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IDENTIFICACION Y ESTUDIO DE VARIANTES PATOGENICAS EN HUMANOS
QUE AFECTAN A LA GRAVEDAD POR COVID-19

Resumen

La enfermedad de COVID-19 causada por el SARS-CoV-2, desencadenante de la pandemia global en
2020, destaca por su rango de sintomatologia variable desde la ausencia de sintomas hasta la
insuficiencia respiratoria grave y muerte incluso en individuos previamente sanos. Partiendo de ello,
se sugiere que los factores genéticos del hospedador desempefian un rol importante en la
susceptibilidad y gravedad de la infeccidn. En este contexto, se han utilizado estudios de asociacién
de genoma completo (GWAS) para identificar polimorfismos de nucledtido Unico (SNPs) que puedan
estar asociados con la predisposicion y/o severidad de infeccion por SARS-CoV-2.

Con el propésito de identificar genes cuyas variantes influyan en la gravedad de COVID-19, se realizé
una revision de estudios GWAS y se recopilaron variantes missense con prediccion negativa y otras
variantes potencialmente modificadoras de la pauta de lectura utilizando registros de secuenciacién
de variantes de pacientes. Posteriormente, se evalud el impacto de dichas variantes utilizando SNP-
Set Kernel Association Test (SKAT) y una prueba de Chi Cuadrado.

En base a los analisis estadisticos, se seleccionaron dos variantes en dos genes distintos: rs12720356
enelgen TYK2yrs17279437 en el gen SLC6A20. Asi pues, se comprobd mediante mutagénesis in silico
que las mutaciones producidas por estas variantes podian causar cambios estructurales significativos
y alterar la disposicion tridimensional original de sus proteinas. Por consiguiente, utilizando
estrategias de transformacion en E. coliy transfeccion de lineas celulares con los cDNAs de ambos
genes, se diseid un procedimiento para la obtencion de las proteinas silvestres por Western Blot, que
arrojo resultados incompletos y requiere el ajuste de las concentraciones de proteina. Paralelamente,
se trazo un proceso de mutagénesis por PCR para introducir las mutaciones de las variantes, no
obteniendo colonias que las incorporasen, lo que sugiere una revision de los materiales y métodos
empleados. Asi pues, los estudios futuros permitiran comprobar diferencias en la expresién del
genotipo silvestre y mutado y determinar si estas mutaciones influyen en la severidad de la infeccion
por SARS-CoV-2.

Palabras clave: severidad; SARS-CoV-2; GWAS; variantes; mutagénesis; cDNA.



IDENTIFICATION AND STUDY OF PATHOGENIC VARIANTS IN HUMANS THAT
AFFECT SEVERITY OF COVID-19

Abstract

COVID-19 disease caused by SARS-CoV-2, which triggered the global pandemic in 2020, is notable for
its variable range of symptoms from the absence of symptoms to severe respiratory failure and death
even in previously healthy individuals. Based on this, it has been proposed that genetic factors could
play a crucial role in the susceptibility and severity of infection. In this context, genome-wide
association studies (GWAS) have been used to identify single nucleotide polymorphisms (SNPs) that
may be associated with the predisposition and/or severity of SARS-CoV-2 infection.

In order to identify genes whose variants influence the severity of COVID-19, a review of GWAS studies
was performed and missense variants with negative prediction and other potentially modifying variants
of the reading pattern were collected using patient variant sequencing records. The impact of these
variants was subsequently assessed using the SNP-Set Kernel Association Test (SKAT) and a Chi
Square test.

Based on statistical analyses, two variants were selected in two different genes: rs12720356 in the
TYK2 gene and rs17279437 in the SLC6A20 gene. Thus, it was verified by in silico mutagenesis that the
mutations produced by these variants could cause significant structural changes and alter the original
three-dimensional arrangement of their proteins. Therefore, using strategies of transformation in E. coli
and transfection of cell lines with the cDNAs of both genes, a procedure was designed to obtain the
wild proteins by Western Blot, which yielded incomplete results and requires adjustment of protein
concentrations. In parallel, a PCR mutagenesis process was designed to introduce the mutations of
the variants, without obtaining colonies that incorporated them, which suggests a review of the
materials and methods used. Future studies will therefore allow us to verify differences in the
expression of the wild and mutated genotypes and determine whether these mutations influence the
severity of SARS-CoV-2 infection.

Key words: severity; SARS-CoV-2; GWAS; variants; mutagenesis; cDNA.
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Anexo I. Relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de
la Agenda 2030

A. Indicar el grado de relacién del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS)

Alto Medio Bajo No
procede
ODS 1. Fin de la pobreza X
ODS 2. Hambre cero X
ODS 3. Salud y bienestar X
ODS 4. Educacion de calidad
ODS 5. Igualdad de género
ODS 6. Agua limpiay saneamiento
ODS 7. Energia asequible y no contaminante
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico
ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras
ODS 10. Reduccion de las desigualdades
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles
ODS 12. Producciény consumo responsables
ODS 13. Accion por el clima
ODS 14. Vida submarina
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres
ODS 16. Paz, justicia e instituciones sdlidas
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.

