Descripcié:

Medi de cultiu:

Rutina de subcultiu:

Morfologia:

Forma de creixement:

Riscos d’aquesta linia:

Linia cel-lular HEK293

Nom de la linia :

Descripcio:

94

COS7
87021302

Cél-lules de ronydé de mico verd africa, transformades

amb SV40.

DMEM + 2 mM Glutamina + 10 % FBS + Penicillina G-

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

Dividir els cultius sub-confluents (70-80 %) sembrant 1-
3x10* cél-lules/cm?® utilitzant 0.25 % tripsina/EDTA.

Incubar a 37 °C, 5 % CO,.
Fibroblast.
Adherent en monocapa.

COS7 és una linia cel-lular que porta 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.

HEK293

Cél-lules embridniques de ronyé huma.
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Medi de cultiu:

Rutina de subcultiu:

Morfologia:

Forma de creixement:

Riscos d’aquesta linia:

DMEM + 2 mM Glutamina + 10 % FBS + Penicillina G-

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

Dividir els cultius sub-confluents (70-80 %) sembrant 3-
6x10* cél-lules/cm? utilitzant 0.25 % tripsina/EDTA.

Incubar a 37 °C, 5 % CO,,

Epitelial.

Adherent en monocapa.

HEK293 és wuna linia cellular transformada amb
'adenovirus 5 DNA. 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

Per treballar amb les dues linies cel-lulars descrites anteriorment, s’utilitzen flascons

de poliestiré (de 25 cm? i de 75 cm?) com a recipients 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™.

Linies cel-lulars limfoblastoides transformades amb EBV

Nom de les linies:

Descripcié:

CAR0001,0002,0003 pertanyents a pacients portadors
d’'una mutacio al gen PRPF8 (CAR0001 i 2) i un individu

control sense mutacio (CAR0003)

Cél-lules B limfoblastoides humanes transformades amb

'EBV.
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Medi de cultiu:

Tipus cel-lular:

Riscos d’aquesta linia:

RPMI 1640 + 2 mM Glutamina + 10 % FBS + 100 U/ml
Penicil-lina G-sodi i 100 ug/ml Estreptomicina-sulfat.

Suspensié

Linia cellular d’'origen huma, immortalitzada amb EBV.
Cultius potencialment infecciosos en humans. Manipular

en cabines de seguretat de classe Il.

Per a I'obtencié d’aquestes linies, es va partir de sang periférica de pacients d'una

mateixa familia afectats de RP (CARO0001 i CAR0002 , pare i filla respectivament) amb

la mutacié c.6974 6994del en el gen PRPF8 i d'un individu sa (CAR0003, filla i

germana respectivament dels pacients anteriors), 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 seglient manera:

Estadi 1

Sang total

!

Cultiu de limfocits primaris

!

Infeccio de les cél-lules amb EBV (Immortalitzacio)

!

Estadi 2 Creixement en agregats cel-lulars en resposta a la

transformacio induida per EBV

|

Enviament de la linia cel-lular congelada
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Quan aquestes cél-lules arriben al laboratori en criotubs, es processen segons el

seguent protocol:

1. Posar les cél-lules de cada un dels criotubs en un flascé de 25 cm? que contingui
10 ml de medi de cultiu. Deixar creixer en un incubador a 37 °C i 5 % de CO,

2. Després de 18-24 hores, afegir 5-10 ml de medi a cada flascd.

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

4. Les céllules limfoblastoides creixen en suspensid i apareixeran en forma

d’agregats visibles a 'ull. Un medi sa ha de ser taronja o groc.

3.5.2. Métodes de transfeccio utilitzats

Per a realitzar els experiments explicats en aquesta Tesi, s'han utilitzat dos métodes
de transfeccié diferents. L'eleccié d'un o altre depén del tipus de cél-lula a transfectar i
del material genétic que s'hi vol introduir:

Lipids cationics. Es un dels métodes més eficients i més utilitzats per a la

transfeccio cel-lular. La part catidonica de la molécula lipidica s'uneix als acids nucleics
carregats negativament tot formant complexes compactes liposoma/acid nucleic. En
cultius cel-lulars, la carrega positiva d'aquests complexes permet la seva associacio a
les membranes cel-lulars carregades negativament i, per endocitosi, els complexes
entren dins la cellula. Els acids nucleics s'alliberen després dels endosomes i

travessen la membrana nuclear.
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Electroporacié. Aquesta técnica s'utilitza normalment sobre cél-lules dificils de

transfectar. Consisteix en aplicar un camp eléctric que crea petits porus a la membrana

externa de les cél-lules per on podra entrar el material genétic d'interés.

Transfeccio de les linies cel-lulars COS7 i HEK293

Electroporacié amb nucleofector. “Cell line Nucleofector Kit”

L’electroporacié amb I'aparell Nucleofector és un dels métodes més rapid i eficient per

a transfectar cél-lules tipus COS7. En alguns dels experiments s’ha utilitzat aquest kit.

El protocol a seguir és el seglent:

1.

Un dia abans de transfectar, cultivar el nombre de cél-lules requerit per tal
d’aconseguir a les 24 hores un 80-90 % de confluencia.

El dia de la transfeccid, pre escalfar la “Nucleofector Solution V” a temperatura
ambient i el medi de cultiu a 37 °C.

Rentar els cultius cel-lulars amb PBS i centrifugar el niamero requerit de
céllules (1x10° cél-lules per cada punt d’electroporacié) durant 10 minuts a 200
g. Eliminar completament el sobrenedant de manera que no quedin restes de
PBS ni medi de cultiu.

Resuspendre el pellet en la solucid “Nucleofector Solution V’ a una
concentracié final de 1-5x10° cél-lules/100 pl solucié. Evitar que la suspensié
cel-lular estigui més de 20 minuts en aquesta solucié ja que aixd redueix la

viabilitat cel-lular i I'eficiencia de transfeccio.

Important: els passos 5-7 haurien de fer-se separadament per cada mostra.

5. Barrejar els 100 pl de la suspensié cel-lular amb 1-5 ug de DNA.

6. Transferir la mostra en una cubeta certificada d’Amaxa evitant la formacio de
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7. Introduir la cubeta dins l'aparell Nucleofector i seleccionar el programa
d’electroporacio desitjat.

8. Per evitar el dany cel-lular, cal treure les mostres de la cubeta immediatament
després de que el programa hagi finalitzat. Per fer-ho, afegir 500 pl de medi de
cultiu pre escalfat a la cubeta i transferir la mostra dins de les plaques P6
plenes ja amb medi de cultiu complet.

9. Repetir els passos 4-7 per cada una de les mostres a electroporar.

10. Incubar els cultius cel-lulars en un incubador humit a 37 °C i amb un 5 % de

CO? durant 24-48 hores.

Tranfeccid utilitzant Lipofectamine™ 2000

Aquest reactiu s’ha utilitzat per a la co-transfeccié de DNA plasmidic i molécules de

RNAI en cel-lules COS7 i HEK293. El protocol a seguir es detalla a continuacio.

1. Un dia abans de transfectar, sembrar en medi sense antibiotics el nombre
necessari de cellules per tal d'obtenir un 80-90% de confluéncia en el
moment de la transfeccié ( = 2x10° cél-lules en cada pou d’una placa de 6
pous).

2. Per cada mostra a transfectar, preparar els complexes DNA-RNAI-
Lipofectamine™ 2000 seguint el segiient protocol (quantitats calculades per
a la transfeccio de cultius en placa de 6 pous):

1. Diluir el DNA (500-1000 ng) i el dsRNA (5-50 pmol) en 250 pl
de medi Opti-MEM® | sense sérum. Barrejar.

2. Diluir el reactiu Lipofectamine™ 2000 (2,5-6 pl) en 250 pl de
medi Opti-MEM® | sense sérum. Barrejar i incubar 5 minuts a

temperatura ambient.
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3. Passats els 5 minuts, barrejar les dues mescles anteriors i
incubar durant 20 minuts a temperatura ambient per
permetre la formacié dels complexes DNA-RNAI-
Lipofectamine™ 2000 .

3. Afegir els complexes sobre cada un dels cultius cellulars i sacsejar bé.
4. Incubar les cél-lules a 37 °C (24-48 h) en un incubador amb un 5 % de CO,

fins al moment de la seva tripsinitzacio i assaig del gen diana d'interés.

En tots els experiments detallats en aquesta tesi, les quantitats utilitzades per a aquest

tipus de transfeccié van ser (per cada pou d’'una placa P6):

= Opcié A (transfeccié de plasmid i siRNA): 1000 ng de DNA plasmidic,

50 pmol de siRNA i 2,5 pl de reactiu Lipofectamine™ 2000.

= Opcid B (transfeccié de plasmid i shRNA): 2000 ng de DNA plasmidic,

2000 ng de shRNA i 10 pl de reactiu Lipofectamine™ 2000.

Transfeccio de les linies limfoblastoides

Electroporacié amb nucleofector. “Human B Cell Nucleofector Kit”

Aquest kit s’ha utilitzat per transfectar en les linies limfocitaries siRNAs, vectors
plasmidics de DNA o ambdues molécules a la vegada.

El protocol a seguir és el seglent:

1. Pre escalfar la solucié “Human B Cell Nucleofector Solution” a temperatura

ambient i el medi de cultiu a 37 °C.
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2.

Rentar les cél-lules amb PBS, fer el recompte i centrifugar el nimero requerit
de cél-lules (1-5x10° cél-lules per cada punt d’electroporacié) durant 10 minuts
a 200 g. Eliminar completament el sobrenedant de manera que no quedin
restes de PBS ni medi de cultiu.

Resuspendre el pellet en la solucié “Human B cell Nucleofector Solution” a una
concentracié final de 1-5x10° cél-lules/100pl solucié. Evitar que la suspensi6
cel-lular estigui més de 20 minuts en aquesta solucid ja que aixd redueix la

viabilitat cel-lular i I'eficiéncia de transfeccio.

Important: els passos 4-6 haurien de fer-se separadament per cada mostra.

4.

Barrejar els 100 pl de la suspensié cellular amb 1-5 yg de DNA plasmidic
purificat 0 0.5-3 ug de siRNA.

Transferir la mostra en una cubeta certificada d’Amaxa evitant la formacié de
bombolles amb el pipetejat. Tapar la cubeta amb el corresponent tap.

Introduir la cubeta dins I'aparell Nucleofector i seleccionar el programa
d’electroporacio desitjat.

Per evitar el dany cel-lular, cal treure les mostres de la cubeta immediatament
després de que el programa hagi finalitzat. Per fer-ho, afegir 500 pl de medi de
cultiu pre escalfat a la cubeta i transferir la mostra dins de les plaques P6
plenes ja amb medi de cultiu complet.

Repetir els passos 4-7 per cada una de les mostres a electroporar.

Incubar els cultius cel-lulars en un incubador humit a 37 °C i amb un 5 % de

CO%.
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3.6. Obtencio i analisi dels RNAs cel-lulars

A continuacié es mostren els procediments seguits per a I'extraccio, purificacio i

quantificacié del RNA cel-lular.

3.6.1. Extraccio del RNA cel-lular total

24 hores (si es transfecta per electroporacid) o 48 hores (si es transfecta utilitzant

lipids cationics) després de la transfeccié es va extreure el RNA de les cél-lules seguint

el protocol del kit “RNeasy® Plus Mini kit”, de Qiagen.

1.
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Per cél-lules adherents, treure el medi de cultiu i seguir amb el pas 2.

Si es treballa amb cél-lules que creixen en suspensio, no utilitzar més de 1x10’
cél-lules. Centrifugar a 300 g durant 5 minuts. Recollir el sobrenedant.

Llisar les céllules afegint la solucié tampé RLT Plus (per <5x10° cél-lules
utilitzar 350 pl; per un numero major afegir 600 pl). Agitar amb vortex o
pipetejar per assegurar una lisi correcta.

Homogeneitzar el llisat amb I'ajuda del vortex durant 2 minuts.

Transferir el llisat a una columna gDNA Eliminator col-locada sobre un microtub
de 2 ml. Centrifugar 30 segons a = 8000 g. Eliminar la columna i guardar I'eluit.
Afegir a I'eluit un volum (350 pl o 600 pl) d’etanol al 70 %. Barrejar bé fent
pipeteig. No centrifugar.

Transferir la mostra a una columna RNeasy situada sobre un microtub.
Centrifugar 15 segons a = 8000 g. Eliminar l'eluit.

Afegir 700 pl de tampd RW1 a la columna. Centrifugar 15 segons a = 8000 g

per tal de rentar la membrana de la columna. Eliminar I'eluit.
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8. Afegir 500 ul de tampé RPE a la columna. Centrifugar 15 segons a = 8000 g
per tal de rentar la membrana de la columna. Eliminar I'eluit.

9. Afegir de nou 500 pl de tampdé RPE. Centrifugar durant 2 minuts a = 8000 g per
tal de rentar la membrana de la columna. Eliminar el microtub col-lector.

10. Col-locar la columna RNeasy en un microtub net i centrifugar durant 1 minut a
maxima velocitat.

11. Col-locar la columna en un nou tub col-lector d’1,5 ml. Afegir 30-50 ul d’aigua
lliure de RNases directament sobre la membrana de la columna. Centrifugar

durant 1 minut a = 8000 g per tal d’eluir el RNA.

3.6.2. Tractament del RNA amb DNasa

El protocol seguit per tal d'eliminar qualsevol possible traga de DNA d'una mostra de

RNA purificat és:

1. Posar en un tub:

RNA extret 24 ul
Tampé de reaccié RQ1, 10x 3ul
DNasa RQ1 (de Promega) 3ul

2. Deixar a 37 °C durant 30 minuts.

3. Afegir 3 pl de solucié Stop i incubar a 65 °C durant 10 minuts.
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3.6.3. Quantificacio dels productes de RNA

El kit “QuantiTect SYBR Green RT-PCR”, de Qiagen, permet fer una quantificacié a

temps real especifica de producte a partir del RNA cel-lular extret. El procediment a

seguir és:

1. Descongelar el reactiu “2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix”, els

encebadors, 'aigua lliure de RNases i els RNA mostra. Barrejar bé cada una de

les solucions i mantenir-les en gel.

2. Preparar la barreja de reaccio:

Component Volum Concentracio final
2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix 10 i 1x
Encebadors (a 10 uM) 2 ul 1 uM
QuantiTect RT mix 0,2 pl 0,2 pl/reaccio
Aigua lliure de RNases variable
RNA mostra (afegit en el pas 4) variable < 500 ng/reacci6
Volum total 20 ul

3. Mesclar bé la barreja de reaccid i dispensar el volum apropiat dins els capil-lars

de PCR.

4. Afegir el RNA mostra corresponent en cada un dels capil-lars i col-locar-los en

el LightCycler.

5. Programar 'aparell d’'acord amb el programa descrit en la Taula VIII.
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Taula VIIl. Programa de RT-PCR a temps real. Programa basic per a la realitzacié d’'una RT-PCR al LightCycler

utilitzant el kit “QuantiTect SYBR Green RT-PCR”, de Roche.

TRANSCRIPCIO REVERSA

Segment Temps Temp. | Rampa
1 20 min 50°C | 20°C/s
PCR
Segment Temps Temp. | Rampa
1: Activacio 15 min 95°C 20 °C/s |Aqui s'activa la DNA polimerasa HotStarTaq. La
Transcriptasa Reversa queda inactivada i el
cDNA motlle es desnaturalitza.
Amplificacié 35-55 cicles Depén de la quantitat de RNA inicial i de
I'abundancia del producte diana.
1: Desnaturalitzacié 15s 94°C | 20°C/s
2: Anellament 20-30s |50-60°C| 20°C/s |Aprox.5 — 8 °C per sota de la Tn dels primers.
3: Extensio 10-30 s 72°C 2°C/s |Fa la lectura de fluorescéncia (a no sé que
s'hagi afegit un pas especial de captura de
dades). El temps d'extensié depén de la mida
del producte. Afegir 5 s per cada 100 pb posant
un minim de 10 s.
4 (opcional): Captura 5s x °C 20°C/s |Tm dimer < x < Ty producte. Aquest pas
de dades s'afegeix si cal suprimir la fluorescéncia
generada per la formaci6 de dimers
d'encebador.
Si no es posa aquest pas, la captura de dades
es fa al finalitzar el segment d’extensio.
MELTING
Segment Temps Temp. | Rampa
1 Os 95°C | 20°C/s
2 15s 50-70°C | 20 °C/s |La temperatura varia segons quina sigui la Tn,
del producte estudiat.
3 Os 95°C | 0,1°C/s
REFREDAMENT
Segment Temps Temp. | Rampa
1 30s 45°C | 20°C/s
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Cada producte quantificat té el seu propi programa de RT-PCR (veure Annexe |).

6. Opcional: per comprovar l'especificitat de la RT-PCR, carregar els productes

resultants en una electroforesi en gel d'agarosa.

A continuacié es mostren els encebadors utilitzats per a la quantificacié dels productes

de RNA obtinguts en els diferents estudis realitzats.

Els valors de quantificacidé obtinguts per cada un dels transcrits estudiats s'han

normalitzat utilitzant la quantificaci6 del gen de la B2-microglobulina. D’aquesta

manera, es corregeixen les diferéncies d’expressié que podrien ser degudes a una

diferéncia en el nombre de cél-lules entre els diferents punts de transfeccio estudiats.

Taula IX. Encebadors utilitzats per I’estudi de RNAi sobre els productes de splicing de RHO.

Producte Encebadors (5' - 3') Tm prod. Mida
amplificat PCR amplico
(°C) (pb)
Prod.1+Prod.2 |Rhospl-F: CAAGACTTATGAATTCAGCGGTACGTGGTGGTGTGT 87-88 216
RHOSPL2-4WT | Rgp|-EX3-R: GTTGTTGACCTCCGGCTTGA
Prod.1+Prod.2 |Rho24-F: AGCGGTACGTGGTGGTGTGT 86-87 141
RHOSPL-A3811G | RgpiE2B1-R: ACATTCCCTCCCTGGACCA
Prod.3+Prod.4 |Rho24-F: AGCGGTACGTGGTGGTGTGT 86-87 144
RHOSPL-A3811G | Rgp|.E23-R: ACGGTGAAGACGAGCTGGAC
Prod.1 Rhospl3-5-F: GTCAGGTACGAATTCCGGAGGTCAACAACGAGTCT |  80-81 139
RHOSPL3-5 | RphoEX24-R: TTCTGGGCAGCGGCCTCCT
B2-microglobulina | B2M-F: TTCTGGCCTGGAGGCTATC 78-79 86

B2M-R: TCAGGAAATTTGACTTTCCATTC
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Taula X. Encebadors utilitzats per I’estudi de RNAi sobre els transcrits de NRL.

Producte amplificat Encebadors (5' - 3") Tm prod. Mida
PCR amplico
(°C) (pb)
NRL NRL50-F: TGCCTCCTACACCCACCTTCAG 87-88 154
NRL96-R: AGCTCCGTGGCCTCTTCAG
B2-microglobulina B2M-F: TTCTGGCCTGGAGGCTATC 78-79 86
B2M-R: TCAGGAAATTTGACTTTCCATTC
Taula XI. Encebadors utilitzats per I’estudi de RNAi sobre els transcrits de PRPF8.
Producte amplificat Encebadors (5' - 3") Tm prod. Mida
PCR amplicé
(°C) (pb)
Al-lel salvatge i mutat |FRP1comu-F: GCCCTCTCACTTCCTCAAC 82 99i78
FRP1comu-R: AGCAGGAGGCAGGGAAAC
Al-lel salvatge FRP1WT-F: CAGGAGGGGGAGGTTTAC 80-81 68
FRP1comu-R: AGCAGGAGGCAGGGAAAC
Al-lel mutat FRP1mut-F: GCAGGAGGGGGAGGAC 80 48
FRP1comu-R: AGCAGGAGGCAGGGAAAC
B2-microglobulina B2M-F: TTCTGGCCTGGAGGCTATC 77-78 86

B2M-R: TCAGGAAATTTGACTTTCCATTC

Disseny de corbes estandard

Per a la quantificacio dels productes de RNA s’han utilitzat diferents corbes estandard,

una per a cada producte a estudiar.

Per generar una corba estandard, es mesuren com a minim 5 concentracions diferents

d’'un RNA determinat (anomenat estandard) i es fan totes les reaccions per duplicat.

Com a RNA estandard s’ha utilitzat sempre un RNA provinent de la mateixa linia

cel-lular que els RNAs diana a quantificar.
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La quantitat de RNA de les mostres que es volen analitzar a d’estar dins el rang que

ocupa la corba patré.

3.7. Preparacioé d’extractes cel-lulars i mesura de I’activitat de

luciferasa i B-Galactosidasa.

3.7.1. Obtencio6 d’extractes cel-lulars

Per a obtenir els llisats cel-lulars dels cultius de COS7 s’ha utilitzat la solucié tampéd

“Reporter Lysis Buffer” (RLB). El protocol a seguir és el seglent.

1.

108

Eliminar el medi dels cultius cel-lulars que han de ser estudiats. Rentar les
cél-lules dues vegades amb PBS 1x. Eliminar totalment la solucié de rentat.
Afegir un volum suficient de RLB 1x per cobrir les cél-lules (300-400 ul per cada
pou d’'una placa P6). Sacsejar la placa suaument per assegurar que tot el cultiu
queda cobert amb la solucié.

Incubar a temperatura ambient i en agitacié durant 15 minuts.

Fer un pas de congelacié - descongelacié dels cultius per assegurar una lisi
cel-lular completa.

Amb una pipeta, transferir cada llisat a un tub de microcentrifuga i posar-los en
gel.

Fer vortex durant 10-15 segons. Centrifugar a 12000 g durant 15 segons (a
temperatura ambient) o fins a 2 minuts (a 4 °C). Transferir el sobrenedant a un
nou tub.

Emmagatzemar el sobrenedant / llisat cel-lular a -70 °C o procedir a la lectura.
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3.7.2. Lectura de B-Galactosidasa

En alguns experiments de transfeccié s’ha utilitzat el vector pCH110 com a marcador

per a normalitzar els nivells d’expressio cel-lular. Aquest vector conté un gen lacZ

funcional que sintetitza la proteina (-Galactosidasa. A l'afegir el subsrat de [-

Galactosidasa sobre els llisats cel-lulars obtinguts després d’una transfeccié amb

pCH110, s’obté una relacié de la quantitat de transfeccié en cada punt. Els valors

obtinguts serviran per a normalitzar les quantificacions de lectura de luciferasa.

