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CORRELACION FENOTIPO-GENOTIPO DE VARIANTES FRAMESHIFT
CAUSANTES DE DISTROFIAS HEREDITARIAS DE LA RETINA

RESUMEN

Las distrofias hereditarias de la retina son un conjunto de desordenes en la retina
asociados a mas de 280 genes, entre ellos, el gen Cone-Rod Homebox (CRX), el cual
codifica a un factor de transcripcion que es clave en la regulacion terminal de los
fotorreceptores. De ahi, que defectos en este gen conlleven una alteracion en estas células
y eso desencadena diferentes entidades clinicas como son amaurosis congénita de Leber,
retinosis pigmentaria y distrofia de conos y bastones. Ha sido descrito un efecto
dominante negativo en relacion a las variantes que alteran la pauta de lectura de la
proteina. El mecanismo patogénico ha sido atribuido principalmente a una desregulacion
a nivel de ARN, lo que tiene un impacto en la sobreexpresion de la proteina. Hasta el
momento no se ha realizado una correlacion clinica en base a los niveles de transcrito y
proteina para este tipo de variantes. Por tanto, en este trabajo se ha evaluado el efecto de
diferentes variantes “frameshift” en CRX causantes de los distintos fenotipos clinicos
mencionados. Las diferentes variantes producen perfiles de expresion muy diversos tanto
a nivel de ARN como de proteina, no pudiendo correlacionar los niveles de expresion
elevados a clinicas mas severas, y viceversa. A pesar de ello, se ha podido observar que
la pérdida de dominios concretos de la proteina CRX regula los niveles de ARN y
proteina. A su vez, se han identificado algunas variantes que, a pesar de no modificar los
niveles de ARN, inducen una sobreexpresion de la proteina. Estos resultados sugieren que
existe una nueva via de regulacion a nivel de la proteina que podria contribuir a la
patogénesis relacionada con estas variantes. Hemos profundizado en la posibilidad de
que la proteina pueda estar perdiendo sitios de ubiquitinacion en la region C-terminal y
que esto explique la acumulacion de la proteina alterada.

PALABRAS CLAVE: CRX; dominante negativo; sobreexpresion génica; variantes
frameshift; distrofias hereditarias de la retina; correlacion fenotipo-genotipo.



ABSTRACT

Hereditary retinal dystrophies are a group of retinal disorders associated with more than
280 genes, including the Cone-Rod Homebox (CRX) gene, which encodes a transcription
factor that is key in the terminal regulation of photoreceptors. Hence, defects in this gene
lead to an alteration in these cells and this triggers different clinical entities such as Leber's
congenital amaurosis, retinitis pigmentosa and cone and rod dystrophy. A dominant
negative effect has been described in relation to variants that alter the reading pattern of
the protein. The pathogenic mechanism has been attributed mainly to a deregulation at
the RNA level, which has an impact on the overexpression of the protein. So far, no
clinical correlation based on transcript and protein levels has been made for this type of
variant. Therefore, in this work we have evaluated the effect of different frameshift
variants in CRX causing the different clinical phenotypes mentioned above. The different
variants produce very different expression profiles at both the RNA and protein levels,
and high expression levels cannot be correlated with more severe clinical manifestations,
and vice versa. However, loss of specific domains of the CRX protein has been shown to
regulate RNA and protein levels. In turn, some variants have been identified that, despite
not modifying RNA levels, induce an overexpression of the protein. These results suggest
that there is a new regulatory pathway at the protein level that could contribute to the
pathogenesis related to these variants. We have further explored the possibility that the
protein may be missing ubiquitination sites in the C-terminal region and that this explains
the accumulation of the altered protein.

KEY WORDS: CRX; dominant-negative; gene overexpression; frameshift variants;
hereditary retinal dystrophies; phenotype-genotype correlation.



AGRADECIMIENTOS

Al Hospital Universitario La Fe por el acceso a todas las instalaciones y necesidades
requeridas. A Gema, Chema, Rafa, Pilar, Angela y todos los miembros del Instituto de
Investigacion Sanitaria La Fe que han hecho esto posible. A Ana Pilar por su ayuda y su

paciencia.



INDICE

1. INTRODUCCION .........oooiiiisieeieeis e eeetes e 1
1.1 Distrofias hereditarias de 1a 1etina..........cccccoiieiiiiiiieiii e 1
L2 CRX oo 1

1.2.1 Estructura de 1a proteina.........c.cooveiiiiiiiiiiiicnicrse e 2
1.2.2 Tipos de mutaciones en CRX .........cocviiiiiiiiiiiiiii e 3
1.3 Mecanismos de patogénesis asociados a variantes frameshift...........ccccouevvvriiuennne. 4
1.3.1 Mecanismos de desregulacion de ARN ..........cccocveiiiiiiieiiniciceeee 4
1.3.2 Desregulacion de los niveles de proteina ..........cccevceveieeiiieieeniesiec e 5
1.4 DHR asociadas al @8N CRX .......cccueoviiiiiiiiiiiieii ettt 7
1.4.1 Amaurosis congénita de Leber ..........cccooiiiiiiiiiiiinii e 7
1.4.2 RetiNOSIS PIZMENTATIA ....vveuveieririeeiieiesieesie ettt sn e sre e 7
1.4.3 Distrofia de conos y DastONes .........ccceereeeiiieiiiiiiiesie e 7

2. 0OBJIETIVOS ... 8

3. MATERIALES Y METODOS.............coooiiiiiiiieeeeesesee s eeesesesseeseses s, 8
3.1 Mutagénesis diriZida .......cocveeieeiiieiieiie e 8
3.2 Transformacion bacteriana y seleccion de clones...........cccoooeiiiiiiniiinic e, 9
3.3 SecuenCIACION SANZET .....c..iiuieiiiiiiiiieitiere e 9
3.4 Purificacion de 4cidOS NUCIEICOS .......oeivviiriiiiieiiieiee e 10

3.4.1 ADN plasmidiCo ......ccoveiviiiiiiiiiiiiiiici e 10

3.2 ARN o 10
B RT-GPCR e 10
3.6 TransfecciOn CelUIAr. ..o 10
3.7 Citometria de flUJO......oooiiiiiiieee e 11
3.8 MICTOSCOPIA ...ttt n e 11
3.9 EStAQISTICA ... vviivreeieieee sttt 11

4. RESULTADOS Y DISCUSION......c..oomiiiiiiiiinneiinnsiesnssesiess s 11
4.1 Seleccion de variantes frameshift €n CRX .......cooviiiiiiiiicieeeeee e 11
4.2 Caracterizacion funcional de las variantes seleccionadas ...........ccoccvvveiviiineennn. 14

4.2.1 Desregulacion a nivel de ARN ... 16
4.2.2 Desregulacion a nivel de proteina ........ccoccvevverrieiiieniienee e 16
4.2.3 Correlacion entre la expresion de ARN y proteina.........ccocevvveiiiiciicniinnnn, 17

v



4.3 Caracteristicas clinicas de 1as VAITANTES.......cuvvvvrrrreiriieeeeieerririinieeeeeseesrsiinseeeeeseeens 18

4.4 Correlacion fenotipo-ClNICA .........cueiiiiiiiiiiicc e 19
5. CONCLUSIONES ..ottt 20
6. BIBLIOGRAFTA ...t 21
TAANEXOS ..ottt et nr e 23