X X X X X X X X X X X X X X

B. Describir brevemente la alineacién del TFG con los ODS, marcados en la tabla anterior,
con un grado alto

El presente trabajo se ajusta al Objetivo de Desarrollo Sostenible numero 3: “Garantizar una vida
sanay promover el bienestar para todos en todas las edades”. Las investigaciones sobre variantes
que pueden afectan a la gravedad de la infeccion por SARS-CoV-2 posibilitan conocer las variantes
genéticas mas peligrosas, especialmente en poblaciones de alto riesgo. Este conocimiento facilita el
desarrollo de pruebas de deteccién, asi como la implementacién de un plan de actuacién que,
desde estadios tempranos, prevenga la aparicidon de insuficiencia respiratoria grave y la saturacion de
las UCI de los hospitales. Asimismo, estos estudios permiten avanzar hacia la sintesis de farmacos
que palien o prevengan el desarrollo de COVID-19 grave en personas con variantes patogénicas.




1. INTRODUCCION

1.1 ELSARS-CoV-2yla COVID-19

En diciembre de 2019, se reportaron los primeros casos de la enfermedad producida por el SARS-CoV-
2 (COVID-19), un coronavirus de tipo 2 causante de sindrome respiratorio agudo severo (Guan et al.,
2020). Dicha enfermedad desembocd en una pandemia global con mas de 670 millones de casos
confirmados y 6,8 millones de muertes relacionadas (Coronavirus Resource Center of Johns Hopkins
University, octubre de 2023). Los coronavirus (Fig. 7) son virus de RNA monocatenario de polaridad
positiva envueltos por capsida, pertenecientes a la familia Coronaviridae y el orden Nidovirales,
estando ampliamente distribuidos en humanos y mamiferos (Huang et al., 2020). Estos virus cuentan
aproximadamente con una docena de marcos de lectura abierta (ORF), encontrandose seis de ellos
muy conservados, concretamente los que codifican los enzimas de la maquinaria de replicaciony las
proteinas estructurales (N: nucleocapsida, E: envuelta, M: membrana, S: spike).

El proceso de penetracion celular del SARS-CoV-2 tiene lugar mediante endocitosis y fusion con la
pared celular, mediando la unién de la proteina S a la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2), y
posteriormente, la escision en subunidades S1y S2 por proteasas como TMPRSS2/4 y furinas. El virus
es reconocido por receptores Toll-like y sensores citoplasmaticos, que inducen la sintesis de
Interferén ay B que se unen a su receptor (/IFNAR) y activan vias de tirosina quinasa a través de la
quinasa TYK2 y el traductor de senal y activador de la transcripcion JAK-STAT. Estas vias promueven la
expresion de genes como OAS7, OAS2 y OAS3, codificadores de 2’-5’-oligoadenilato sintetasas que
activan la respuesta antiviral celular innata (Gamero de Luna y Sdnchez Jaén, 2024).

Proteina de la envuelta(E)
Proteina de membrana (M)
Proteina de la espicula (S)

Nucleocapsida/RNA

Membrana lipidica

Fig. 1. Diagrama de la particula del virion del SARS-CoV-2. Se muestran las distintas proteinas estructurales (envuelta,
membrana, espicula y nucleocapsida) y la membrana lipidica. Imagen de Manuel Bortoletti, adaptada por la Sociedad
Espanola de Virologia

En lo que respecta a las manifestaciones clinicas de la COVID-19, estas varian desde la ausencia de
sintomas hasta la insuficiencia respiratoria grave y la muerte. La COVID-19 grave requiere cuidados
intensivos con soporte respiratorio y puede causar dafos a largo plazo. La variedad de
manifestaciones clinicas de la infeccion por SARS-CoV-2 no esta determinada Unicamente por la
variabilidad de carga viral, dado que se ha relacionado con factores de riesgo como la edad avanzada,
el sexo masculinoy comorbilidades como diabetes, hipertensién o enfermedad coronaria (Degenhardt
et al., 2022). No obstante, estos factores de riesgo por separado no explican toda la variabilidad en la
gravedad de la enfermedad observada entre distintos individuos (COVID-19 Host Genetics Initiative,
2021). Por este motivo, las manifestaciones graves de la infeccidn, incluidas las muertes en individuos



sanos, sugieren que los factores genéticos pueden tener un papel clave. Dada la relevancia de la
genética en el prondstico y prevencidén de la enfermedad, el campo de la gendmica en COVID-19 ha
crecido de manera rapida, publicandose gran cantidad de estudios en los Ultimos cuatro anos. La
informacién sobre variantes de riesgo generales o especificas de cada poblacién es crucial para el
desarrollo de futuras pruebas de deteccidn, que permitirian identificar a individuos de alto riesgo para
la COVID-19 (Kovanda et al., 2024).

1.2 Genética del hospedador en COVID-19

Con el objetivo de comparar y recopilar datos mundiales de COVID-19, en el afio 2020 se creo la
COVID-19 Host Genetics Initiative, el mayor consorcio genético de esta enfermedad, el cual tiene el
propdsito de mapear de manera robusta los determinantes genéticos de susceptibilidad, severidad y
consecuencias de lainfecciéon por SARS-CoV-2 (COVID-19 Host Genetics Initiative, 2021). Actualmente,
se llevan a cabo diversos tipos de estudios como los Estudios de asociacion de Genoma Completo
(GWAS), que se emplean para predecir qué SNPs (Polimorfismos de Nucledtido Unico) pueden estar
asociados en susceptibilidad y gravedad de distintas enfermedades como la COVID-19 (Eshetie et al.,
2023).

