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TITULO: Generacion y caracterizacion de un modelo CRISPR-Cas9 del Sindrome por
deficiencia de CDKL5 en Drosophila melanogaster.

TITOL: Generaci6 i caracteritzacié d’'un model CRISPR-Cas9 de la Sindrome per
deficiencia de CDKL5 en Drosophila melanogaster.

TITLE: Generation and characterization of CDKL5 deficiency Disorder in a CRISPR-
Cas9 Drosophila melanogaster model.

RESUMEN

La epilepsia es un problema neurolégico responsable de un nimero considerable de las
muertes mundiales y que afecta a mas de 50 millones de personas. Ademas, cada afio
se diagnostican unos 5 millones de casos. Concretamente, se estima que entre 4 y 10
de cada 1000 personas presentan epilepsia activa, con atagues continuos. En nuestro
trabajo, nos vamos a centrar en el Sindrome por deficiencia de CDKL5 (CDD, por sus
siglas en inglés CDKL5 deficiency Disorder), un trastorno genético ligado al cromosoma
X que provoca la aparicion temprana de alteraciones graves del desarrollo neuroldgico.
También en muchos casos acarrea convulsiones epilépticas de dificil control. Solo en
Espafa existen 29 casos diagnosticados, pero se sospecha que podria haber cerca de
400 personas, la mayoria mujeres por su modo de herencia y letalidad asociada al
varon.

El gen CDKL5 es el responsable de la sintesis de una proteina necesaria para el
desarrollo y funcion normales del cerebro. La mayoria de las variantes patogénicas del
gen CDKLS5 se producen espontdneamente e involucran una proteina no funcional o una
ausencia completa de la misma. Se ha observado que estas variantes disfuncionales no
se transmiten de padres a hijos, por lo que se originan de novo. Sin embargo, hay casos
descritos de hermanos afectados por la misma version de la proteina.

En este trabajo, se ha utilizado como modelo de la enfermedad a Drosophila
melanogaster, con el fin de simular y corroborar sus sintomas, asi como comprender las
bases génicas y moleculares del trascurso del sindrome. El estudio se ha centrado en
un gen candidato Unico en moscas, CG7236, y que se cree que es equivalente a la
familia de genes CDKL en humanos, por lo que se propone renombrarlo a Cdkl. Para
ello, los experimentos realizados han sido, en primer lugar, cruces con moscas que
presentan un gen CRISPR en su segundo cromosoma con moscas que poseen la
proteina Cas-9 en el tercero. Mediante cruces posteriores para obtener mutaciones en
la linea germinal de la progenie, se han obtenido cepas de D. melanogaster con
caracteristicas fenotipicas diferenciales respecto a las moscas control de la variante
Canton-S, como convulsiones o deficiencias locomotoras. Esto se comprobd en
ensayos de convulsion y geotaxis negativa. Posteriormente, mediante extraccién de
ADN gendmico de las moscas mutantes y PCR del fragmento de Cdkl, se comprobé la
presencia de bandas de diversos tamafios en un gel de agarosa y se secuencio.

Asi pues, este proyecto se ha valido del sistema CRISPR-Cas9 para generar una mosca
mutante del Sindrome por deficiencia CDKL5 que podria ser la base para estudiar la
enfermedad en humanos y encontrar tratamientos satisfactorios.



ABSTRACT

Epilepsy is a neurological problem responsible for a significant number of deaths
worldwide, affecting more than 50 million people. In addition, about 5 million cases are
diagnosed each year. Specifically, it is estimated that between 4 and 10 out of every
1000 people have active epilepsy, with continuous seizures. In our work, we will focus
on CDKL5 deficiency disorder (CDD), a genetic disorder linked to the X chromosome
that causes the early onset of severe neurodevelopmental disorders. In many cases it
also causes epileptic seizures that are difficult to control. In Spain alone there are 29
diagnosed cases, but it is suspected that there could be close to 400 people, most of
them women due to their mode of inheritance and lethality associated with males.

The CDKL5 gene is responsible for the synthesis of a protein necessary for normal brain
development and function. Most pathogenic variants of the CDKL5 gene occur
spontaneously and involve a non-functional protein or a complete absence of the protein.
It has been observed that these dysfunctional variants are not transmitted from parent to
offspring and therefore originate de novo. However, there are described cases of siblings
affected by the same version of the protein.

In this work, Drosophila melanogaster has been used as a model of the disease in order
to simulate and corroborate its symptoms, as well as to understand the genetic and
molecular basis of the course of the syndrome. The study has focused on a single
candidate gene in flies, CG7236, which is thought to be equivalent to the CDKL gene
family in humans and is therefore proposed to be renamed Cdkl. To this end, the
experiments carried out were, firstly, crosses with flies that have a CRISPR gene on their
second chromosome with flies that have the Cas-9 protein on their third chromosome.
Subsequent crosses for germline mutations in the progeny have resulted in a D.
melanogaster stock with phenotypic characteristics that differ from control flies of the
Canton-S variant, such as seizures or locomotor deficiencies. This was tested in seizure
and negative geotaxis assays. Subsequently, genomic DNA extraction from the mutant
flies and PCR of the Cdkl fragment revealed the presence of bands of various sizes on
an agarose gel, after which it was sequenced.

Thus, this project has used the CRISPR-Cas9 system to generate a CDKL5 deficiency
disorder mutant fly that could be the basis for studying the disease in humans and finding
successful treatments.
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1. INTRODUCCION

1.1. LOS SINDROMES EPILEPTICOS

La epilepsia es uno de los trastornos neuroldgicos mas comunes, ya que afecta a
aproximadamente a 50 millones de personas en todo el mundo. Esta caracterizado por
una predisposicion a generar crisis epilépticas recurrentes no provocadas (Fisher et al.,
2005). Concretando aiin mas, un ataque epiléptico es una sincronizacion anormal de las
neuronas en el cerebro que interrumpe sus patrones normales de actividad y puede
manifestarse con una serie de signos y sintomas, entre los que destacan convulsiones,
movimientos paroxisticos anormales y deterioro de la conciencia y del estado de alerta
(Engel & ILAE, 2001).

Tradicionalmente, la epilepsia se ha empleado como un término general que engloba
una variedad de "enfermedades epilépticas", cada una de las cuales se atribuye a una
Unica etiologia. Esto ha impulsado la propuesta de revisar la terminologia de la epilepsia
y referirse a ella como una enfermedad en lugar de "trastorno”, con el fin de aumentar
el nivel de concienciacion y la necesidad de encontrar mejores formas para abordar este
problema de salud global y hallar una cura (Engel, 2010).

Asi, organizaciones como la Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE, por sus siglas
en inglés) han realizado esfuerzos constantes para perfeccionar la clasificacion de las
epilepsias casi desde su creacién en 1909, y cobré especial importancia a principios de
los afios sesenta cuando Henri Gastaut propuso nuevos conceptos de clasificacion
(Gastaut, 1970). Esta clasificacién de las epilepsias ha evolucionado drasticamente
desde dicha década, siendo la de 1989 muy influyente en todo el mundo y con un gran
impacto en la atencién e investigacion de la enfermedad. Distingue entre tres aspectos
principales (Fig.1): tipos de convulsiones, tipos de epilepsia (siendo en ambos focal y/o
generalizada) y sindromes epilépticos, teniendo en cuenta las comorbilidades y la
etiologia (Scheffer et al., 2017).

Seizure types*

Etiology

Generalized Unknown
Structural
o
) Combined
Focal Generalized Gonoralized
& Focal

[ Epilepsy Syndromes ] J

Figura 1. Clasificacién de las epilepsias, con valoracion de las comorbilidades y las
posibles etiologias. Obtenido y adaptado de Scheffer et al., 2017; ILAE.