7.1 ANEXO I. Relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la

AZENAA 2030 ... eiii it nre e 23



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Cebadores empleados en la Mutag@enesis ........covvverrieieiiieniiiesiiee e 9
Tabla 2. Variantes de CRX incluidas en este estudio........ccoevvvviieiiiiiniiiesiiie e, 13
Tabla 3. Casos clinicos de pacientes que poseen las variantes mutadas de CRX
concretas, 0bjeto de €Ste ESTUAIO. .. .uiiiiiiiiiii i 19
INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Diagrama de Venn muestra diferentes formas clinicas de DHR y sus genes

CAUSALES ...ttt E e 1
Figura 2. Dominios de CRX ........cccoiiiiiiiiiiic e 2
Figura 3. Clases de mutaciones en la proteina CRX .........ccccovviiiiiiiiiici 3
Figura 4. Cambios posibles en la pauta en mutaciones de clase Il en CRX .................. 4
Figura 5. Ubiquitinacion de CRX SIIVESIIE ........cccocveriiiiiiiiiiiciiceses e 6
Figura 6. Estructura del plasmido eGFP::CRX WT pcDNA3.1 ...coooiiiiiiiiiee 8
Figura 7. Mutaciones estudiadas en el gen CRX..........cccoooiiiiiiiiiiiciieecc e 12
Figura 8. Secuencia aminoacidica de la proteina CRX silvestre..........ccocvvveiiininnenn. 12
Figura 9. Modelizacion de variantes de cambio de pauta en CRX .........cccoeiiiiiiinnnn. 15

VI



NOMENCLATURA Y ABREVIATURAS

DHR: distrofias hereditarias de la retina
CRX: cone-rod homebox

DCB: distrofia de conos y bastones
ACL: amaurosis congénita de Leber
RP: retinitis pigmentaria

WT: silvestre (del ingés wild-type)

eGFP: proteina fluorescente verde mejorada (del ingés enhanced green fluorescent
protein)

CMYVp: promotor de citomegalovirus

PCR: reaccion de cadena de la polimerasa

RT-qPCR: retrotranscripcion y PCR cuantitativa en tiempo real
ADN: acido desoxirribonucleico

ADNc: ADN copia

ARN: 4cido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

HEK: células humanas embrionarias de rifion (del inglés Human Embryonic Kidney)
LB: Luria-Bertani

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

PBS: Tampon fosfato salino (del ingés Phosphate Buffered Saline)
DMEM: medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium
FBS: suero bovino fetal

ANOVA: andlisis de varianza

aa: aminoacido

Vi



1. INTRODUCCION

1.1 Distrofias hereditarias de la retina

Las distrofias hereditarias de la retina (DHR) son un conjunto de desordenes que
producen degeneracion en la retina de manera progresiva y que son genética y
clinicamente heterogéneos. Poseen un amplio rango de severidad y variabilidad puesto
que mutaciones en un mismo gen pueden provocar entidades cinicas distintas, y una
misma entidad cinica puede estar ocasionada por mutaciones en diferentes genes (Figura
1) (Den Hollander et al., 2010).

Hasta la fecha, mas de 280 genes han sido asociados con las DHR con diferentes
patrones de herencia: principalmente autosémica recesiva (70%), autosomica dominante
(20-25%) o ligada al cromosoma X (4%), pero también existen casos de herencia digénica
y mitocondrial (Den Hollander et al., 2010).
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Figura 1. Diagrama de Venn muestra diferentes formas clinicas de DHR y sus genes causales. Se observa
como un mismo fenotipo puede ser ocasionado por genes diferentes y como hay genes que dan lugar a
distintos fenotipos. Las siglas CRD indican Distrofia de Conos-bastones (del inglés Cone-Rod
Dystrophies); LCA, amaurosis congénita de Leber (del inglés Leber congenital amaurosis); CSNB,
ceguera nocturna congénita estacionaria (del inglés congenital stationary night blindness); ESCS,
sindrome del incremento de conos o sindrome de Goldmann-Favre (del inglés Enhanced S-cone
Syndrome); RP, (del inglés Retinitis Pigmentosa); MD, Distrofia Macular (Gregori et al., 2019)

1.2 CRX

El gen cone-rod homebox (CRX) codifica un factor de transcripcion crucial para la
expresion y diferenciacion de genes relacionados con el desarrollo y el mantenimiento de
los fotorreceptores, conos y bastones (Ruzycki et al., 2017). Los bastones se encuentran
en mayor proporcion que los conos, y principalmente estan en la periferia y controlan la



vision en blanco y negro. Por el contrario, los conos, son esenciales para la vision en color
y se localizan en la zona central.

1.2.1 Estructura de la proteina

El gen CRX se encuentra en el cromosoma 19q13.3. Consta de 4 exones (el primero
es no codificante y los otros tres si son codificantes (Freund et al., 1997)) que codifican
una proteina de 299 residuos. La proteina esta formada por un dominio de unién a ADN
(se extiende desde el residuo 39 al 108), una region basica de activacion (desde el residuo
113 al 120 aas), un dominio WSP (161-170 aas) y la cola OTX, localizada en el carboxil
terminal (que se encuentra desde el residuo 284 al 299) asociada con la actividad de
transactivacion de la proteina. (Yi et al., 2019).
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Figura 2. Dominios de CRX. En la parte izquierda se observan las variaciones de la proteina de las que se
estudio el porcentaje de transactivacion, asi como su longitud y los dominios que poseen; y en la parte
derecha se observa el porcentaje de transactivacion relativa, siendo este menor cuanto mas pequeiia es la
proteina, y, por tanto, cuando menos dominios conserva (Chau et al., 2000).

Tanto el dominio WSP como la cola OTX parecen ser importantes para el control de
la actividad reguladora positiva de CRX. La cola OTX controla la actividad de
transactivacion de CRX, por lo que cuando esta se pierde, debido a mutaciones de cambio
de pauta, esta actividad disminuye en un 50% (Figura 2). Esta disminucién es cada vez
mayor conforme mas partes de la proteina se pierden, pasando de un 50% a un 7% con la
pérdida del domino WSP y la region bésica (Chau et al., 2000).

Ademas, se cree que el dominio WSP seria responsable de la actividad de
transactivacion residual, asi como de la transactivacion de la rodopsina (proteina



pigmentaria sensible a la luz presente en las células fotorreceptoras de los bastones de la
retina del ojo) (Chau et al., 2000).

1.2.2 Tipos de mutaciones en CRX

Las mutaciones descritas en CRX pueden ocurrir de novo o ser heredadas por patrones
mayoritariamente autosdémico dominante (Fokkema et al., 2011).

Principalmente han sido descritas dos tipos de mutaciones en CRX: cambio de
aminoacido o deleciones/inserciones que alteran la pauta de lectura. Aunque, menos
frecuente, el cambio de aminoacido puede codificar un codon de parada prematuro.
Concretamente los cambios puntuales suelen producirse en el dominio de unién al ADN,
mientras que el resto de las variantes han sido identificadas en la zona de transactivacion
de la proteina (Figura 3). En funcion del sitio de localizacion de la variante en cuestion
se ha propuesto una clasificacion que describe el efecto patogénico de las mutaciones
(Figura 3). Esta clasificacion incluye 4 clases de mutaciones: la clase I y la clase II se
corresponden con mutaciones de cambio de aminodcido, mientras que las clases [l y IV
se corresponden con mutaciones causadas por deleciones o inserciones, generando un
cambio en la pauta de lectura (Ruzycki et al., 2017). La clase I y II alteran la funcionalidad
del dominio de unién a ADN, pero con efectos distintos. La clase I induce un efecto
hipomorfico (que conlleva poca actividad génica o parcialmente reducida) mientras que
la clase II produce un efecto antimorfico (que interfiere con la actividad genética,
actuando como un dominante negativo). En este ultimo caso la proteina puede unirse de
forma variable al ADN, mientras que el otro caso, su uniéon es muy reducida (Figura 3).
El efecto antimorfico es extendido para variantes frameshift de las clases Il y IV, pero la
unica que tiene intacto el dominio de ADN es la Clase III, y es el tipo de mutaciones que
hemos estudiado en este trabajo (Tran & Chen, 2014).
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Figura 3. Clases de mutaciones en la proteina CRX. (Tran & Chen, 2014).