El primer estudio GWAS realizado en la investigacion de esta enfermedad (The Severe Covid-29 GWAS
Group, 2020) identificé dos loci genéticos (3p21.31 y 99g34.2) asociados con la susceptibilidad a la
COVID-19. El estudio publicado por la COVID-19 Host Genetics Initiative en 2021 confirmé estos
resultados y encontraron asociaciones adicionales, sugiriendo que ciertas mutaciones genéticas
aumentan el riesgo de COVID-19 severo o grave. Concretamente, el locus multigénico 3p21.31 del
cromosoma 3 en humanos destaca por mostrar significancia estadistica elevada en diferentes
estudios de GWAS que buscan asociacion de distintos SNPs con el riesgo de gravedad de infeccion
por SARS-CoV-2 (The Severe Covid-19 GWAS Group, 2020; Degenhardt et al., 2022). En estos estudios,
la sefial de asociacién cubre un cluster de seis genes diferentes (SLC6A20, LZTFL1, CCR9, FYCO1,
CXCR6 y XCR1) que codifican para distintos receptores de quimiocinas y los cuales se estudian de
forma individual o conjunta para encontrar variantes que puedan afectar a la gravedad de la
enfermedad.

1.3 Elgen SLC6A20y surelacion con el SARS-CoV-2

La superfamilia génica SLC o Solute Carrier del genoma humano esta compuesta por transportadores
de un gran nimero de sustratos a través de membranas en diversos procesos fisiolégicos. Estos genes
codifican proteinas carriers que transportan aminoacidos para regular el mantenimiento de la
homeostasis intracelular. Dentro de la familia SLC6 se encuentra el gen SLC6A20, que codifica el
transportador de sodio-imino acido 1 (SIT7), conocido también como IMINO o XTRP3. Este
transportador se encarga de la absorcién de aminoacidos en rifidn e intestino (Xia et al., 2024). SIT1
heterodimeriza e interactia funcionalmente con la enzima convertidora de la angiotensina 2 (ACE2) en
la membrana plasmatica, y esta enzima actla como receptor celular critico del SARS-CoV-2
uniéndose directamente al dominio de unién al receptor (RBD) de la glicoproteina de la espicula (S)
(Fig. 2) (Shen et al., 2022). Estudios recientes sugieren que la infeccion por SARS-CoV-2 podria regular
la actividad de transporte en el complejo ACE2-SIT1 (Li et al., 2023). Ademas, se ha propuesto que SIT71
es un regulador de los niveles de glicina y que este aminoacido tiene efectos beneficiosos contra la
secrecion de citocinas proinflamatorias inducida por la infeccion de SARS-CoV-2 (Semiz, 2021).



Fig. 2. Modificada de Shen et al., 2022, Cell discovery, 8(1), 123. https://doi.org/10.1038/s41421-022-00488-x.
Estructura general del complejo SIT1-ACE2-RBD. Uno de los dos protdmeros se marca en color: azul para RBD, violeta
para ACE2 y salmdn en el caso de SIT1.

1.4 La quinasa TYK2y su variante rs12720356

En lo que respecta al cromosoma 19, en el locus 19p13.2 del mismo se encuentra el gen que codifica
para la proteina TYK2, una tirosina quinasa citoplasmatica de la familia Janus (JAK), que se expresa
constitutivamente en células autoinmunes. Esta tirosina quinasa participa en la cascada de
sefalizacion por citocinas, involucradas en respuesta inmune e inflamacidn, como el Interferdn (IFN)
de tipo Iy lll, las citocinas proinflamatorias IL-6, -12, -22, -23, -26 y anti-inflamatoria IL-10 (Enerback et
al., 2018). Las JAK se caracterizan por poseer un dominio quinasa dual, compuesto por un dominio
quinasa JH1 precedido por uno pseudoquinasa (JH2). Gran parte de las mutaciones que se asocian a
enfermedades en las JAK quinasas se encuentran en el dominio JH2 (Min et al., 2015). La variante no
sinénimars12720356, que consiste en un cambio aminoacidico de isoleucina por serina en la posicion
684 (p.1684S) en el exon 15, podria influir en el dominio catalitico basandose en su localizacién en la
hoja B dentro de lébulo N (Fig. 3) del dominio pseudoquinasa de TYK2 (Li et al., 2013). Esta variante ha
sido asociada en algunos estudios con susceptibilidad a enfermedad autoinmune, ya que el cambio a
serina, un aminoacido pequeno y polar, podria afectar al l6bulo N y comprometer al posicionamiento
de la hélice aC. Este deterioro catalitico es funcionalmente significativo en desordenes inmunes
complejos (Enerback et al., 2018), haciendo de esta variante concreta una candidata prometedora
para su estudio.

+—— C-helix
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Fig. 3. De Modi et al., 2019, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America vol.
116(14): 6818-6827. https://doi.org/10.1073/pnas.1814279116. Estructura del dominio de una proteina quinasa tipica
mostrando el sitio de union de ATP y los elementos conservados a su alrededor, destacando el l[6bulo N, donde se
encuentra una estructura en lamina 3 asi como la hélice aC; y el [6bulo C, incluyendo el loop catalitico, bolsillo de ATP,
loop de activacion, motivos DFG y HDR. La mutacidon p.1684S se localiza dentro de la lamina B del [6bulo N. (INSR
quinasa, PDB 1GAG).
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En resumen, los factores genéticos del hospedador en COVID-19 parecen desempefiar un papel
relevante en la variabilidad en sintomatologia y gravedad de la enfermedad. Por lo tanto, el estudio de
variantes génicas seleccionadas y relacionadas con la entrada del SARS-CoV-2 en las células (en el
caso de las variantes de SLC6A20) o el desencadenamiento de la respuesta inmune (en las vinculadas
a TYK2), conforma una estrategia viable para detectar variantes patogénicas asociadas a la gravedad
de infeccion por COVID-19.