Al laboratori, per a la lectura de l'activitat B-Galactosidasa s’ha utilitzat el kit “B-

Galactosidase Enzyme Assay System with Reporter Lysis Buffer”, de Promega. El

protocol es detalla a continuacio.

1.

Descongelar els components del kit i barrejar-los bé abans d’utilitzar. Mantenir
la solucio tampd Assay 2x Buffer en gel.

Pot ser necessari diluir els llisats cel-lulars en la solucié RLB 1x. Una dilucio 2:1
de llisat en RLB 1x és suficient (100 ul de llisat més 50 pl de RLB 1x). Com a
control negatiu, preparar la mateixa dilucié a partir d’un llisat cel-lular que no
hagi estat transfectat amb el gen Lac-Z.

Pipetejar 150 pl de cada un dels llisats diluits dins d’'un nou tub de
microcentrifuga.

Afegir 150 ul d’Assay 2x Buffer a cada tub. Barrejar cada mostra amb vortex.
Incubar les reaccions a 37 °C durant 30 minuts o fins que les mostres agafin un
color grogos. L’augment de color continua durant aproximadament 3 hores. Si
I'activitat enzimatica és baixa, les mostres poden ser incubades o/n.

Parar la reaccié afegint 500 ul de carbonat sodic 1 M. Fer vortex.

Llegir 'absorbancia a 420 nm.
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Preparacio de corbes estandard

1. Barrejar 10 pyl d’'una solucié d° 1 u/yl de B-Galactosidasa amb 990 ul de
Reporter Lysis Buffer 1x. Afegir 10 pl d’aquesta dilucié (1:100) a 990 ul de
Reporter Lysis Buffer 1x i barrejar. S'obté aixi una solucié stock de 1:10.000.

2. Utilitzant aquesta dilucié stock preparar la segient série de dilucions.

B-Galactosidasa Volum de solucié stock Volum de Reporter Lysis
(miliunitats) (1:10.000) Buffer 1x

0 0 pl 150

1.0 10 pl 140 pl

2.0 20 pl 130 pl

3.0 30 pl 120
4.0 40 pl 110 pl

5.0 50 pl 100 pl

6.0 60 pl 90 pl

3. Afegir 150 ul d’Assay 2x Buffer a cada tub. Barrejar cada mostra amb vortex.

4. Incubar les reaccions a 37 °C durant 30 minuts o fins que les mostres agafin un
color grogos. L’augment de color continua durant aproximadament 3 hores. Si
I'activitat enzimatica és baixa, les mostres poden ser incubades tota la nit.

5. Parar la reaccié afegint 500 pl de carbonat sddic 1M. Agitar amb vortex.

6. Llegir I'absorbancia a 420 nm. Relacionant els valors d’absorbancia obtinguts
amb les concentracions de B-Galactosidasa de cada dilucié s’obté la recta
patro.

7. Un cop obtinguda la recta patrd, es procedeix a l'analisi de les mostres

experimentals (seguint els passos 3-6).
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3.7.3. Lectura de ’activitat luciferasa

La lectura s’ha fet utilitzant el sistema de lectura simple i un lumindmetre amb injectors.
1. Preparar 100 pl per cada mostra a analitzar del reactiu Luciferase Assay
Reagent (obtingut de la reconstitucié del Luciferase Assay Substrate amb el
tampo Luciferase Assay Buffer).
2. Dispensar 20 ul de cada llisat cel-lular dins un tub adient per fer la lectura al
lumindmetre.

3. Programar el lumindmetre per a realitzar la lectura de I'activitat luciferasa.

—— » Delay injector 1

Measurement time
Delay measurement

2 10 Temps

AN (en segons)
Comporta tancada

Figura 24. Lectura simple de I'activitat luciferasa. Representacié dels temps programats al luminometre per fer una

lectura simple de I'activitat luciferasa.

4. Introduir el primer tub amb llisat dins el lumindmetre i iniciar la lectura simple
injectant 100 pl de Luciferase Assay Reagent dins el tub. Realitzar la lectura de

la resta de punts a estudiar.

3.8. Deteccié d’apoptosi cel-lular

Per a detectar les cél-lules en procés d’apoptosi d’un cultiu cel-lular, s’ha utilitzat el kit
“In situ Cell Death detection Kit, TMR red”, de Roche. Aquest kit conté I'enzim TdT

(terminal deoxynucleotidyl transferase) que catalitza la polimeritzaci6 de molécules
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tetrametil-rodamina-dUTP en els extrems 3'OH de les molécules de DNA que

presenten trencaments o “nicks”. Observant la mostra tractada al microscopi de

fluorescéncia (a una longitud d’'ona de 520-560 nm) es pot fer una deteccio directa de

la fragmentacio de DNA.

A continuacio es detalla el protocol a seguir.

1. Fixacio cel-lular

1.

2.

6.

7.

1.

2.

Per cél-lules en suspensio:

Rentar les cél-lules 3 vegades amb PBS i ajustar a 2x10’ cél-lules/ml.
Transferir 100 pl de la suspensio cel-lular a un tub de microcentrifuga.
Afegir 100 pl de solucié de fixacio (4 % de paraformaldehid en PBS, pH
7.4)

Resuspendre i incubar durant 60 minuts en agitacié a 15 — 25 °C.
Centrifugar a 300 g durant 10 minuts i eliminar el sobrenedant.

Rentar les cél-lules una vegada amb 200 ul de PBS.

Centrifugar a 300 g durant 10 minuts i eliminar el PBS.

Per cél-lules adherents:

Fixar les cél-lules amb solucié de fixacié (4 % de paraformaldehid en
PBS, pH 7.4) durant 60 minuts a 15 - 25 °C

Rentar amb PBS

2. Permeabilitzacié

Resuspendre les cél-lules en 100 pl de solucié de permeabilitzacié (0,1 % de

Triton X-100 en PBS al 0,1 % de citrat sodic) durant 2 minuts en gel (2 — 8 °C).

Amb els cultius adherents, utilitzar el volum necessari per cobrir el cultiu.
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3. Reaccio de marcatge amb els reactius TUNEL
La barreja de reaccid TUNEL s’ha de preparar immediatament abans de ser
utilitzada i cal guardar-la en gel fins al seu Us. Per a cada mostra a analitzar
s’utilitzen: 45 pl de Label Solution i 5 yl d’Enzyme Solution. S’obtenen aixi els
50 ul de barreja de reaccio TUNEL necessaris per a la deteccid de les cél-lules
apoptotiques en cada punt a estudiar.
Una vegada preparat el reactiu, es procedeix a la preparacio de les mostres tal
i com s’explica a continuacié.
1. Rentar les cél-lules amb PBS
2. Afegir 50 ul de la barreja de reacciéd TUNEL. Per al control negatiu,
afegir a la mostra 50 ul de Label solution.
3. Incubar durant 60 minuts a 37 °C en una atmosfera humida i a la foscor.

4. Rentar amb PBS.

4. Analisi amb microscopi de fluorescéncia
La longitud d’ona d’excitacié del reactiu TUNEL esta en el rang de 520-560 nm
(maxim, 540 nm; verd). El rang de deteccio esta en 570-620 nm (maxim 580
nm; vermell). Les cél-lules apoptdtiques son aquelles que emeten fluorescéncia

en el rang d’'ona del vermell.

3.9. Immunocitoquimica

La immunocitoquimica ens permet localitzar en una cél-lula diferents molécules,
majoritariament proteines, mitjancant la reaccié especifica entre antigen i anticos.

Per tal d’utilitzar aquest métode, les cél-lules s’han de sembrar sobre cubreobjectes
de vidre estérils.

El protocol a seguir es detalla a continuacio.
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1. Rentar: Treure el medi de cultiu i rentar les cél-lules 5 minuts amb PBS 1x.
2. Fixacié: amb 4 % paraformaldehid en PBS 1x durant 20 minuts a temperatura
ambient.
3. Rentar: 5 minuts amb PBS 1x.
4. Permeabilitzacié: amb 0.1 % Triton X-100 en PBS durant 15 minuts a
temperatura ambient. Rentar després amb PBS 1x.
5. Bloqueig: amb 10% de seérum en PBS 1x (preferiblement sérum de I'hoste de
I'anticos secundari). Incubar 1 hora a temperatura ambient.
6. Anticos primari: diluir I'anticos primari en la solucié de bloqueig. Incubar 1-2
hores a 37 °C.
Els diferents anticossos primaris utilitzats en les immunocitoquimiques
detallades en aquesta Tesi han estat:
- Anticos monoclonal de ratoli (1D4) contra la proteina RHO (referéncia
ab5417, de la casa comercial Abcam). A una dilucié 1/1000.
- Anticos monoclonal de ratoli (RET-P1) contra la proteina RHO
(referéncia ab3267, de la casa comercial Abcam). A una dilucié 1/50.
- Anticos policlonal de conill contra la proteina NRL (referéncia AB5693,
de la casa comercial Chemicon). A una dilucié 1/1000.
- Anticos policlonal de conill contra la proteina CRX (referéncia sc-30150,
de la casa comercial Santa Cruz biotechnology, inc.). A una dilucié 1/50.
- Anticos policlonal de conill contra la proteina giantina (referéncia
ab24586, de la casa comercial Abcam). A una dilucid 1/1000. Utilitzat
com a control de localitzacié de I'aparell de Golgi.

7. Rentar: fer 3 rentats de 5 minuts amb 1 % de sérum en PBS 1x.
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8. Anticos secundari: diluir I'anticos secundari en la solucié de bloqueig. Incubar

durant 45 minuts a 37 °C. Si l'anticos esta conjugat a un fluorocrom, la

incubacié ha de fer-se a les fosques.

Els anticossos secundaris utilitzats per al desenvolupament dels estudis

descrits en aquesta tesi han estat:

Anticos policlonal de cabra contra les IgGs H&L de ratoli, conjugat a
fluoresceina (referéncia ab6785, de la casa comercial Abcam). A una
dilucioé 1/200.

Anticods policlonal d’ase contra les IgGs de ratoli, conjugat a rodamina
(referéncia AP192R, de la casa comercial Chemicon). A una dilucio
1/200.

Anticds policlonal d’ase contra les IgGs de conill, conjugat a fluoresceina
(referéncia AP182F, de la casa comercial Chemicon). A una dilucio
1/200.

Anticos policlonal de cabra contra les IgGs de conill, conjugat a rodamina

(referéncia ab6718, de la casa comercial Abcam). A una dilucié 1/200.

9. Rentar: fer 3 rentats de 5 minuts amb 1 % de sérum en PBS 1x

10. Tincié amb DAPI (opcional): segons punt 3.9.1.

11. Montatge: Montar els cubreobjectes amb el medi adequat.

3.9.1. Tincio dels cultius cel-lulars amb DAPI

En els cultius cel-lulars que creixen en monocapa, la tincié dels nuclis cel-lulars amb

DAPI (4’,6-Diamidine-2’-phenylindoledihydrochloride) s'ha fet segons el seguent

protocol.

1. Treure el medi de cultiu de les cél-lules.

2. Rentar una vegada amb DAPI-metanol (solucié 1 pg/ml).
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3. Cobrir les cél-lules amb DAPI-metanol i incubar 15 minuts a 37 °C.
4. Treure la solucié i rentar el cultiu una vegada amb metanol.
5. Muntar la preparacié microscopica utilitzant el reactiu “ProLong®

Gold Antifade”, d’Invitrogen, com a medi de muntatge.

En el cas dels cultius cel-lulars que creixen en suspensio el protocol seguit ha estat:
1. Centrifugar les cél-lules i eliminar el medi de cultiu.
2. Resuspendre les célllules en DAPI - PBS 1x (solucid 1ug/ml) i
deixar incubar uns minuts a temperatura ambient.
3. Rentar el cultiu dues vegades amb PBS 1x.
4. Muntar la preparacié microscopica utilitzant PBS 1x com a medi de

muntatge.

3.10. Extraccioé de proteina total

Per a I'extracciéo de proteines dels cultius cel-lulars, s’ha utilitzat el kit “Qproteome
Mammalian Protein Prep kit’, de la casa comercial Qiagen. El procediment a seguir

(per a una quantitat de 5-10 milions de cél-lules) es detalla a continuacio.

1. Eliminar el medi de cultiu i rentar les cél-lules amb 5 ml de PBS 1x fred.

2. Afegir 10 ml de PBS 1x fred.

3. Desenganxar les cél-lules del flasco (en el cas de que siguin cultius adherents)
amb I'ajuda d’una rasqueta de plastic i transferir-les a un tub de 15 ml fred.

4. Centrifugar la suspensio cel-lular durant 5 minuts a 450 g en una centrifuga a 4

°C. Eliminar el sobrenedant i guardar el pellet en gel.
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3.11.

1.

Per a la lisis cel-lular, afegir 1 unitat de la nucleasa Benzonasa® i 10 pl
d’inhibidor de proteases (100x) per cada ml de Mammalian Lysis Buffer.
Resuspendre les céllules en 1 ml de Mammalian Lysis Buffer preparat en el
pas 6 i incubar en un agitador durant 5 minuts a 4 °C.

Centrifugar la suspensié durant 10 minuts a 14.000 g en una microcentrifuga a
4 °C.

Transferir el sobrenedant a un nou tub de microcentrifuga. Aquest sobrenedant
conté la fraccio de proteina total que pot ser utilitzada directament o guardar-se

a—80 °C.

Western Blot

Preparacio6 de les mostres

Per tal de quantificar la proteina, es fa un assaig colorimétric utilitzant el kit “RC DC

Protein Assay”, de BIO-RAD.

El volum de proteina que es vol carregar es barreja amb tampd “Laemmli sample

Buffer” fent una dilucié aproximada de 1:3 (proteina:Laemmli). Aquesta mescla es

carrega directament en el gel d'acrilamida.

2.

Electroforesi amb gels 1D-SDS-PAGE

Els reactius necessaris (tots de la casa comercial BIO-RAD) sén:

- Acrilamida/Bis al 30 % (37,5:1)

- Solucié SDS al 10% (pes/volum)

- Tampé apilador: Tampé Tris-HCI 0,5M

- Tampé separador: Tampo Tris-HCI 1,5M

- Persulfat amonic al 10% (PSA)
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- TEMED
- Tampo d'electroforesi: TGS (Tris/Glicina/SDS) 1x
a) Muntatge de l'electroforesi i preparacié dels gels, segons protocol “Mini-

PROTEAN® 3 Cell Instruction Manual”, de BIO-RAD.

b) Els gels es fan utilitzant el % d'acrilamida desitjat segons la mida de la
proteina a analitzar. Per a realitzar els Western blot descrits en aquesta
tesi, s'han utilitzat les quantitats que es detallen a continuacié (per a un

volum final de 10ml).

Taula XIl. Gels d’acrilamida per a I’electroforesi de proteines. Reactius i quantitats necessaries per a la realitzacio

d’un gel d’acrilamida per fer una electroforesi de proteines.

Acrilamida/Bis Solucié SDS al 10%
% Aigua (ml) al 30% Solucié tampé (ml) (pes/volum)
5 (gel apilador) 5,8 1,6 2,5 (tamp6 apilador) 0,1
12 (gel separador) 34 4,0 2,5 (tampd separador) 0,1

S'afegeixen 100 yl de PSA i 14ul de TEMED
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c) Carregar les mostres i posar el gel a correr a 150 V durnat 1h en tampé

d'electroforesi.

3. Transferéncia de les mostres a la membrana
a) Muntar el cassette per a la transferéncia, segons el protocol “Mini Trans-
Blot® Electrophoretic Transfer Cell Instruction Manual”, de BIO-RAD.
Per la transferéncia s'han utilitzat membranes de PVDF i el tampé Towbin -

format per tampo6 TG (Tris/Glicina) 1x més el 20% de metanol.
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b) Es deixa transferint 1h a 100 V.

4. Bloqueig de la membrana.
a) Utilitzem “Blotting Grade Blocker non-fat dry milk”, de BIO-RAD. Es mesclen
5 g de llet en 100 ml de tampd TBST 1x (Tris Buffered Saline 1x (TBS) + 0,1 %
Tween 20 Buffer).
b) S'incuba la membrana en la solucié de bloqueig durant minim 1 hora en

agitacio.

5. Incubacié amb anticossos

a) Incubar la membrana amb la dilucié adequada d'anticos primari en solucié

de bloqueig durant 2 hores en agitacio.

L’anticos primari utilitzat ha estat:

- Anticos monoclonal de ratoli (1D4) contra RHO (referéncia ab5417, de la casa

comercial Abcam). A una dilucié 1/1000.

b) Fer 3 rentats de 10 minuts en TBST 1x.

¢) Incubar la membrana amb la solucié d'anticdos secundari adient, també en

solucio de bloqueig.

L’anticos secundari utilitzat ha estat:

- Anticos policlonal de cabra contra les IgGs H&L de ratoli, conjugat a
Fosfatasa Alcalina (referéncia ab6790, de la casa comercial Abcam). A una
dilucié 1/500.

d) Fer 3 rentats de 10 minuts en TBST 1x.

6. Revelat de la membrana
Donat que tots els anticossos secundaris emprats en als estudis estan conjugats a

Fosfatasa Alcalina, el revelat de la membrana s'ha fet utilitzant les “NBT/BCIP Ready-
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to-Use Tablets”, de Roche. Aquest reactiu porta un substrat (BCIP) per a la Fosfatasa
Alcalina que després de ser defosforilat és oxidat (mitjancant la reduccié del substrat
NBT) formant-se aixi un precipitat de color blau que permet detectar la proteina unida

a l'anticos.
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Resultats

4. RESULTATS

4.1. Analisi de mutacions en gens associats a RPAD

Al laboratori es realitzen rutinariament analisis de mutacions utilitzant les técniques de
PCR, DGGE i sequenciacio. En les ultimes analisis, realitzades sobre un grup de 30

pacients afectats de RPAD, s’han trobat dues noves mutacions d’especial interés.
- Mutacié Met96Thr en el gen NRL (n° d’accés NCBI: NM_006177). En la

familia RPAD 645, s’ha detectat la mutacié puntual c.418T>C que provoca el

canvi aminoacidic Met96Thr.

Control salvatge Mutaci6é c.418T>C; Met96Thr

A G G C CA n G G A G C T

v

B)

e

04/1630 -/- | 02/511 +/-

R )

01/164 +/- 04/1592 +/- 05/326 +/-  05/211 -/

=

Figura 25. Estudi genétic de la familia ADRP 645 amb mutacié en el gen NRL. A) Sequéncia de DNA de I'al‘lel
normal i mutat. B) Arbre genealdgic. Presenten la mutacié Met96Thr en heterozigosi els tres individus malalts i dos

individus fins al moment asimptomatics.
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- Mutacié Ala489Asp en el gen PRPF3 (n° accés NCBI: NM_004698). En la
familia RPAD 373, s’ha trobat la mutacié puntual c.1466C>A que provoca el

canvi aminoacidic Ala489Asp.

A)
Control salvatge Mutacioé c.1466C>A; Ala489Asp
0 T30 TI0
C A G & AG C T GT T CAa L C L G A A GHNTGTT C &
K —e
I:1 1:2
e 4 O e
1:1 11:2 1:3 :4 -/- I:5 -/-| 11:6 +/-
b oo
1:1 1:2 1n:3 l:4 m:s |16 -/~ W=7 |18 +/- I:9 -/-
v:1 IvV:2 IV:3 +/-

Figura 26. Estudi genétic de la familia ADRP 373 amb mutacié en el gen PRPF3. A) Seqiiéncia de DNA de I'al‘lel
normal i mutat. B) Arbre genealdgic. Presenten la mutacié Ala489Asp en heterozigosi els dos individus malalts

analitzats de la familia i un tercer, de moment asimptomatic.

4.2. Productes de splicing obtinguts a partir dels minigens de

rodopsina mutats

Les mutacions de splicing g.3811A>G i g.5167G>T, trobades en el gen de la rodopsina

(NCBI, n° d’accés: U49742) en pacients espanyols amb RPAD, han estat estudiades
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anteriorment al laboratori (Gamundi et al., 2008). A més, s’ha estudiat també la mutacio de

splicing g.4335G>T, trobada en el gen de la rodopsina en pacients amb RPAR.

Per a l'estudi de dites mutacions, van ser dissenyats i clonats dins el vector
d’expressio pCl-neo diferents minigens de rodopsina. Aquests minigens (veure Figura
27) es van transfectar en cel-lules COS7 i es van analitzar després, mitjangant RT-
RCR, els diferents productes de splicing obtinguts per tal de poder sintetitzar
posteriorment diferents siRNAs amb capacitat d’interferir cada un dels productes

obtinguts a partir dels minigens mutats.

Minigens RHOSPL2-4

EcoRl / Ex.2 parcial (2478-2607) + Intré 2 + Ex.3 + Intr6 3 + Ex.4 parcial (4095-4145) / Sal |

Minigen RHOSPL2-4 WT (salvatge):

130 pb 166 pb 51pb
1206 pb 116 pb

Ex.2 Ex.3 4E.4

Minigen RHOSPL-A3811G (mutant):

9.3811A>G

130 pb l 166 pb 51pb
1206 pb 116 pb

Ex.2 Ex.3 4E.4
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Minigens RHOSPL3-5

EcoRl / Ex.3 parcial (3869-3978) + Intr6 3 + Ex.4 + Intr6 4 + Ex.5/ Sal |

Minigen RHOSPL3-5 WT (salvatge):

110 pb 240 pb 164 pb
116 pb 835 pb

Minigen RHOSPL-G5167T (mutant):
g.5167G >T

110 pb 240 pb l 164 pb
116 pb 835 pb

Figura 27. Diagrama dels minigens de rodopsina construits per a I’expressio en linies cel-lulars eucariotes. Els
minigens RHOSPL2-4 comprenen des de I'exd 2 (parcial) fins a I'ex6 4 (parcial). Els minigens RHOSPL3-5 comprenen
des de I'ex6 3 (parcial) fins a I'exd 5. Els numeros entre paréntesi es refereixen a les posicions de nucleodtid de la

seqiiéncia genomica del gen RHO (NCBI, n° d’accés U49742).

4.2.1. Productes de splicing obtinguts a partir dels minigens RHOSPL2-4 i

interferéncia especifica utilitzant siRNAs

A continuaci6 es mostra la seqiéncia de cada un dels productes de splicing obtinguts
després del processament dels minigens RHOSPL2-4 (Gamundi et al., 2008).