La clase III produce un cambio de pauta que finalmente incluye un codén de parada
prematuro, produciendo una region nueva en C-terminal y una proteina de menor tamafo
que la proteina silvestre. Sin embargo, no todas las variantes producen el mismo cambio
de pauta (Figura 4), ya que depende de si la delecion o la insercion contempla uno o mas
nucleotidos. Aun asi, todas ellas han sido englobadas dentro de una misma clasificacion.
Es interesante reconsiderar este aspecto junto con el hecho de que hay variantes que
afectan a unos dominios y no a otros.
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Figura 4. Cambios posibles en la pauta en mutaciones de clase III en CRX. En azul esta representada
la proteina silvestre sin cambios en la pauta de lectura. En amarillo se indica el cambio de pauta +1 y en
verde, el cambio de pauta +2. Ambos comienzan en la misma posicién, pero tienen terminaciones
diferentes, indicando que aunque una mutacion se inicie en el mismo punto, puede dar lugar a proteinas
diferentes.

1.3 Mecanismos de patogénesis asociados a variantes frameshift

La proteinas disfuncional mutante CRX interfiere con la funcién de la proteina nativa
CRX, demostrando su efecto dominante negativo (Tran et al., 2014).

1.3.1 Mecanismos de desregulacion de ARN

Han sido generados varios modelos de raton para estudiar los efectos
patogénicos de variantes frameshift en CRX (Tran et al., 2014). Estas variantes producen
un efecto dominante negativo por el cual se desencadena una competicion entre la
proteina silvestre y la mutante por unirse al ADN, ya que ambas lo tienen intacto. El
desplazamiento de la proteina silvestre por la unidon de la proteina mutante.

Mientras que las mutaciones de cambio de pauta de lectura a menudo se han
asociado con degradacion del ARNm mutante a través de un proceso denominado
decaimiento mediado por el antisentido, hay precedentes de que estas mutaciones
puedan causar sobreexpresion de ARNm (Tran & Chen, 2014). Existen estudios
anteriores con modelos animales (Tran & Chen, 2014) que demuestran que en ciertas
mutaciones de clase III la transcripcion se ve aumentada, asi como la estabilidad del
ARNm, sin embargo, se necesitaria una mayor investigacion para determinar si esto
sucede en todas las mutaciones de clase II1.

Concretamente, el modelo de raton que contiene la variante E168d2 (con una
delecion de los nucleotidos 1318 y 1319) presenta una sobreexpresion, pero no la variante
R90OW (con una sustitucion nucleotidica en la posicion 1085). La variante E168d2 tiene
una sobreexpresion de ARNm (el doble que la proteina silvestre) que coincide con la



sobreexpresion en la proteina, mientras que la variante R90OW tiene niveles normales de
ARNmMm en contraste con los reducidos niveles de expresion proteica (Tran et al., 2014).

Muchos de los genes asociados a DHR testados en modelos animales de raton se
han visto regulados negativamente (disminuyendo su expresion), pero en el caso de los
mutantes de CRX se ha observado tanto una regulacion positiva como una negativa en la
expresion génica (Ruzycki et al., 2015).

También se ha visto una correlacion entre una mayor severidad fenotipica cuanto
mayor es la expresion de ARN (Tran et al., 2014).

1.3.2 Desregulacion de los niveles de proteina

Al igual que en el caso de la desregulacion de ARN, existen estudios anteriores en
modelos animales que describen un aumento o disminucion en los niveles de expresion
proteica. Un ejemplo de ello es el estudio mencionado en el apartado anterior, centrado
en las variantes E168d2 y R90W, en el que se observéd un aumento de la expresion proteica
en la primera variante, y una disminucion de la misma en la segunda variante (Tran et al.,
2014).

Hasta donde nosotros sabemos, no ha sido descrito en profundidad la implicacion
directa de la proteina CRX mutante en la patogénesis de las DHR. En base a esto, se sabe
que los factores de transcripcion deben estar finamente regulados, y no es extrafio pensar
que esto no ocurra con CRX. La célula presenta distintos mecanismos para regular los
niveles de proteina mediante procesos de degradacion proteica controlada y evitar asi los
efectos toxicos de la acumulacion de esta cuando es funcional, asi como para eliminar la
proteina cuando no sea funcional. No obstante, cuando existe una mutacion en la proteina
estos mecanismos de degradacion se pueden ver afectados, provocando una acumulacion
de la proteina que puede resultar toxica.

Los mecanismos mayormente conocidos de degradaciéon enddgena celular son la
ubiquitinacion o la autofagia, aunque también se ha descrito una regulacion mediada por
la actuacion de degrones (proteinas portadoras de sefiales de degradacion).

1.3.2.1 Ubiquitinacion

La ubiquitinacion es una modificacion post-traduccional comun basada en la unioén
covalente de la ubiquitina (proteina pequefia de 76 aminoacidos, altamente conservada),
que genera una sefial para la degradacion de proteinas mal plegadas y el control de la
calidad proteica. Estd mediada por una cascada enzimatica: E1 (enzima activadora), E2
(enzima para la conjugacion) y E3 (enzima ubiquitina ligasa). La union isopeptidica se
da habitualmente entre la glicina del extremo C-terminal de la ubiquitina y el grupo ¢-
amino de un residuo de lisina (De Silva & Page, 2023).

En un estudio previo, se ha evaluado por co-inmunoprecipitacion que la proteina CRX
silvestre puede ser ubiquitinada (Esquerdo Barragan, M., tesis doctoral, 2017). En este
trabajo someten las células transfectadas con CRX silvestre a un tratamiento con MG132,
observando una reduccién del conjugado CRX-Ub cuando se bloquea el proteasoma por
MG132 comparado con el lisado de partida entre controles y tratados (Figura 5).
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Figura 5. Ubiquitinacion de CRX silvestre. Resultados obtenidos en la deteccion por
coinmunoprecipitacion simultdnea de CRX y UbHA. Se incluye el lisado input (IP) y el eluido final
output (OP). Las células fueron transfectadas con CRX silvestre y sometidas a un tratamiento con un
inhibidor especifico de proteasoma MG132. La deteccion de inmunoblot se realiz6é con un anticuerpo
primario anti-CRX (Esquerdo Barragan, M., tesis doctoral, 2017).

Esta es la tnica evidencia que se tiene sobre el control de los niveles de
expresion proteica en CRX silvestre. No obstante, esta evidencia ha sido realizada solo
sobre la proteina silvestre, por lo que seria conveniente estudiar este control de la
expresion en diferentes mutaciones para estudiar la desregulacion de la proteina de
manera independiente al ARNm. Aun asi, son evidencias que abren la posibilidad de
que exista una nueva via a nivel de proteina para variantes frameshift en CRX que
pueda explicar mejor su patogénesis.