2. OBIJETIVOS

2.1 Hipotesis

Este trabajo parte de la hipotesis de que la gravedad con la que un individuo infectado por el SARS-
CoV-2 manifiesta la COVID-19 viene mediada, en parte, por variantes genéticas especificas del
hospedador.

2.2 Objetivos

- Identificar variantes genéticas relacionadas con la gravedad de la COVID-19 en funcién de
su significatividad estadistica en estudios de GWAS en relacion de la gravedad de la
enfermedad.

- Priorizar las variantes utilizando predicciones bioinformaticas.

- Estudiar in silico el efecto estructural de las variantes identificadas.

- Iniciar el analisis in vitro del efecto de las variantes de interés.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Seleccion de variantes de genes candidatos

Primeramente, se realizé una busqueda exhaustiva de bibliografia de GWAS sobre COVID-19 con la
finalidad de recopilar articulos cientificos que identificaran distintos locus dentro del genoma humano
con relacién con la gravedad de la infeccion por SARS-CoV-2. En estos estudios, se seleccionaron
genes con variantes asociadas que destacasen por su significancia estadistica elevada en GWAS.

Tras establecer un compendio de genes potenciales para este estudio, se amplié la busqueda a las
variantes de estos genes y sus colindantes en el genoma dentro del archivo
AllGenes_AllVariants_220713.xlsx, el cual contiene datos de todas las variantes observadas en
exomas de pacientes y recopilados en experimentos de COVID-19 anteriores de este laboratorio. Este
archivo incluye la alteracién génica que causa cada variante detectada en cada gen, asi como su
posicién, consecuencia, cambio aminoacidico y posicién, prediccién de patogenicidad (por REVEL,
SIFT y PolyPhen), asi como el intervalo de frecuencia del alelo menor y las muestras de pacientes
controly afectadas (clasificadas como heterocigotas u homocigotas) para la variante.

Dentro de todos los tipos de variantes génicas registradas en el archivo, este estudio se centré en las
variantes missense (que provocan cambio de un aminoacido) y variantes que desembocasen en
modificaciones en la pauta de lectura (frameshift), puesto que son las que mas facilmente pueden
indentificar un cambio que afecte negativamente a la actividad de la proteina original.



En lo que respecta a la recopilacién de variantes missense, la lista se ordené de mayor a menor
prediccion patogénica segun la herramienta REVEL, siguiendo la guia de predicciones de
patogenicidad en variantes de la web de Ensembl
(https://www.ensembl.org/info/genome/variation/prediction/protein_function.html). ¥ Como  este
predictorintegra scores de otros como SIFTy PolyPhen, sus prondsticos también se tuvieron en cuenta
de forma individual en este estudio.

Con relacién a la agrupacion de variantes que cambiasen la pauta de lectura, se tuvieron en cuenta
las que producian cambios en la regidn de splicing, pérdida o generacion de codén de stop,
desplazamiento de la pauta de lectura, variantes de miRNAy degradacion del RNA mensajero mediada
por mutacidon terminadora (NMD, Nonsense-mediated decay). Este grupo se ordend segin la
prediccion de consecuencias de variantes en la web de Ensembl segin su “impacto genémico”,
considerando la severidad de las consecuencias de los términos definidos por Sequence Ontology
(SO) junto con otras herramientas de anotacion de variantes
(https://www.ensembl.org/info/genome/variation/prediction/predicted_data.html).

Después de reunir ambas clasificaciones (reflejadas en el apartado de resultados y discusion), se hizo
una busqueda de herramientas que permitiesen hacer un Gene Enrichmenty analisis estadisticos para
destacar un numero reducido de variantes potenciales de estudio (Fig. 4).

Busqueda de genes en Estudios GWAS

Recopilacién de estudios de genes
candidatos y genes cercanos

Compilacién de variantes de esos genes en
archivo con todas las variantes detectadas en
humanos

Obtencion de dos listas
- Variantes missense

- Variantes con cambio en la pauta de lectura

Exploracion de herramientas de

| enriquecimiento génico y analisis estadisticos

Fig. 4. Hoja de ruta para la recoleccion de variantes candidatas a estudio.

3.2 Anadlisis estadisticos de las variantes con prediccion negativa

Con el objetivo de evaluar el impacto de las variantes recogidas, se realizé un estudio de
enriquecimiento génico in sillico utilizando el SNP-Set Kernel Association Test (SKAT)
(http://cran.nexr.com/web/packages/SKAT) en el entorno estadistico R, con el fin de buscar asociacion
entre el conjunto de SNPs y los fenotipos de gravedad de COVID-19. Este andlisis compard distintos
fenotipos, tales como pacientes hospitalizados en unidades de cuidados intensivos (“UCI”),
hospitalizados fuera de UCI (“NoUCI”) o no hospitalizados (“NoHosp”) para la identificacion de
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diferencias significativas entre los mismos. Esta clasificaciéon fenotipica se obtuvo del archivo
Pacientes.xlsx, que establecia la relacién de cada fenotipo con cada muestra de pacientes del archivo
AllGenes_AllVariants_220713.xlsx. Se generaron los distintos ficheros input que incluian las variantes
con la clasificacién de la muestra segun si eran homocigotos o heterocigotos para ese SNP, junto a su
fenotipo correspondiente. Los tres grupos se compararon dos a dos, afadiendo un analisis que
agrupara todos los pacientes hospitalizados (incluyendo “UCI” y “NoUCI”) y los distinguiera de los no
hospitalizados (“NoHosp”). Por ultimo, se generd un cédigo en R para efectuar el analisis (Fig. 5).