En majuscules es marquen els exons i en minuscules els introns. En negreta i
emmarcats en vermell es marquen els siRNAs dissenyats per a eliminar
especificament cada un dels productes de splicing. Els encebadors utilitzats per a la

quantificacio dels RNAs estan subratllats (veure Taula 1X).
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Productes obtinguts a partir del minigen RHOSPL2-4 WT

Producte 1: Ex.2 parcial + Ex.3 + Intr6 3-4 + Ex.4 parcial (Fragment de 463 pb)

AGCGGTACGTGGTGGTGTGTAAGCCCATGAGCAACTTCCGCTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTTGCCTTCACCTGGGTCAT
GGCGCTGGCCTGCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGGTCCAGGTACATCCCCGAGGGCCTGCAGTGCTCGTGTGGAATCGACTACTAC
ACGCTCAAGCCGGAGGTCAACAACGAGTCTTTTGTCATCTACATGTTCGTGGTCCACTTCACCATCCCCATGATTATCATCTTTTTCT
GCTATGGGCAGCTCGTCTTCACCGTCAAGGAGgtacgggccggggggtgggcggcctcacggctctgagggtccagecccccagcatge
atctgcggctcctgctccctggaggagccatggtctggacccgggtceccecgtgtcctgcagGCCCGCTGCCCAGCAGCAGGAGTCAGCCA
CCACACAGAAGGCAGAGAAGGAG

Producte 2: Ex.2 parcial + Ex.3 + Ex.4 parcial (Fragment de 347 pb)

AGCGGTACGTGGTGGTGTGTAAGCCCATGAGCAACTTCCGCTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTTGCCTTCACCTGGGTCAT
GGCGCTGGCCTGCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGGTCCAGGTACATCCCCGAGGGCCTGCAGTGCTCGTGTGGAATCGACTACTAC
ACGCTCAAGCCGGAGGTCAACAACGAGTCTTTTGTCATCTACATGTTCGTGGTCCACTTCACCATCCCCATGATTATCATCTTTTTCT
GCTATGGGCAGCTCGTCTTCACCGTCAAGGAGGCCGCTGCCCAGCAGCAGGAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGAGAAGGAG

Productes obtinquts a partir del minigen RHOSPL-A3811G

Producte 1: Ex.2 parcial + Intré 2-3 parcial + Ex.3 + Intré 3-4 + Ex.4 parcial (Fragment
de 563 pb)

AGCGGTACGTGGTGGTGTGTAAGCCCATGAGCAACTTCCGCTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTTGCCTTCACCTGGGTCAT
GGCGCTGGCCTGCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGGTCCAGggagggaatgtgaagccccagaaagggecagegeteggecagedacc]

|ttggctgttcccaagticcctcacaggcagggtctecctacctgectgtecctcagGTACATCCCCGAGGGCCTGCAGTGCTCGTGTGGA
ATCGACTACTACACGCTCAAGCCGGAGGTCAACAACGAGTCTTTTGTCATCTACATGTTCGTGGTCCACTTCACCATCCCCATGATTA
TCATCTTTTTCTGCTATGGGCAGCTCGTCTTCACCGTCAAGGAGgtacgggccggggggtgggcggcctcacggctctgagggtccag
cccccagcatgcatctgeggctcctgetccctggaggagceccatggtctggacccgggtececcgtgtecctgcagGCCGCTGCCCAGCAGC
AGGAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGAGAAGGAG

Producte 2: Ex.2 parcial + Intré 2-3 parcial + Ex.3 + Ex.4 parcial (Fragment de 447 pb)

AGCGGTACGTGGTGGTGTGTAAGCCCATGAGCAACTTCCGCTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTTGCCTTCACCTGGGTCAT
GGCGCTGGCCTGCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGGTCCAGggagggaatgtgaagccccagaaagggccagegctcggcagechec]
[ttggctgttcccaagtlcctcacaggcagggtcteccctacctgectgtcctcagGTACATCCCCGAGGGCCTGCAGTGCTCGTGTGGA
ATCGACTACTACACGCTCAAGCCGGAGGTCAACAACGAGTCTTTTGTCATCTACATGTTCGTGGTCCACTTCACCATCCCCATGATTA
TCATCTTTTTCTGCTATGGGCAGCTCGTCTTCACCGTCAAGGAGGCCGCTGCCCAGCAGCAGGAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGA
GAAGGAG

Producte 3: Ex.2 parcial + Ex.3 parcial + Intr6 3-4 + Ex.4 parcial (Fragment de 318 pb)

AGCGGTACGTGGTGGTGTGTAAGCCCATGAGCAACTTCCGCTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTTGCCTTCACCTGGGTCAT
GGCGCTGGCCTGCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGGICCAGCTCGTCTTCACCGTEAAGGAGgtacgggccggggggtgggcggect
cacggctctgagggtccagcccccagcatgcatctgecggctcctgectccctggaggageccatggtctggacccgggteccgtgtectg
cagGCCGCTGCCCAGCAGCAGGAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGAGAAGGAG

Producte 4: Ex.2 parcial + Ex.3 parcial + Ex.4 parcial (Fragment de 202 pb)

AGCGGTACGTGGTGGTGTGTAAGCCCATGAGCAACTTCCGCTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTTGCCTTCACCTGGGTCAT
GGCGCTGGCCTGCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGOICCAGCTCGTCTTCACCGTEAAGGAGGCCGCTGCCCAGCAGCAGGAGTCAG
CCACCACACAGAAGGCAGAGAAGGAG
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Després d’estudiar les sequéncies de cada un dels productes obtinguts, amb l'ajuda
dels programes informatics Sfold i InvivoGen’s siRNA Wizard (veure punt 3.4.1.) van
ser dissenyats dos siRNAs diferents. El primer, anomenat siRNA R3811B1,
putativament silenciaria els productes 1 i 2 obtinguts després del processament del
minigen RHOSPL-A3811G. El segon siRNA, anomenat R3811B5, eliminaria
potencialment els productes 3 i 4 obtinguts també en aquest processament.

Les sequéncies diana d’aquests siRNAs no es trobaven en els productes de splicing
resultants del processament del minigen RHOSPL2-4 WT motiu pel qual, a priori, els

siRNAs no actuarien sobre els productes salvatges.

Taula XIil. siRNAs dissenyats per a interferir els productes de splicing del minigen RHOSPL-A3811G.

Nom del siRNA Seqiiéncia Productes de splicing als que

potencialment interfereix

R3811B1 ACCUUGGCUGUUCCCAAGULtt Producte 1i 2 del minigen RHOSPL-A3811G
ttUGGAACCGACAAGGGUUCA
R3811B5 UCCAGCUCGUCUUCACCGUtt | Producte 3 i 4 del minigen RHOSPL-A3811G

ttAGGUCGAGCAGAAGUGGCA

Per a I'estudi de I'eficiencia i especificitat dels siRNAs dissenyats, cada un d’aquests
juntament amb un minigen RHOSPL2-4 (mutat o salvatge) van ser transfectats sobre

cél-lules COS?7 utilitzant el reactiu Lipofectamina 2000 (veure punt 3.5.2.).

Els diferents punts de transfeccioé van ser:
1. Minigen RHOSPL-A3811G + siRNA R3811B1
2. Minigen RHOSPL-A3811G + siRNA R3811B5
3. Minigen RHOSPL-A3811G + siRNA scramble

4. Minigen RHOSPL2-4 WT + siRNA R3811B1
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5. Minigen RHOSPL2-4 WT + siRNA R3811B5

6. Minigen RHOSPL2-4 WT + siRNA scramble

48 hores després de la transfeccid es va realitzar una extraccido de RNA total i es van

quantificar cada un dels productes de splicing de rodopsina resultants mitjangant un

sistema de RT-PCR acoblat a SYBR Green (veure punt 3.6.3). Per a normalitzar els

valors de quantificacié dels productes de rodopsina, es va utilitzar el gen de la $2-

microglobulina. Els resultats obtinguts es mostren a la Taula XIV i Figura 28.

Taula XIV. Percentatges d’interferéncia produits pels siRNAs dissenyats contra els productes de splicing del

minigen RHOSPL-A3811G.

Minigen RHOSPL-A3811G

Minigen RHOSPL2-4 WT

Interferéncia de

Producte 1 + Producte 2

Interferéncia de

Producte 3 + Producte 4

Interferéncia de

Producte 1 + Producte 2

siRNA R3811B1 56,83 % 15,00 % -10,70 %
siRNA R3811B5 59,19 % 49,63 % 72,12 %
siRNA scramble 0% 0% 0%
100-
&),
Sy
©
% 40/ O siRNA R3811B1
o o siRNA R3811B5
©
% 201 @ siRNA scramble
0 |
20
Prod. 1 + Prod. 2 Prod. 3 + Prod. 4 Prod. 1 + Prod. 2
RHOSPL-A3811G RHOSPL24 WT

Figura 28. Interferéncia dels productes de splicing dels minigens RHOSPL2-4.
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El siRNA R3811B1 silencia especificament i amb una eficiéncia de gairebé el 60 % els
productes de splicing 1 i 2 obtinguts a partir del minigen mutat. Sembla que hi ha una
petita inhibicié també dels productes 3 i 4 perd no actua sobre els productes obtinguts
en la transcripcié del minigen salvatge.

A diferencia, el siRNA R3811B5, tot i que és molt eficient en el silenciament, no és
especific. Es pot veure com silencia tots els productes de splicing obtinguts, tant

mutats com salvatges.

Els RNAs van ser utilitzats per realitzar una RT-PCR en dos passos per tal d’observar,
en una electroforesi en gel d’agarosa, les diferents quantitats obtingudes de cada un

dels productes de splicing.

RHOSPL-A3811G RHOSPL2-4 WT
siRNA scramble + - - + - -
siRNA R3811B1 -+ - -+ -
siRNA R3811B5 - -+ - -+

1000 pb - 1000 pb -

500 pb - 500 pb -

Figura 29. Productes de splicing dels minigens RHOSPL-2-4. Electroforesi en gel d’'agarosa de les RT-PCRs
fetes amb els encebadors externs de RHO sobre els RNAs extrets de cel-lules COS7 previament transfectades
amb un minigen de RHO i el siRNA corresponent. A la part esquerra de les figures es mostra el marcador de pes

molecular.

Les electroforesis corroboren els resultats obtinguts amb les quantificacions dels

RNAs.
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4.2.2. Productes de splicing obtinguts a partir dels minigens RHOSPL3-5 i

interferéncia especifica utilitzant siRNAs

Es mostren a continuacio les sequéncies dels productes de splicing obtinguts després
del processament dels minigens RHOSPL3-5.

En majuscules es marquen els exons i en minuscules els introns. En negreta i
emmarcats en vermell es marquen els siRNAs dissenyats per a eliminar
especificament cada un d'aquests productes. Els encebadors utilitzats per a la

quantificacié del mMRNA estan subratllats (veure Taula 1X).

Productes obtinguts a partir del minigen RHOSPL3-5 WT

Producte 1: Ex.3 parcial + Ex.4 + Ex.5 + seq. 3' no codificant (fragment de 514 pb)

CGGAGGTCAACAACGAGTCTTTTGTCATCTACATGTTCGTGGTCCACTTCACCATCCCCATGATTATCATCTTTTTCTGCTATGGGCA
GCTCGTCTTCACCGTCAAGGAGGCCGCTGCCCAGCAGCAGGAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGAGAAGGAGGTCACCCGCATGGTC
ATCATCATGGTCATCGCTTTCCTGATCTGCTGGGTGCCCTACGCCAGCGTGGCATTCTACATCTTCACCCACCAGGGCTCCAACTTCG
GTCCCATCTTCATGACCATCCCAGCGTTCTTTGCCAAGAGCGCCGCCATCTACAACCCTGTCATCTATATCATGATGAACAAGCAGTT
CCGGAACTGCATGCTCACCACCATCTGCTGCGGCAAGAACCCACTGGGTGACGATGAGGCCTCTGCTACCGTGTCCAAGACGGAGACG
AGCCAGGTGGCCCCGGCCTAAgacctgcctaggactctgtggccgactataggcgtctcccatcccctacacct

Productes obtinquts a partir del minigen RHOSPL-G5167T

Producte 1: Ex.3 parcial + Ex.4 + Ex.5 parcial + seq. 3' no codificant (fragment de 475
pb)

CGGAGGTCAACAACGAGTCTTTTGTCATCTACATGTTCGTGGTCCACTTCACCATCCCCATGATTATCATCTTTTTCTGCTATGGGCA
GCTCGTCTTCACCGTCAAGGAGGCCGCTGCCCAGCAGCAGGAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGAGAAGGAGGTCACCCGCATGGTC
ATCATCATGGTCATCGCTTTCCTGATCTGCTGGGTGCCCTACGCCAGCGTGGCATTCTACATCTTCACCCACCAGGGCTCCAACTTCG
GTCCCATCTTCATGACCATCCCAGCGTTCTTTGCCAAGAGCGCCGCCATCTACAACCCTGTCATCTATATCATGATGAACAAGCAGAA]
[CCCACTGGGTIGACGATGAGGCCTCTGCTACCGTGTCCAAGACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCTAAgacctgectaggactcty
tggccgactataggcgtctcccatcccctacacct

Per a I'estudi d’aquests productes, es va dissenyar un siRNA, anomenat Rho5167, que
putativament silenciaria el producte de splicing obtingut a partir del minigen RHOSPL-

G5167T perd no actuaria sobre el producte de rodopsina salvatge.
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Taula XV. siRNA dissenyat per a interferir el producte de splicing del minigen RHOSPL-G5167T.

Nom del siRNA Seqiiéncia Producte de splicing al que

potencialment interfereix

Rho5167 CAAGCAGAACCCACUGGGULtt Producte unic del minigen RHOSPL-G5167T
ttGUUCGUCUUGGGUGACCCA

Per a estudiar leficiéncia i especificitat del siRNA Rho5167, les transfeccions
realitzades sobre les cél-lules COS7 van ser:

- Minigen RHOSPL-G5167 + siRNA Rho5167

- Minigen RHOSPL-G5167 + siRNA scramble

- Minigen RHOSPL3-5 WT + siRNA Rho5167

- Minigen RHOSPL3-5 WT + siRNA scramble

De la mateixa manera que per a I'estudi dels minigens RHOSPL2-4, es va realitzar una
extracci6 de RNA total 48 hores després de la transfeccido i es van quantificar,
mitjancant el sistema de RT-PCR acoblat a SYBR Green, tant els productes resultants
del splicing dels minigens de rodopsina com el mRNA de la 2-microglobulina (veure

punt 3.6.3). La Taula XVI i Figura 30 ens mostren els resultats obtinguts.

Taula XVI. Percentatges d’interferéncia produits pel siRNA dissenyat contra el producte de splicing del minigen

RHOSPL-G5167T.

Minigen RHOSPL-G5167T Minigen RHOSPL3-5 WT
Interferéncia del Producte 1 Interferéncia del Producte 1
siRNA Rho5167 58,47 % 8,76 %
siRNA scramble 0% 0 %
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100+
< 9
=
.g 60
’% | siRNA Rho5167
E 401 @ siRNA scramble
2
-7 .

0
Prod. 1 Prod. 1
RHOSPL-G5167T RHOSPL3-5 WT

Figura 30. Interferéncia dels productes de splicing dels minigens RHOSPL3-5.

Els resultats evidencien que el siRNA Rho5167 actua especificament silenciant el

producte mutat i que ho fa amb una eficiéncia de gairebé un 60 %

Els mateixos RNAs van ser utilitzats per a realitzar una RT-PCR en dos passos que
permetria veure, en una electroforesi en gel d'agarosa, les diferents quantitats

obtingudes de cada un dels productes de splicing.

RHOSPL-G5167T RHOSPL3-5 WT

siRNA scramble + - + -
siRNA Rho5167 -+ -+

- 1000 pb

- 500 pb

Figura 31. Productes de splicing dels minigens RHOSPL3-5. Electroforesi en gel d’agarosa de les RT-PCRs
fetes amb els encebadors externs de RHO sobre els RNAs extrets de cel-lules COS7 previament transfectades

amb un minigen de RHO i el siRNA corresponent. A la part dreta de les figures es mostra el marcador de pes

molecular.
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Les electroforesis corroboren els resultats obtinguts amb les quantificacions dels

RNAs.

4.3. Productes de splicing obtinguts a partir dels genomics de

rodopsina mutats

Els estudis realitzats anteriorment al laboratori utilitzant minigens de rodopsina
(Gamundi et al., 2008) van demostrar que el splicing d’aquests podia ser depenent de la
sequéncia escollida per a la seva construccio. Es va decidir per tant, utilitzar el DNA
genomic complet de la rodopsina (d’unes 6 Kb) per a estudiar els siRNAs dissenyats al
laboratori.

Es va demanar a la casa comercial ExonBio que clonés, dins el vector pCl-neo, el
DNA genomic de rodopsina salvatge, el DNA genomic de rodopsina amb la mutacié
g.3811A>G i el DNA gendomic amb la mutacié g.5167G>T (ambdues causants de
RPAD). A més, es va clonar també un DNA amb la mutacié g.4335G>T causant de
RPAR. Sobre aquesta mutacié no s’han dissenyat molécules d’interferéncia génica
perd si que s’ha utilitzat per a estudis d’expressié i localitzacié proteica (explicats

posteriorment).
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Genomic RHO-WT (salvatge):

456 pb

456 pb

Genomic RHO-G4335T (mutat):

456 pb

Genomic RHO-G5167T (mutat):

456 pb

169 pb 166 pb 240 pb 163 pb
E 1783 pb m 1205 pb Ex.316 m 833 pb Ex3
H L |
Genomic RHO-A3811G (mutat): 9.3811A >G
169 pb 166 pb 240 pb 163 pb
E 1783 pb m 1205 pb Ex.316 m 833 pb Ex3
H L |
9.4335G >T
169 pb 166 pb 240 pb 163 pb
E 1783 pb m 1205 pb Ex.316 m 833 pb Ex3
9.5167G >T
169 pb 166 pb 240 pb 163 pb
E 1783 pb m 1205 pb Ex 3116 m 833 pb Ex 3

Figura 32. Diagrama dels genomics de rodopsina construits per a I’expressié en linies cel-lulars eucariotes. En

els quatre casos, es va clonar el fragment de DNA comprés entre el nucledtid 200 i el 5330 del genomic de rodopsina

(NCBI, n° d’accés: U49742).

Primer de tot calia veure quins eren els productes de splicing obtinguts després de la

transfeccié i processament d’aquests gendmics de rodopsina i si es correlacionaven

amb els productes obtinguts a partir dels minigens corresponents. Amb aquesta

finalitat, es van transfectar célllules COS7 amb cada un dels vectors dissenyats

(formats per pClneo + genomic de RHO) i 48 hores després es va fer una extraccié de

RNA total. Utilitzant encebadors externs (veure Taula XVII) es va fer una RT-PCR que

va mostrar els diferents productes de splicing obtinguts en cada cas (veure Figura 33).
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Taula XVII. Encebadors per a I'amplificacio total de RHO. Encebadors utilitzats per a realitzar la RT-PCR dels RNAs

extrets dels cultius de COS7 transfectats amb un plasmid amb DNA genomic de rodopsina, salvatge o mutat.

Nom Sequéncia (5 -3") Tm
Rho267-F AACTAGCACTCGAGCCACGGGTCAGCCACAAG 75,6 °C
Rhospl3-5-R GCATATTATGTCGACAGGTGTAGGGGATGGGAGAC 69,7 °C

-
5
o
I
o

RHO-A3811G

RHO-G4335T

RHO-G5167T

Control negatiu
Pes molecular

-2Kb

-1Kb

-0,5Kb

Figura 33. Productes de splicing dels genomics de rodopsina. Productes de RT-PCR (realitzada amb encebadors

externs) feta sobre els RNAs obtinguts dels genomics de rodopsina. Com a control negatiu s’ha utilitzat RNA de

cel-lules no transfectades.

A continuacié es mostra la sequiéncia nucleotidica de cada un dels productes

obtinguts.