1.3.2.2 Autofagia

La autofagia es un proceso de autodegradacion importante para: equilibrar las
fuentes de energia, eliminar proteinas mal plegadas o agregados de proteinas, eliminar
organulos dafiados y eliminar patdgenos intracelulares. Existen 3 tipos de autofagia:
macroautofagia (la carga citoplasmatica es entregada al lisosoma mediante una vesicula
intermediaria), microautofagia (los componentes citosolicos son tomados directamente
por el lisosoma mediante invaginacion) y autofagia mediada por chaperonas (las proteinas
diana son translocadas a través de la membrana lisosomal en un complejo con chaperonas)
(Glick et al., 2010). Hasta el momento no se han encontrado evidencias significativas en
la literatura previa que relacione la desregulacion de los niveles de la proteina CRX por
medio de este mecanismo. Eso no evita que la autofagia pudiera influir en la regulacion
de CRX y que seria interesante explorar.

1.3.2.3 Degrones

Se han descrito terminaciones proteicas determinantes en la degradacion de
proteinas. Estas terminaciones pueden encontrarse tanto en N-terminal como en C-
terminal. Los C-degrones, localizados en C-terminal, son motivos pequefios conservados,
que contienen habitualmente glicina como ultimo residuo. Algunos de los motivos
conservados descritos son: GG, RXG y XRXG (Yeh et al., 2021). Seria interesante



evaluar la presencia de estos dominios en CRX silvestre y mutante para profundizar en la
implicacion de este posible mecanismo.

1.4 DHR asociadas al gen CRX

En este estudio nos centraremos en aquellos fenotipos relacionados con CRX:
amaurosis congénita de Leber (de ahora en adelante ACL), la retinosis pigmentaria (RP)
y distrofia de conos y bastones (desde ahora DCB).

De entre estas tres diferentes patologias la severidad clinica es mayor en aquellos que
presentan ACL ya que es congénita, seguido de quiénes presentan RP y DCB, las cuales
pueden aparecer en edades mas tardias. Por tanto, afecta a la severidad la edad de inicio
de la enfermedad, siendo la gravedad mayor cuando menor es la edad en la que el paciente
desarrolla la enfermedad.

1.4.1 Amaurosis congénita de Leber

La ACL es una de las DHR mads tempranas y severas, al ser congénita. Esta
caracterizada por deficiencia visual grave en la infancia, nistagmo (movimientos oculares
involuntarios), respuestas pupilares ausentes o lentas, e hipermetropia elevada (Han &
Rim et al., 2017). Tiene una prevalencia de entre 1/81.000 a 1/30.000, representando un
5% de las DHR (Huang et al., 2021).

Comparada con el resto de las distrofias de la retina. ACL es mas heterogénea en su
transcurso y presentacion. Normalmente, los pacientes presentan vision pobre o ausencia
de fijacion a las seis semanas de vida (Huang et al., 2021).

La frecuencia en la que ACL es presentado por una mutacion en el gen CRX
(dominante autosémica) es del 1%, con una maculopatia central atr6fica y una retina mas
fina con la capa nuclear externa conservada (Huang et al., 2021).

1.4.2 Retinosis pigmentaria

La RP se caracteriza por la atrofia del pigmento retinal epitelial y la progresiva muerte
celular de los fotorreceptores, provocando primero ambliopia nocturna y posterior
ceguera, con una prevalencia de entre 1/7.000 a 1/3.000 (Liu et al., 2022).

En pacientes con un diagndstico mas temprano la enfermedad progresa con rapidez,
(alrededor de los 10 afios). No obstante, aquellos con un diagndstico mas tardio suelen
presentar solo anormalidades oculares. La informacion genética familiar y las
caracteristicas fenotipicas concretas son cruciales para una intervencion efectiva (Liu et
al., 2022).

1.4.3 Distrofia de conos y bastones

La DCB, con una prevalencia de entre 1/30.000 a 1/40.000, caracterizados por la
pérdida de 1 tipo de fotorreceptor concreto — conos o bastones — con la subsecuente
pérdida de otros tipos celulares (Garcia-Llorca et al., 2023).

Los sintomas principales son foto aversion, reduccion de la agudez visual, reduccion
en la sensibilidad del campo visual central y defectos en la vision de los colores.
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Generalmente, la distrofia en conos tiene mayor y mas rapido transcurso clinico que la
distrofia de bastones (Garcia-Llorca et al., 2023).

2. OBJETIVOS
-Modelizar la expresion de variantes frameshift en CRX en HEK293.

-Evaluar cambios de expresion a nivel de transcrito y proteina de las variantes
modelizadas.

-Correlacional la desregulacion asociada a las variantes con el fenotipo observado en los
pacientes.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Mutagénesis dirigida
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Figura 6. Estructura del plasmido eGFP::CRX WT pcDNA3.1. El plasmido posee un promotor de
Citomegalovirus (CMV) que dirige la expresion de la proteina fluorescente eGFP en N-terminal y en pauta
con el gen silvestre CRX. El vector contiene el gen que otorga resistencia al antibiotico ampicilina para la
seleccion positiva de las bacterias positivas.



Con el fin de obtener los plasmidos que porten las mutaciones deseadas, se realizo
una mutagénesis empleando el pldsmido eGFP::CRX WT pcDNA3.1, el cual estaba
disponible en el laboratorio (Figura 5). Los cebadores fueron disefiados con el programa
QuickChange Primer Design para cada una de las variantes (Tabla 1). La reaccion de
mutagénesis se realizo siguiendo las instrucciones de fabricante (QuickChange II Site-
Directed Mutagenesis Kit de Agilent Technologies).

El programa de PCR fue el siguiente: 1 ciclo de 95°C/2 min, x18 ciclos 95°C/20 sec
(desnaturalizacion), 68°C/10 sec (hibridacion), 68°C/7 min (polimerizacién) y un paso
final de extension 68°C/5 min.

Tabla 1. Cebadores empleados en la mutagénesis.

MUTACION PRIMER DIRECTO (5'-3") PRIMER REVERSO (5'-3")
p.G122Afs*65 | GTC TTG GGG ACG TGC CGC CTT CCT CTT G |CAA GAG GAA GGCGGC ACG TCC CCA AAG AC
p.P145L fs*42 CAG ATT CCT ACAGCC CCCTCT GCC CG CGG GCA GGG GCT GTAGGAATC TG
p.G148Afs*39 GAG CCT GAG GGG GCA GAG GGG CCCCTC TGC CCG CCC CTC AGG CTC
p.P172Lfs*15 CGC TGC GCC TCA GCA AAG GGG ACT CT AGA GCT CCC TTT GCT GAG GCG CAG CG
p.V180Gfs*56 CCC TGA GGC CAC CCAGCCCAGCCCG CGG GCT GGG CTG GGT GGC CTC AGG G
p.P197Rfs*22 ATG ACC TAC GCC CGG CCT CCGCTT TC GAA AGC GGA GGC CGG GCG TAG GTC AT
p.Y221Tfs*9 | GCG GCC TAG ACC CCA CCT TTC TCC CAT G | CAT GGG AGA AAG GTG GGG TCT AGG CCG C

3.2 Transformacion bacteriana y seleccion de clones

Tras la mutagénesis dirigida, se realiz6 un proceso de digestion, para evitar restos del
plasmido anterior, mediante DPN I, incubandolo durante 1 hora a 37°C. Una vez
terminado este proceso, se realizo la transformacion bacteriana mediante electroporacion.
La cepa bacteriana empleada para la electroporacion de los plasmidos fue Escherichia
Coli, especificamente las variantes electrocompetentes 7op10 y NepStable.