Co-morbidities

-1-



Entre los sindromes epilépticos considerados raros o de causa desconocida se
encuentran varios. El sindrome de Dravet (DS por sus siglas en inglés Dravet Syndrome)
y el sindrome de Lennox-Gastaut, (LGS, Lennox-Gastaut Syndrome), por ejemplo, son
encefalopatias epilépticas del desarrollo graves y resistentes a tratamientos existentes,
en las que la actividad convulsiva se asocia con una disfuncion cerebral general. Otro,
es el sindrome por deficiencia de CDKLS5, en el que se centrara el presente trabajo. A
pesar de sus distintas etiologias, es importante controlar las convulsiones para evitar
lesiones, cierto grado de discapacidad, y reducir el riesgo de complicaciones
potencialmente mortales, como la muerte subita inesperada en la epilepsia y el estado
epiléptico (SUDEP y SE respectivamente en inglés). Las tres formas principales de
tratamiento disponibles son los farmacos anticonvulsivos, la dieta cetogénica y la
intervencion quirargica (Chin et al., 2021).

Aungue no todas las formas de epilepsia se asocian a una reducciéon de la esperanza
de vida, en el caso de las epilepsias pediatricas existe una alta mortalidad debida a
diversas comorbilidades y una baja mortalidad de los pacientes por otras causas
(Kalume et al., 2013). Lo que es evidente, es que una herramienta clave en la deteccion
precoz de la enfermedad es la secuenciacion de nueva generacion o NGS (por sus
siglas en inglés Next Generation Sequencing), que ha llevado a una explosion de
descubrimientos de genes en trastornos humanos, alcanzando hasta la mitad de las
epilepsias monogénicas un diagnostico preciso. Este suele darse entre los individuos
con convulsiones de inicio temprano y un retraso global del neurodesarrollo (Bayat et
al., 2021).

1.2 SINDROME POR DEFICIENCIA DE CDKL5

El sindrome por deficiencia de CDKL5 (CDD, por sus siglas en inglés CDKL5 Deficiency
Disorder) es una encefalopatia epiléptica ligada al cromosoma X causada por
mutaciones en el gen de la proteina similar a la quinasa dependiente de ciclina 5
(CDKLD5) (Barbiero et al., 2020), crucial en el desarrollo cerebral. Este desorden afecta
a ambos sexos y comparte rasgos comunes con discapacidades intelectuales severas,
surgiendo los sintomas en los primeros meses de vida (Balestra et al., 2019). Aun asi,
por su forma de herencia y su elevada letalidad, los casos de hombres con esta
patologia son escasos y un elevado porcentaje son mujeres.

Los pacientes con CDD suelen tener varios tipos de crisis, y un estudio inform6 de una
media de 2,8 tipos de crisis diferentes en alguna fase del sindrome. Los espasmos
epilépticos (con o sin hipsarritmia), las crisis tonicas y las convulsiones ténico-clénicas
generalizadas son las mas frecuentes, y las convulsiones con multiples fases (como la
secuencia de espasmos hipermotores) también son comunes. La epilepsia tiende a
evolucionar hacia patrones generalizados o mixtos focales y generalizados (Demarest
etal., 2019; Olson et al., 2019).

Normalmente el cuadro clinico comienza con convulsiones que responden de manera
insatisfactoria a tratamientos antiepilépticos y puede continuar con trastornos
vegetativos, estereotipia de las manos, falta de contacto visual, trastornos respiratorios,
dificultades para conciliar el suefio o incluso problemas gastrointestinales (Jakimiec et
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al.; Hagebeuk et al., 2013). No obstante, diversos fenotipos son posibles debido al
impacto de la epigenética y de factores ambientales (Jakimiec et al., 2020).

La epidemiologia de esta patologia no ha sido estudiada hasta recién entrada esta
década, y es por eso mismo que no se dispone de datos de prevalencia o incidencia de
la enfermedad en la poblacion. Aun asi, la frecuencia de personas diagnosticadas con
este sindrome esta aumentando gracias a su inclusién en las pruebas genéticas
rutinarias para detectar encefalopatias (Hector et al.,, 2017). Algunas estimaciones
sitian la incidencia entre 1 de cada 40000 y 1 de cada 60000 nacimientos, en
comparacion con sindromes como el de Dravet, presente en 1 de cada 20000 pacientes
0 el de Rett, que afecta a 1 de cada 10000 mujeres (Demarest et al., 2019). Se han
observado de igual manera mutaciones en este gen en pacientes diagnosticados con
sindrome de West, sindrome de Lennoux-Gastaut y sindrome de Rett (Hector et al.,
2016), con cuadros sintomaticos muy similares, lo que ha llevado a prondsticos erroneos
durante varios afios. Por todos estos motivos, esta clasificada como una enfermedad
rara.

Los tratamientos actuales para el CDD no alivian los sintomas, y los medicamentos
antiepilépticos tienen una baja tasa de respuesta. Se estan realizando esfuerzos para
desarrollar técnicas terapéuticas para tratar el sindrome, incluida la terapia génica
(Muller et al., 2016). Farmacologicamente hablando, uno de los medicamentos
prometedores y que parece que es eficaz es la fenfluramina, cuyo mecanismo de accion
consiste en potenciar la liberacion de serotonina. Esta droga ya se ha empleado y
aprobado tanto por la FDA como por la EMA para el tratamiento del sindrome de Dravet
(DS), y en el CDD parece prometedora al disminuir la frecuencia de los espasmos y
convulsiones (Devinsky et al., 2021).

En consecuencia, es necesario estudiar las incognitas genéticas de este sindrome de
inicio temprano y que produce un cuadro epiléptico resistente a farmacos. Por lo tanto,
hay que conocer las implicaciones del gen CDKL5 que codifica una quinasa deficiente
en la mayoria de los casos diagnosticados. Sin embargo, se debe tener en cuenta que
actualmente se sabe que incluso dos pacientes que tienen la misma mutacién en CDKL5
pueden tener resultados clinicos muy diferentes, por lo que es légico concluir que
pueden existir condiciones mas alla de la genética que influyen en el desarrollo del
proceso patogénico.

1.2.1 El gen CDKL5

El gen CDKLS5 se encuentra en la regién cromosdmica Xp22.13 y codifica una quinasa
gue se expresa predominantemente en el cerebro, en los nlcleos neuronales y
dendritas, con picos de expresion en la etapa posnatal temprana, momento en que los
sintomas comienzan a aparecer (Ricciardi et al., 2012; Zhu et al., 2013).

La proteina CDKLS5 (Fig. 2A) pertenece a una familia ultraconservada de serina-treonina
quinasas, regulando las dinamicas de citoesqueleto, la estabilidad y liberacion de
vesiculas sinapticas, el crecimiento de las neuritas y el desarrollo de las espinas
dendriticas. Fue descrita por primera vez en 1998, pero no fue hasta 2003 que se
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relacion6 con sindromes que afectan al desarrollo neuronal ligados al cromosoma X
(Katayama et al., 2020).

Hasta la fecha, se han identificado mas de 265 variantes alélicas de CDKL5 (Fig. 2C),
considerandose entre 70-80 de ellas patogénicas y afectando la gran mayoria a su
dominio catalitico (Serrano et al., 2021) excepto la variante recurrente con cambio de
sentido p.Val718Met que afecta al empalme (Hector et al., 2017). En general, los
diferentes tipos de mutaciones en CDKL5 incluyen mutaciones sin sentido, mutaciones
de empalme y deleciones/inserciones que causan desplazamientos de marco de lectura
y truncamientos prematuros (Rademacher et al. 2011). Se han detectado, ademas,
grandes reordenamientos del gen CDKL5 mediante amplificacién de sonda dependiente
de ligacién multiple. Como se ha mencionado, las mutaciones reportadas se localizan
casi en todos los exones del gen CDKL5 y alteran el dominio catalitico o el dominio C-
terminal de la proteina CDKLS5. El dominio catalitico N-terminal comienza en el exon 2y
el largo C-terminal puede tener un papel regulador. Datos recientes sugieren gque las
mutaciones sin sentido localizadas en el dominio catalitico de CDKL5 podrian presentar
una manifestacion clinica mas grave que la causada por mutaciones truncadas situadas
en el C-terminal (Zhao et al., 2014; Hector et al., 2016).

En estudios moleculares con roedores se ha dilucidado que varias vias estan alteradas
en el CDD, incluyendo las vias de sefializacion AKT/mTOR, AKT/GSK-3b y BDNF-Racl
y la interacciéon NGL-1-PSD95 (Ricciardi et al., 2012; Fuchs et al., 2015; Zhu & Xiong,
2019). Pese a este hecho, estos modelos animales carecen de actividad convulsiva
espontanea. El crecimiento dendritico y el desarrollo de la espina dendritica estan
alterados de forma inconsistente en los modelos celulares de CDD (Zhou et al., 2017).