En majuascules es marquen els exons i en minuscules els introns. En negreta i

emmarcats en vermell es troben els siRNAs utilitzats per interferir cada un dels

productes de splicing. Els encebadors utilitzats per a la quantificacié de cada un dels

productes son els mateixos que els utilitzats per quantificar els productes de splicing

respectius trobats en el processament dels minigens (veure Taula IX).
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Productes obtinguts a partir del genomic RHO-WT

Producte 1: Ex.1 + Ex.2 + Ex.3 + Ex.4 + Ex.5 (Fragment de 1130pb)

AGCCACGGGTCAGCCACAAGGGCCACAGCCATGAATGGCACAGAAGGCCCTAACTTCTACGTGCCCTTCTCCAATGCGACGGGTGTGG
TACGCAGCCCCTTCGAGTACCCACAGTACTACCTGGCTGAGCCATGGCAGTTCTCCATGCTGGCCGCCTACATGTTTCTGCTGATCGT
GCTGGGCTTCCCCATCAACTTCCTCACGCTCTACGTCACCGTCCAGCACAAGAAGCTGCGCACGCCTCTCAACTACATCCTGCTCAAC
CTAGCCGTGGCTGACCTCTTCATGGTCCTAGGTGGCTTCACCAGCACCCTCTACACCTCTCTGCATGGATACTTCGTCTTCGGGCCCA
CAGGATGCAATTTGGAGGGCTTCTTTGCCACCCTGGGCGGTGAAATTGCCCTGTGGTCCTTGGTGGTCCTGGCCATCGAGCGGTACGT
GGTGGTGTGTAAGCCCATGAGCAACTTCCGCTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTTGCCTTCACCTGGGTCATGGCGCTGGCC
TGCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGGTCCAGGTACATCCCCGAGGGCCTGCAGTGCTCGTGTGGAATCGACTACTACACGCTCAAGC
CGGAGGTCAACAACGAGTCTTTTGTCATCTACATGTTCGTGGTCCACTTCACCATCCCCATGATTATCATCTTTTTCTGCTATGGGCA
GCTCGTCTTCACCGTCAAGGAGGCCGCTGCCCAGCAGCAGGAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGAGAAGGAGGTCACCCGCATGGTC
ATCATCATGGTCATCGCTTTCCTGATCTGCTGGGTGCCCTACGCCAGCGTGGCATTCTACATCTTCACCCACCAGGGCTCCAACTTCG
GTCCCATCTTCATGACCATCCCAGCGTTCTTTGCCAAGAGCGCCGCCATCTACAACCCTGTCATCTATATCATGATGAACAAGCAGTT
CCGGAACTGCATGCTCACCACCATCTGCTGCGGCAAGAACCCACTGGGTGACGATGAGGCCTCTGCTACCGTGTCCAAGACGGAGACG
AGCCAGGTGGCCCCGGCCTAAGACCTGCCTAGGACTCTGTGGCCGACTATAGGCGTCTCCCATCCCCTACACCT

Productes obtinquts a partir del genomic RHO-A3811G

Producte 1: Ex.1 + Ex.2 + Intr6 2-3 parcial + Ex.3 + Ex.4 + Ex.5 (Fragment de 1230pb)

AGCCACGGGTCAGCCACAAGGGCCACAGCCATGAATGGCACAGAAGGCCCTAACTTCTACGTGCCCTTCTCCAATGCGACGGGTGTGG
TACGCAGCCCCTTCGAGTACCCACAGTACTACCTGGCTGAGCCATGGCAGTTCTCCATGCTGGCCGCCTACATGTTTCTGCTGATCGT
GCTGGGCTTCCCCATCAACTTCCTCACGCTCTACGTCACCGTCCAGCACAAGAAGCTGCGCACGCCTCTCAACTACATCCTGCTCAAC
CTAGCCGTGGCTGACCTCTTCATGGTCCTAGGTGGCTTCACCAGCACCCTCTACACCTCTCTGCATGGATACTTCGTCTTCGGGCCCA
CAGGATGCAATTTGGAGGGCTTCTTTGCCACCCTGGGCGGTGAAATTGCCCTGTGGTCCTTGGTGGTCCTGGCCATCGAGCGGTACGT
GGTGGTGTGTAAGCCCATGAGCAACTTCCGCTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTTGCCTTCACCTGGGTCATGGCGCTGGCC
TGCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGGTCCAGggagggaatgtgaagccccagaaagggccagcgctcggcagecpcectitggctgtic]
[ccaagticcctcacaggcagggtcetecectacctgectgtcctcAGGTACATCCCCGAGGGCCTGCAGTGCTCGTGTGGAATCGACTACT
ACACGCTCAAGCCGGAGGTCAACAACGAGTCTTTTGTCATCTACATGTTCGTGGTCCACTTCACCATCCCCATGATTATCATCTTTTT
CTGCTATGGGCAGCTCGTCTTCACCGTCAAGGAGGCCGCTGCCCAGCAGCAGGAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGAGAAGGAGGTC
ACCCGCATGGTCATCATCATGGTCATCGCTTTCCTGATCTGCTGGGTGCCCTACGCCAGCGTGGCATTCTACATCTTCACCCACCAGG
GCTCCAACTTCGGTCCCATCTTCATGACCATCCCAGCGTTCTTTGCCAAGAGCGCCGCCATCTACAACCCTGTCATCTATATCATGAT
GAACAAGCAGTTCCGGAACTGCATGCTCACCACCATCTGCTGCGGCAAGAACCCACTGGGTGACGATGAGGCCTCTGCTACCGTGTCC
AAGACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCTAAGACCTGCCTAGGACTCTGTGGCCGACTATAGGCGTCTCCCATCCCCTACACCT

Producte 2: Ex.1 + Ex.2 + Ex.3 parcial + Ex.4 + Ex.5 (Fragment de 985pb)

AGCCACGGGTCAGCCACAAGGGCCACAGCCATGAATGGCACAGAAGGCCCTAACTTCTACGTGCCCTTCTCCAATGCGACGGGTGTGG
TACGCAGCCCCTTCGAGTACCCACAGTACTACCTGGCTGAGCCATGGCAGTTCTCCATGCTGGCCGCCTACATGTTTCTGCTGATCGT
GCTGGGCTTCCCCATCAACTTCCTCACGCTCTACGTCACCGTCCAGCACAAGAAGCTGCGCACGCCTCTCAACTACATCCTGCTCAAC
CTAGCCGTGGCTGACCTCTTCATGGTCCTAGGTGGCTTCACCAGCACCCTCTACACCTCTCTGCATGGATACTTCGTCTTCGGGCCCA
CAGGATGCAATTTGGAGGGCTTCTTTGCCACCCTGGGCGGTGAAATTGCCCTGTGGTCCTTGGTGGTCCTGGCCATCGAGCGGTACGT
GGTGGTGTGTAAGCCCATGAGCAACTTCCGCTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTTGCCTTCACCTGGGTCATGGCGCTGGCC
TGCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGHICCAGCTCGTCTTCACCGTEAAGGAGGCCGCTGCCCAGCAGCAGGAGTCAGCCACCACACA
GAAGGCAGAGAAGGAGGTCACCCGCATGGTCATCATCATGGTCATCGCTTTCCTGATCTGCTGGGTGCCCTACGCCAGCGTGGCATTC
TACATCTTCACCCACCAGGGCTCCAACTTCGGTCCCATCTTCATGACCATCCCAGCGTTCTTTGCCAAGAGCGCCGCCATCTACAACC
CTGTCATCTATATCATGATGAACAAGCAGTTCCGGAACTGCATGCTCACCACCATCTGCTGCGGCAAGAACCCACTGGGTGACGATGA
GGCCTCTGCTACCGTGTCCAAGACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCTAAGACCTGCCTAGGACTCTGTGGCCGACTATAGGCGTC
TCCCATCCCCTACACCT

Productes obtinquts a partir del genomic RHO-G4335T

Producte 1: Ex.1 + Ex.2 + Ex.3 + Ex.5 (Fragment de 890 pb)

AGCCACGGGTCAGCCACAAGGGCCACAGCCATGAATGGCACAGAAGGCCCTAACTTCTACGTGCCCTTCTCCAATGCGACGGGTGTGG
TACGCAGCCCCTTCGAGTACCCACAGTACTACCTGGCTGAGCCATGGCAGTTCTCCATGCTGGCCGCCTACATGTTTCTGCTGATCGT
GCTGGGCTTCCCCATCAACTTCCTCACGCTCTACGTCACCGTCCAGCACAAGAAGCTGCGCACGCCTCTCAACTACATCCTGCTCAAC
CTAGCCGTGGCTGACCTCTTCATGGTCCTAGGTGGCTTCACCAGCACCCTCTACACCTCTCTGCATGGATACTTCGTCTTCGGGCCCA
CAGGATGCAATTTGGAGGGCTTCTTTGCCACCCTGGGCGGTGAAATTGCCCTGTGGTCCTTGGTGGTCCTGGCCATCGAGCGGTACGT
GGTGGTGTGTAAGCCCATGAGCAACTTCCGCTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTTGCCTTCACCTGGGTCATGGCGCTGGCC
TGCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGGTCCAGGTACATCCCCGAGGGCCTGCAGTGCTCGTGTGGAATCGACTACTACACGCTCAAGC
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CGGAGGTCAACAACGAGTCTTTTGTCATCTACATGTTCGTGGTCCACTTCACCATCCCCATGATTATCATCTTTTTCTGCTATGGGCA
GCTCGTCTTCACCGTCAAGGAGTTCCGGAACTGCATGCTCACCACCATCTGCTGCGGCAAGAACCCACTGGGTGACGATGAGGCCTCT
GCTACCGTGTCCAAGACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCTAAGACCTGCCTAGGACTCTGTGGCCGACTATAGGCGTCTCCCATC
CCCTACACCT

Productes obtinguts a partir del genémic RHO-G5167T

Producte 1: Ex.1 + Ex.2 + Ex.3 + Ex.4 + Ex.5 parcial (Fragment de 1091 pb)

AGCCACGGGTCAGCCACAAGGGCCACAGCCATGAATGGCACAGAAGGCCCTAACTTCTACGTGCCCTTCTCCAATGCGACGGGTGTGG
TACGCAGCCCCTTCGAGTACCCACAGTACTACCTGGCTGAGCCATGGCAGTTCTCCATGCTGGCCGCCTACATGTTTCTGCTGATCGT
GCTGGGCTTCCCCATCAACTTCCTCACGCTCTACGTCACCGTCCAGCACAAGAAGCTGCGCACGCCTCTCAACTACATCCTGCTCAAC
CTAGCCGTGGCTGACCTCTTCATGGTCCTAGGTGGCTTCACCAGCACCCTCTACACCTCTCTGCATGGATACTTCGTCTTCGGGCCCA
CAGGATGCAATTTGGAGGGCTTCTTTGCCACCCTGGGCGGTGAAATTGCCCTGTGGTCCTTGGTGGTCCTGGCCATCGAGCGGTACGT
GGTGGTGTGTAAGCCCATGAGCAACTTCCGCTTCGGGGAGAACCATGCCATCATGGGCGTTGCCTTCACCTGGGTCATGGCGCTGGCC
TGCGCCGCACCCCCACTCGCCGGCTGGTCCAGGTACATCCCCGAGGGCCTGCAGTGCTCGTGTGGAATCGACTACTACACGCTCAAGC
CGGAGGTCAACAACGAGTCTTTTGTCATCTACATGTTCGTGGTCCACTTCACCATCCCCATGATTATCATCTTTTTCTGCTATGGGCA
GCTCGTCTTCACCGTCAAGGAGGCCGCTGCCCAGCAGCAGGAGTCAGCCACCACACAGAAGGCAGAGAAGGAGGTCACCCGCATGGTC
ATCATCATGGTCATCGCTTTCCTGATCTGCTGGGTGCCCTACGCCAGCGTGGCATTCTACATCTTCACCCACCAGGGCTCCAACTTCG
GTCCCATCTTCATGACCATCCCAGCGTTCTTTGCCAAGAGCGCCGCCATCTACAACCCTGTCATCTATATCATGATGAACAAGCAGAA]

ACGATGAGGCCTCTGCTACCGTGTCCAAGACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCTAAGACCTGCCTAGGACTCTG
TGGCCGACTATAGGCGTCTCCCATCCCCTACACCT

Analitzant les seqliéncies s’observa que:

1 - Després del procés de splicing, el gendmic RHO-WT mostra una unic producte,
format pels 5 exons complets. La proteina sintetitzada és de 348 aa.

2 - En el cas de la mutacié g.3811A>G, el senyal de splicing AG normal situat a les
posicions 3811-3812 queda abolit i es creen dos nous senyals de splicing AG (que soén
els mateixos que els utilitzats en el splicing del minigen RHOSPL-A3811G). Un d’ells
queda situat a la posici6 intronica 3711-3712 i l'altre a la posicié exonica 3956-3957,
donant lloc, el primer, a un producte de 1230 pb amb un exd 3 alternatiu entre les
posicions 3713-3978 i el segon a un producte de 985 pb amb un exé 3 alternatiu entre
les posicions 3958-3978, en comptes del producte salvatge de 1130 pb i amb un exé 3
comprés entre els nucledtids 3813-3978.

Cal destacar perd que en el processament del gendmic no apareixen 4 productes com
passa amb el minigen sino Unicament 2 (corresponents als productes 2 i 4 del minigen
RHOSPL-A3811G). Aixi, els dos productes de splicing que retenen l'intré 3-4 obtinguts
en el processament del minigen no es troben en el processament del gendomic

corresponent.
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Segons el software de prediccid de proteines, les dues proteines rodopsina aberrants
formades a partir del genomic RHO-A3811G serien de 213 aa (amb la mutacié
proteica Arg177Ser, fsX214) i de 180 aa (amb la mutacié proteica Arg177_Tyr178 ins
AspGluMet, fsX181).

3 - La mutaci6é g.4335G>T (d’heréncia recessiva) aboleix el senyal 5’ de splicing GU
situat a les posicions 4335-4336. Com a conseqliéncia, es produeix un nou producte
de splicing de 890 pb que ha perdut I'exé 4. Degut al canvi proteic Del Ala233 GIn312,
a la putativa proteina sintetitzada, de 268 aa, li faltarien la sisena i la setena hélix
transmembrana.

4 - Pel que fa a la mutacié g.5167G>T, el senyal de splicing AG normal situat a les
posicions 5166-5167 queda abolit i es crea nou senyal de splicing AG a les posicions
5205-5206, produint-se aixi un producte de 1091 pb amb un exé 5 alternatiu comprés
entre les posicions 5207 i 5278, en comptes d’un exd 5 salvatge localitzat entre les
posicions 5168 i 5278. La proteina resultant seria de 335 aa i portaria el canvi proteic
Del Phe313_Lys325.

En aquest cas, minigen i genomic utilitzen el mateix lloc de splicing alternatiu, donant

ambdds un unic producte de splicing.

Les prediccions proteiques realitzades a partir de les sequéncies obtingudes dels
productes de splicing es van fer utilitzant el software “Nucleic Acid to Amino Acid

Translation” que trobem al web www.biochem.ucl.ac.uk/cgi-bin/mcdonald/cgina2aa.pl.

Després d’observar que els productes de splicing dels genomics de rodopsina (tant
mutats com salvatges) estaven formats pels fragments obtinguts amb els minigens

corresponents més la part de cDNA que faltava en aquests per a completar la
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sequéncia codificant total de rodopsina, es va decidir estudiar I'efecte dels siRNAs
sobre aquests gendmics.

Calia veure si cada un dels siRNAs dissenyats silenciava de manera especifica el
producte genomic desitjat i, contrariament, no actuava sobre el producte salvatge de

rodopsina.

Taula XVIIl. siRNAs dissenyats per a interferir els productes de splicing dels genomics de rodopsina. siRNAs
dissenyats contra els productes de splicing dels minigens de rodopsina i possible interferéncia sobre els productes

obtinguts a partir de les seqliéncies genodmiques.

Nom del siRNA Sequéncia Producte genomic de splicing al que

potencialment interfereix

R3811B1 ACCUUGGCUGUUCCCAAGULt Producte 1 del gendmic RHO-A3811G
ttUGGAACCGACAAGGGUUCA

R3811B5 UCCAGCUCGUCUUCACCGULtt Producte 2 del genomic RHO-A3811G
ttAGGUCGAGCAGAAGUGGCA

Rho5167 CAAGCAGAACCCACUGGGUtt Producte unic del gendomic RHO-G5167T

ttGUUCGUCUUGGGUGACCCA

4.3.1. Productes de splicing obtinguts a partir del genomic RHO-A3811G i

interferéncia especifica utilitzant siRNAs

Per a estudiar la mutacié g.3811A>G, les transfeccions fetes en cél-lules COS7,
utilitzant Lipofectamina 2000 (veure punt 3.5.2.), van ser:

e Gendmic RHO-A3811G + siRNA R3811B1

e Genomic RHO-A3811G + siRNA R3811B5

e Genomic RHO-A3811G + siRNA scramble

e Genomic RHO-WT + siRNA R3811B1

e Gendmic RHO-WT + siRNA R3811B5

e Genomic RHO-WT + siRNA scramble
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Igual que en I'estudi sobre els minigens, es va fer I'extraccio del RNA 48 hores després
de la transfeccid i es va procedir a la seva analisi mitjangcant quantificacié per RT-PCR

acoblada a SYBR Green (veure punt 3.6.3.). Els resultats obtinguts es presenten en la

Taula XIX i Figura 34.

Taula XIX. Percentatges d’interferéncia produits pels siRNAs dissenyats contra els productes de splicing del

genomic RHO-A3811G.

Genomic RHO-A3811G Genomic RHO-WT
Interferéncia del Prod. 1 Interferéncia del Prod. 2 | Interferéncia del Prod. 1
siRNA R3811B1 72,49 % 20,77 % 20,14 %
siRNA R3811B5 77,43 % 88,38 % 64,3 %
siRNA scramble 0% 0% 0%
100
80,
S|
3 | o siRNA R3811B1
S 40 O siRNA R3811B5
(4]
‘!q:) ] @ siRNA scramble
€

Prod. 1 Prod. 2 Prod. 1

Genomic RHO-A3811G Genomic RHO-WT

Figura 34. Interferéncia dels productes de splicing dels genomics RHO-A3811G i RHO-WT.

Els resultats demostren que, en la majoria de punts, els siRNAs R3811B1 i R3811B5
actuen amb més forga sobre els productes de splicing obtinguts dels gendmics que

sobre els productes obtinguts a partir els minigens corresponents. S’observa novament
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que el siRNA R3811B1 és eficient i molt especific mentre que el siRNA R3811B5 té

una gran eficiéncia perd no mostra especificitat de producte.

La RT-PCR (feta amb els encebadors externs de rodopsina) i posterior electroforesi
realitzades sobre els RNAs extrets dels cultius transfectats va confirmar I'efecte dels

siRNAs dissenyats per a I'estudi de la mutacié g.3811A>G en RHO.

RHO-WT RHO-A3811G
siRNA scramble - . + .- +
siRNA R3811B1 + - - + - -
siRNA R3811B5 - + - -+ -

-2Kb -2 Kb

-1Kb

-1Kb
-0,5Kb

-0,5Kb

Figura 35. Productes de splicing dels genomics RHO-WT i RHO-A3811G. Electroforesi en gel d’agarosa de les
RT-PCRs fetes amb els encebadors externs de RHO sobre els RNAs extrets de cél-lules COS7 previament
transfectades amb un genomic de RHO i el siRNA corresponent. A la part dreta de les figures es mostra el

marcador de pes molecular.

4.3.2. Productes de splicing obtinquts a partir del genomic RHO-G-5167T i

interferéncia especifica utilitzant siRNAs

Per estudiar la mutacié g.5167G>T en el genomic de rodopsina, es van dur a terme les
seguents transfeccions:

1- Genomic RHO-G5167T + siRNA Rho5167

142



Resultats

2- Genomic RHO-G5167T + siRNA scramble
3- Genomic RHO-WT + siRNA Rho5167

4- Genomic RHO-WT + siRNA scramble

Les quantificacions dels RNAs extrets a les 48 hores després de la tranfeccié van

donar els resultats que es mostren a la Taula XX i Figura 36.

Taula XX. Percentatges d’interferéncia produits pel siRNA dissenyat contra el producte de splicing del genomic

RHO-G5167T.

Genomic RHO-G5167T Genomic RHO-WT
Interferéncia del Producte 1 Interferéncia del Producte 1
siRNA Rho5167 58,11 % -1,33%
siRNA scramble 0 % 0%
100+
80,
2 o
©
O
5 40 m siRNA Rho5167
@ O siRNA scramble
g 20
[
- AT
0
-20
Prod.1 Prod. 1
Genomic RHO-G5167T Gendmic RHOWT

Figura 36. Interferéncia dels productes de splicing dels genomics RHO-G5167T i RHO-WT.
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En aquest cas, es reprodueixen els resultats obtinguts amb els minigens
corresponents. Aixi, el siRNA Rho5167 degrada el producte genomic mutat de la

rodopsina fins a gairebé un 60 % mentre que deixa intacte el producte salvatge.

Es va fer també sobre els RNAs extrets d’aquestes transfeccions una RT-PCR i
posterior electroforesi en gel d’agarosa per tal de veure el silenciament produit per

cada un dels siRNAs.

RHO-WT RHO-G5167T

siRNA scramble + - -+
siRNA Rho5167 -+ + -

-2Kb -2Kb
-1Kb -1Kb
-0,5Kb -0,5Kb

Figura 37. Productes de splicing dels genomics RHO-WT i RHO-G5167T. Electroforesi en gel d’agarosa de les
RT-PCRs fetes amb els encebadors externs de RHO sobre els RNAs extrets de cél-lules COS7 previament
transfectades amb un genomic de RHO i el siRNA corresponent. A la part dreta de les figures es mostra el

marcador de pes molecular.
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4.4. Caracteritzacio de les proteines codificades pels productes

de splicing obtinguts dels genomics mutats de rodopsina

4.4.1. Western Blot de rodopsina

Per tal de veure si els productes mutats de rodopsina es traduien i donaven lloc a la
proteina predita pel programa informatic utilitzat, es van transfectar cél-lules COS7
amb cada un dels plasmids portadors dels gendmics de rodopsina. A les 24 hores es
va fer una extraccié total de proteina (veure punt 3.10.) i amb els extractes obtinguts
es va fer un Western Blot (veure punt 3.11.). Com a anticos primari es va utilitzar el
1D4, que s’uneix a la zona citoplasmatica de la proteina rodopsina, i com a anticos

secundari es va fer servir un policlonal conjugat a fosfatasa alcalina.

RHO-WT
RHO-A3811G
RHO-G4335T
Contol -

Pes molecular

. @}“ Control +

| RHO-G5167T

- 78 KDa

== -45,7KDa

= -325KDa

Figura 38. Western blot de proteina rodopsina. S’han carregat els extractes proteics obtinguts dels cultius cel-lulars
transfectats amb el vector pClneo portador dels diferents genomics de rodopsina (carrils 1-4). Com a control neagtiu
s’ha carregat extracte proteic de cél-lules no transfectades (carril 5) i com a control positiu proteina rodopsina bovina

purificada (carril 6). En el carril 7 es mostra el marcador de pes molecular.
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Els resultats confirmen el tamany de les proteines esperades segons el software
informatic de prediccio: proteina WT de 348 aa (d'uns 40 KDa), proteina mutada
G4335T de 268 aa (d’'uns 30 KDa) i proteina mutada G5167T de 335 aa (d'uns 37
KDa).

Amb I'anticos 1D4 utilitzat no es detecten les proteines formades a partir del gendmic
mutant RHO-A3811G perqué son proteines truncades que no contenen el domini on
s’uneix aquest anticos. S’han fet altres Western Blot utilitzant altres anticossos primaris
contra RHO pero no se n’ha trobat cap capac de detectar en els extractes proteics els
dos productes resultants de la mutacio g.3811A>G.

Tot i aixi, estudis posteriors utilitzant immunocitoquimica han demostrat que els dos
productes de splicing formats a partir del genomic RHO-A3811G sén capagos també

de sintetitzar proteina.

4.4.2. Localitzacié cel-lular de les proteines mutants de Rodopsina

Per tal de veure si les diferents variants de splicing trobades en els mutants de RHO
tenien una localitzacié diferent a la proteina salvatge, que es localitza a membrana, es

van fer dos estudis diferents.

En el primer estudi, es va transfectar sobre cél-lules COS7 cada un dels vectors pClI-
neo portadors dels DNAs genomics de rodopsina. 24 hores després de la transfeccio
es va realitzar una immunocitoquimica (veure punt 3.9.) sobre cada un dels punts
transfectats.