Se sembraron las bacterias transformadas en agar solido (con carbamicina,
equivalente a la ampicilina y mds estable) y se cultivaron 24 horas a 37°C. Pasadas las 24
horas, se seleccionaron diversas colonias por variante (minimo 5) y se cultivaron en
medio LB liquido (con carbamicina) a 37°C durante 24 horas para la posterior extraccion
de ADN plasmidico.

3.3 Secuenciacion Sanger

Tras el proceso de mutagénesis, se analizaron los clones obtenidos (entre 5 y 6
distintos) mediante secuenciacion Sanger (empresa STABVIDA). Para llevar a cabo este
paso, se empled un primer directo (5’- GTC AAC GCC TTG GCC CTA AGT GG - 3°)
localizado en el ex6n 2 del gen CRX que permitia la secuenciacion de la region donde
estaban localizadas las mutaciones de interés.

La confirmacion de la variante de hizo empleando el programa de libre acceso
FinchTV.



3.4 Purificacion de acidos nucleicos

3.4.1 ADN plasmidico

Para la obtencion del ADN plasmidico, se parti6 de un cultivo de LB liquido,
especificado en el punto 3.2.

En cuanto al proceso de extraccion de este ADN plasmidico, se realizaron 2 abordajes
distintos dependiendo del objetivo. Para la validacion de los clones se empleo el kit
comercial Miniprep (NZYMiniprep, Nzytech), que aseguraba la obtencion de plasmido
rapido a partir de un cultivo de 3mL. Para la obtencion de preparaciones de alta pureza,
requeridas para transfecciones, se uso el kit de HiSpeed Maxiprep (Qiagen) a partir del
cual se procesaron cultivos en torno a 150-299 mL. El ADN extraido se cuantific6 por
absorbancia en el equipo Nanodrop 2000 Spectophotometer (Thermo Scientific).

3.4.2 ARN

Para la obtenciéon de ARN se recogieron 5-10° células HEK293 transfectadas por
réplica experimental. El medio en el que fueron recolectadas contaba de 300uL de buffer
de lisis y 3,5uL de B-mercaptoetanol. Posteriormente, se congelaron las muestras a -80°C
para facilitar la lisis.

Para la extraccion de ARN total, las muestras fueron procesadas siguiendo las
instrucciones del fabricante (NZY Total RNA Isolation Kit de NZYtech). Las muestras
fueron sometidas a un tratamiento con DNasas para eliminar el ADN gendmico que
pudiera interferir con los resultados de expresion. El ARN extraido se cuantificd por
absorbancia en el equipo nanodrop 2000 Spectophotometer (Thermo Scientific).

3.5 RT-qPCR

El ARN total extraido fue empleado para la obtencion de ADNc mediante el protocolo
del fabricante del PrimeScript™ RT Reagent Kit (TaKaRa). La reaccion de
retrotranscripcion fue realizada a partir de 500 ng de ARN y el programa de PCR de 20
minutos de RT-Takara. El ADNc obtenido se diluy6 1:5 antes de ser empleado en la
reaccion de qPCR, La reaccion de PCR contiene 14puL de mix (7,5 pL de tampon, 5,75
pL de agua libre de RNasas y 0,75 pL de sonda) (TaKaRa, Sumilab) y 1uL de la muestra
diluida. Se emplearon 2 sondas: una correspondiente al gen diana CRX y otra del gen
GAPDH como control endogeno de referencia para la normalizacién de la expresion
relativa.

El programa de qPCR fue el siguiente: 1 ciclo de 10 minutos a 50°C, seguido de 1
ciclo de desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos, y 40 ciclos de polimerizacion a
60°C. Se analizaron 3 réplicas técnicas por cada muestra para cada gen y se obtuvo el
promedio. El equipo utilizado de RT-PCR fue ViiA™ 7 (Applied Biosystems).

3.6 Transfeccion celular

Para la modelizacion de las variantes se empled la linea celular HEK 293 (Human
Embryonic Kidney), cultivadas a 37 °C con un 5% de CO> con el medio DMEM High

10



Glucose (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), con un 10% de FBS y 1% de antibiotico
penicilina/estreptomicina.

Para el mantenimiento de la linea, se realizaron pases celulares al 80% de confluencia:
primero, se realiza un lavado con PBS; después, se levantan las células con SmL de
tripsina, cultivando por 5 minutos en el incubador; trascurrido el tiempo, se detiene la
accion de la tripsina con 10 mL de medio y se recogen las células para centrifugar 5
minutos a 300g; posteriormente, se resuspende el pellet con 10 mL de medio nuevo y se
cultivan en un nuevo flask con dilucién 1:10, 1:15 o 1:20, dependiendo de la confluencia
inicial o el tiempo a transcurrir hasta el siguiente pase. Ademas, cuando la confluencia no
era lo suficientemente alta, se ejecutaron cambios de medio para el mantenimiento.

Para la transfeccion celular se siguieron las indicaciones de Lipofectamine 3000
Transfection Kit de Invitrogen. El disefio experimental conllevo la siembra de 150.000
células por pocillo P6 el dia 1, seguido de la transfeccion de 1 pg de ADN el dia 2, y la
recogida de muestra y/o analisis 24 horas después de la transfeccion.

3.7 Citometria de flujo

Para el procesamiento de las muestras, se levantaron con tripsina y se recogieron con
ImL de PBS.

Las muestras fueron procesadas mediante un citémetro BD FACSCanto ™ II, con el
software FACS DIVA. Este citometro facilitaba el contaje de células GFP+ (o
transfectadas) y la obtencion de intensidad de fluorescencia, la cual es directamente
cuantificable e indica los niveles de expresion de proteina.

3.8 Microscopia

La confluencia y el recuento celular se controlé mediante microscopio invertido
de contraste de fases (OLYMPUS CKX31). Por otro lado, se tomaron imagenes de las
células frescas directamente en las placas de cultivo mediante la lupa Leica Cell Imager
(PAULA).

3.9 Estadistica

Todos los andlisis se realizaron usando datos de al menos tres réplicas bioldgicas
independientes de cada muestra. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante
comparaciones multiples de tipo ANOVA. *:p-valor>0,05; **:p-valor>0,01; ***: p-
valor>0,001; ns; no significancia estadistica.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Seleccion de variantes frameshift en CRX

Para este estudio se han seleccionado 7 variantes diferentes de mutaciones frameshift
de la clase III (Figura 3). Tres de ellas conllevan la pérdida del dominio WSP y la cola
OTX, y las otras cuatro solo conllevan la pérdida de la cola OTX (el dominio WSP se
mantiene intacto) (Figura 7).
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Figura 7. Mutaciones estudiadas en el gen CRX. Todas las mutaciones que observamos son del tipo III,
en las que ocurre un cambio de pauta de lectura, mayoritariamente por delecion del nucledtido que se indica,
excepto en el caso de la quinta mutacion indicada (V180Gfs*56) en el que la pauta de lectura es ocasionada
por una duplicacion. En azul oscuro se indica la parte comun que presentan todas las proteinas. En amarillo
se indica la secuencia aberrante formada a partir del cambio en la pauta de lectura por delecion (cambio de
pauta +1), mientras que en verde se indica la secuencia aberrante formada por duplicacion (cambio de pauta
+2).

La seleccion de las variantes se ha realizado en base a los datos clinicos disponibles,
el tipo de entidad clinica y la variabilidad en cuanto a la pauta de lectura y la region nueva
incluida en C-terminal. En concreto, la variante p.G122Afs*65 ha sido identificada en el

laboratorio donde estd enmarcado este TFG, por lo que se incluyd como variante de
estudio a comparar con el resto de variantes seleccionadas (Figura 7).