Los datos obtenidos de estos estudios sugieren que la expresion de CDKL5 modula la
localizacion postsinaptica y la composicion de receptores ionotrdpicos de glutamato
NMDA (Fig. 2B) (Okuda et al., 2017).

CDKL5 no solo es relevante por si misma, sino que interactlla con otras proteinas de
rutas del neurodesarrollo como son MeCP2 y FOXG1, lo que puede explicar la
coincidencia sintomatolégica entre el CDD y el sindrome de Rett. En el caso de MeCP2,
gue se encarga de metilar determinadas regiones del DNA (islas CpG), puede cambiar
su patrén de expresion mediante fosforilaciones producto de su interaccion con CDKL5
(Jagtap et al., 2019). Otros sustratos de CDKL5 son DNMT1, AMPH1, NGL-1, HDAC4,
MAP1S, ARHGEF2 y EB2 (Fig. X2) (Baltussen et al., 2018; Trazzi et al., 2016).

Finalmente, cabe tener en cuenta que hay otros factores que pueden afectar al
desarrollo de la enfermedad, como el mosaicismo gonadal ligado al cromosoma X, ya
gue en nuevos estudios con ratones con CDD no se observan eventos similares a las
convulsiones en machos knock-out hemicigéticos ni en las hembras knock-out
homocigoticas (Terzic et al., 2021).
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Figura 2. Estructura tridimensional de CDKLS5, sus efectos fisiolégicos y sus mutaciones
mas frecuentes. (A) Estructura cristalina del dominio quinasa del CDKL5 humano obtenida por
difracciéon de rayos X con una resoluciéon de 2 A. Extraida de Protein Data Bank (PDB). (B)
Esquema resumido de los nuevos sustratos de CDKL5 y sus funciones en la dindmica de los
microtUbulos. CDKLS5 fosforila proteinas asociadas a microtdbulos, aumentando o disminuyendo
su afinidad por los mismos. Fallos en este mecanismo desestabilizan la dinamica de los
microtdbulos en cultivos neuronales KO. Obtenido y adaptado de Baltussen et al., 2018. (C)
Representacion de la isoforma humana hCDKL5-1 con sus principales dominios funcionales, asi
como su divisién en intrones y exones y la prediccion bioinformatica de las mutaciones
patogénicas. Obtenido y adaptado de Balestra et al., 2019.

1.3 Drosophila melanogaster COMO MODELO PATOGENICO
Son muchas las caracteristicas destacadas de Drosophila, organismo usado en

investigacion durante mas de 100 afios, que la hacen un modelo de estudio tan atractivo.
En primer lugar, la mosca tiene un ciclo vital muy rapido. Una sola pareja fértil puede



producir cientos de crias genéticamente idénticas en un plazo de 10 a 12 dias a 25°C,
en comparaciéon con otros modelos como los roedores (Pandey & Nichols, 2011). Por
otro lado, el genoma de la mosca de la fruta ha sido completamente secuenciado y
anotado, y codifica para un poco mas de 14.000 genes en cuatro cromosomas, de los
cuales solo tres contienen el grueso del genoma. Se calcula que casi el 75% de los
genes relacionados con enfermedades en el ser humano tienen ortélogos funcionales
en la mosca (Lloyd & Taylor, 2010). La identidad global a nivel de nucledtidos o la
secuencia de proteinas entre la mosca y el mamifero es de aproximadamente el 40%
entre los homadlogos; sin embargo, en los dominios funcionales conservados, puede
llegar del 80 al 90% o superior (Pandey & Nichols, 2011).

En las dUltimas tres décadas, también se ha modelado en Drosophila diversas
enfermedades humanas, entre ellas muchas que afectan al sistema nervioso (Mohr &
Perrison, 2019). Dichos estudios se ven facilitados por el hecho de que el sistema
nervioso de Drosophila es complejo y posee muchas caracteristicas del nuestro, entre
ellas: ojos, 6rganos olfativos, 6rganos gustativos, drganos auditivos, una médula
nerviosa ventral (analoga a la médula espinal), neuronas sensoriales periféricas para la
propiocepcion y el dolor, y un cerebro. Ademas, se han generado enormes colecciones
de mutantes que afectan al desarrollo neural, gestionadas principalmente por el
Bloomington Drosophila Stock Center (BDSC) (Bolus et al., 2020).

La fosforilacion, la modificacion postraduccional (MPT) mas comudn en las proteinas,
estd implicada en mdltiples procesos biolégicos en los organismos eucariotas. Las
quinasas y las fosfatasas actdan conjuntamente para regular los niveles de esta
modificacion. De esta forma, mutaciones en estas enzimas siempre son factores
implicados en las enfermedades humanas (Morrison et al., 2000). D. melanogaster es
un sistema ideal para el estudio de la funcidn de los genes de la quinasa y la fosfatasa
debido precisamente a su mencionada alta conservacion de genes con el genoma
humano y la baja redundancia de genes en su propio genoma (Fortini et al., 2000). Es
concretamente en una de estas quinasas en las que se va a incidir en el presente
trabajo.

Aungue uno de los principales puntos fuertes de Drosophila como organismo modelo es
su gran idoneidad para los cribados genéticos, estos presentan alguna que otra
limitacion. Entre ellas destaca que las estrategias basadas en analisis de mutaciones
suelen requerir la aplicacion de técnicas de mosaico, debido a la alta tasa de mutaciones
homocigoticas letales (Meltzer et al., 2019).

1.3.1 El sistema CRISPR-Cas9 en D. melanogaster

El proceso de insercion dirigida de un gen exdgeno en un locus especifico del genoma
(knock-in en inglés) en insectos se limitaba inicialmente a las tecnologias transgénicas
basadas en transposones (Chen et al.,, 2016). Sin embargo, la capacidad de la
comunidad cientifica para generar cambios precisos en el genoma para investigaciones
funcionales de genes y otros elementos genéticos estd en proceso de mejora gracias al
sistema CRISPR-Cas9 (por sus siglas en inglés, Clustered Regularly Interspaced Short



Palindromic Repeats), qgue ha demostrado ser una herramienta sencilla y muy robusta
en incontables organismos y tipos celulares.

El sistema CRISPR/Cas9 tiene su origen en bacterias como sistema de defensa guiado
por ARN contra los virus y plasmidos invasores (Barrangou et al., 2007). El mas utilizado
en los laboratorios es el de Streptococcus pyogenes, el cual se simplific6 a dos
componentes para facilitar la ingenieria del genoma: una endonucleasa comun llamada
Cas9 y un Unico ARN quimérico denominado ARN guia (sgRNA, single guide RNA en
inglés) (Jinek et al., 2012). Cas9 forma un complejo con el sgRNA y juntos median las
roturas de doble cadena en sitios especificos del ADN. La posterior reparacion de este
puede resultar en pequeiias inserciones y deleciones (Port et al., 2020). La especificidad
esta determinada por una secuencia de 20 nucledtidos en el extremo 5’ del sgRNA que
puede alterarse para que coincida con cualquier secuencia deseada en el ADN (Bassett
& Liu, 2014).

Precisamente, en Drosophila melanogaster CRISPR se utiliza de forma rutinaria para la
generaciéon de mutaciones heredables en la linea germinal, incluyendo pequefias
inserciones/deleciones (indels) o delecion de grandes fragmentos de ADN, mediante la
expresion transgénica de Cas9 con un promotor activo en la linea germinal (como el
promotor nos, Fig. 3) (Meltzer et al., 2019). De esta manera, se ha conseguido
interrumpir, eliminar, sustituir, marcar y editar multiples genes y elementos genémicos
mediante el sistema CRISPR-Cas9 en este organismo modelo (Bassett et al., 2013;
Gratz et al., 2013). Cabe destacar la mutagénesis especifica de tejido, que también se
ha logrado en el insecto modelo combinando el sistema CRISPR/Cas9 con el sistema
Gal4/UAS, un activador situado aguas arriba (Fig. 3) (Port et al., 2014; Poe et al., 2019).