Source on Save L7 *Run | Source *
install. packages ("SKAT™)
Tibrary(SKAT)

Desktop'\\ Y. txt"
Desktop'M\Z.txt"

Y < "C:\\Users‘'\Propietario®,
Z <- "C:\“Users‘\Propietario®

Y «- read.table(Y, header
Z «- read.table(Z, header =

R I L B TR ey

7 «- as.matrix(Z)
11 ¥ <- ¥[,-1]

13 Tista =<- Tist(

14 z =2z,
15 Y=Y

16 )

17

18 obj <- SKAT_Null_Model(Y ~ 1, out_type = "D", data =lista)

20 resultado_SKAT =- SKAT(Z, obj)

22 SKAT(Z, obj, nethod=”SKATO”)Sp.va1uq

2237 | (Top Level) 2 R Seript

Console  Terminal Background Jobs

R R43.3 - C/Users/Propietario/Desktop/

Plattorm: x86_64-wBd-mingw32/x64 (64-b1t)

Fig. 5. Cdédigo empleado para la realizacion del SKAT en el entorno de R mediante RStudio. El objeto Y se refiere a un
vector numérico compuesto por la lista de individuos/muestras asociadas a su fenotipo. Z esta vinculado a una matriz
numérica en la que cada fila representa un individuo y cada columna representa un SNP diferente.

Para finalizar esta parte y poder proceder al analisis estructural, se decidio seleccionar dos genes con
un numero importante de variantes asociadasy elevada patogenicidad predicha para las mismas, que
se recopilaron del archivo AllGenes_AllVariants_220713.xlsx, observandose una disparidad en el
numero de individuos para las distintas categorias fenotipicas asociadas en Pacientes.xlsx (UCI,
NoUCI y NoHosp). Esta desigualdad consistia en un numero muy elevado de muestras de pacientes
NoUCI respecto al numero de muestras dentro de los otros dos grupos. Por consiguiente, se procedio
a hacer la prueba de chi-cuadrado para las variantes de interés. En el caso de las variantes con menos
de 5 pacientes para alguno de los tres grupos, se estableci6 el p-valor mediante la realizacion del Test
exacto de Fisher.

3.3 Analisis estructurales in silico de las proteinas

Tras la seleccidn de las variantes a estudiar, se inicié un procedimiento de analisis estructural in silico
del posible efecto de las mutaciones aminoacidicas en las dos proteinas de interés.

En primer lugar, se buscaron las estructuras de TYK2 y SLC6AZ20 (este ultimo unido a ACE2y el RBD de
la S) en la base de datos de Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) tomando los archivos formato
pdb 3ZON vy 7y75 respectivamente. Después se introdujeron las mutaciones p.1684S (rs17279437) en
3ZON y p.T199M (rs12720356) en 7y75, utilizando la herramienta para mutagénesis del programa
PyMOL. A continuacion, se minimizo la energia de las estructuras mutadas con el servidor YASARA
https://www.yasara.org/minimizationserver.htm (Krieger et al., 2009).
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Con la herramienta VADAR 1.8 (http://vadar.wishartlab.com/) de Willard et al. (2003) se compararon
los graficos de Ramachandran del genotipo silvestre y mutado en el caso de SLC6A20, y con NetPhos
3.1 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/) se predijo la fosforilacién del residuo
mutado (serina) de TYK2y el silvestre (treonina) de SLC6A20.

Por dltimo, se fosforild el genotipo silvestre de SLC6A20 y mutado para TYK2 mediante el plugin PyTMS
de PyMOL para comparar diferencias en disposicion de los aminoacidos en sus cadenas y la posible
repercusion que pudieran tener en el bolsillo catalitico y otras zonas claves dentro de la proteina
mediante PyMOL.

3.4 Transformacion del cDNA, transfeccion en HEK293 y mutagénesis

3.4.1 Clones

Se adquirié cDNA de TYK2 y SLC6A20 de la empresa Sino Biological clonado en plasmidos con la
estructura que se indica en la Fig. 6. En el caso de TYK2 la ORF contenia 3564 pb y en SLC6A20, 1779
pbincluyendo la secuencia del geny la resistencia a los antibiéticos correspondientes, asi como otras
secuencias implicadas en la replicaciéon del plasmido y la expresion del cDNA. Se transformaron
bacterias con estos plasmidos para obtener los plasmidos en cantidad para hacer mutagénesis y
transfectar células en cultivo.

CMV promoter CMV promoter
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Fig. 6. Mapa fisico de los plasmidos pCMV3 con el cDNA de TYK2 (izquierda) y SLC6A20 (derecha) en la ORF. El
plasmido de TYK2 esta flanqueado por Kpnl y Xbal y SLC6A20 por Hindlll y Xbal. Ambos contienen promotor de
citomegalovirus (CMV) y los genes de resistencia a ampicilina y a higromicina.