Las variantes que producen cambios de pauta de lectura obtenidas mediante el proceso
de mutagénesis sobre el plasmido que contiene la copia silvestre de CRX se encuentran
incluidas en la Tabla 2. Todas las construcciones contienen una region comun con CRX
silvestre (Figura 8). Esta zona comun engloba el dominio de unién a ADN (39-108
aminodcidos), y la region basica (113-120 aminodacidos).

CRXWT
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181 LASGPSLTSAP YAMTYAPASL FCSSPSAYGS PSSYFSGLDP ¥LSPMVPQLG GPALSPLSGE
241 SVGPSLAQSPE TSLSGQSYGR YSPVDSLEFE DPTGIWEFTY MM

DOMINIO DE UNION A DNA (39-108 aa)

BOMINIGBASIED)(11-120 2a)

DOMINISWWSE (161-170 aa)

N 254299 a)

POSICIONES DE LAS DISTINTAS MUTACIONES (122, 145, 148, 172, 180, 1587, 221 aa)

Figura 8. Secuencia aminoacidica de la proteina CRX silvestre. En negro se indica la secuencia comin
a todas las variantes. En rojo se indica la zona que varia segun la variante. Subrayado en amarillo se
encuentra el dominio de unién a ADN (del aminoacido 39 al 108), el dominio WSP (161-170 aa) se indica
subrayado en azul, y la cota OTX (284-299 aa) se encuentra subrayada en rosa. La posicion de cada una de
las mutaciones se indica subrayada en gris (122, 145, 148, 172, 180, 197 y 221 aa).
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Tabla 2. Variantes de CRX incluidas en este estudio.

VARIANTE | ADN¢ | SECUENCIA ABERRANTE

Frame +1 Epitopos compartidos

CRXG122A5%65 | ¢ 365del | ARPQDPPOMCVQTLWASQIPTVP

CRXP145Lfs*42 c.429del

CRXOCI148AL39 | ¢ 443del

CRXPVT2LE'IS | ¢.514del

Frame +1 Epitopos no compartidos

CRXPI7RE*22 | ¢ 587de] | REPLSALPPPPMGLRAPISAA*

CRXY221Tfs*9 c.661del | TFLPWCPS*

Frame +2

CRXV18OGfS*56 ¢.538dup GGLRAVSDLRPLCHDLRPGLRFLLFPLRLWVSELLFQRPRPLPFSHGAPARGPGS*

(*) En la primera columna se indica el cambio a nivel de proteina. En la segunda columna se indica el
cambio a nivel de ADNCc. En la tercera columna se indican las secuencias que difieren con la proteina
nativa en negro y en naranja la que es comun entre las mutaciones seleccionadas, y a su vez, difieren de la
silvestre.

Las siete mutaciones seleccionadas son de clase III y producen un cambio en la
pauta de lectura tras el dominio de union de ADN. Las tres primeras conllevan pérdida
del dominio WSP y de la cola OTX, mientras que las cuatro ultimas no pierden el
dominio WSP (Tabla 2). En todos los casos se produce una delecion de 1 pb,
produciendo un cambio de pauta (+1), excepto para la mutacion p.V180Gfs*56
((cambio de Valina a Glutamina con cambio de pauta que adiciona 56 aminoacidos
nuevos seguidos de un codon de parada prematuro), ocasionada por duplicacion del
nucleotido de la posicion 538 del ADNCc, se produce un cambio en la pauta de lectura
distinto (+2). En todos los casos se produce una proteina truncada con un codén de
parada prematura, que en algunos casos es comun entre ellas (ver Tabla 2). Esto
ocasiona que las cuatro primeras mutaciones generen epitopos con regiones en C-
terminal comunes.

Las mutaciones en las posiciones de la proteina 122, 145 y 148 pierden el dominio
WSP y la cola OTX, al producirse la mutacion antes del dominio WSP (Figura 7). Esto
ocasiona que todas ellas den lugar a una proteina del mismo tamafio (187 aminoacidos)
ya que el codon de parada prematuro se encuentra en la misma posicion y, a su vez, con
un fragmento comun para todas en la parte C-terminal (Tabla 2 y Figura 7).
Adicionalmente, la variante p.P172Lfs*15 se encuentra incluida en este grupo de
variantes, que poseen regiones comunes en C-terminal, con la diferencia de que posee
intacto el dominio WSP.

Por otro lado, las mutaciones p.P197Rf{s*22 y p.Y221Tfs*9, ademdas de tener
intacto el dominio WSP, poseen una region en C-terminal totalmente distinta a las
anteriores, a pesar de producirse por un cambio +1, ya que se localizan en una posicioén
mads tardia. En cuanto a estas dos variantes, no hay zona solapante entre ambas, , ya que
la primera posee una region mas corta que no solapa con la segunda variante. Esto
ocasiona que se generen proteinas de distintos tamafios, 219 aminoécidos y 230
aminoacidos respectivamente.
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Por tltimo, la variante p.V180Gfs*56 debida a la duplicacion del nucledtido 538
(guanina), genera un cambio en la pauta de lectura de +2, por lo que esta secuencia no
comparte ninguna parte comun con ninguna de la secuencias anteriores. La variante
p.V180Gfs*56 genera una proteina de 236 aminoacidos y posee intacto el dominio de
union a ADN, el dominio bésico y el dominio WSP, y pierde la cola OTX.

4.2 Caracterizacion funcional de las variantes seleccionadas

Las variantes en pauta con eGFP fueron expresadas de manera transitoria en la
linea celular HEK293, la cual no expresa CRX enddégenamente. La caracterizacion
funcional se ha realizado en base a los niveles de transcrito y proteina para cada una de
las mutaciones y haciendo una comparativa con la proteina silvestre (Figura 9).
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Gris = sano, azul claro = DCB, morado = RP, rosa = ACL. C) Fotografias de las células transfectadas tres
24h no fijadas obtenidas mediante la lupa Leica Cell Imager (PAULA). Barra de escala: 200 pm.

4.2.1 Desregulacion a nivel de ARN

La expresion transitoria de las variantes en células HEK293 nos muestra claras
diferencias en cuando a los niveles de transcrito CRX (Figura 9A). A modo general,
podemos observar una tendencia de incremento, de derecha a izquierda, acorde a lo que
se esperaba, segun ha sido indicado previamente en la introduccion, ya que existen
estudios anteriores que defendian una mayor expresion de ARN cuando la mutacion es
mas temprana (Tran et al., 2014). En torno a esto, cabe resaltar que las variantes
p.G122Afs*65, p.P145L*42 y p.G148 Afs*39 producen cambios significativos a nivel
del ARN con respecto a los niveles observados para CRX silvestre (Figura 9A). Sin
embargo, observamos casos donde las variantes p.P172Lfs*15, p.V180G*56,
p-P197R*22 y p.Y221T*9, a pesar se cumplir esta tendencia, no producen cambios
significativos en cuanto a los niveles de ARN con respecto a la secuencia silvestre
(Figura 9A).

Hasta donde se sabe, la modelizacion de algunas mutaciones de este tipo siempre ha
producido una alteracion de la expresion a nivel de ARN en varios modelos de raton
(Ruzycki et al., 2017); sin embargo, en este estudio observamos que hay variantes,
dentro del grupo de variantes Clase I1I descritas en pacientes, que no producen cambios
significativos a nivel de ARN.