Expresion de Cas9

especifica para tejido Expresion ubicua del sgRNA
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ADN diana en el tejido de interés

Figura 3. Representacién esquematica del sistema CRISPR-Cas9 para edicion especifica
de tejido utilizando el sistema GAL4/UAS. Obtenido y adaptado de Meltzer et al., 2019.



A pesar de ser una herramienta de edicidon génica nunca vista, su eficiencia no es
méaxima. Una forma de mejorarla es la optimizacion de los sgRNA transgénicos.
Estudios anteriores en Drosophila han jugado con la eleccién del promotor del sgRNA,
la longitud y la composicion de la secuencia diana para producir aquellos organismos
mas eficientes (Port et al., 2014).

1.3.2 Eventos convulsivos en D. melanogaster y en humanos

El patron de convulsiones en las moscas y en los seres humanos presentan varias
similitudes que respaldan la utilidad de este tipo de investigacién (Fig.4). Estudios
anteriores han demostrado que, en el caso de Drosophila, se ha observado un umbral
de convulsiones en todos los individuos, asi como una modulacién genética que regula
la susceptibilidad a estas. Ademas, dicho umbral se ve aumentado en las subsiguientes
convulsiones ante un tratamiento de choque electroconvulsivo. Se ha observado
también que la actividad convulsiva se extiende por el sistema nervioso central (SNC)
de la mosca a lo largo de vias particulares que dependen de las conexiones sinapticas
funcionales y de la actividad eléctrica reciente, pudiendo segregarse espacialmente en
regiones concretas del SNC. Como ultimo hallazgo, los fenotipos de Drosophila pueden
mejorar con los farmacos anticonvulsivos humanos, como el valproato de sodio,
fenitoina, gabapentina y bromuro de potasio, viéndose apoyado por el hecho de que las
mutaciones que afectan a canales de sodio (Na*) son supresores de las convulsiones
(Kuebler & Tanouye, 2000).

Fenotipo normal

Convulsion de

recuperacion Estimulacion convulsiva

(vortex / bano térmico)

Fase ténico-clénica
Convulsiones
espasmodicas

Paralisis

Figura 4. Patron de convulsiones en D. melanogaster. El ciclo consta de una primera fase en
la que se ha de estimular la convulsion de manera mecénica y/o térmica, seguida de unas
primeras convulsiones parecidas a los espasmos humanos. Después, le sigue una fase en la que
la mosca queda completamente paralizada mirando hacia arriba. A continuacion, se alcanza una
fase denominada tonico-clonica, en la que se alternan arqueamiento y tensién del térax (ténica)
con sacudidas rapidas de las extremidades (clénica). Por Gltimo, tiene lugar una ultima convulsién
a partir de la cual la mosca se recupera. En este punto se encuentra en el denominado periodo
refractario, en el que no es posible llevar a cabo una nueva estimulacién. Creada con Biorender.



En suma, las convulsiones en humanos y en D. melanogaster presentan suficientes
paralelismos como para implicar que las anomalias neuronales subyacentes son muy
similares. Debido a esto vale la pena el estudio de estas en futuras investigaciones, asi
como en el presente trabajo, puesto que se dispone de muy poca informacion al
respecto de los patrones y tipo de convulsiones en el sindrome a estudiar.

1.3.3 Modelo de CDD en D. melanogaster

Pese a lo expuesto, el sindrome por deficiencia de CDKL5 no ha sido estudiado todavia
en la mosca de la fruta. Trabajos anteriores han concluido que Drosophila solo codifica
una proteina CDKL relacionada con CDKL1-5 humanas y que comparten funciones en
la regulacion de la longitud de los cilios en las células, la proliferacion celular, la
diferenciacion neuronal, la cognicién y el aprendizaje (Canning et al., 2018).

Se cree que el gen candidato CG7236 es el equivalente a la familia de genes CDKL en
humanos y, por consiguiente, responsable de la patologia. Con todo esto, se propone
gue dicho gen se renombre a Cdkl, previa caracterizacion fenotipica y molecular de los
mutantes generados.



2. OBJETIVOS

Dado que la baja prevalencia y los fondos destinados al estudio de esta enfermedad son
poco favorecedores para comprender sus consecuencias en el organismo humano, los
principales objetivos que se han establecido en este proyecto son los que se proceden
a enumerar:

e Generar mutantes en Drosophila melanogaster mediante el sistema CRISPR-
Cas9 y valorar molecularmente las lesiones en el gen Cdkl.

e Caracterizar el fenotipo resultante mediante pruebas de geotaxis negativa y
convulsidon mecénico-térmica y compararlo con el de los pacientes.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 COLECCION DE Drosophila melanogaster

Todas las moscas empleadas en el trabajo se cultivaron en tubos de poliestireno
transparente procedentes de la empresa Dominique Dutscher rellenos con 7 mL de
medio de harina de maiz y se cerraron con tapones de acetato de celulosa del proveedor
Genesee. Para controlar el crecimiento, se mantuvieron las cepas stock a 17°C y las
cepas experimentales a 25°C (Tabla 1).

En estas ultimas condiciones, las moscas son capaces de completar su desarrollo desde
huevo hasta mosca adulta en una media de 10 dias. Previamente a los cruces que se
desean efectuar, se puede afiadir levadura fresca con tal de potenciar la receptividad de
las hembras, ya que se han demostrado sus efectos hedénicos y afrodisiacos (Gorter et
al., 2016).

Tabla 1. Indicaciones sobre la procedencia de los stocks de D. melanogaster, sus
genotipos y cdmo se mencionan alo largo del trabajo. E/ signo de puntuacién “;” separa los
distintos cromosomas.

Procedencia Genotipo Mencién en el
texto
Vienna Drosophila P{hsFLP}1, y* w'i!8,
Resource Center P{HD CFDO00774}attP40/CyO-GFP CRISPR774
(VDRC 341673)
Vienna Drosophila P{hsFLP}1, y* wi8;
Resource Center P{HD CFDO00307}attP40/CyO-GFP CRISPR307
(VDRC 342392)
Bloomington P{ry*"->=hsFLP}1, y* wl;
Drosophila Stock P{y*""'w'MC=UAS-Cas9.P}attP2
Center P{w*M°=GAL4::VP16- nos-Cas9
(BDSC 54593) nos.UTR}CG6325MVP!
Bloomington wiiis,
Drosophila Stock wgSP/CyO;
Center MKRS/TM6B, Th? MKRS
(BDSC 54593)
Universitat de Valéncia Wild-type Canton-S

(Campus de Burjassot)

Las tres primeras cepas de la Tabla 1, se emplearon en los cruces iniciales, mientras
qgue la cepa MKRS se utilizé6 como marcador aprovechando el hecho de que contiene
en el cromosoma 2 el balanceador CyO que da un fenotipo de alas curvadas. Ademas,
es dominante, letal en homocigosis y como cualquier balanceador, no recombina (Miller
et al., 2018). Finalmente, la cepa Canton-S se us6 para la extraccion de DNA gendémico
silvestre.
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3.2 ELABORACION DEL MEDIO DE CULTIVO

La preparacion del medio de cultivo para el crecimiento de D. melanogaster es un paso
fundamental para la propagacion de las cepas en el laboratorio (Fig. 5). Normalmente
se preparan unos 2 L de medio, que da para aproximadamente 250 tubos de
poliestireno. En primer lugar, ha de prepararse una mezcla compuesta por los siguientes
ingredientes: 120 g de harina de maiz, 100 g de azlcar, 20 g de harina de sojay 20 g
de agar. Esta mezcla puede conservarse por un tiempo prolongado a 4°C. En el
momento en que se desea continuar el procedimiento, se calienta en el microondas 1 L
de agua destilada durante 5 min a 800 W y se vierte a la mezcla. A continuacion, se
afiaden 60 g de levadura fresca y se homogeneiza todo con la batidora. La mezcla
resultante se introduce en el autoclave y, una vez esterilizada, se trabaja en cabina de
flujo. Se vuelve a afiadir 1 L de agua destilada calentada igual que antes y se afade,
previa espera para que se enfrie la mezcla y no se degraden, 6 g de Nipagin disueltos
en 20 mL de etanol 96° y 10 mL de acido propidnico, actuando como conservantes
(antifangico y antibacteriano). Se lleva a cabo una Ultima homogeneizacion con la
batidora y se dispensan unos 7mL por cada tubo con el dispensador Masterflex Easy-
Load Ill. Finalmente se cubren los tubos con una tela fina y se dejan toda la noche a
temperatura ambiente. Al dia siguiente, se quita la sabana y se tapan con los tapones
de acetato de celulosa, guardandolos en bandejas a 4°C para prolongar su
conservacion.