3.4.2 Transformacion en cepas de E. coli DH5a competentes. Purificacion y
cuantificacion del DNA bacteriano.

En primer lugar, se diluyeron 1/10 con agua mili-Q los plasmidos para transformar en bacterias E. coli
cepa DH5a. Para ello, se anadieron 0,5 pyl de cada uno en un tubo con 40 pyL de DH5a
electrocompetentes previamente preparados en este laboratorio y conservados a -20°C, y se transfirié
la mezcla a una cubeta de electroporacién. Ambas muestras se electroporaron a 1700 voltios. A
continuacion, se afadieron 120 plde LBy se mantuvieron en agitacion 30 minutos a 37°C para que las
bacterias expresaran la resistencia al antibidtico. Transcurrida la media hora, se sembraron en placas
de LB agar con Ampicilina a 50 pg/ml.
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Tras 24 horas, se observé que habian crecido colonias para ambos genes y se tomé una de cada gen
para inocular en tubos con 2 mL de LB-Ampicilina, que tras 6 horas de incubacion se afiadieron a dos
matraces con 50 mL de LB Ampicilina, conservandose en agitacion a 37 °C overnight. El cultivo
bacteriano crecido al dia siguiente se centrifugd a 4000 rpm 30 minutos a 4°C y se conservo el pellet
de bacterias para la posterior purificacion.

EL DNA bacteriano se purificé siguiendo el protocolo de ZymoPURE™ del Kit Plasmid Midiprep de Zymo
Research. Una vez finalizado el proceso de purificacion de ambas muestras, se utilizé el
espectrofotdmetro NanoDrop 2000 para medir la calidad y cantidad de DNA obtenido.

3.4.3 Cultivo de las lineas de HEK293

Con el objetivo de expresar las proteinas de interés mediante transfeccién temporal con los plasmidos
obtenidos, se cultivé la linea celular HEK293 (Fig. 7), una linea epitelial inmortalizada a partir de células
de rindn embrionario humano que se ha demostrado que expresan ACE2 (Hamming et al., 2004). Para
ello se utiliz6 medio DMEM 1X + GutaMAX™ con glucosa y piruvato sédico, al que se afiadieron100
U/ml de antibiético Penicilina-Estreptomicina, 10% de FBS (suero bovino fetal) y 1% de L- Glutamina.
Se utilizaron frascos T25 y T75 para mantenimiento de los cultivos, los cuales se tripsinizaron con
Tripsina-EDTA 0,05 % (Gibco) para pasar a nuevos frascos cuando la confluencia era demasiado
elevada o se requeria pasar las células al recipiente apropiado para efectuar la transfeccion.
Finalmente, se cultivaron 2 placas P60 para transfectar con los cDNAs de TYK2 y SLC6A20.

- &

Fig. 7. Cultivo de células HEK293 en crecimiento para transfeccion.

3.4.4 Transfeccion en lineas de HEK293

Para el proceso de transfeccioén, se preparé una mezcla de 1,5 ug de DNA con el doble de cantidad de
reactivo X-treme (X-treme GENE HP DNA Transfection Reagent de Roche)y el resto de Medio de suero
reducido Opti-MEM (Gibco) hasta los 500 pL, siguiendo las recomendaciones delfabricante. Lamezcla
se dispenso gota a gota en 1 placa P60 por cada uno de los dos genes, con una confluencia celular del
80%. A continuacion, las placas se incubaron a 37°C y 5% de CO,durante 48 horas.

3.4.5 Extraccion y cuantificacion de proteinas

Transcurridos dos dias, se llevd a cabo la extraccidon de las proteinas. Para ello, se retiré el medio de
cultivo y se lavaron las placas con solucion salina PBS 1X. Se anadieron 0,5 mL de tampdn RIPA con
20 ul de inhibidores de proteasas y se mantuvieron en frio durante 2 minutos. Posteriormente, se



rasparon las células utilizando un cell-scraper. El lisado celular recogido se incubd en frio en bafio de
ultrasonidos 30 minutos y a continuacién, se centrifugd 10 minutos a 4°C a 13000xg. Por ultimo, se
recupero el sobrenadante y se midié la cantidad de proteinas con el NanoDrop 2000.

3.4.6 SDS-PAGE y Western Blot

Dado que en futuros ensayos de expresidon podria ser necesaria la proteina ACE2 para comprobar su
interaccion con SIT1 (SLC6A20), se adquirieron anticuerpos primarios de las casas ThermoFisher y
Proteintech (Tabla 1) para poder detectar las tres proteinas (TYK2, SLC6A20 y ACE2) mediante Western
Blot.

Tabla 1. Detalle de los anticuerpos primarios utilizados

Anticuerpo Marca comercial
SLC6A20 Policlonal de conejo PA5-68332 | ThermoFisher
TYK2 Monoclonal de raton 67411-1-Ig \ Proteintech