Ademés, se podria pensar que cuando mayor es el fragmento aberrante resultante
por la mutacion, esto implicaria una mayor desregulacion en la expresion de ARN; sin
embargo, si observamos las variantes p.G122Afs*65 y p.V180Gfs*56, que poseen
fragmentos aberrantes de similar tamafio, vemos que no coinciden sus niveles de
expresion de ARN (Figura 9A). En este caso hay que tener en cuenta los dominios
intactos en ambas proteinas, donde la primera carece de WSP pudiendo explicar este
comportamiento.

4.2.2 Desregulacion a nivel de proteina

En cuanto a la expresion proteica no observamos una correlacion directa en base a la
posicion de la variante como ocurria con el ARN. En este caso, se observa dos grupos
claros en base a la pérdida del dominio WSP (Figura 9B):

Las mutaciones que conllevan a la pérdida del dominio son p.GI122Afs*65,
p.P145L*42 y p.G148Afs*39, y, en estos casos, se observa un aumento significativo de
la expresion de la proteina (Figura 9B). Los niveles de expresion de proteina son inferidos
a partir de los niveles de fluorescencia de la proteina de fusion con eGFP obtenidos
mediante citometria de flujo.

Por otro lado, el resto de las mutaciones mantienen el dominio WSP intacto (Figura
9B). Asimismo, dentro de este grupo, debemos hacer una distincion entre aquellas en las
que se observa un aumento significativo de los niveles de proteina, los cuales son
atribuidos a p.P172Lfs*15, p.V180G*56 y p.P197R*22, y, por otra parte, p.Y221T*9,
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que no parece presentar diferencias significativas con respecto a la proteina silvestre
(Figura 9B). A su vez, cabe destacar de nuevo las diferencias, en este caso significativas,
entre las dos variantes que producen ACL observandose una mayor expresion de proteina
en ausencia del dominio WSP (Barras en rosa; Figura 9B).

Se han tomado también iméagenes representativas donde se observa la localizacion de
la proteina en el ntcleo puesto que se trata de un factor de transcripcion (sin tincion DAPI,
pero resultados en el grupo lo han confirmado). La presencia de variantes de este tipo no
cambia la localizacion de la proteina sino su expresion. Ademas, mediante estas imagenes
se puede hacer una apreciacion cualitativa sobre las variantes que presentan una menor o
mayor expresion, atendiendo a la intensidad de fluorescencia, observando el incremento
en la intensidad sobre todo en las variantes p.G122Afs*65, p.P145L*42 y p.G148 Afs*39
(Figura 9C).

4.2.3 Correlacion entre la expresion de ARN y proteina

Si comparamos los niveles de expresion de ARN y proteina observamos claras
diferencias por variante (Figuras 9A, B). En base a esto, podemos destacar aquellas
variantes p.G122Afs*65, p.P145L{s*42 y p.G148 Afs*39 donde existe una desregulacion
significativa tanto de los niveles de ARN como de la expresion de la proteina (Figura 9).
Ha sido atribuida esta desregulacion principalmente al ARN, ya sea por una mayor
estabilidad de los transcritos mutantes con respecto al transcrito silvestre o por una posible
supresion de regulacion por retroalimentacion negativa en los mutantes (Tran et al.,
2014). A pesar de ello, no podemos descartar que el efecto observado en la proteina sea
exclusivamente debido a una desregulacion del ARN, ya que también podria ser un efecto
aditivo directamente de la proteina, lo que explicaremos en mayor detalle mas adelante.

Por otro lado, las variantes cuya expresion proteica difiere de lo observado a nivel de
ARN: p.V180Gfs*56 y p.P197Rfs*22, cuyos niveles de expresion a nivel de ARN no
varian significativamente con los observados para el transcrito silvestre. Sin embargo, a
diferencia del supuesto anterior, los niveles de proteina estan aumentados
significativamente (Figura 9A, B). La variante p.Y221Tfs*9 parece comportarse similar
a estas variantes pero no produce cambios significativos en los niveles de ARN y proteina,
aunque si que se observa una tendencia en aumento a nivel de proteina, pero seria preciso
aumentar el nimero de réplicas para confirmarlo. La variante p.P172L{s*15 también
muestra disonancias con respecto a las variantes p.VI180Gfs*56 y p.P197Rfs*22,
observandose menores niveles de expresion de proteina..

Estos resultados sugieren que la patogenicidad de estas variantes podria estar
explicada por una alteracion a nivel de expresion proteica, y podria estar directamente
regulado por la proteina y sus modificaciones post-traduccionales, y no por el transcrito
mutante.

Este comportamiento distintivo de la proteina con respecto a ARN podria estar
justificado por las siguientes hipdtesis:
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Por un lado, podria deberse a la presencia o ausencia de secuencias concretas
aminoacidicas (degrones). Estd descrito que las proteinas poseen estas secuencias que
influyen en la degradacion proteica controlada (Yeh et al., 2021). La presencia de ciertos
degrones esta relacionada con una mayor o menor degradacion de la proteina. Esto podria
afectar de dos maneras: aumentando la expresion si las variantes ocasionaran la pérdida
de sefiales mediadas por degrones en C-terminal, o disminuyendo la expresion si las
variantes generaran nuevas seflales en C-terminal). Si observamos las secuencias
proteicas aberrantes, encontramos ciertas secuencias en C-terminal similares a las que son
descritas como posibles degrones en Yeh et al., 2021 (GRL y GPGS) (Tabla 2); sin
embargo, no hemos identificado potenciales cambios que pudieran ser asociados a este
mecanismo de degradacion. Por ello, consideramos que esta hipotesis es poco probable.

Por otro lado, la hipotesis que consideramos mas probable es la posibilidad de que la
proteina haya perdido sitios intrinsecos de ubiquitinacion. Ya ha sido demostrado que
CRX puede ubiquitinarse (Esquerdo Barragan, M., tesis doctoral, 2017), lo que sugiere
un nuevo mecanismo de patogénesis en relacion con mutaciones descritas en CRX. En
este trabajo se respalda esta hipdtesis, ya que hemos identificado variantes donde el ARN
no esta alterado, pero si la proteina (Figura 9A, B). Por tanto, pensamos que lo que esta
ocurriendo es que la proteina no se esta degradando para autoregularse, y que, por tanto,
las variantes provocan esta pérdida de regulacion. En torno a esto sabemos que la proteina
nativa posee cuatro lisinas (K) en el extremo C-terminal, que se pierden en todas las
mutaciones (222-299:
LSPMVPQLGGPALSPLSGPSVGPSLAQSPTSLSGQSYGAYSPVDSLEFKDPTGTW
KFTYNPMDPLDYKDQSAWKEFQIL*). En las proteinas resultantes no aparece ninguna
lisina en la nueva secuencia obtenida en C-terminal (Tabla 2). Se cree que la presencia de
las secuencias aberrantes, asi como la falta de lisinas, podria afectar al proceso de
ubiquitinacion y a la estabilidad de la proteina, provocando una disminucion de la
degradacion natural de la misma, lo que conlleva a su acumulacion. Al tratarse de una
modificacion post-traduccional, explicaria la mayor expresion a nivel de proteina (Figura
9B) y no a nivel de ARN (Figura 9A) en algunos de los casos. Esto hace reconsiderar la
patogénesis de estas variantes y su clasificacion en base a si tienen desregulado los niveles
de ARN y proteina o solamente los de proteina.