Mezcla de = + levadura fresca
harina de - . Y 2 Autoclave
maiz y soja, s ) . = = (1h, 1atm, 121°C)
con azucar, = N
agar y agua = -
qﬁ ' _ +Nipagin
P \ ' Acido propiénico
e\ v
/ T \
/ gk, \
/ - J;{J{?;f

, .
| |
\

Dispensador MasterFlex
(x250 tubos)

Figura 5. Representacion esquematica del proceso de elaboracion del medio de cultivo
para D. melanogaster. Creada con Biorender.
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3.3 EXPERIMENTOS

La generacion de una mosca que presente el fenotipo caracteristico del sindrome por
deficiencia de CDKL5 se estudié de dos maneras distintas. En un primer experimento,
se llevaron a cabo cruces seriados empleando el sistema CRISPR-Cas9 con seleccion
de genotipos concretos, que fueron los que se esperd dieran lugar a lo previamente
expuesto. En el experimento posterior el objetivo fue corroborar, mediante técnicas de
biologia molecular, que las moscas que expresaron los sintomas de la patologia
presentaban la delecién originada por la herramienta de edicién génica en el gen Cdkl.

3.3.1 Cruces CRISPR y obtencién de las cepas mutantes

El primero de los cruces fue el de cada cepa CRISPR por la cepa nos-Cas9 (Tabla 2).
Previamente se seleccionaron hembras virgenes (ya fuera en estado de pupa madura
0 de mosca adulta recién nacida) dejando crecer cada tubo por separado, para
asegurarse de que la fecundacién ocurria Unicamente por los machos del cruce.
Concretamente se eligieron 23 hembras virgenes de nos-Cas9, 15 de CRISPR307 y 8
de CRISPR774.

Se hizo en ambos sentidos, machos por hembras y viceversa, ya que la mutacion no
depende del cromosoma sexual en estos experimentos. Todos ellos siguen la herencia
mendeliana clasica.

Tabla 2. Cruce realizado con las lineas parentales y genotipos y probabilidad de la
descendencia. El signo “+” hace referencia a que el cromosoma esta completo, sin ninguna
mutacion. Los machos tienen un solo cromosoma X, por eso el signo “-“. Solo se muestra el cruce
en un sentido, pero en el opuesto la descendencia seria la misma.

Cruces parentales Genotipo F1
hsFLP CRISPR307 —-Cas9
CRISPR307 x nos-Cas9 v, 0 X0, , Los—cas
yw hsFLP + +
ov yw hsFLP = CRISPR307  +
yw hsFLP’ CyO GFP ’ + Y, 9 yw hsFLP CyO GFP nos—Cas9
yw hsFLP’ + ! +

X

w hsFLP CRISPR307 mnos—Cas9
Yy 32 —; " ; "

]

(3\ yw hsFLP + mnos—Cas9

)

- +’ nos—cas9 1 yw hsFLP CyO GFP nos—Cas9
/s & ; ;
- + +
CRISPR774 x nos-Cas9 v, 9 yw hsFLP  CRISPR774 nos—Cas9
yw hsFLP’ + ! +
ov yw hsFLP  CRISPR774 +
yw hsFLP' Cy0 GFP ' + v, 9 yw hsFLP CyO GFP nos—Cas9
yw hsFLP’ + ! +

X

yw hsFLP CRISPR774 nos—Cas9
Vod—— ————i ——

6\ yw hsFLP + mnos—Cas9
- '+’ nos—cCas9 1 yw hsFLP  CyO GFP nos—Cas9
s & 5 ;

) )

+ +
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Antes de iniciar el segundo cruce (Tabla 3), se cultivaron moscas MKRS para recoger
10 dias después hembras virgenes. Paralelamente, en la primera generacion filial (F1)
se fueron seleccionando estas hembras y, ademas, en la poblacién general se buscaron
ejemplares que no tuvieran las alas curvadas, ya que esto significaria que tendrian un
alelo CRISPR en el segundo cromosoma. De esta manera, se procedio al cruce de la
F1 de cada CRISPR por la cepa balanceadora MKRS, nuevamente en ambos sentidos.

Tabla 3. Crucerealizado con la F1 y MKRS, y genotipos y probabilidad de la descendencia.
Se resalta la descendencia de interés, siendo la probabilidad de tener esa combinacion de
cromosomas a la vez 1/16. Solo se muestra el cruce en un sentido, pero en el opuesto la
descendencia seria la misma.

Cruces por el balanceador Genotipo F2 Genotipo F;
(Cromosoma 2) (Cromosoma 3)
F. CRISPR307 x MKRS v, CRISPR307 v, nos—Ccas9
wgSp MKRS
v YW hsFLP  CRISPR307 mnos—Cas9
? ; ; + n +
yw hsFLP + + Ya !
wgSp MKRS
X nos—cas9
v, CRISPR307 1,
T oo TM6B
3 w— wgSp = MKRS
-’ ¢yo ’ TMéB +
g Ya CyLO 74 Tmer
Fi, CRISPR774 x MKRS v, CRISPR774 v, nos—Ccas9
wgSp MKRS
v YW hsFLP  CRISPR774 nos—Cas9
? ) ; + : +
yw hsFLP + + Y Y/a
WgSp MKRS
X nos—cas9
v, CRISPR774 1,
oo TM6B
C? w— wgSp . MKRS
_ ) ) +
€yo " THes Ya il a TM6B
cyo

Se eligieron solamente las moscas con CyO pues se conoce que es un marcador que
no recombina. La mutacién aleatoria que produjo el CRISPR en la linea germinal quedé
asi localizada en una regién del gen Cdkl. Tras este cruce aparecié un mosaico de tres
colores de ojos diferentes, el rojo brillante silvestre (w* homocigoto), el naranja (w*w’) y
el blanco (W homocigoto). Las moscas con el sistema CRISPR-Cas9 tenian los ojos
rojos. Como no se buscaba que se originase una nueva mutacion adicional, estas
también se desecharon. Consecuentemente, el objetivo se centrd en las moscas con
ojos blancos y las alas curvadas, ya que dispondrian de la mutacion localizada y del
cromosoma completo con la mutacién, sin elementos interferenciales. No obstante,
debido a que solo 2 de cada 16 moscas presentaban este genotipo, se llegaron a
seleccionar algunas moscas con 0jos haranjas, sin el cromosoma totalmente intacto.

El tercer pase consistid en seleccionar estas moscas de 0jos blancos y/o naranjas y

cruzarlas de nuevo con el marcador MKRS. Como se quiso que esta vez la
descendencia proviniese de un tnico parental con la mutacion generada por el CRISPR-
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Cas9, el disefio de los tubos fue de 1 macho o hembra virgen de este tipo por 4 machos
o hembras virgenes del MKRS (Tabla 4). En total se realizaron 20 cruces, 10 del
CRISPR307 y 10 del CRISPR774. Dentro de cada CRISPR, 5 usando machos y 5
usando hembras virgenes. En cuanto a los machos, se logré que todos tuviesen los ojos
blancos para el cruce, pero 4 de las 5 hembras CRISPR307 y 1 de las 5 hembras
CRISPR774 tuvieron ojos naranjas, lo que pudo afectar a la eficiencia en los resultados.

Tabla 4. Cruce realizado entre las moscas de ojos blancos/naranjas y alas curvadas de la
F2y MKRS, asi como sus genotipos y probabilidad de la descendencia. Se representa solo
el cruce en un sentido, pero se hizo en ambos, y no se hace distincion entre macho y hembras
en los cromosomas no sexuales a fin de simplificar y evitar redundancias.