ACE2 Monoclonal de raton 66699-1-Ig Proteintech

Para la polimerizacion del gel de electroforesis SDS- PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Poly-Acrilamide
Gel Electrophoresis) previo al Western Blot, se prepard acrilamida al 8% partiendo de una solucién de
acrilamida al 40% mezclada 29:1 con bisacrilamida de ITW Reagents. Se utilizd esta concentracion
debido a que elrango de proteinas a detectar era de tamano considerable, desde los 66 kDa en el caso
de SLC6A20, pasando por los 92 kDa de ACE2 y hasta los 133 kDa de TYK2. Seguidamente, se monté
el gel y se prepararon las muestras incorporando tampoén de carga Laemmli 5X (250 mM Tris-HCL pH
6.8, 40% glicerol, 4% SDS, 0.005% azul de bromofenol disueltos en ddH,0) con B-mercaptoetanol en
una concentracién de 40 pL por cada mililitro de Laemmli. Se preparé un total de 25 pL para TYK2 y
SLC6A20y 35 uL para ACE2 con el tampdn de carga y agua mili-Q, de manera que la concentracion de
proteina en el pocillo fuera de 1 pug/uL. Se incorporé la misma cantidad de tampdn que de marcador
de peso molecular Protein Marker V (pre-stained) peqGOLD de VWR Chemicals, diluido con agua mili-
Q hasta llegar a 20 pL por pocillo de marcador. Posteriormente, se calentaron las muestras a 100°C
durante 5 minutos, y se cargaron en el gel junto con el marcador de pesos moleculares. Después, se
incorporé el Running Buffer en una concentracion 1X (250 mM Tris-HCL pH 8, 1920 mM Glicinay 1%
SDS disueltos en ddH;0), y se aplico un voltaje constante de100V para el Stacking gel y 120V para el
Resolving gel.

La transferencia a la membrana de nitrocelulosa se realizad utilizando el iBlot 3 Western Blot Transfer
System de ThermoFisher. La carga de proteinasy la correcta transferencia a la membrana se comprobé
utilizando la tincién con Rojo Ponceau durante 2 minutos en agitacion y lavada con TBST 1X en
agitacion. Luego, la membrana se mantuvo 1 hora en agitacién con TBS Tween 1X 5% leche. A
continuacion, se recortd la membrana en tres partes para incubar cada una de ellas en una dilucion
1:1000 del anticuerpo primario correspondiente en TBS-Tween 20 (TBST; 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl
pH 8, 0.1% Tween 20 disueltos en ddH,0) con 5% leche en agitacion a 4°C o/n. Al dia siguiente, se
lavaron los 3 fragmentos de membrana 3 veces con TBST en agitacion durante 5 minutos. Después, las
membranas se incubaron en una dilucién 1/5000 de anticuerpo secundario anti-ratéon (ACE2 y TYK2) o
anti-conejo (SLC6A20) durante 1 hora. Posteriormente, se volvié a lavar por triplicado con TBST, se
reveld la membrana en un Hypercassette de Amersham con una solucién de Peréxido y Luminol a
partes iguales utilizando el kit ECL Select™ Western Blotting Detection Reagent de Cytiva. La
membrana impregnada en solucién de deteccién se mantuvo en oscuridad 5 minutosy seguidamente,
se capturaron imagenes con el software de Image Reader LAS-3000 de Fujifilm en intervalos de 30
segundos.



3.4.7 Mutagénesis

Con el fin de introducir las variantes de interés en los cDNA de TYK2 'y SLC6A20, se realizé un proceso
de mutagénesis basado en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y el método del circulo
rodante, utilizando los reactivos detallados en la Tabla 2.

Tabla 2. Reactivos y cantidades para la PCR de mutagénesis.

Componente Cantidad
Cebador Forward 10 uM 1,5l
Cebador Reverse 10 uM 1,5l

DNA molde (50 ng/uL) 1pL
dNTPs 2,5 mM 1,5uL
Enzima Pfu Turbo (2.5 U/ulL) 1L
Tampon Pfu 10X 5puL
H-0 Mili-Q 38,5 L
Total 50 uL

La secuencia de los cebadores para la mutagénesis (Tabla 3) se disefaron para generar los cambios
de nucledtido especificos en el cDNA utilizando el software GeneRunner y fueron sintetizados por
Integrated DNA Technologies.

Tabla 3. Cebadores disefiados para la introduccidn de las mutaciones p.1684S (TYK2) y p.T199M (SLC6A20).

Cebador Secuencia
TYK2 rs12720356 Forward 5’ GCGCGGCCCTGAAAATAGCATGGTGACAGAGTACGTGG 3’
TYK2 rs12720356 Reverse 5’ CCA CGT ACTCTGTCACCATGCTATTTTCAGGGCCGCGC 3’

SLC6A20rs17279437 Forward 5’ GCAAGGTGGTGTATTTCATGGCGTCACTGCCCTATTGC 3’
SLC6A20rs17279437 Reverse 5’ GCAATAGGGCAGTGACGCCATGAAATACACCACCTTGC 3’

En inicio, se programé una PCR con las siguientes condiciones:
1 ciclo inicial de 3 minutos a 95 °C;
35 ciclos de:

30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 55 °C y 8 minutos a 72 °C para desnaturalizacion,
alineamiento y extension respectivamente;

1 ciclo de elongacion de 10 minutos a 72 °C.

Debido a que no se obtuvieron colonias tras dos intentos con las mismas condiciones, se realizdé una
PCR con las siguientes caracteristicas:

1 ciclo de 2 minutos a 95°C;
50 ciclos de 30 segundos a 95°C, 8 minutos a 68°C para SLC6A20y 10 minutos a 68°C para TYK2;

1 ciclo de 10 minutos a 68°C.
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Cuando la PCR hubo finalizado, se realizd la digestiéon del DNA incorporando 1 pL de enzima Dpnl
(ThermoFisher Scientific) que digiere inicamente DNA metilado, para eliminar el DNA molde y obtener
Unicamente el DNA mutado, manteniéndose la mezcla durante 1 hora a 37°C. Tras el proceso de
digestion, se purificé el DNA con GENECLEAN™ Turbo Kit de MP Biomedicals.