4.3 Caracteristicas clinicas de las variantes

Entre las diferentes variantes, las que presentan una mayor severidad clinica son
p-G148Afs*39 y p.P172Lfs*15, ya que ambas presentan fenotipicamente Amaurosis
Congénita de Leber, ademas de tener las edades de inicio mas tempranas (como es
caracteristico en ACL al ser congénita) (Tabla 3).
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Tabla 3. Casos clinicos de pacientes que poseen las variantes mutadas de CRX concretas, objeto de
este estudio. En la segunda columna se indica la enfermedad concreta del paciente, en la tercera columna
se observa la procedencia del caso; a continuacion, la edad de inicio de la patologia, y, por ultimo, la
literatura previa de donde se extrae la informacion. Ordenadas de arriba debajo de mayor a menor
gravedad.

VARIANTE FENOTIPO | PROCEDENCIA EDAD INICIO | REFERENCIA

CRXC148AE39 | ACL COREA 7,5 (meses) (Han & Rim et al., 2017)
CRXP172LE15 | ACL ITALIA 24 (meses) (Bernardis et al., 2016)
CRXP#5LE™2 | RP ESPANA/JAPON | 14/25 (afios) (Martin-Merida et al., 2018)
CRXVI8GE*S6 | DCB CHINA 9 (afios) (Wang et al., 2018)

CRXG122A5%65 | DCRB ESPANA 47 (afios) Este estudio

CRXY221T&* | DCB EEUU 49 (afios) (Birtel et al., 2018)

CRXPVRE*22 | DCB JAPON 51/62 (afios) (Fujinami-Yokokawa et al., 2020)

Por otro lado, las siguientes variantes mas severas son p.V180Gfs*56 y
p.P145Lfs*42, que presentan edades de inicio en la juventud, aunque con fenotipos
diferentes (DCB a los 9 afos en el primer caso, y RP a los 14 y 25 afios en la segunda)
(Tabla 3).

Por ultimo, encontramos tres casos similares, todos ellos con DCB y cuyas edades de
diagnostico se corresponden a edades mas avanzadas: p.G122Afs*65, p.Y221Tfs*9 y
p.P197R{s*22 (ordenadas de menor a mayor edad de inicio) (Tabla 3).

4.4 Correlacion fenotipo-clinica

Relacionando la expresion de ARN y proteina con los diferentes fenotipos podemos
establecer diferentes grupos en funcién de la clinica:

Las mutaciones que presentan ACL: p.G148Afs*39 y p.P172L{s*15: muestran claras
diferencias con respecto a los niveles de ARN y proteina, donde la primera produce el
mayor incremento en ambos casos (Figura 9). Sin embargo, esto no explica que ambas
produzcan la misma entidad clinica severa. La expresion de la primera mutacion
mencionada es la que presenta mayor expresion, como seria esperable al tratarse del
fenotipo mas severo, pero en el caso de esta segunda mutacion no se observa este
aumento, por lo que no podemos correlacionar los niveles de expresion con el fenotipo
ACL en este caso.

La mutacion que presenta RP: p.P145Lfs*42, muestra una expresion incrementada
del ARN y la proteina significativamente, lo que sugiere un fenotipo severo como hemos
observado previamente con ACL.

Finalmente, aquellas restantes variantes que causan una distrofia de conos y bastones
son: p.G122Afs*65, p.VI180GTs*56, p.P197Rfs*22 y p.Y221Tfs*9. En las tres ultimas
practicamente no observamos diferencias de expresion en ARN y mientras que si que se
observan diferencias significativas en algunos casos a nivel de proteina. Esto podria
explicar que la clinica observada sea mas leve, lo que podria sugerir que en este caso si
que existe una correlacion entre fenotipo y niveles de expresion. Sin embargo, esto
quedaria descartado al incluir el caso de estudio p.G122Afs*65 donde se observan altos
niveles de ARN y proteina. No obstante, la ausencia del dominio WSP en la variante
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p.G122Afs*65 podria estar afectando a la estabilidad del transcrito y la proteina, mientras
que en los otros casos la presencia de WSP promueve solamente cambios a nivel de
proteina en algunos casos, puesto que podria estabilizar los niveles de ARN.

Por tanto, estos resultados nos impiden correlacionar que la presencia de niveles altos
de ARN y proteina puede dar lugar a clinicas mas severas. Esto indica que otros factores
ya sea genéticos o ambientales podrian estar contribuyendo en la clinica de los pacientes,
no pudiendo ser explicada al completo por la patogénesis directa asociada a CRX. Existen
también ciertos estudios que nos hablan de este impacto en el fenotipo de minimas
diferencias en la expresion génica, ya que leves cambios en los patrones de expresion
ocasionan grandes diferencias fenotipicas (Ruzycki et al., 2015).

También seria importante hacer otra distincion, ya que dentro de este grupo la edad
de inicio es avanzada en todos los casos excepto en uno, la mutacion p.V180Gfs*56, cuya
edad de inicio se encuentra en la infancia (9 afos); no obstante, a nivel de aumento de
expresion no observamos un aumento mayor al del resto de mutaciones de este grupo, por
lo que no podriamos relacionar una mayor expresion con este hecho en particular.

Debido a las contradicciones y disonancias presentes en los diferentes casos, sobre
todo en las variantes p.G122Afs*65, con fenotipo DCB y que difiere en gran medida del
comportamiento del resto de variantes con el mismo fenotipo; y de la variante
p-P172Lfs*15, con fenotipo de ACL y de la que se esperaria una gran expresion (similar
a la de p.G148Afs*39, con un fenotipo similar, lo que podria estar explicado por la
pérdida del dominio WSP mencionada anteriormente), no podemos establecer ninguna
relacion vinculante entre genotipo y fenotipo clinico en base a los niveles de expresion,
aunque si que se puede encontrar alguna correlacion en base a los dominios afectados en
algunos grupos de variantes.

5. CONCLUSIONES

1-Se ha visto un aumento de ARN y proteina de manera diferencial para cada variante
frameshift en CRX.

2-Se han identificado algunas variantes frameshift que presentan una sobreexpresion en
los niveles de proteina y no en los niveles de ARN de CRX.

3-Se ha visto una relacién entre una mayor o menor expresion de ARN y proteinas
dependiendo de la presencia o ausencia del dominio WSP.

4-No se ve una relacion clara entre los niveles sobreexpresion ni de ARN ni de proteina,
y una mayor severidad clinica.
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7.ANEXOS

7.1 ANEXO I. Relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la
agenda 2030

Tabla S1: Grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS).

ODS Alto Medio | Bajo | No procede

Fin de la pobreza X

Hambre cero X

Salud y bienestar X

Educacion de calidad

Igualdad de género

Agua limpia y saneamiento

Energia asequible y no contaminante

Trabajo decente y crecimiento econdmico

A Il B Bl B Bl el IR B

Industria, innovacion e infraestructuras

—
o

. Reduccion de las desigualdades

—_
—_

. Ciudades y comunidades sostenibles

—
N

. Produccion y consumo responsables

—
[08)

. Accién por el clima

—
N

. Vida submarina

—_
9]

. Vida de ecosistemas terrestres

—_
[*))

. Paz, justicia e instituciones solidas

T I B I B I I B e B T T e B B I B I I e

—
3

. Alianzas para lograr objetivos
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Mediante este estudio se pretende dilucidar el origen patogénico de las HDR ocasionadas
por mutaciones de un gen concreto, con el fin de poder frenar el desarrollo de la
enfermedad y poder realizar tratamientos personalizados, por lo que este objetivo estaria
muy relacionado con el ODS ntimero 3 (“Salud y bienestar”) al pretender mejorar el estilo
de vida de las personas que padecen estar enfermedades y evitar que mas gente las
padezca en el futuro.
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