Cruces ojos blancos y/o Genotipo F3 Genotipo F3
naranjas por el balanceador (Cromosoma 2) (Cromosoma 3)
1+ 1_+
9V yw hsFLP =~ + + 3wgSp 3 MKRS
w— ' Cyo’ TM6B/MKRS
1 _+ 1+
X 3 Cyo 3TM6B
1 Cyo 1 MKRS
w=, wgSp, MKRS 3wgsp 3TM6B
-’ Ccyo '’ TMéB
TM6B
Cyo (letal)
Cy0 (Ietal) TM6B

Las moscas que se seleccionaron fueron las que presentaban el fenotipo de alas
curvadas (CyO) pero sin las 3 quetas esternopleurales apiladas y completamente
verticales (Fig.6), dado que asi se supo que tendrian la mutaciéon y el cromosoma
completo.

'?:'.:

A B

Figura 6. Fotografias de D. melanogaster tomadas en la lupa: (A) El fenotipo silvestre de las
quetas esternopleurales. (B) El fenotipo mutante wgS® con la posicién caracteristica de las
mismas.
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3.3.2 Ensayo de geotaxis negativa

Una vez se tuvieron las cepas con la mutacion en Cdkl, se sometieron en primer lugar
a un experimento de geotaxis negativa. Drosophila melanogaster silvestre presenta una
respuesta de escape innata durante la cual asciende por la pared del cilindro después
de ser golpeadas hasta el fondo del mismo (Gargano et al., 2005). Se pretende
comprobar si la delecion de parte del gen Cdkl influye en este comportamiento.

Tuvieron lugar 3 repeticiones del experimento por stock CRISPR y control Canton-S,
empleando 10 moscas para todos los casos. Primero se introdujeron las moscas en un
tubo vacio sin comida durante unos minutos. Para que el recorrido fuese mayor, se puso
encima del tubo principal otro tubo pegado con cinta adhesiva, marcando previamente
en el primero una raya a 8 cm del suelo. Después, se golped el tubo contra la mesa
suavemente para que las moscas cayesen al fondo del tubo y se comenzé una
grabaciéon de 10 segundos, contando posteriormente cuantas superan el umbral de los
8 cm en el tiempo establecido.

3.3.3 Ensayos de convulsién

En las moscas adultas, los mutantes susceptibles de sufrir convulsiones se clasifican en
dos categorias principales basadas en la induccién de convulsiones: mecanicas e
inducidas por la temperatura (Mituzaite et al., 2021). Se espera en este caso que por la
mutacion se originen estas conductas espasmadicas.

Se hicieron 3 repeticiones del experimento por stock CRISPR y control Canton-S,
empleando 10 moscas del mismo sexo para todos los casos. El primer ensayo que tuvo
lugar, dado que es menos violento, fue el del agitador tipo vértex. Consistié en someter
a las moscas que anteriormente habian estado en un tubo sin comida a una agitacién a
maxima velocidad durante 10 segundos, contando y analizando a aquellas que
convulsionaban (Fig. 7A). El otro ensayo involucraba un bafio térmico de agua destilada
durante 2 min a 40°C, en el que las moscas habian permanecido sin comer un tiempo
incluso mayor (Fig. 7B). De igual manera, se contaron y analizaron a las que
convulsionaron.
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Figura 7. Métodos de induccién de convulsiones en Drosophila: (A) Esquema del ensayo
en el agitador. (B) Esquema del ensayo en el bafio térmico. Obtenido y adaptado de Mituzaite et
al., 2021.
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3.3.4 Comprobacion de la delecion CRISPR

Para confirmar si realmente habia tenido lugar la delecion en el gen Cdkl por parte del
sistema CRISPR-Cas9 en cada uno de los 9 stocks generados (3 provenientes del
CRISPR307 y 6 del CRISPR774), se procedi6 a extraer ADN genémico de las moscas
mutantes, realizar una PCR del fragmento génico y comprobar si la banda observada
en el posterior gel tenia el tamafio esperado o inferior.

El protocolo para la extraccion de gendémico de buena calidad de Drosophila fue el
propuesto por VDRC. En primer lugar, se anestesiaron 25 moscas con diéxido de
carbono y se afiadieron 250 pL de disolucion A (Tris-HCI 0,1 M pH 9, EDTA 0,1 M, SDS
1%) para favorecer la disgregacion del material bioldégico. A continuacion, se
homogeneizaron con un mortero para microtubos y se deposité el tubo en hielo.
Después, se incub6 a 70°C en el bloque térmico durante 30 min, afiadiendo 35 uL de
KAc 8 M trascurrido ese tiempo e incubando esta vez en hielo otros 30 min. Luego, se
centrifugd la mezcla resultante 15 min a 13 000 rpm y el sobrenadante se transfirié a un
nuevo tubo. En la campana extractora de gases, se adicionaron 250 uL de fenol-
cloroformo 1:1, llevando a cabo posteriormente una centrifugaciéon de 5 min a 13 000
rpm. El sobrenadante volvié a ser transferido a un nuevo tubo y se afadié un volumen
de 150 pL de isopropanol. Nuevamente, una centrifugaciéon a 10 000 rpm durante 5 min
pero esta vez descartando el sobrenadante y lavando con 1 mL de etanol 70%. Por
Gltimo, una centrifugacién de 5 min a 13 000 rpm y secado del etanol, con posterior
resuspension del ADN precipitado en 100 pL de tampén TE.

La calidad y cantidad de ADNg extraidos se determinaron mediante un gel de agarosa
al 0,8% y un espectrofotdmetro NanoDrop ™. Para el gel se usaron GeneRulery Lambda
Hindlll como marcadores de peso molecular.

El disefio y eleccién de los cebadores necesarios para la PCR del gen de interés fue
llevado a cabo utilizando el software SnapGene Viewer, tras haber localizado los ARN
guia en la secuencia del ADN genomico de Drosophila. Los ARN guia (SgRNA, single-
guide RNA en inglés) se buscaron en la web del VDRC por su correspondiente codigo
identificativo (Tabla 5A). Los cebadores fueron encargados y comprados a la empresa
Integrated DNA Technologies (IDT) (Tabla 5B). Las condiciones de las PCR fueron las
siguientes. La primera, para CRISPR307, consisti6 en una desnaturalizacion inicial a
95°C durante 5 min, seguida de 35 ciclos que incluyen un paso de desnaturalizacion a
95°C durante 30 s, un paso de alineamiento a 56°C (cebadores Cdkl F y Cdkl R) durante
30 s (Tm £ 5°C) y un paso de extension a 72°C durante 1,1 min (1 min por kb, y el
producto tiene aproximadamente 1,1 kb); después de dichos ciclos una extension final
a 72°C durante 7 min y conservacion del producto a 4°C. La segunda, para CRISPR774,
se llevé a cabo en las mismas condiciones, pero cambiando la temperatura de
alineamiento a 52°C (Cdkl F2 y Cdkl R) y la extension a 1,8 min (producto de 1,8 kb).
Finalmente, los productos de la PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1% (100 V,
45 min) y se determing el tamafio de las bandas, enviandolos a posteriori al servicio de
secuenciacién del Centro de Investigacion Principe Felipe empleando los mismos
cebadores.
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Tabla 5. (A) Secuencias de los ARN guia de los CRISPR. (B) Cebadores disefiados a partir
de estosy sus temperaturas de fusién (Tm, temperaturade melting en inglés). (C) Protocolo
PCRincluyendo los reactivos, casas comerciales y volimenes empleados paralareacciéon

de 25 pL.
A SgRNA diana 1 SgRNA diana 2
CRISPR307
VDRC (ID ACGGTGTGGTCTACAAGTGC CTCCGGCGCCCGGTACCATC
342392)
CRISPR774
VDRC (ID CAGTCCGGGCGAGAATTACA ATCGCTATGAGAAGCTCAGT
341673)

B Cebadores directos Cebador reverso comun
(Cdkl Fy F2 respectivamente) (Cdkl R)
TGAGAAGCTCAGTCGGCTGG

(Tm =59,3°C)
TCGGTGCGATGTAGCAGGT
(Tm = 58,9°C)
GTTCCTTTGGCCCACCAA
(Tm =55,9°C)
C Reactivos Volimenes (uL)