Com a anticossos primaris es van utilitzar el 1D4, que reconeix I'extrem C terminal de

RHO (citoplasmatic) i el RET-P1, que reconeix I'extrem N terminal de RHO
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(extracel-lular). Com a anticossos secundaris es va utilitzar contra 1D4 un anticos
conjugat a Rodamina i contra RET-P1 un anticds conjugat a FITC.

Al realitzar la immunocitoquimica, cada un dels punts de transfeccié va ser analitzat
per duplicat. En un punt, es va seguir el protocol normal d'immunocitoquimica mentre
que en laltre, no es van permeabilitzar les cél-lules. Al no fer la permeabilitzacio, al
microscopi de fluorescéncia només es podrien veure aquelles proteines RHO que
estiguessin unides a la membrana plasmatica de les cél-lules.

Els resultats, obtinguts al microscopi de fluorescéncia s’observen en la Taula XXI i

Figura 39.

Taula XXI. Immunocitoquimica per a la deteccié6 de rodopsina. Fluorescéncia detectada en cada una de les
immonocitoquimiques realitzades sobre els cultius cellulars de COS7 préviament transfectats amb els mutants de

rodopsina. Els signes + ens indiquen la intensitat aproximada de la fluorescéncia detectada en cada punt.

Vector transfectat Anticos primari 1D4 Anticés primari RET-P1

Cél-lules Cél-lules no Cél-lules Cél-lules no

permeabilitzades

permeabilitzades

permeabilitzades

permeabilitzades

pCIl-gRHO-WT

++ (membr./citopl.)

+++ (membr./citopl.)

+++ (membr.)

pCl-gRHO-A3811G

+ (membr./citopl.)

pCl-gRHO-G4335T

+ (membr./citopl.)

+ (membr./citopl.)

pCIl-gRHO-G5167T

++ (membr./citopl.)

++ (membr./citopl.)

+ (membr.)
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Anticos 1ari. 1D4 Anticos 1ari. RET-P1
Céls. Permeabilitzades Céls. Permeabilitzades Céls. no permeabilitzades
|_
=
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Figura 39. Immunocitoquimica sobre cél-lules COS7 amb anticossos anti-RHO. Cél-lules COS7 transfectades amb
els vectors pClneo portadors dels DNAs genomics mutants i salvatge de rodopsina i posterior immunocitoquimica
utilitzant anticossos primaris anti-RHO. Els anticossos secundaris utilitzats estan conjugats a Rodamina i FITC. Les
fotografies fetes al microscopi de fluorescencia a 100x mostren el perfil més comu observat en cada una de les

preparacions. Les imatges amb un * a la part superior esquerra no mostraven practicament marcatge.

Quan s'utilitza I'anticdos 1D4 en cél-lules sense permeabilitzar, no veiem rodopsina en

cap dels punts perqué l'anticos no pot entrar dins la cél-lula i unir-se a la part
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citoplasmatica de la proteina. Després de permeabilitzar en canvi, veiem rodopsina
salvatge i també rodopsina procedent dels gendmics mutats g.4335G>T i g.5167G>T.
Tot i aixi, la quantitat de fluorescéncia és menor en els mutants, sobretot en G4335T,
que en el salvatge. La deteccié de fluorescéncia en aquestes condicions concretes ens
indica que hi ha proteina rodopsina a membrana i/o citoplasma.

Com ja s’ha explicat, degut a que les proteines obtingudes amb el genomic
g.3811A>G perden la part C terminal, no poden ser detectades amb I'anticos 1D4,

independentment de que les cel-lules estiguin o no permeabilitzades.

Quan s'utilitza l'anticos anti-rodopsina RET-P1 sobre cultius sense permeabilitzar, es
veu marcatge en la proteina salvatge i en la mutada g.5167G>T mentre que les
proteines resultants de les mutacions g.3811A>G i g.4335G>T no donen senyal en la
immunocitoquimica indicant aixi, probablement, que no es dirigeixen cap a la
membrana cel-lular. Amb els estudis realitzats amb aquest anticos sobre cél-lules
permeabilitzades veiem senyal en tots els punts. Aixd indica que totes les mutacions
de splicing estudiades son capaces de generar proteina rodopsina. Tot i aixi, s’observa
una disminucid de fluorescéncia en les rodopsines amb mutacid g.3811A>G i

9.4335G>T.

El segon experiment dissenyat per veure la localitzacié de les proteines rodopsina
mutades va consistir en clonar cada gendmic de rodopsina dins un vector d’expressio
que permetria I'obtencié d’'una proteina de fusio entre RHO i GFP.

Amb aquesta finalitat, es va transfectar sobre cél-lules COS7 cada un dels vectors pCl-
neo portadors dels DNAs genomics de rodopsina. Sobre el mRNA extret d’aquestes
cél-lules es va fer una RT-PCR i cada un dels productes obtinguts va ser clonat dins el

vector d’expressié pEGFP (veure punt 3.2.).
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Es van obtenir aixi 5 construccions plasmidiques diferents:

1-

2-

pEGFP — RHO-WT (portador del producte salvatge de rodopsina)

pEGFP — RHO-A3811G V1 (portador del producte 1 de splicing generat per la
mutacié g.3811A>G)

pEGFP — RHO-A3811G V2 (portador del producte 2 de splicing generat per la
mutacié g.3811A>G)

pEGFP — RHO-G4335T (portador del producte de splicing generat per la
mutacié g.4335G>T)

pEGFP — RHO-G5167T (portador del producte de splicing generat per la

mutacio g.5167 G>T)

Céllules COS7 van ser transfectades amb cada un d’aquests plasmids i 24 hores

després es va fer una immunocitoquimica per marcar I'aparell de Golgi en les cél-lules.

Es va utilitzar un anticos primari anti-giantina (proteina que es localitza a I'aparell de

Golgi) i un anticos secundari conjugat a rodamina (veure punt 3.9.). L’analisi dels

diferents punts es va fer al microscopi de fluorescéncia i els resultats es mostren a la

Figura 40.
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RHO + DAPI RHO + Giantina +DAPI RHO + Giantina + DAPI
20X 40X 100X

RHO-G4335T RHO-A3811G V2 RHO-A3811G V1 RHO-WT

RHO-G5167T

Figura 40. Colocalitzacié de les proteines rodopsina i giantina. Cél-lules COS7 expressant RHO-GFP, i proteina

Giantina com a marcador d’aparell de Golgi. Alguns mutants de RHO sembla que s’acumulen a la zona juxtanuclear.

Els resultats evidencien que, mentre que la proteina rodopsina salvatge sembla tenir

una distribucié a membrana o citoplasma, les proteines resultants de I'expressio dels
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dos productes de splicing generats per la mutacié g.3811A>G tenen una localitzacio
juxtanuclear que en alguns casos, tot i que no sempre esta clar, sembla que podria
colocalitzar amb l'aparell de Golgi. Una localitzacié molt semblant es veu també en els
productes mutats G4335T. A diferéncia, les proteines sintetitzades a partir del
producte de splicing G5167T sembla que tenen una localitzacié practicament igual a la
rodopsina salvatge.

Cal remarcar que les intensitats de fluorescéncia sén gairebé sempre inferiors en les
proteines mutades que en la salvatge i que en cap de les preparacions observades hi
ha una homogeneitat de fluorescéncia cel-lular, és a dir, es veu una tendéncia
majoritaria de localitzacio proteica en les cél-lules perd mai es veu en totes les cél-lules

d’'un mateix punt el mateix patré de distribucié de rodopsina.

4.5. Interferéncia del mRNA de PRPF8

Al laboratori es disposa de dues linies cellulars Ilimfoblastoides humanes
transformades amb EBV provinents de la familia RPAD SJD1, portadora de la mutacio
€.6974_6994del en el gen PRPF8 (NCBI, n° d’accés: NM_006445). Una de les linies
utilitzades (CAR0001) prové d’'un pacient afectat de RPAD i portador de la mutacio,

mentre que I'altra (CAR0003) prové d’un individu sa i no portador de la mutacid.

La mutacié c.6974 6994del trobada en el gen PRPF8 proporciona a l'al‘lel salvatge
una sequeéncia diferencial respecte a l'al-lel mutat. Treballant amb aquesta sequéncia,
al laboratori es va dissenyar un shRNA i un ribozim anomenats PRPF8-lab (veure
Taula XXII) que potencialment havien d’interferir especificament el mMRNA salvatge del

gen PRPF8 i no havien d’actuar sobre I'al-lel mutat.
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Taula XXIl. shRNA i ribozim dissenyats per a interferir el transcrit salvatge de PRPF8 huma. En groc es marquen

les regions complementaries al mMRNA.

Clonatge
Nom Sequéncia dins
psiRNA
shRNA | GTACCTCGGAGGTTTACTCTGCGGATTCAAGAGATCCGCAGAGTAAACCTCCTTTTTGGAAA Acc 651 /
PRPFS- GAGCCTCCAAATGAGACGCCTAAGTTCTCTAGGCGTCTCATTTGGAGGAAAAACCTTTTCGA Hind Il
lab
Rbz GTACCTCATCCGCACTGATGAGGCCGAAAGGCCGAAAGTAAACTTTTTGGAAA Acc 651 /
PRPF8- GAGTAGGCGTGACTACTCCGGCTTTCCGGCTTTCATTTGAAAAACCTTTTCGA Hind III
lab

Per tal de comprovar la seva eficiéncia i especificitat, es van transfectar per
electroporacio (veure punt 3.5.2.) les linies limfoblastoides CAR0001 i CARO003 amb

ambdues moléecules, per separat.

Els punts de transfeccié van ser:
1. siRNA PRPF8_2 (Control positiu d’interferéncia sobre PRPF8, de Qiagen)
2. shRNA scramble
3. shRNA PRPF8-lab

4. Ribozim PRPF8-lab

24 hores després de la transfeccio es va extreure el RNA de les cél-lules (veure punt
3.6.1.) per tal de procedir a la seva quantificacié.
Abans pero, calia testar I'especificitat dels encebadors dissenyats per a 'amplificacié i

quantificacio de cada un dels al-lels de PRPF8 (veure Taula Xl i Figura 41).
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- . .ATGGGTGTTCGGCATGACCCCAACATGAAATATGAGCTACAGCTGGCGAACCCCAAAGAGTTCTACCACGAGGTGCACAGGCCCT

CTCACTTCCTCAACTTTGCTCTCCTGCAGGAGGGGGAGGTTTACTCTGCGGATCGGGAGGACCTGTATGCCTGACCGTTTCCCTGCCT
FRP1comu-F FRP1mut- F FRP1wt- F FRP1comu-R

CCTGCTTCAGCCTCCCGAGGCCGAAGCCTCAGCCCCTCCAGACAGGCCGCTGACATTCAGCAGTTTGGCCTCTTTCCCTCTGTCTGTG

CTTGTGTTGTTGACCTCCTGATGGCTTGTCATCCTGAATAAA . ..

Figura 41. Fragment de DNA de PRPF8. En color es marquen els diferents encebadors utilitzats per a I'estudi
d’aquest gen i en negreta i cursiva es marca la delecié ¢.6974_6994del (present en la linia limfocitaria CAR0001).
L’encebador FRP1mut-F (marcat en groc) es solapa amb I'encebador FRP1wt-F (marcat en verd); la zona compartida

per ambdéds encebadors es marca en blau.

Al fer 'amplificacié del producte total de PRPF8 amb els encebadors corresponents
(FRP1comu-F — FRP1comu-R), en els RNAs de CAR0001 obtenim dos productes, un
de més gran (99 pb) corresponent a lallel salvatge i un de menor (78 pb)
corresponent a I'allel portador de la mutacié ¢.6974_6994del. A diferéncia, sobre els

RNAs de CAR0003 només obtenim el producte salvatge, de 99 pb.

Amb els encebadors utilitzats per a I'amplificacié especifica de I'al-lel salvatge (veure

Taula XI) s’amplifica un unic producte (68 pb) en cada una de les dues linies cel-lulars.

PRPF8 PRPF8

total salvatge =

o

3
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Figura 42. Al-lels salvatge i mutat de PRPF8. Productes de RT-PCR fetes sobre els RNAs de les linies cel-lulars
CARO0001 i CAR0003. Amb I'amplificacié de PRPF8 total, on s’utilitzen encebadors comuns per ambdés al-lels, podem
veure dos productes de RT-PCR en CARO0001 (corresponents a I'al-lel salvatge, de 99 pb, i al mutat, de 78 pb) mentre
que en CAR0003 només apareix el producte de I'al-lel salvatge. Per amplificar selectivament PRPF8 salvatge, s’utilitzen

encebadors que no permeten I'amplificacié del producte mutat.
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Un cop comprovada l'especificitat dels encebadors, es va procedir a la quantificacié
del PRPF8 sobre els RNAs extrets de les transfeccions cel-lulars. Es va realitzar una
RT-PCR acoblada a SYBR Green (veure punt 3.6.3.) i es va quantificar especificament
I'al-lel salvatge de PRPF8 i el gen de la 3-2-microglobulina (utilitzat per a normalitzar
els valors).

Els resultats obtinguts mostren l'eficiencia de cada una de les molécules utilitzades per

al silenciament génic de PRPF8 salvatge.
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PRP8 2 (C+) scramble PRPF81ab PRPF81ab

Figura 43. Percentatge d’interferéncia que realitza un shRNA i un ribozim sobre el mMRNA salvatge de PRPF8.

Els resultats mostren que tant el shRNA com el ribozim dissenyats al laboratori tenen

capacitat d’interferir el mMRNA de PRPF8 salvatge en més d’'un 40%

Un cop estudiada l'eficiencia del shRNA i ribozim PRPF8-lab , es va voler estudiar

I'eficiéncia d’'un siRNA. Amb aquesta finalitat, es va dissenyar un siRNA amb la

mateixa sequtiéncia que el shRNA PRPF8-lab.
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Taula XXIIl. siRNA dissenyat per a interferir el mRNA salvatge de PRPF8 huma.

Nom Seqiiéncia

GGAGGUUUACUCUGCGGAULt
siRNA PRPF8-lab ttCCUCCAAAUGAGACGCCUA

La linia limfocitaria CARO0003 es va transfectar amb el shRNA i el siRNA PRPF8-lab,
per separat. Els resultats obtinguts de la quantificaci6 de PRPF8 sobre els RNAs

extrets a les 24 hores després de la transfeccio es mostren a la Figura 44.
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Figura 44. Percentatge d’interferéncia que realitza un shRNA i un siRNA sobre el mRNA salvatge de PRPFS8.

Amb les quantificacions del mRNA salvatge, s’observa que en les mateixes condicions
(electroporacié com a métode de transfeccié i analisi del RNA a les 24 hores després
de transfectar) el siRNA PRPF8-lab dissenyat contra el mRNA de PRPF8 salvatge és

forca més eficient que el shRNA corresponent.
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Una vegada demostrat que de les tres molécules dissenyades al laboratori per al

silenciament de PRPF8 salvatge el siRNA era el que presentava un silenciament més

eficient, s’havia de confirmar la seva especificitat per a I'al-lel salvatge de PRPF8.

La primera prova que va permetre veure |'especificitat del siRNA dissenyat va consistir

en transfectar el sSiRNA PRPF8-lab sobre les linies cel-lulars CAR0003 i CAR0001.

Els punts transfectats en cada linia van ser:

1. siRNA PRPF8_2 (C+)

2. shRNA scramble

3. siRNA PRPF8-lab

En els mRNAs extrets a les 24 hores es va quantificar, mitiangant RT-PCR, el transcrit

PRPF8 mutat (utilitzant els encebadors FRP1mut-F i FRP1mut-R).
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Figura 45. Expressié6 del mRNA PRPF8 mutat, en les linies limfocitaries CAR0001 i CAR0003. Mentre el siRNA

utilitzat com a control (siRNA PRPF8_2) és capa¢ d'interferir el mMRNA mutat de PRPF8, el siRNA dissenyat al

laboratori actua com si fos un siRNA scramble. La linia CAR0O003 prové d’un individu sa, sense al-lel PRPF8 mutat.

Els valors ens demostren I'especificitat del siRNA dissenyat al laboratori.
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S’observa que el siRNA PRPF8 2 (utilitzat com a control positiu de silenciament)
elimina tant el mMRNA salvatge de PRPF8 com el mRNA mutat (veure Figura 44 i
Figura 45) mentre que el siRNA PRPF8-lab interfereix especificament el mRNA
salvatge i deixa intacte el producte mutat.

Els valors de zero obtinguts en la quantificacié del mRNA mutat sobre el RNA extret de
les transfeccions fetes en CAR0003 ens demostren que els encebadors utilitzats sén
especifics pel mMRNA mutat.

Utilitzant els RNAs extrets de les transfeccions fetes sobre CAR0001 es van fer tres
RT-PCRs diferents. En totes elles es van utilitzant els encebadors que amplifiquen el
producte PRPF8 total perd, cada una de les RT-PCR tenia un nombre diferent de
cicles d’amplificacié (17, 22 i 29 respectivament). Aix0 permetria veure quina era en
cada mostra la quantitat d’al-lel salvatge i mutat existent durant la fase exponencial de
la reaccio de PCR.

Els productes obtinguts es van fer correr en una electroforesi d’acrilamida al 15%

(veure Figura 46).

22 cicles de PCR 29 cicles de PCR

siRNA PRPF_2 (C+) + - - + - -
siRNA scramble - + - - + -
siRNA PRPF8-lab - - + - - +

Pes molecular

Figura 46. Electroforesi en gel d’acrilamida dels mRNAs salvatge i mutat de PRPF8. RT-PCR que amplifica
ambdos al-lels de PRPF8, salvatge (de 99 pb) i mutat (de 78 pb), realitzada sobre els RNAs obtinguts després de
transfectar en la linia CAR0001 diferents molecules de RNAI. Per tal de veure els productes durant la fase exponencial

de la PCR es van fer dues amplificacions diferents, de 22 i 29 cicles respectivament.
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Els primers 17 cicles de PCR no sén suficients per poder observar en acrilamida
producte amplificat. En el producte obtingut en les PCRs de 22 i 29 cicles, es pot veure
I'especificitat d’al-lel del siRNA PRPF8-lab. S'observa com en el punt on s’ha
transfectat el siRNA control hi ha una disminucié6 d’ambdds productes de PCR
(salvatge i mutat) mentre que, en el punt on s’ha transfectat el siRNA dissenyat al
laboratori, la banda corresponent al mMRNA mutat resta intacte a la vegada que el
producte salvatge disminueix. El siRNA scramble no interfereix cap dels dos productes

de PCR.

4.5.1. Efecte de la interferéncia del mRNA de PRPF8

Després de veure que el siRNA contra el mMRNA de PRPF8 salvatge dissenyat al
laboratori era eficient, es va decidir estudiar quin era I'efecte que podia tenir el
silenciament de PRPF8 en una ceél-lula que expressés aquest gen.

Amb aquesta finalitat, es van transfectar cél-lules humanes HEK293 (que expressen el
gen PRPF8 huma) amb el shRNA PRPF8-lab i amb un shRNA scramble. 24 hores
després de la transfecciod es va analitzar I'apoptosi en els cultius cel-lulars utilitzant el

kit “In situ Cell Death detection Kit, TMR red”, de Roche (veure punt 3.8.).

A.

Figura 47. Deteccio d’apoptosi cel-lular. Cél-lules HEK293 transfectades amb el shRNA PRPF8-lab (A) i amb un
shRNA scramble (B). Ambdés vectors contenen la proteina GFP que ens serveix com a control de transfeccié del
shRNA. Les ceél-lules apoptotiques queden marcades en vermell. En la figura A es veuen cél-lules de color groc,

resultants de la unié de la fluorescéncia verda i vermella.
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Els resultats mostren que quan s’interfereix el PRPF8 en les cél-lules, mitjancant el
shRNA PRPF8-lab, aquestes entren en la via d’apoptosi mentre que no s’observa cap
canvi d’aquest tipus en les cél-lules que han estat transfectades amb el shRNA

scramble.

4.6. Localitzacio cel-lular de les proteines NRL mutades

Per tal d’'observar si determinades mutacions en la seqliéncia nucleotidica de NRL
provoquen un canvi en la localitzacié de la proteina sintetitzada, es van clonar els
cDNAs dels NRL salvatge i mutats dins el vector pDEST-501 seguint el métode de
recombinacio del Sistema Gateway (veure punt 3.3.). Les mutacions analitzades van
ser: S50T, P51L, M96T i G122E.

Al transfectar en cél-lules de mamifer aquests vectors, s’obté una proteina de fusié

entre NRL i GFP (proteina fluorescent que emet a la longitud d’ona del verd).
Igualment, es va clonar el cDNA de CRX dins el vector pDEST-733 per obtenir una

proteina de fusié entre CRX i RFP (proteina fluorescent que emet a la longitud d’ona

del vermell).
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Figura 48. Construccions pDEST-NRL i pDEST-CRX. Plasmids obtinguts després de clonar pel métode de
recombinacié Gateway els cDNAs de NRL i CRX. Els cDNAs mutats de NRL es van clonar, igual que el cDNA NRLwt,

en el vector pDESTS501.

Amb el métode d’electroporacid, es van cotransfectar cél-lules COS7 amb cada un
dels plasmids pDEST-501-NRL, per separat, juntament amb el vector pDEST-733-
CRX. 24 hores més tard, es van observar les cel-lules al microscopi de fluorescéncia i
es va analitzar la localitzacié d’ambdues proteines.

Es va utilitzar la tinci6 amb DAPI com a control de marcatge nuclear mentre que la

transfeccié del vector recombinant pDEST-733-PDZ ens va servir com a control de

marcatge citoplasmatic.

Figura 49. Cél-lules COS7 transfectades amb vectors pDEST control. A) En vermell s’'observa I'expressio de la
proteina PDZ-RFP (control citoplasmatic) B) Es sobreposa a I'anterior I'expressié de NRLwt-GFP (verd) C) S’afegeix a

les fluorescencies anteriors, el marcatge amb DAPI (control nuclear).
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NRL salvatge NRL S50T NRLP51L

B)-

C)

NRL M96T NRL G122 E
A) - -
B) - -
C) - -

Figura 50. Cél-lules COS7 transfectades amb els vectors pDEST portadors dels cDNAs mutats de NRL. En verd
es veu I'expressié de les proteines NRL-GFP (A) i en vermell I'expressié de CRX-RFP (B). A la part inferior de la figura

(C) es sobreposa el marcatge amb DAPI juntament amb I'expressié de NRL-GFP i CRX-RFP.
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Les imatges mostren que les diferents mutacions de NRL estudiades no impliquen cap
canvi en la localitzacié cel-lular de la proteina de manera que, al igual que la proteina
salvatge, totes les proteines mutades es localitzen al nucli.