H2O libre de nucleasas
Tampon 10X con MgCl, (Biotools)
dNTPs (20 mM)
Cebador directo (10 uM)
Cebador reverso (10 uM)
Taqg polimerasa 1U/uL (Biotools)
ADN molde genémico (= 150 ng)

TOTAL REACCION
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3.4 ANALISIS ESTADISTICO

Las representaciones graficas y el andlisis estadistico de los distintos ensayos se
realizaron con los programas GraphPad Prism 9.3.1 y Excel 2016. El tamafio de la
muestra es 10 en todos los casos. En teoria, se emplea la prueba t de Student de dos
colas o el ANOVA si la muestra tiene una distribucion normal o gaussiana, dependiendo
de si tenemos dos o méas grupos. Asumiendo este hecho, la prueba de eleccion es
ANOVA con correccién de Sidak (se supone independencia estadistica en las pruebas
individuales), que limita el riesgo de primera especie y se emplea para analizar los datos
de la prueba, ya que hay mas de dos grupos a comparar entre si y se quiere saber si
las diferencias entre grupos son significativas. Ademas, se utilizé el parametro del valor
P para determinar la significacién estadistica de todos los andlisis, con un alfa de 0,05
como referencia, es decir, un intervalo de confianza del 95%. En concreto, para las
gréficas de las figuras del apartado 4 se explica lo siguiente. El signo * representa una
significatividad estadistica con valor p < 0,05 comparado con el control; el signo ** indica
un valor p < 0,01 respecto al control; el signo ***, un valor p < 0,001 respecto al control;
y el signo **** muestra un valor p < 0,0001 comparado con el control.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de los resultados obtenidos para cada CRISPR y sus diferentes parentales
tendra partes claramente diferenciadas. En primer lugar, se expondran los tipos
mutantes y hallazgos genéticos obtenidos. A continuacion, se discutiran las distintas
figuras con los resultados individuales de cada uno de los tres ensayos para el estudio
de fenotipos: el de geotaxis negativa y los dos de convulsiones mecanica y térmica. De
esta manera, se espera observar ciertos cambios conductuales al afectar al gen que
codifica para dicha proteina. Por altimo, mediante la extraccion de ADN gendémico, PCR,
y electroforesis en gel de agarosa se espera corroborar molecularmente que el fenotipo
gue se ha observado en la mosca se debe a una delecién en la regién codificante del
gen y por tanto a una proteina disfuncional.

4.1 GENERACION DE LOS MUTANTES POR CRISPR-Cas9

Cabe destacar en esta breve introduccion y como primer resultado clave, que la
mutacion CRISPR no es letal, dado que aparece descendencia con las alas planas. Sin
embargo, parece que en heterocigosis no presenta un fenotipo propio del sindrome por
deficiencia de CDKL5, sino un caracter recesivo, porque las moscas con alas curvadas
(heterocigotas) no experimentaron convulsiones en la prueba mas severa: el bafio
térmico.

De los 20 tubos, 10 para cada uno de los dos CRISPR, 2 no produjeron progenie. De
los 18 restantes, 9 del CRISPR307 y 9 del CRISPR774 iniciales, se lograron sacar 3y
6 cruces respectivamente. Estos cruces tuvieron lugar entre los propios hermanos
provenientes de los mismos padres y con las caracteristicas mencionadas,
asegurandose de la virginidad de las hembras. Se generaron asi nuestras cepas de
moscas candidatas a padecer el sindrome por deficiencia de CDKL5 y los sintomas que
acarrean, como las convulsiones. Finalmente, se dejaron pasar las generaciones
cruzandose entre ellas y cambiandolas cada 3-4 dias de tubo, y se fueron sometiendo
a diversas pruebas para comprobar resultados.

4.2 GEOTAXIS NEGATIVA

Estudios previos han conseguido asociar alteraciones de los genes implicados en la
dinamica de los cilios con sindromes que involucran discapacidades intelectuales y
cognitivas. Asi, en un modelo murino se consiguié recrear el sindrome X fragil
suprimiendo la funcién del gen Fmrl, que juega un papel esencial en el cerebro. Se
logro asi una predisposicion a trastornos como el autismo y discapacidades intelectuales
y cognitivas (Lee et al., 2020). Mediante los ensayos de escalada, se persiguid vincular
la neurodegeneraciéon a un fenotipo de deficiencia de locomociéon en D. melanogaster.
De esta manera, se realizaron los ensayos con las moscas de ambos tipos de CRISPR
y con cada tipo de parental dentro de los mismos.

En primer lugar, un 70% de las moscas empleadas como control, es decir las Canton-
S, consiguieron cruzar el umbral de los 8 cm. Con esto podemos deducir que, pese a
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gue la geotaxis negativa es un comportamiento inherente a D. melanogaster, no todas
logran superar esta prueba, por lo que debe haber mas factores en juego. Si se presta
atencion a la progenie proveniente de los 3 parentales del CRISPR307 (Fig. 8A), se
extraen resultados significativos de disminucion en la escalada en los casos del
CRISPR307.3 y CRISPR307.4. Esto cuadra porgque las moscas empleadas fueron de
ojos blancos y alas lisas, luego el cromosoma completo con la delecion en Cdkl se
encuentra en homocigosis. En cambio, no ocurre lo mismo en el caso del CRISPR307.9,
lo cual tiene sentido ya que para dicho cruce se emplearon moscas con 0jos naranjas y
alas planas, pero que no tienen la delecibn con el cromosoma completo porque
conservan un alelo CRISPR. Si bien es cierto que menos de estas moscas cruzaron el
umbral, estas diferencias pueden deberse a otros factores, como la edad.

Por otro lado, de la descendencia de los 6 parentales del CRISPR774 (Fig. 8B) solo
CRISPR774.7, CRISPR774.8 y CRISPR774.10 muestran resultados significativos. En
el 7 y 8 se podia esperar, ya que aunque el resto (excepto el 10) también son de ojos
blancos y alas planas, no hay que olvidar que el corte dentro del gen no es siempre
exactamente el mismo. No obstante, en el CRISPR774.10 hay moscas de ojos naranjas,
de manera que puede deberse al reducido tamafio muestral y se corroborara con la PCR
y el gel de agarosa.
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Figura 8. Efecto de la delecién en la geotaxis negativa. (A) Porcentaje de moscas
provenientes de los diversos stocks de CRISPR307 que superaron la marca de 8 cm en el ensayo
de geotaxis negativa. (B) Porcentaje de moscas provenientes de los 6 stocks de CRISPR774 que
superaron la marca de 8 cm en el ensayo de geotaxis negativa. Los valores en ambas gréaficas
representan la media + error estandar.

4.3 CONVULSION POR SHOCK MECANICO

De la misma manera que en el caso anterior, varios ensayos se han centrado en
caracterizar sindromes epilépticos e incluso buscar farmacos anticonvulsivos mediante
ensayos de convulsibn mecénica en agitador tipo vortex (Parker et al., 2011; Dare et al.,
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2021). La induccién mecéanica de estados similares a las convulsiones ha permitido
identificar alelos en mas de 50 genes, entre los que se encuentran también ortélogos de
genes causantes de enfermedades. En algunos casos, los fenotipos relacionados con
la epilepsia se generaron a través de estrategias genéticas muy concretas, ya que los
alelos completamente knock-out pueden ir asociados a letalidad (Lasko & Luthy, 2021).

Inmediatamente después de la inducciébn mecénica, ninguna de las moscas control
evaluadas mostré un fenotipo convulsivo (Fig.9) mientras que un 30% de las moscas
CRISPR307.4 convulsion6 justo después de la agitacion (Fig. 9A). No se observan
diferencias entre machos y hembras ya que la mutacion, en contraparte al caso de los
humanos, no se encuentra en un cromosoma sexual. Si prestamos atencién al
CRISPR774, 4 de 6 grupos de descendientes muestran resultados significativos en lo
gue a convulsiones concierne (Fig. 9B). Con estos datos no se puede confirmar que el
CRISPR774 es mas eficiente en la obtencién del fenotipo del sindrome, ya que la
diferencia puede que se deba al simple hecho de haber conseguido mas cruces de este.

Analizando las convulsiones propiamente dichas y como era de esperar, tras unos
segundos paralizadas, las moscas comenzaron a recuperarse. Algunas de ellas
adoptaron directamente la postura erguida, mientras que otras atravesaron una fase
ténico-clonica mostrando un fuerte batir de alas y agitacion de las patas, intercalando
pardlisis y finalmente poniéndose de pie. Nuevos intentos del ensayo confirmaron la
existencia de un periodo refractario, en el que la mosca ya no puede volver a
convulsionar. Suele presentar gran variabilidad entre individuos y se ha estimado entre
3y 17 min (Kuebler & Tanouye, 2000).
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Figura 9. Efecto de la delecién en la convulsién mecanica. (A) Porcentaje de moscas
provenientes de los 3 stocks de CRISPR307 que convulsionaron tras 10 segundos de agitacion
a maxima velocidad en el agitador tipo vértex. (B) Porcentaje de moscas provenientes de los 6
stocks de CRISPR774 que convulsionaron tras 10 segundos de agitacion a maxima velocidad
en el agitador tipo vortex. Los valores en ambas gréaficas representan la media + error estandar.
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4.4 CONVULSION POR SHOCK TERMICO

Por ultimo, se realizé un experimento de convulsion en bafio térmico a 40°C. La mosca
de la fruta es un modelo excelente para investigar los mecanismos que subyacen a la
respuesta neural al estrés térmico agudo debido a su pequefio tamafio, su enorme
relacion superficie-volumen y su incapacidad para regular la temperatura corporal
internamente (Neven, 2000). En Drosophila se han encontrado mutaciones en 1200
genes que causan convulsiones y pardlisis inducidas por el calor mediante el cribado
genético directo (Burg & Wu, 2012). La funcién de los genes que codifican los canales
de sodio y potasio activados por voltaje, asi como las proteinas relacionadas con su
funcién neuronal, parece estar muy afectada por estas alteraciones (Hill et al., 2019).

En este experimento, se planted la hipétesis de que la supresion del gen Cdkl, implicado
en la fosforilacion de proteinas CDKs, alteraria la homeostasis neurofisiologica
intrinseca al estrés térmico agudo, dando lugar a una paralisis rapida.

Como este es el ensayo mas agresivo, cabe esperar en un principio resultados mas
significativos. En el caso del CRISPR307 (Fig. 10A), los 3 tipos de descendencia lo son,
aungue como en el anterior ensayo de convulsién vuelve a destacar CRISPR307.4. Por
otra parte, en el CRISPR774 (Fig. 10B), también muestran significacion estadistica toda
la progenie de los cruces excepto el caso del CRISPR774.10, que se puede atribuir al
hecho de tener ojos anaranjados y la mutacion incompleta. Cabe destacar los
CRISPR774.7 y CRISPR774.8 que en los tres ensayos han demostrado caracteristicas
patolégicas respecto al control, y se corroborara con la pureza y el grado de delecion en
la PCR y gel de agarosa. De partida se espera con bastante seguridad que el corte haya
ocurrido en esta pareja de CRISPRs.
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Figura 10. Efecto de la deleci6on en la convulsiéon térmica. (A) Porcentaje de moscas
provenientes de los 3 stocks de CRISPR307 que convulsionaron tras 2 minutos de inmersiéon en
un bafio de agua a 40°C. (B) Porcentaje de moscas provenientes de los 6 stocks de CRISPR307
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que convulsionaron tras 2 minutos de inmersién en un bafio de agua a 40°C. Los valores en
ambas graficas representan la media + error estandar.

4.5 DELECION EN CDKL RESPONSABLE DEL FENOTIPO

Tras la reaccion de PCR exitosa, se cargd el gel de agarosa en la cubeta de
electroforesis a 100 V durante 45 min. Los resultados esperados eran dos bandas,
debido a la heterocigosidad de las moscas seleccionadas, una del producto del gen
silvestre para cada pareja de cebadores (1,1 kb y 1,8 kb, respectivamente) y otra de
dicho tamafio menos la delecién de aproximadamente 600 pb originada por cada
CRISPR (500 pb y 1,2 kb, respectivamente). No obstante, y aparentemente, se obtuvo
una unica banda correspondiente al producto del gen silvestre (Fig. 11), por lo que se
podria pensar que no habia tenido lugar ninguna delecion.

CRISPR307 CRISPR774

!—I—\ I

| |
- - .-"4—— 1,5 kb
-

=
1kb — > o oo o

Figura 11. Productos de PCR de los CRISPR del gen Cdkl en gel de agarosa 1%. En los 3
primeros carriles, en orden, se observan CRISPR307.3, CRISPR307.4 y CRISPR307.9. Los
productos de sus PCR son, aproximadamente 1,1 kb, lo esperado segun la pareja de cebadores
empleada. En los 6 carriles restantes, en orden, se observan CRISPR774.3, CRISPR774.4,
CRISPR774.6, CRISPR774.7, CRISPR774.8, CRISPR774.10. Los productos de sus PCR son,
aproximadamente 1,8 kb, lo esperado segun la pareja de cebadores empleada. En ambos casos
el marcador fue Generuler.

Aun asi, se hipotetiza que algun tipo de delecién ha ocurrido, porque los fenotipos de
geotaxis y convulsion observados no pueden ser fruto del azar. Ademas, el sistema
CRISPR-Cas9 no siempre va a cortar el fragmento de la misma manera o con la misma
eficiencia, por lo que con que el corte haya sido de < 50 pb ya va a ser indetectable por
un andlisis electroforético disefiado de esta manera. Un cambio de solo uno o dos
nucleodtidos es suficiente para cambiar la pauta de lectura y originar una proteina total o
parcialmente disfuncional. Partiendo de esta premisa, se recibieron y analizaron las
secuencias obtenidas de la secuenciacion Sanger. Como se puede observar, hay gran
cantidad de dobles picos, lo que confirma que las moscas que se emplearon para la
extraccién de ADN genomico eran heterocigotas para la mutacion (Fig.12A). Ademas,
el programa informatico que se encarga del andlisis empieza ser incapaz de decidir la
identidad del nucleétido (N) a partir de la base 200, justo la distancia desde el cebador
directo al primer ARN guia de CRISPR307 (Fig. 12B). Esto es revelador en cuanto a la
presencia de una delecién que puede haber corrido toda la pauta de lectura, y por ello
solo unos pocos nucledtidos coinciden por azar en la secuencia. Se seleccioné
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CRISPR307.4 para la figura por la calidad de la secuencia obtenida y la definicion de
los picos. Para mayor calidad en las secuencias o experimentos de clonacién, se podria
repetir en un futuro el proceso seleccionando moscas homocigotas para la mutacion.
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Figura 12. Resultados y andlisis de la secuenciacion. (A) Picos resultantes de la
secuenciacién Sanger para CRISPR307.4 (cebador Cdkl F) en la region donde comienza la
mutacion (180-240 pb). (B) Ampliacion de la regién mutante del gen Cdkl mostrando la distancia
entre el cebador directo y el ARN guia de CRISPR307.
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5. CONCLUSION

El sindrome por deficiencia de CDKL5 es un tipo grave de epilepsia de inicio en la
infancia asociado a mutaciones de pérdida de funcion en el gen de proteina similar a la
guinasa dependiente de ciclina 5. Aungue el estudio de este gen por si mismo es crucial
para comprender las bases de la enfermedad, hay diferencias en la progresion de la
enfermedad en los pacientes. Este hecho sumado a la baja prevalencia complica el
prondstico eficaz. Por lo tanto, es necesario el estudio tanto fenotipico como molecular
en un organismo modelo, como la mosca de la fruta.

Con todos los datos recopilados a lo largo del trabajo, se puede concluir lo siguiente:

e Se halogrado la generacion de mutantes de Drosophila melanogaster en el gen
Cdkl empleando el sistema CRISPR-Cas9.

e La caracterizacion fenotipica y molecular corrobora la existencia de una delecion

en su regioén codificante, responsable de los sintomas de los pacientes de CDD,
tales como crisis epilépticas y alteraciones en la locomocioén.
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