El factor de transcripcié CRX també té localitzacio nuclear.

4.7. Estudi de I'activitat de les proteines NRL mutades

Per tal de veure si les proteines NRL mutades tenien la mateixa capacitat d’activar el
promotor de rodopsina, es van fer estudis sobre célllules COS7 utilitzant el gen

reporter de la luciferasa.

A cada punt de cel-lules COS7 (transfectades per electroporacio, segons punt 3.5.2.)

es va transfectar:

pGL3-130. Vector pGL3 portador de part del promotor de la rodopsina seguit

del gen de la luciferasa (Tesi doctoral: Martinez-Gimeno, 2004): 2000 ng.

- pClneo-CRX. Vector pCineo amb el cDNA de CRX: 1500 ng en cada punt.

- pClneo-NRL. Vector pClneo amb el cDNA de NRL (salvatge o mutat): 50, 150,
250, 500 i 1000 ng en cada punt.

- pCH110. Vector utilitzat per a normalitzar els nivells de transfeccié: 50 ng.

- pGL2-basic. Vector utilitzat per a normalitzar les quantitats de DNA transfectat:

quantitat variable en cada punt.

Les transfeccions van ser repetides per triplicat.
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24 hores després de la transfeccié es van obtenir els llisats cel-lulars de cada punt i es

va fer la lectura de I'activitat luciferasa i B-Galactosidasa (veure punt 3.7.).
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Figura 51. Activacié del promotor de rodopsina amb els factors NRL mutats i CRX. Diferents quantitats de NRL,
salvatge o mutat van ser transfectades sobre cel-lules COS7 juntament amb pClneo-CRX i pGL3-130. L’activacio esta

referida a un punt de transfeccié control en el que no s’afegeix NRL ni CRX.

Els resultats mostren una sobreactivacié del promotor de rodopsina quan s’utilitzen els
NRL mutats en comptes del NRL salvatge.

S’observa també que a partir d’'una certa quantitat de NRL transfectat, tots els mutants
provoquen una disminucié en I'activitat del promotor de rodopsina mentre que aquesta

continua augmentant quan es transfecta NRL salvatge.

4.8. Disseny de siRNAs per a interferir el mMRNA de NRL

Amb Il'ajuda del software informatic Sfold (veure punt 3.4.1) es van dissenyar dos
siRNAs que putativament actuarien eliminant tant el mMRNA de NRL salvatge com el

mRNA dels mutants S50T, P51L, M96T i G122E .
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Taula XXIV. siRNAs dissenyats per a interferir el mRNA de NRL huma.

Nom del siRNA Seqiiéncia mRNA al que potencialment interfereix
siNRL40 UGACUUUGACUUGAUGAAGtt mRNA de NRL salvatge i mutat
ttACUGAAACUGAACUACUUC
siNRL69 AGCGGGAACCCUCUGAGGGtt mRNA de NRL salvatge i mutat
ttUCGCCCUUGGGAGACUCCC

Per testar la seva eficiéncia es va transfectar, en cél-lules COS7 i utilitzant el reactiu
Lipofectamina 2000, cada un dels siRNAs per separat juntament amb el plasmid
pClneo-NRLwt (portador del cDNA del gen NRL salvatge).

Els RNAs, extrets a les 48 hores després de la transfeccio, van ser tractats amb
DNasa i quantificats amb el sistema de RT-PCR acoblat a SYBR Green (veure punt
3.6.3.). Utilitzant els encebadors especifics (veure Taula X), es va quantificar el mMRNA
de NRL i el de B2-microglobulina.

Els resultats obtinguts es mostren en la Figura 52.

100+
s 80
X 47 64
.g 60
3 0 18,73
5 |
£ 201

LT
0
siRNA scramble siNRL40 SiNRLGO

Figura 52. Percentatge d’interferéncia que realitzen dos siRNAs sobre el mRNA salvatge de NRL.
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Es pot observar com ambdds siRNAs interfereixen el mRNA de NRL salvatge pero el
siNRL69 actua amb una eficiéncia forca superior que el siNRL40.

En aquest experiment, tot i que es va transfectar sempre el vector pClneo-NRL
juntament amb el siRNA desitjat, no s’ha pogut utilitzar cap factor de correccio
respecte a la transfeccioé simultania d’ambdues molécules dins les cél-lules. Tot i aixi,
en experiments controls realitzats al laboratori s’ha observat que quan en un mateix
cultiu cel-lular es transfecta més d’'un plasmid, hi ha un 30-50 % de les cél-lules

transfectades que només presenta un dels plasmids.

Després de comprovar que entre els dos siRNAs sintetitzats el siNRL69 era el més
eficient, es va decidir clonar-lo dins del vector psiRNA-hH1GFPzeo utilitzant el lloc de
clonatge del vector Bbs | / Bbs | (veure punt 3.4.2). Es va obtenir aixi el vector

anomenat psiRNA-shNRLG69.

Taula XXV. shRNA dissenyat per a interferir el mMRNA de NRL huma. En groc es marquen les regions

complementaries al mRNA.

Nom Seqiiéncia siRNA Clonatge
dins psiRNA
shNRL69 |ACCTCAGCGGGAACCCTCTGAGGGTCAAGAGCCCTCAGAGGGTTCCCGCTTT Bbs |/ Bbs |
GTCGCCCTTGGGAGACTCCCAGTTCTCGGGAGTCTCCCAAGGGCGAAAAAAC

Posteriorment, es van transfectar en cel-lules COS7 ambdues molécules per separat,

siNRL69 i shNRL69. A les 48 hores el mRNA cel-lular es va extreure i quantificar.
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Figura 53. Percentatge d’interferéncia que realitza un siRNA i un shRNA sobre el mMRNA de NRL salvatge.

Els resultats obtinguts indiquen que tant el siRNA com el shRNA NRL69 interfereixen
especificament el mRNA de NRL i ambdés ho fan amb una eficiéncia semblant,

proxima al 50%

4.9. Sintesi d’'un cDNA degenerat de NRL

Mitjangcant mutagénesi i utilitzant el métode de 'overlap extension PCR (veure punt
3.1.), es va sintetitzar, a partir del cDNA salvatge de NRL, un cDNA degenerat de NRL,
és a dir, un cDNA amb determinats nucledtids canviats respecte a la seqliéncia de

NRL salvatge perd que no implica cap canvi a nivell de proteina.

En cada una de les PCRs realitzades en la primera ronda es va utilitzar un encebador
extern (anomenats MM-NRL-F/R) i un encebador intern complementari al cDNA de
NRL i portador d’'una part de la sequéncia de NRL degenerada (anomenats
NRLdegenerat-F/R), (veure Taula XXVI).

Com a motlle per a les PCRs es va utilitzar un vector plasmidic que conté el cDNA de

NRL huma salvatge.
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Taula XXVI. Encebadors utilitzats per a I'obtencié d’un cDNA degenerat de NRL. En groc es marquen els

nucledtids que s’han modificat respecte a la seqiiéncia de cDNA salvatge de NRL per tal d’obtenir el NRL degenerat.

Nom Encebadors (5'-3") Tm
MM-NRL-F CATAAGAAATCCGAATTCCAGCCCAGCTCCAGAATG 73,4°C
MM-NRL-R CAAGTCTCTATGGAGCTCGTCGACCAGCCCCCACTACACCACAAG >75°C
NRLdegenerat-F | GAGGTAAAAAGGGAACCTAGCGAAGGCCGACCTG 74,7°C
NRLdegenerat-R | GCCAGGTCGGCCTTCGCTAGGTTCCCTTTTTACCTCAAACTTCA 80,4 °C

Els productes de PCR obtinguts en la primera tanda van ser:

PCR 1: Encebadors: MM-NRL-F + NRLdegenerat-R
Producte de 123 pb

PCR 2: Encebadors: NRLdegenerat-F + MM-NRL-R

Producte de 710 pb

Per a la tercera PCR es van utilitzar els dos encebadors externs i, com a motlle de
DNA, els dos productes obtinguts en les PCRs anteriors. Es va obtenir finalment un

cDNA degenerat de NRL.

GAG GTA AAG CGG GAA CCC TCT GAG GGC CGA — cDNA salvatge de NRL
GAG GTA AAA AGG GAA CCT AGC GAA GGC CGA — cDNA degenerat de NRL

E VvV K R E P S E G R — Seqliéncia proteica (a.a. 22-31)

Figura 54. Seqiiéncia diferencial entre els cDNAs de NRL salvatge i degenerat. En groc es marquen els nucleotids

que s’han modificat (respecte a la seqliiéncia salvatge) per a la sintesi del cDNA degenerat de NRL.

Els canvis en la sequéncia nucleotidica del NRL es van fer de manera que els codons
resultants fossin idéntics (sempre que fos possible) als utilitzats per la proteina en

altres posicions aminoacidiques. A més, els canvis es van realitzar en una posicié
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determinada per tal de que el siRNA i shRNA NRL69 no tinguessin la capacitat, a

priori, d’interferir el MRNA degenerat de NRL.

4.10. Localitzacio cel-lular i funcionalitat de la proteina NRL

amb sequeéncia nucleotidica degenerada.

Calia comprovar primer de tot si la proteina codificada pel cDNA degenerat de NRL

s’expressava i tenia una localitzaci6 i funcid homologues a les de la proteina salvatge.

4.10.1. Localitzacio cel-lular de la proteina

Per estudiar la localitzacié de la proteina, el cDNA degenerat de NRL va clonar-se dins
els vectors del Sistema Gateway (veure punt 3.3.1.) per obtenir finalment un plasmid

pDEST-501 recombinat amb el cDNA de NRL degenerat.

Es van cotransfectar cél-lules COS7 (utilitzant el métode d’electroporacié) amb els
vectors pDEST-501-NRLdegenerat i pDEST-733-CRX. A les 24 hores després de la
transfecci6, es va fer la tincié nuclear amb DAPI i es va mirar al microscopi de

fluorescéncia la localitzacié d’ambues proteines.
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Figura 55. Cél-lules COS7 transfectades amb el vector pDEST portador del cDNA degenerat de NRL. En verd es

veu I'expressio de la proteina de fusio NRLdegenerat-GFP (A) i en vermell I'expressié de CRX-RFP (B). En la imatge C)

es sobreposa el marcatge amb DAPI juntament amb I'expressié de NRL-GFP i CRX-RFP.

Igual que la proteina NRL salvatge i les proteines mutades estudiades anteriorment, la

proteina formada a partir del cDNA degenerat de NRL es localitza a nucli.

4.10.2. Funcionalitat de la proteina

Per tal de testar la funcionalitat de la proteina, el cDNA de NRL degenerat va ser

clonat dins el vector pClneo entre els llocs de restriccido EcoRl i Sall (veure punt 3.2.).

Igual que es va fer per estudiar l'activitat de les proteines NRL mutades, es van
cotransfectar cel-lules COS7 amb el vector pClneo-NRL (degenerat o salvatge)
juntament amb els diferents vectors anteriorment citats (veure punt 4.7.) per tal de
veure quina era l'activacié del promotor de rodopsina. Amb aquesta finalitat, es va

quantificar I'activitat luciferasa i B-Galactosidasa dels llisats obtinguts.
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Figura 56. Activacié del promotor de rodopsina amb els factors NRL degenerat i CRX. Diferents quantitats de
NRL, salvatge o degenerat van ser transfectades sobre ceél-lules COS7 juntament amb pClneo-CRX i pGL3-130.

L’activacio esta referida a un punt de transfeccié control en el que no s’afegeix NRL ni CRX.

4.11. Estudis d’interferéncia realitzats sobre el mMRNA degenerat

de NRL

La sequeéncia nucleotidica degenerada de NRL es va dissenyar de manera que, a
priori, no hi poguessin actuar ni el siNRL69 ni el shNRL69 ja que s’havien modificat 7
dels 19 nucledtids amb els que aquestes dues molécules presentaven
complementarietat de bases amb el cDNA de NRL salvatge.

Per comprovar-ho, es va cotransfectar en cél-lules COS7 cada una de les molecules
juntament amb el plasmid pClneo-NRLdegenerat. Amb el RNA extret a les 48 hores es

va procedir a la quantificacié de NRL i f2-microglobulina (veure punt 3.6.3).
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Figura 57. Percentatge d’interferéncia que realitzen un siRNA i un shRNA sobre el mRNA de NRL degenerat.

Els resultats mostren que ni el siNRLG69 ni el shNRL69 sén capacgos d’interferir el

mRNA de NRL degenerat, actuen igual que un shRNA scramble.

4.11.1. Construccié d’un plasmid portador del cDNA degenerat de NRL i

del shNRL69, sota promotors independents

Un cop observat que el shNRL69 interferia especificament el mMRNA salvatge de NRL i
deixava intacte el mRNA degenerat, es va decidir clonar dins el vector pDEST501-

NRLdegenerat el promotor H1 seguit del shNRL69.

1. Amplificacié del promotor H1 + shNRL69 a partir del vector
psiRNA-shNRL69.

Es van dissenyar uns encebadors per tal de poder amplificar, a partir del plasmid

psiRNA-shNRL69 construit anteriorment (veure punt 4.8.), el promotor H1 i el shRNA

clonat a continuacio. Els encebadors introduirien en els extrems del fragment de PCR

dianes de restriccid NgoMIV (veure Taula XXVII).
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Taula XXVII. Encebadors utilitzats per a I'amplificacié del promotor H1 + shRNA NRL69. En cursiva i subratllat es

marca la diana de restriccio NgoMIV.

Encebador Seqiiéncia (5 -3’) Tm
H1-shNRL-F GTTGTCGCAGCCGGCAGGGATTTTGGTCATGTTCTTAA 78,2°C
H1-shNRL-R TGCCTGTCTATAGCCGGCGGGTCGTTGGGCGGTCA 83,7 °C

Les condicions de PCR van ser:

Pre-incubacio “Hot start” a 95°C, 6 minuts

Desnaturalitzacié a 95°C, 30 segons

Anellament a 61,5°C, 30 segons durant 20 cicles
Extensio a 72°C, 1 minut

Final a 15°C

Tall NgoMIV

;

GTTGTCGCAGCCGGCAGGGATTTTGGTCATGTTCTTAATCGATACTAGTAATATTTGCATGTAGCTATGTGTTCTGGG
AAATCACCATAAATGTGAAATGTCTTTGGATTTGGGAATCTTATAAGTTCTGTATGAGACCACGGTACCTCAGCGGGA
ACCCTCTGAGGGTCAAGAGCCCTCAGAGGGTTCCCGCTTTTTTGGAAAAGCTTCTAGACTTAATTAACCTGCAGGCGT
TACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCGCCGGCTATAGACAGGCA

!

Tall NgoMIV

Figura 58. Esquema del producte de PCR obtingut amb els encebadors H1-shNRL. El producte conté el promotor
H1 (marcat en blau) seguit del shRNA NRL69 (marcat en vermell). En els extrems té la seqliencia diana per a 'enzim

de restriccié NgoMIV (subratllades).

2. Construccioé del plasmid
Utilitzant I'enzim de restricci6 NgoMIV es van digerir tant el fragment de PCR obtingut

anteriorment com el plasmid pDEST501-NRLdegenerat i es va seguir el protocol
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establert per al clonatge d'un fragment de DNA dins un vector plasmidic (veure punt

3.2.).
attB2 A
NRLdegenerat j D/
_NgoMIV(600)
attB1/\ %’om.m
N
shNRL69
eCFP ~~" pKan
pDest-501-NRL-H1-shNRL69 @\oris
5534bp
" —
pCMWV amp
oriR

Figura 59. Construccié vector pDEST- cDNA degenerat de NRL- shNRL69. Vector pDEST-501 portador del cDNA

degenerat de NRL (sota el control del promotor de CMV) i del shRNA NRL69 (sota el control del promotor H1).
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5. DISCUSSIO

En el laboratori es realitza sistematicament I'analisi de mutacions en gens relacionats
amb RPAD per tal de trobar en cada pacient, i per extensié a tota la familia, la causa
genética de la seva malaltia (Martinez-Gimeno, 2004; Gamundi, 2006).

El treball d’aquesta Tesi se centra concretament en I'estudi de mutacions relacionades
amb una alteracié de [l'expressid génica i associades a Retinosi Pigmentaria
Autosomica Dominant. Aixi, el treball s’ha centrat en mutacions trobades en el factor
de transcripcid NRL, en els factors de splicing PRPF i en mutacions que afecten el
procés de splicing en el gen de la rodopsina (Reig et al., 1996; Martinez-Gimeno et al., 2000).
En les ultimes analisis, on s’han estudiat un total de 30 pacients index afectats de
RPAD, s’han trobat dues noves mutacions d’especial interés.

Una d’elles (A489D) es troba en el gen PRPF3 i suposa la tercera mutacié descrita en
aquest gen (Gamundi et al., 2008). En la familia on s’ha detectat, els dos individus amb
RPAD analitzats presenten la mutacié. Hi ha pero un tercer individu (1V:3), de només 5
anys, que presenta la mutaciéo perd de moment és asimptomatic. Es pot gairebé
afirmar que la mutacié trobada segrega amb la malaltia i que el pacient 1V:3 no
presenta de moment el fenotip RP probablement degut a la seva curta edat. Tot i aixi,
cal remarcar que I'estudi familiar no s’ha pogut completar ja que hi ha una part de la
familia que no ha volgut col-laborar en I'estudi.

Aquest nou canvi aminoacidic descrit en PRPF3 suposa el canvi d’'un aminoacid no
polar a un aminoacid acid i esta situat a només 4 aa upstream de les dues mutacions
trobades fins al moment en aquest gen, P493S i T494M (Martinez-Gimeno et al., 2003). Se
sap que la regié C terminal on es troben les tres mutacions de PRPF3 esta ben
conservada evolutivament (Gamundi et al., 2008) i @ més, aquesta regid sembla estar

implicada en les interaccions que es donen entre aquest factor de splicing i altres
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elements implicats en el spliceosoma com per exemple PAP-1, un gen sobre el que
s’han trobat mutacions causants de RP9, un tipus concret de RPAD (Maita et al., 2005).

Per tal de confirmar que la mutacié Ala489Asp és la causant de RPAD en aquesta
familia, al laboratori s’estan dissenyant estudis funcionals per a analitzar la proteina

mutada. Aquestes analisis perd no son objecte d’estudi en aquesta tesi.

La segona mutacié trobada amb el screening de mutacions fet en pacients amb RPAD
ha estat el canvi Met96Thr en el factor de transcripci®6 NRL. En aquest cas, tots els
malalts analitzats en la familia sén portadors de la mutacié perd a més, hi ha dos
individus asimptomatics portadors també del canvi nucleotidic. Aquest fet fa suposar
que estem davant un cas d’aparicio tardana de la malaltia o penetrancia incompleta.
Donat que en el gen NRL s’han trobat mutacions causants de RP tant d’heréncia
recessiva com d’heréncia dominant, al laboratori s’han fet estudis funcionals de
proteines NRL mutades per tal de poder definir un possible mecanisme patologic
d’aquestes i poder fer una possible classificacié d’aquelles que son candidates a ser
causants de RPAD.

Amb aquesta finalitat, es va comencar estudiant la localitzacié cel-lular de les proteines
NRL mutades portadores de les mutacions S50T, P51L, M9O6T i G122E (Bessant et al.,
1999; Martinez-Gimeno et al., 2001). L’analisi de les proteines de fusié obtingudes entre NRL
i GFP va mostrar una localitzacié nuclear de totes les proteines NRL mutades que
coincidia exactament amb la localitzacio cel-lular de la proteina NRL salvatge. Aquest
resultat demostra que I'efecte patologic de les mutacions estudiades no és degut a una
situacio aberrant de la proteina NRL en la cél-lula siné a algun mecanisme diferent. Cal
tenir en compte pero que els estudis s’han fet sobre cel-lules COS7 ja que, fins al
moment, ha estat impossible treballar amb cél-lules fotoreceptores de retina al

laboratori. Per tant, tot i que aquesta pot ser una bona aproximacio, degut a que el
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factor de transcripci6 NRL s’expressa uUnicament en cél-lules de retina, caldria

confirmar aquestes localitzacions en cultius de fotoreceptors o en models animals

Es va decidir estudiar després el paper que té el factor NRL en la regulacié de
I'expressio génica. Per aixd, es va clonar el gen de la luciferasa sota el control del
promotor de la rodopsina i el cDNA de NRL i el de CRX, dos factors de transcripcio
que se sap que actuen de manera sinérgica activant el promotor de rodopsina, (Mitton et
al., 2000; Pittler et al., 2004) sota el control del promotor CMV. Es volia veure si I'activacié
del promotor de rodopsina variava segons si el NRL introduit en les ceéllules
(juntament amb el factor CRX) era el salvatge o algun dels mutats.

Comparant els valors obtinguts amb NRL salvatge, els resultats mostren que hi ha un
augment d’expressié de luciferasa (que indica un augment en I'activacié del promotor
de rodopsina) cada vegada que s’introdueix a la cél-lula un cDNA de NRL mutat. A
diferéncia perd dels Ultims resultats publicats (Kanda et al., 2007) els nostres estudis
mostren que a l'introduir en les cél-lules elevades quantitats de NRL mutat, hi ha una
disminucié de I'expressid de luciferasa mentre que, quan s’utilitza NRL salvatge hi ha
sempre una correlacié positiva entre la quantitat de NRL introduit i el perfil d’expressio
de luciferasa. El perqué elevades quantitats de NRL mutat porten a una disminucioé de
I'activacié del promotor esta sent objecte d’estudi en aquests moments al laboratori.
Sabent perd que en qualsevol procés de transfeccid hi ha un nombre maxim de
cél-lules que es transfecten, podem pensar que, a I'augmentar la quantitat de DNA
transfectat fins a nivells molt elevats, el que s’aconsegueix no és un augment del
nombre de cél-lules transfectades sind un augment de la quantitat de DNA introduit
dins de cada una de les cél-lules que és susceptible a ser transfectada. Tenint en
compte aquest fet, podem pensar que en els nostres experiments, la disminucié en els
nivells d’expressio de luciferasa sigui deguda a un efecte d’agregacié entre molécules

NRL mutades o entre molécules de NRL mutades i algun o varis factors que hi puguin
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interaccionar. Aquestes interaccions deixarien menys quantitat de proteina NRL lliure i
disminuiria aixi la possibilitat d’activacié del promotor de rodopsina.

Una altra possibilitat seria que les mutacions en NRL fessin variar les propietats
cinétiques de la proteina resultant de manera que la velocitat d'unié / desunioé entre el
factor de transcripcié i el promotor de rodopsina es podria veure alterada i, com a
consequéncia, quedaria afectada I'expressié del gen que esta regulat per aquest
promotor. Aquesta variacid en la cinética de reaccié podria estar associada a
modificacions post-transcripcionals com seria per exemple la fosforilacid. De fet,
existeixen ja estudis que relacionen certes mutacions en NRL causants de RPAD amb

un diferent grau de fosforilacié de la proteina (Kanda et al., 2007).

Sabent que les mutacions en el gen NRL tenen un efecte dominant negatiu, la
sobreactivacié del promotor de rodopsina, observada en els mutants de NRL, podria
no ser la causa unica d’aquest efecte ja que, arribat a una concentracié determinada,
aquesta sobreactivacio causada per la mutacid en NRL desapareix. Per tant, seria
d’esperar que la causa de RP en els pacients amb mutacié NRL fos I'agregacié de
proteina mutada o bé la variacié de les propietats cinétiques d’aquesta. Actualment
s’esta investigant activament aquesta hipotesi en el laboratori.

Donat que la nova mutaci6 trobada, M96T, segueix el mateix patré que les mutacions
S50T i P51L (que se sap son mutacions dominants causants de RPAD), podem pensar
que aquest nou canvi nucleotidic és candidat a ser el causant de RPAD en la familia
on s’ha descrit.

En els darrers mesos perd s’ha fet una nova revisié oftalmoldgica de la familia
portadora de la mutaci6 Met96Thr i s’ha detectat la preséncia d'un individu (no
portador de la mutacid) que amb 37 anys d’edat manifesta simptomes inicials de RP.
Aquest fet ens fa replantejar la naturalesa de la mutacié i podem pensar en tres

possibles situacions diferents:
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a) Que la causa de RPAD en la familia sigui una altra i no la mutacié
detectada. Fet no predictible inicialment donat I'arbre genealdgic de la
familia i el fet que els 3 individus malalts presenten la mutacio.

b) Que les proves de funcionalitat de la proteina NRL realitzades al
laboratori no es correlacionin amb el diagnodstic. Cal recordar perd que
hi ha estudis publicats on s'utilitza aquesta metodologia (Kanda et al.,
2007).

¢) Que la mutacio participi en un mecanisme digénic o poligénic causant

de RPAD.

L’estudi presentat manifesta I'heterogeneitat i complexitat de la Retinosi Pigmentaria.
Aquest fet, sumat a la dificultat del diagndstic i pronostic de la malaltia, ens demostra
la importancia que té el realitzar estudis clinics i de laboratori de manera coordinada

aixi com la importancia de la correlacié fenotip - genotip.

D’aquesta manera, un altre objectiu d’aquesta tesi era investigar els mecanismes
patologics produits per les mutacions en senyals de splicing g.3811A>G i g.5167G>T
trobades en el lloc de splicing 3’ dels introns 2 i 4 del gen de rodopsina en dues
families amb RPAD (Reig et al., 1996; Martinez-Gimeno et al., 2000) i comparar-los amb els
possibles mecanismes produits per la mutacié, també de splicing, g.4335G>T
detectada en el lloc de splicing 5’ de l'intré 4 del mateix gen i causant de RPAR en
dues families independents (Rosenfeld et al., 1995; Greenberg et al., 2003).

Estudis anteriors realitzats al laboratori sobre minigens de rodopsina (Gamundi et al.,
2008) van demostrar que les mutacions en senyals de splicing en el gen RHO
detectades en la poblacié espanyola provoquen la inactivacié d’aquests senyals i
creen altres senyals alternatius que donen lloc a la sintesi de productes aberrants de

processament del mMRNA de RHO. Es va veure perd que segons quina era la
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sequéncia utilitzada per a generar el minigen, els productes de splicing obtinguts
podien variar, és a dir, que les sequéncies flanquejants podien ser importants per al
processament del mRNA. Per a eliminar aquest possible factor modulador dels
resultats de splicing, es van realitzar nous estudis sobre els DNAs gendmics totals de
RHO. Aquests estudis, fets en cél-lules COS7, van confirmar també I'existéncia d’'un
patré de splicing alterat.

En el cas de la mutacié g.3811A>G, el senyal de splicing AG normal situat a les
posicions 3811-3812 queda abolit i es creen dos nous senyals de splicing AG que
donen com a resultat dos productes diferents amb un exd 3 alternatiu. Un fet molt
semblant passa amb la mutacié g.5167 G>T ja que el senyal de splicing AG normal
situat a les posicions 5166-5167 queda abolit i es crea un nou senyal de splicing que
genera un nou producte amb un exd 5 alternatiu.

No segueix perd el mateix mecanisme la mutacié g.4335G>T (d’heréncia recessiva).
Aquesta mutacio aboleix el senyal 5’ de splicing GU normal situat a les posicions 4335-
4336 perd, contrariament a les dues mutacions descrites anteriorment, no es crea un
lloc de splicing alternatiu, sind que el producte de mRNA resultant elimina per complet

'exo 4.

Per tant, igual que s’observava en els minigens, a I'analitzar els productes de splicing
resultants de les transfeccions dels gendmics mutats de RHO, es pot concloure que
les mutacions de splicing en aquest gen produeixen mRNAs aberrants. Cal destacar
perd que, mentre les mutacions ¢g.3811A>G i g.5167 G>T, causants de RPAD,
busquen un lloc de splicing alternatiu dins la seqliéncia génica, la mutacié recessiva
g.4335G>T aboleix la senyal de splicing mutada i la cél-lula passa a utilitzar la senyal
de splicing present en el seglent intré.

Aquest fet fa pensar en que probablement hi ha una cinética de splicing diferent entre

els llocs normals de splicing utilitzats normalment per la cél-lula i els llocs alternatius
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generats per les mutacions estudiades. Aixi, donat que la maquinaria de splicing té
com a llocs preferents d’'actuacié les zones on hi ha els senyals de splicing
constitutius, es pot pensar que actua d’'una manera més lenta (o infinitament més
lenta) processant les zones de splicing amb senyals alternatius. Aquest fet es posa de
manifest a 'observar que tot i que els senyals de splicing alternatius es troben també
en els pre-mRNAs salvatges, la maquinaria de splicing no els utilitza si troba els
senyals de splicing normals inalterats. D’aquesta manera, en les RPAD (on els
pacients tenen un al-lel salvatge i un al-lel mutat) es podria hipotetitzar un model de
competéncia entre el processament de I'allel salvatge i el de 'al-lel mutat de manera
que, per exemple, una part de la maquinaria de splicing quedaria durant més temps
retinguda en els senyals de splicing alternatius mentre que una altra part, a I'unir-se als
llocs preferents de splicing presents en els gendmics salvatges, continuaria processant
(a una velocitat més elevada) proteina normal. Aquesta diferent cinética de
processament provocada segons el lloc de splicing utilitzat implicaria (en individus
heterozigots) la sintesi de més quantitat de proteina salvatge que mutada i, si aquesta
proteina mutada fos toxica, explicaria el perque, tot i tenir aquestes mutacions un
efecte dominant negatiu, pacients amb RPAD amb mutacions en els llocs de splicing
del gen de rodopsina presenten un fenotip més lleu que els individus amb mutacions
en la regi6 codificant d’aquest mateix gen (Berson et al., 2002).

A més, aquesta hipotesi sobre la diferent cinética de splicing també explicaria les
RPAR degudes a mutacions en llocs de splicing. Aixi, estudiant la mutacioé g.4335G>T
s’observa que no es creen llocs de splicing alternatius sind que la maquinaria cel-lular
de processament simplement salta el lloc mutat. Per tant, en aquest cas, la maquinaria
de splicing continua utilitzant els llocs normals de splicing i ho fara sempre a una
velocitat determinada, probablement igual a la que actuaria sobre un genomic salvatge
donat que els llocs de splicing no han variat, simplement se n’ha eliminat un. Al no

haver-hi una retencié de la maquinaria de processament del pre-mRNA en els llocs
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alternatius de splicing, la cél-lula fotoreceptora conserva la capacitat de splicing que
trobariem davant un mRNA de rodopsina salvatge. Per tant, aquest mutant,
contrariament als mutants de splicing causants de RPAD, no provocaria un efecte
negatiu degut a la limitacid del procés de splicing en el fotoreceptor. Aix0, juntament
amb la possible no toxicitat de la proteina sintetitzada explicaria el perqué la mutacié
no desencadena la malaltia en individus heterozigots.

La proteina formada a partir del gendmic mutat g.4335G>T sembla que hauria perdut
les hélix VI i VIl transmembrana. Aquesta proteina, si s’expressés, probablement no
seria funcional i sembla que no provoca un efecte deleteri en cél-lules bastd; un fet
semblant al que s’ha vist en estudis realitzats sobre el mutant de rodopsina E150K

causant de RPAR (zhu et al., 2006).

La seglient aproximacié del mecanisme patologic de les mutacions de rodopsina
descrites es va fer estudiant la localitzacié de les proteines mutades sintetitzades.
Tindriem aixi una aproximacio sobre el tipus de mutant, | o |ll, de rodopsina (Sung et al.,
1993, 1994 i 2000; Kaushal et al., 1994).

En un primer estudi es volia detectar si les proteines codificades pels productes de
splicing dels gendomics mutats de RHO anaven a membrana, on es dirigeix la proteina
salvatge, o si la mutacié impedia la seva correcta localitzacié. Els experiments
d'immunocitoquimica fets sobre cél-lules permeabilitzades (on es veuria la proteina
rodopsina expressada en qualsevol zona de la cél-lula) i sobre ceéllules sense
permeabilitzar (que només permetrien veure la proteina rodopsina que arriba a
membrana) ens van mostrar diferéncies entre les proteines mutades i la salvatge. Aixi,
mentre veiem gran quantitat de proteina RHO salvatge a membrana, n’hi havia menys
quantitat de RHO ¢g.5167G>T i, practicament no es detectava proteina a membrana
quan s’estudiaven les mutacions g.4335G>T i, sobretot, g.3811A>G. Per tant, sembla

que les proteines mutants tenen dificultats per arribar a la membrana cel-lular i, si hi

184



Discussio

arriben, ho fan d’'una manera molt més lenta. La hipotesi és que pot haver-hi un
problema d’agregacié de proteina a l'interior de la cél-lula o un defecte en el transport
d’aquesta cap a membrana. Estariem en aquest cas parlant de mutacions de

rodopsina de tipus Il (Sung et al., 1993; Kaushal et al., 1994).

Per tal d'investigar aquest mecanisme, es van realitzar estudis utilitzant proteines de
fusi6 entre RHO i GFP. L'observaci6 d’aquestes proteines al microscopi de
fluorescéncia ens donaria informacié addicional sobre la localitzacié cel-lular de cada
una d’elles. Els resultats evidencien que, mentre que la proteina rodopsina salvatge se
situa a membrana, les proteines resultants de I'expressié dels dos productes de
splicing generats per la mutacié g.3811A>G i del producte generat per g.4335G>T
tenen una localitzacié majoritaria diferent i, tot i que hi ha diferéncies entre cada una
de les cel-lules i no es veu un patré homogeni en totes, si que s’observa en la majoria
de les cel-lules una localitzacié juxtanuclear de la proteina rodopsina. Tot i que en
alguns casos sembla que la proteina tingui una localitzacié en aparell de Golgi, s’han
de fer més estudis per confirmar-ho ja que hi ha, per exemple, bibliografia (Saliba et al.,
2002) que mostra que determinats mutants de RHO quan sén transfectats en cél-lules
COS7 formen agresomes, uns agregats intracel-lulars que es formen com a resposta
fisiologica a un excés de polipeptids mal plegats. Independentment de la localitzacié
exacta a nivell cel-lular, el fet de que en aquests mutants la proteina RHO es trobi
predominantment a la zona juxtanuclear de les cél-lules fa pensar que podria ser un
problema d’acumul de proteina i toxicitat el causant del fenotip RP.

A diferéencia, les proteines generades a partir dels productes mutats g.5167G>T

sembla que tenen una localitzacio practicament igual a la rodopsina salvatge.

Al laboratori es continuen fent estudis sobre la localitzacié d’aquests mutants, utilitzant

ara la técnica de microscopia confocal, per tal de poder confirmar la hipotesi
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d’acumulacio i toxicitat de les proteines mutants i trobar una explicacié més acurada

sobre el mecanisme patoldgic en que estan implicades cada una d’elles.

En aquelles malalties dominants, com la RPAD, on la causa de la patologia pot ser una
proteina mutada amb un efecte dominant negatiu, una bona aproximacié terapéutica
consisteix en eliminar aquesta proteina andmala per suprimir aixi I'efecte negatiu i
permetre l'actuacié del producte salvatge. Amb aquesta finalitat, el nostre grup va
entrar en el camp de la interferéncia del RNA (RNAI). Per utilitzar qualsevol de les
molécules capaces d’interferir un mRNA (ribozim, siRNA o shRNA) primer cal testar la
seva especificitat. Aixi, el primer experiment realitzat al laboratori tenia com a finalitat
eliminar especificament un gen endogen en un cultiu cel-lular. Es va escollir el gen
PRPF8 ja que és un dels gens estudiats en una de les linies d’investigacié que es
realitzen en el laboratori (Martinez-Gimeno et al., 2003; Gamundi et al., 2008). L’estudi detallat
de les sequéncies del gen PRPF8 salvatge i portador de la mutacié 6974 6994del
mostren clarament que no hi ha cap sequéncia diferencial en l'al-lel mutat respecte al
salvatge. No obstant, si que hi ha una diferéncia de sequéncia en l'allel salvatge
respecte al mutat ja que la zona que es deleciona amb la mutacié crea en lallel
salvatge una regié diferencial inexistent en el DNA mutat.

Quan es va analitzar, amb I'ajuda del programa Sfold, I'estructura secundaria del
mRNA salvatge de PRPF8 es va veure que aquesta sequéncia diferencial era una
bona regio per a que hi pogués interaccionar un siRNA putativament funcional.

Per tant, es va decidir sintetitzar un shRNA i un siRNA (ambdos amb la mateixa
sequéncia) que, a priori, haurien d’interferir I'al-lel salvatge de PRPFS8.

A més perd, es va estudiar també la possibilitat de dissenyar un ribozim contra la
mateixa sequéncia ja que a I'hora de sintetitzar un ribozim hammerhead funcional, els
requeriments de seqiieéncia sdn menys que els que es requereixen per al disseny d’'un

siRNA funcional. Aixi, un ribozim necessita una regi6 diferencial molt més petita que
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presenti, gairebé com a condicié Unica, una zona NUH (on H és qualsevol nucledtid
excepte G) sobre la que es realitzara el tall catalitic. Donat que la sequiéncia diferencial
entre l'al-lel salvatge i el mutat presentava una d’aquestes zones, es va dissenyar
també un ribozim contra PRPF8 salvatge. Amb els experiments realitzats sobre cultius
cellulars es va demostrar que les tres molécules interferien el producte PRPF8
salvatge amb una eficiéncia superior al 40 % i que, en el cas del siRNA arribava a un
80 %.

Al silenciar aquestes molécules el mRNA salvatge i no el mutat, no era possible
utilitzar-les com a aproximacié terapeutica de la malaltia pero si que ens podien servir
per a estudis funcionals de la proteina PRPF8. Al ser aquesta proteina important per al
procés de splicing en la cél-lula, es va pensar que la seva abolicidé podia afectar d’'una
manera important la viabilitat cel-lular, com s’ha vist que passa a l'estudiar algunes
mutacions en el factor PRPF31 (Yuan et al., 2005). Per tal de comprovar-ho, es van fer
estudis d’apoptosi sobre cél-lules humanes HEK293, que expressen PRPF8. En
aquestes ceél-lules es va transfectar el shRNA dissenyat i els resultats demostren que
quan s’interfereix el MRNA de PRPF8 en una céllula, aquesta entra en la via
apoptotica confirmant-se per tant la importancia de PRPF8 en la viabilitat cel-lular.
Donat que al laboratori es disposa de linies limfoblastoides humanes portadores de la
mutacié ¢.6974_6994del transformades amb EBV, s’esta estudiant la possibilitat de
transfectar-les amb el shRNA mencionat per tal d’eliminar el mRNA de PRPF8
salvatge i veure quin és el comportament de la cél-lula quan només sintetitza la
proteina PRPF8 mutada. D’aquesta manera es podria arribar a tracar el mecanisme
patoldgic que segueix l'al'lel mutat. Fins al moment pero, el principal inconvenient
d’aquest estudi és que les linies limfoblastoides son dificils de transfectar i per a poder
fer un estudi acurat del mecanisme patologic dels mutants és necessari disposar d’'un
nombre elevat de cél-lules interferides. S’esta discutint també la possibilitat de

transfectar les cél-lules i separar-les després amb un cell sorter pero el problema esta
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en la viabilitat d’aquestes cél-lules després de passar per un procés de transfeccid i un
de separacié. Caldria assegurar-se de que els resultats obtinguts son deguts a la
preséncia uUnica de PRPF8 mutat a les célllules i no pas a la manipulacié que

requeriria tot I'estudi.

Continuant en el camp dels siRNAs i després de veure que amb els softwares
informatics dels que disposavem es podien dissenyar molécules funcionals per a la
interferéncia del mRNA, es va intentar fer una aproximacio terapéutica per a les
mutacions trobades en posicions de splicing del gen RHO i que sén causants de
RPAD. Com a model per a I'estudi es van utilitzar cél-lules COS7 a les que se’ls va
transfectar un vector portador del cDNA mutat de RHO més un siRNA concret. Els
estudis es van fer sobre la seqiéncia salvatge i sobre les seqiiéncies portadores de
les mutacions causants de RPAD utilitzant sempre tant els minigens com els gendmics
sencers de RHO. Després d’estudiar amb el programa Sfold cada un dels transcrits
resultants de les mutacions g.3811A>G i g.5167 G>T es van dissenyar tres siRNAs
diferents. Un d’ells, anomenat R3811B1, hauria d’inhibir especificament el producte 1
obtingut amb la transcripcié6 del cDNA gendmic de RHO portador de la mutacio
g.3811A>G. El segon producte obtingut amb aquest gendmic hauria de ser silenciat
putativament amb un segon siRNA dissenyat, anomenat R3811B5. El tercer siRNA,
anomenat RHO5167, hauria d’interferir el producte obtingut amb el cDNA genomic
portador de la mutacié g.5167 G>T. Els resultats demostren en primer lloc, que I'efecte
de cada un dels siRNAs sobre els productes dels minigens és comparable a I'efecte
que produeixen sobre els gendmics corresponents. Aix0 era d’esperar tenint en
compte que les sequéncies dels minigens estan contingudes en les sequéncies
genomiques respectives.

A l'analitzar-los de manera individual, s’observa que el siRNA R3811B1 elimina amb

una elevada eficiéncia i especificitat el mMRNA desitjat mentre que deixa intacte tant el
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segon producte de splicing mutat com el mRNA salvatge de rodopsina. Quan s’analitza
perod el segon siRNA (R3811B5) dissenyat per a I'estudi de la mutacié g.3811A>G no
es veu especificitat de mRNA. R3811B5 és molt eficient pero interfereix tots els
productes de splicing, mutats i salvatges. Quan s’analitza detalladament la sequéncia
diana d’aquest siRNA, es pot veure com la seqiéncia del mRNA salvatge i la dels
productes mutats (diferents al producte diana d’aquest siRNA), només difereixen en 2
nucledtids a la regid 5 respecte la seqiéncia diana del siRNA R3811B5. Per tant, en
aquest cas, una diferéncia de dos nucleotids no és suficient perqué el producte
salvatge pugui escapar del silenciament genétic produit per R3811B5. Aixi, aquest
siRNA no serveix com a aproximacio terapeéutica tot i que si que pot ser util per a futurs
experiments on es vulgui silenciar el gen RHO, independentment de que sigui salvatge
0 mutat.

El tercer siRNA, Rho5167, mostra una elevada especificitat i és capac d’interferir el
mRNA mutat g.5167G>T amb una eficieéncia aproximada del 50 %.

Es important destacar que tots els resultats extrets d’aquests estudis d’interferéncia
génica probablement estan subestimats ja que els valors d’interferéncia s’han obtingut
després de quantificar els RNAs extrets dels cultius cel-lulars transfectats amb dues
molécules diferents: un vector amb el cDNA corresponent i un siRNA. Se sap pero (i
s’ha comprovat també al laboratori) que quan es transfecta un cultiu cel-lular amb més
d’'una molécula, no en totes les cél-lules transfectades trobem totes les molécules, és a
dir, en aquest cas en concret, probablement hi ha cél-lules on només haura entrat el
siRNA, d’altres que nomeés continguin el DNA plasmidic i unes altres (que serien les
que ens interessaria analitzar) on hi hauria ambdues molécules. Com que és inviable
fer cell sorter de cada un d’aquests experiments per tal d’analitzar només les cél-lules
on s’han transfectat ambdues molécules, se suposa que els resultats obtinguts ens
mostren la interferéncia minima que realitza cada un dels siRNAs estudiats pero es

creu, que I'efecte real és superior en tots els casos.
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Els resultats que hem obtingut en els experiments d’interferéncia de mRNA especifics
pels al-lels mutats de rodopsina demostren que determinats productes de splicing no
es poden interferir de manera especifica. El mateix passa en el cas analitzat de
PRPF8 on l'al-lel mutat no mostra cap seqtiéncia diferencial que pugui ser interferida.
A aquesta limitacié s’hi ha d’afegir la de la gran quantitat de siRNAs que s’haurien de
dissenyar per tal de poder estudiar 'ampli espectre de mutacions causants de RPAD
que, només en el gen de la rodopsina son més de cent. Per tant, aquest métode
d’interferéncia especific de mutacid6 només seria econdmicament viable en canvis
nucleotidics que fossin majoritaris en la poblacié afectada per la patologia que, en el
cas de RPAD, podria ser la mutacié P23H sobre la que s’han realitzat ja diferents
estudis d’interferéncia génica amb éxit (O'Reilly et al., 2007).

Per a evitar aquesta limitacié cost-efectiva en els métodes de terapia génica,
darrerament s’ha comencat a utilitzar la técnica d’interferéncia anomenada de
supressio i substitucid en la que es pretén suprimir tant el mMRNA mutat com el
salvatge endogens de la cél-lula o0 model animal estudiat i substituir-los per un mRNA
degenerat capag d’evitar el silenciament genétic produit per la molécula de RNAI
introduida.

En aquesta Tesi es mostra I'aplicacié d’aquesta técnica que s’ha realitzat per primera
vegada sobre el gen NRL.

Calia primer trobar un siRNA capac¢ d’eliminar eficagment el mMRNA de NRL. Es van
dissenyar dues molécules que interferien el gen NRL en dues zones diferents,
ambdues conservades en qualsevol dels mRNAs mutats de NRL que teniem al
laboratori. Aixi, si alguna d’elles funcionava bé, seria capa¢ d’eliminar tant el mRNA
salvatge de NRL com els mRNAs portadors de les mutacions S50T, P51L, M96T i
G122E. Després d’analitzar-los es va observar que el siRNA més eficient era el
siNRL69 que pot interferir el producte NRL en gairebé un 50 %. Al igual que s’ha

comentat anteriorment, aqui també cal tenir en compte que els experiments, realitzats
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sobre COS7, impliquen la transfeccié de dues molécules diferents (plasmid amb el
cDNA de NRL i un siRNA) que no sempre entraran juntes dins la cél-lula.

Es va dissenyar després un cDNA de NRL degenerat substituint alguns dels nucledtids
situats a la zona diana del siNRL69 per uns altres. Els canvis nucleotidics no impliquen
un canvi d’'aminoacid i es va intentar a més, sempre que va ser possible, que els nous
codons creats tinguessin una freqiieéncia elevada dins la seqiéncia proteica de NRL
salvatge. Un cop dissenyat el cDNA de NRL degenerat, es va estudiar la seva
interferéncia amb el siNRL69 i es va observar que aquest siRNA era incapag¢ de
silenciar el producte degenerat. Com a possible molécula per a la terapia génica, es va
dissenyar un plasmid que conté el cDNA degenerat de NRL seguit d'un shRNA
NRL69, ambdéds sota diferents promotors. Aquesta molécula podria ser introduida en
animals portadors d’'una mutacié en el gen NRL i aplicar aixi el mecanisme de
supressioé i substitucié d’'un gen. El mecanisme esperat seria que el shNRL interferis el
mRNA del NRL mutat enddgen i que la funci6 de NRL quedés reconstituida amb
I'expressio del NRL degenerat.

Caldria comprovar també si la proteina degenerada té una funcionalitat comparable a
la proteina salvatge. Amb aquesta finalitat, al laboratori s’han fet experiments amb el
promotor de rodopsina i el factor de transcripcié CRX per intentar veure amb quin grau
el factor NRL degenerat és capac¢ d’activar el promotor. Sembla que ho fa d’'una
manera forga semblant a la proteina salvatge, inclis una mica més, igual que passa
amb les proteines NRL mutades. Tot i que, a diferéncia d’aquestes i coincidint amb el
perfil de la proteina salvatge, a concentracions elevades de NRL degenerat no
disminueix I'activacio del promotor.

Creiem perd que per validar correctament la técnica de supressioé i substitucié s’hauria
de testar el plasmid in vivo i analitzar en el model animal tant la funcionalitat de la
proteina NRL degenerada com [leficiencia i especificitat del shNRL69 validat al

laboratori utilitzant cultius cel-lulars.
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Les dues técniques d'interferéncia de RNA descrites en aquesta tesi constitueixen una
aproximacioé terapéutica per a la Retinosi Pigmentaria.

En primer lloc, la interferéncia especifica d’al-lel pot considerar-se una aproximacio
farmacologica ja que molécules de doble cadena de RNA actuarien sobre una diana
concreta, que en aquest cas serien els transcrits mutats, tot inhibint-la. Aquesta
tecnologia s’esta provant en altres malalties d’heréncia dominant i actualment, s’estan
realitzant molts estudis per tal d’'obtenir molécules de siRNA més estables capaces de
poder resistir intactes a I'entrar en contacte amb el sérum de 'organisme viu.

En segon lloc, la técnica de supressié i substitucié és més semblant al que es coneix
conceptualment com a terapia génica ja que aqui, a més de l'efecte terapéutic de la
supressiod, es requereix la substitucioé d’'un gen.

Ambdues tecnologies d’interferéncia podrien considerar-se una realitat terapéutica
perd en el cas de la Retinosi Pigmentaria hi ha un altre problema que, pot ser minim
en altres malalties perd que és rellevant en les retinopaties. Aixi, el gran inconvenient
és la introduccié del material extern a l'interior de la retina de l'ull. Cal que el farmac o
vector de supressid-substitucio superi la barrera homeostatica protectora de la retina i
arribi a les cél-lules fotoreceptores. En models animals s’utilitza la injeccié directa pero
aquesta técnica no pot aplicar-se en els pacients humans de manera repetida.

Les solucions a aquest problema d’entrada de material extern s’enfoquen actualment
des del camp de la nanotecnologia. Aixi, la investigacié en el camp dels biopolimers i
nous materials marcara el futur de les linies de treball per a la consolidacié de les

técniques terapéutiques de RNAI en les retinopaties hereditaries.
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6. CONCLUSIONS

1.

Mutacions de splicing en cis en el gen de la rodopsina s’associen a RPAD i
RPAR. Les associades a RPAD generen senyals de splicing alternatius mentre
que les associades a RPAR salten el senyal de splicing mutat i provoquen la

delecié de I'exo.

L’expressié dels mutants de splicing en cis de rodopsina en sistemes cel-lulars
produeix proteines truncades o amb delecié d’alguns aminoacids que en alguns
casos presenten una localitzacié aberrant. L’acumulacié de proteina aberrant
podria produir un efecte toxic en les cél-lules i ser per tant la causa d’aparicié

de la malaltia.

Tot i que la mutacié M96T trobada en el gen NRL es comporta funcionalment
igual que les mutacions de NRL associades a RPAD, en la familia on s’ha
detectat aquesta mutacié s’han trobat dos individus sans portadors del canvi
nucleotidic i un individu amb inicis de RP que no presenta la mutacié. Aquests
resultats questionen que la mutacié6 M96T sigui la causa Unica de RP en la

familia o que tingui alguna relaciéo amb la malaltia.

En els assajos realitzats, la técnica d’interferéncia génica utilitzant molécules
de shRNA, siRNA i ribozims ha resultat eficac en I'eliminacié selectiva de
mRNAs. No obstant, algunes mutacions no provoquen [l'aparici6 d'una
sequéncia diferencial en el DNA que pugui ser utilitzada com a seqiiéncia diana
per lactuaci6 de siRNAs. Aquestes mutacions no permeten utilitzar la

interferéncia del mMRNA com a eina de terapia génica.
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5. Un meétode efectiu per a solucionar els problemes d’especificitat de sequéncia i
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del gran nombre i heterogeneitat de mutacions que estan associades a RPAD
és la técnica de supressi6 i substitucié génica. Al laboratori s’ha dissenyat un

vector per tal de poder aplicar aquesta técnica sobre el gen NRL.

La interferéncia del mMRNA de PRPF8 mitjangcant un shRNA en cultius cel-lulars
produeix [l'aparicid d’apoptosi. Aquest mecanisme, degut a la falta de
funcionalitat d’'un factor de pre-mRNA, podria ser comu al produit per

mutacions en trans de splicing associades a RPAD.
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= Ambion (programa de suport per a la selecci6 de molécules de RNAI):

http://www.ambion.com/techlib/resources/siRNA

= Blast 2 Sequences: http://genopole.toulouse.inra.fr/blast/wblast2.html

= Cell and Molecular Biology Online: http://www.cellbio.com/protocols.html

=  Ensembl Genome Browser: http://www.ensembl.org/index.html

= European Collection of Cell Cultures: http://www.ecacc.org.uk/

=  Genetics Home Reference: http://ghr.nlm.nih.gov/ghr/glossary

=  Human Gene Mutation Database: http://www.hgmd.cf.ac.uk/

=  NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

= Nucleic Acid to Amino Acid Translation: www.biochem.ucl.ac.uk/cgi-

bin/mcdonald/cgina2aa.pl.

=  Protocol Online: http://www.protocol-online.org/
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Retinal information network: www.sph.uth.tmc.edu/Retnet/

Retina International: http://www.retina-international.org/

Retinosis.org: http://retinosis.org/vision 27/index.htm

RetNet: http://www.sph.uth.tmc.edu/RetNet/

RNA Interference. Technical Reference & Application Guide — Dharmacon.

Sfold: http://sfold.wadsworth.org/

siRNA Wizard (programa de suport per a la seleccid de molécules de RNAI):

http://www.siRNAwizard.com

The GDB Human Genome Database: http://www.gdb.org/

Web de la xarxa EsRetNet: http://esretnet.org/#

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 continuacié es mostra un recull, per ordre cronoldgic, d’aquestes
publicacions, junt amb altres publicacions realitzades en col-laboracié amb altres grups

de recerca independents del grup d’investigacié de les retinopaties hereditaries.

Articles de revista

=  Gamundi MJ, Hernan |, Muntanyola M, Maseras M, Lépez-Romero P, Alvarez
R, Dopazo A, Borrego S, Carballo M. Transcriptional expression of cis-acting
and trans-acting splicing mutations cause autosomal dominant retinitis
pigmentosa. Hum Mutat. 2008 Apr 15;29(6):869-878.

= Bernal S, Solans T, Gamundi MJ, Hernan |, de Jorge L, Carballo M, Navarro R,
Tizzano E, Ayuso C, Baiget M. Analysis of the involvement of the NR2E3 gene
in autosomal recessive retinal dystrophies. Clin Genet. 2008 Apr;73(4):360-6.

= Cornejo-Garcia JA, Fernandez TD, Torres MJ, Carballo M, Hernan |, Antunez
C, Blanca M, Mayorga C. Differential cytokine and transcription factor
expression in patients with allergic reactions to drugs. Allergy. 2007
Dec;62(12):1429-38.

=  Gamundi MJ, Hernan |, Muntanyola M, Trujillo MJ, Garcia-Sandoval B, Ayuso
C, Baiget M, Carballo M. High prevalence of mutations in peripherin/RDS in
autosomal dominant macular dystrophies in a Spanish population. Mol Vis.
2007 Jun 28;13:1031-7.

= Milla E, Hernan |, Gamundi MJ, Martinez-Gimeno M, Carballo M. Novel LMX1B

mutation in familial nail-patella syndrome with variable expression of open angle
glaucoma. Mol Vis. 2007 Apr 27;13:639-48.
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Gamundi MJ, Hernan |, Maseras M, Baiget M, Ayuso C, Borrego S, Antifiolo G,
Millan JM, Valverde D, Carballo M. Sequence variations in the retinal fascin
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Espunya MC, Lépez-Giraldez T, Hernan I, Carballo M, Martinez MC. Differential
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Contribucions a monografies

Hernan |, Gamundi MJ, Carballo M. Aspectos genéticos y aplicacion de

microarrays al estudio de las reacciones alérgicas a farmacos, en M. Blanca, E.
Buendia, G. Canto (eds.) Reacciones Alérgicas a farmacos. Avances y nuevas
perspectivas. Il Reunién Internacional. Madrid: Ramirez de Arellano, S.L.,
2005, p.197-231.
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Annex |

LightCycler Software

Quantificacio: Producte minigen RHOSPL 2-4 WT

Programs
Program Name RT
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Cls) (T) (T) (cycles) Acquisition Mode
50 00:20:00 20 0 0 0 None
Program Name PCR
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Tls) () () (cycles) Acquisition Mode
95 00:15:00 20 0 0 0 None
Program Name CYCLING
Cycles 40 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
() (hh:mm:ss) (Tls) (T) (C) (cycles) Acquisition Mode
94 00:00:15 20 0 0 0 None
55 00:00:20 20 0 0 0 None
72 00:00:15 2 0 0 0 None
82 00:00:05 20 0 0 0 Single
Program Name DATA ADQUISITION
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
() (hh:mm:ss) (Cls) () () (cycles) Acquisition Mode
95 00:00:00 20 0 0 0 None
60 00:00:15 20 0 0 0 None
95 00:00:00 0,1 0 0 0 Continuous
Program Name COOLING
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Cls) (T) (T) (cycles) Acquisition Mode
spl2dWT-RNA221107-261107 28/05/2008 Page 1 of 2
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
() (hh:mm:ss) (Cls) (T) (T) (cycles) Acquisition Mode
45 00:00:30 20 0 0 0 None
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LightCycler Software sion
B UTTYTY L S

Quantificacio: Productes splicing G5167T

Programs

Program Name RT

Cycles 1 Analysis Mode None

Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Tls) (T) (T) (cycles) Acquisition Mode
50 00:20:00 20 0 0 0 None

Program Name PCR

Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Cls) (T) () (cycles) Acquisition Mode
95 00:15:00 20 0 0 0 None
Program Name CYCLING
Cycles 30 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Cls) (T) () (cycles) Acquisition Mode
94 00:00:15 20 0 0 0 None
55 00:00:20 20 0 0 0 None
72 00:00:15 2 0 0 0 Single
Program Name DATA ADQUISITION
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Tls) (T) (T) (cycles) Acquisition Mode
95 00:00:00 20 0 0 0 None
70 00:00:15 20 0 0 0 None
95 00:00:00 0,1 0 0 0 Continuous
Program Name COOLING
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Tls) (T) (T) (cycles) Acquisition Mode
45 00:00:30 20 0 0 0 None
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LightCycler Software n

Quantificacio: Producte 1+2 minigen RHOSPL - A3811G
Producte 1 gendomic - A3811G

Programs

Program Name RT

Cycles 1 Analysis Mode None

Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Tls) (C) (C) (cycles) Acquisition Mode
50 00:20:00 20 0 0 0 None

Program Name PCR

Cycles 1 Analysis Mode None

Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Tls) () (T) (cycles) Acquisition Mode
95 00:15:00 20 0 0 0 None

Program Name CYCLING

Cycles 30 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(CT) (hh:mm:ss) (Tls) (C) (C) (cycles) Acquisition Mode
94 00:00:15 20 0 0 0 None
55 00:00:20 20 0 0 0 None
72 00:00:15 2 0 0 0 None
80 00:00:05 20 0 0 0 Single
Program Name DATA ADQUISITION
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Tls) (T) (T) (cycles) Acquisition Mode
95 00:00:00 20 0 0 0 None
70 00:00:15 20 0 0 0 None
95 00:00:00 01 0 0 0 Continuous
Program Name COOLING
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Cls) (C) (C) (cycles) Acquisition Mode
45 00:00:30 20 0 0 0 None
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LightCycler Software sion ¢

Quantificacio: Producte 3+4 minigen RHOSPL - A3811G
Producte 2 genomic - A3811G

Programs

Program Name RT

Cycles 1 Analysis Mode None

Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Tls) (T) (T) (cycles) Acquisition Mode
50 00:20:00 20 0 0 0 None

Program Name PCR

Cycles 1 Analysis Mode None

Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Cls) (T) (T) (cycles) Acquisition Mode
95 00:15:00 20 0 0 0 None

Program Name CYCLING

Cycles 30 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Tls) (T) (T) (cycles) Acquisition Mode
94 00:00:15 20 0 0 0 None
55 00:00:20 20 0 0 0 None
72 00:00:15 2 0 0 0 None
80 00:00:05 20 0 0 0 Single
Program Name DATA ADQUISITION
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Cls) (T) (T) (cycles) Acquisition Mode
95 00:00:00 20 0 0 0 None
70 00:00:15 20 0 0 0 None
95 00:00:00 0,1 0 0 0 Continuous
Program Name COOLING
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Tls) (T) (T) (cycles) Acquisition Mode
45 00:00:30 20 0 0 0 None
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LightCycler Software

Quantificacié transcrit PRPF8 - total

Programs

Program Name
Cycles

Target
(T)

50
Program Name
Cycles

Target
(T)

95
Program Name
Cycles

Target
()

94
55
72

Program Name
Cycles
Target

(T)

95

60

95
Program Name
Cycles

Target
()
45

RT
1 Analysis Mode None
Hold
(hh:mm:ss)
00:20:00
PCR
1 Analysis Mode None
Hold
(hh:mm:ss)
00:15:00
CYCLING
22 Analysis Mode None
Hold
(hh:mm:ss)
00:00:15
00:00:20
00:00:15
DATA ADQUISITION
1 Analysis Mode None
Hold
(hh:mm:ss)
00:00:00
00:00:15
00:00:00
COOLING
1 Analysis Mode None
Hold
(hh:mm:ss)
00:00:30

Sec Target
(T)

0

Sec Target
(T)

0

Sec Target
()

0
0
0

Sec Target
()
0
0

0

Sec Target
()
0

Step size
()

0

Step size
(T)

0

Step size
(T)

0
0
0

Step size
()
0
0

0

Step size
()
0

Step Delay
(cycles)
0

Step Delay
(cycles)
0

Step Delay
(cycles)

0

0

0

Step Delay
(cycles)

0

0

0

Step Delay
(cycles)
0

Acquisition Mode

None

Acquisition Mode
None

Acquisition Mode
None
None
Single

Acquisition Mode
None
None
Continuous

Acquisition Mode

None
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LightCycler Software 510

m_

Quantificacio transcrit PRPF8 - mutat

Programs
Program Name RT
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
() (hh:mm:ss) (Tls) (C) (C) (cycles) Acquisition Mode
50 00:20:00 20 0 0 0 None
Program Name PCR
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Cls) (T) (T) (cycles) Acquisition Mode
95 00:15:00 20 0 0 0 None
Program Name CYCLING
Cycles 40 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Cls) () (T) (cycles) Acquisition Mode
94 00:00:15 20 0 0 0 None
55 00:00:20 20 0 0 0 None
72 00:00:15 2 0 0 0 Single
Program Name DATA ADQUISITION
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Tls) () (T) (cycles) Acquisition Mode
95 00:00:00 20 0 0 0 None
60 00:00:15 20 0 0 0 None
95 00:00:00 0,1 0 0 0 Continuous
Program Name COOLING
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Cls) (T) (T) (cycles) Acquisition Mode
45 00:00:30 20 0 0 0 None
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LightCycler Software

Quantificacié transcrit PRPF8 - WT

Programs

Program Name
Cycles

Target
(T)

50
Program Name
Cycles

Target
(T)

95

Program Name
Cycles

Target
(T)

94
55
72

Program Name
Cycles

Target
()

95
60
95

Program Name
Cycles

Target
()

45

RT
1 Analysis Mode None
Hold
(hh:mm:ss)
00:20:00
PCR
1 Analysis Mode None
Hold
(hh:mm:ss)
00:15:00
CYCLING
40 Analysis Mode None
Hold
(hh:mm:ss)
00:00:15
00:00:20
00:00:15

DATA ADQUISITION

1 Analysis Mode None

Hold
(hh:mm:ss)

00:00:00
00:00:15
00:00:00

COOLING

1 Analysis Mode None

Hold
(hh:mm:ss)

00:00:30

Sec Target
(T)

0

Sec Target
(T)

0

Sec Target
(T)

0
0
0

Sec Target
()

0
0
0

Sec Target
()

0

Step size
(T)

0

Step size
(T)

0

Step size
(T)

0
0
0

Step size
(C)

0
0
0

Step size
()
0

Step Delay
(cycles)
0

Step Delay
(cycles)
0

Step Delay
(cycles)

0

0

0

Step Delay
(cycles)

0

0

0

Step Delay
(cycles)
0

Acquisition Mode

None

Acquisition Mode

None

Acquisition Mode
None
None
Single

Acquisition Mode
None
None

Continuous

Acquisition Mode

None
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LightCycler Software 510
EL . TTYTI L FinEmmaEn

Quantificicacio transcrit NRL

Programs
Program Name RT
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Tls) (T) (C) (cycles) Acquisition Mode
50 00:20:00 20 0 0 0 None
Program Name PCR
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(C) (hh:mm:ss) (Cls) (T) (T) (cycles) Acquisition Mode
95 00:15:00 20 0 0 0 None
Program Name CYCLING
Cycles 35 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
() (hh:mm:ss) (Tls) (T) (C) (cycles) Acquisition Mode
94 00:00:15 20 0 0 0 None
55 00:00:20 20 0 0 0 None
72 00:00:15 2 0 0 0 None
82 00:00:05 20 0 0 0 Single
Program Name DATA ADQUISITION
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Tls) () (T) (cycles) Acquisition Mode
95 00:00:00 20 0 0 0 None
60 00:00:15 20 0 0 0 None
95 00:00:00 0,1 0 0 0 Continuous
Program Name COOLING
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(T) (hh:mm:ss) (Tls) () (T) (cycles) Acquisition Mode
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
(CT) (hh:mm:ss) (Tls) (T) (§9)] (cycles) Acquisition Mode
45 00:00:30 20 0 0 0 None

236



Annex |

LightCycler Software

Quantificacio transcrit B2- microglobulina

Programs

Program Name RT

Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size
(T) (hh:mm:ss) (Tls) (T) (T)
50 00:20:00 20 0 0
Program Name PCR
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size
(T) (hh:mm:ss) (Cls) () (T)
95 00:15:00 20 0 0
Program Name CYCLING
Cycles 45 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size
(T) (hh:mm:ss) (Tls) (T) (T)
94 00:00:15 20 0 0
55 00:00:20 20 0 0
72 00:00:15 2 0 0
Program Name DATA ADQUISITION
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size
(T) (hh:mm:ss) (Cls) (T) ()
95 00:00:00 20 0 0
60 00:00:15 20 0 0
95 00:00:00 0,1 0 0
Program Name COOLING
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Hold Slope Sec Target Step size
(T) (hh:mm:ss) (Cls) (T) ()
45 00:00:30 20 0 0

Step Delay
(cycles)
0

Step Delay
(cycles)
0

Step Delay
(cycles)

0

0

0

Step Delay
(cycles)

0

0

0

Step Delay
(cycles)
0

Acquisition Mode
None

Acquisition Mode
None

Acquisition Mode
None
None
Single

Acquisition Mode
None
MNone

Continuous

Acquisition Mode
None
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