Nuevamente, se llevd a cabo el proceso de transfeccidon del cDNA por electroporacion (detallado en el
apartado 3.4.2, “Transformacioén en cepas de E. coli DH5a competentes”) para sembrar las bacterias
en placas de LB agar con Ampicilina a 50 pg/ml, incubandose a 37°C o/n. Al dia siguiente, las colonias
crecidas en las placas se inocularon en tubos con LB y ampicilina a 100mg/mL y se mantuvieron en
agitacion 37 °C o/n.

4 RESULTADOSY DISCUSION

4.1 Genes y regiones candidatas

En lo que respecta a los trabajos cientificos seleccionados para el desarrollo de este trabajo, se
recopilaron estudios y meta-analisis de GWAS que encontraron genes en distintas regiones del
genoma humano cuyas variantes estuvieran asociadas con la gravedad de COVID-19. En definitiva,
fueron acotadas 3 regiones dentro del genoma de Homo sapiens para proceder a un estudio con mayor
profundidad, incluyendo el cromosoma 3 locus 3p21.31, y los cromosomas 19y 21 (Fig. 8).
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Fig. 8. Relacién de la zona del genoma humano que engloba las variantes génicas encontradas y el numero de estudios
recopilados sobre su efecto en COVID-19

En el locus 3p21.31 resaltan los genes SLC6A20, LZTFL1 y CXCR6, con funciones relacionadas con la
COVID-19 (Tabla 4). Estos tres genes se mencionan en el trabajo de The Severe Covid-19 GWAS Group
(2020), el cual acota este locus como de susceptibilidad genética en pacientes con fallo respiratorio
por COVID-19. De igual forma, Gamero de Luna y Sanchez Jaen (2024) encontraron que TYK2, en el
cromosoma 19, que codifica para una tirosina quinasa, contribuye a un mayor riesgo a la infeccion
grave por COVID-19. Por otra parte, en el cromosoma 21, el gen TMPRSS2 codifica una proteasa clave
para la entrada viral (Pairo-Castineira et al., 2023); e IFNAR2, un receptor de Interferén ay B, esta
significativamente asociado a COVID-19 severo en individuos jovenes (Degenhardt el al., 2022).

11



Tabla 4. Genes individuales potenciales de estudio, breve descripcion de su funcion y bibliografia asociada.

Cromosoma Gen/locus Funcidn principal de la proteina que codifica Bibliografia
3 3p21.31 Severe Covid-19 GWAS Group
(2020)

Breno et al. (2023)

SLC6A20 Transportador IMINO de prolina dependiente de Eshetie et al. (2023)
sodio
LZTFL1 Factor de transcripcion de cremallera de leucina Downes et al. (2021)

Degenhardt el al. (2022)

CXCR6 Receptor de quimiocina con motivo C-X-C Smieszek et al. (2022)

19 TYK2 Tirosina quinasa Degenhardt el al. (2022)
Pairo-Castineira et al. (2023)

21 IFNAR2 Receptor de interferén ay B Degenhardt el al. (2022)
Jalkanen et al. (2023)

TMPRSS2 Serina proteasa transmembrana Ravikanth et al. (2021)

Por consiguiente y tras la recopilacién de genes colindantes a los genes reflejados en la Tabla 4, se
obtuvo la siguiente lista de genes potenciales para el estudio (Tabla 5). Estos genes se registraron por
cercania en los diferentes plots de GWAS, con la finalidad de no pasar por alto ninglin gen que, a pesar
de no aparecer reflejado en la bibliografia estudiada, pudiese contener alguna variante patogénica.

Tabla 5. Compilacion de genes de estudios GWAS como potenciales candidatos para su estudio

Cromosoma Genes Bibliografia
3 SLC6A20, CCRS5, LARS2, FYCOT1, Breno et al. (2023)
CCR3, CCR1, LZTFL1, CXCR6, XCR1, s Degznhé;d:g?s&gé?)
evere Lovid- rou
SACM1L, LIMD1 (2020] P
19 CCR2, ABCA7, TYK2, P2PRY11, PPAN, Degenhardt el al. (2022)
PPAN-P2RY11, TYK2, AP1M2, Pairo-Castineira et al. (2023)

SLC44A2, S1PR2, MRPL4, ICAM1,
ICAM3, DNMT1, KRI1, ANGPTLS,
PDE4A, S1PR5, ILF3, CDC37,
RAVER1, FDX1L, MIR199A1, C190rf38,
CTD-2369P2.12
21 KCNEZ2Z, MX1, GART, OLIG1, IFNAR2, Pairo-Castineira et al. (2023)
AP000295.9, MX2, IFNGR2, TMPRSS2,
SON, C21orf62, TMEM50B, DNAJC28,
AP000304.12, IL10RB, FAM3B,
DONSON, BACE2, SMIM11, IFNAR1

4.2 Recopilacion de variantes con potencial patogénico

Una vez determinados los genes a estudiar se procedid a la compilacion de variantes de interés, que
se localizaron introduciendo los genes mencionados dentro del archivo de datos de secuenciacién de
exomas de pacientes del laboratorio, buscando que la consecuencia producida por dichas variantes
fuera un cambio en la pauta de lectura o un cambio aminoacidico. Cabe destacar que, tras recoger
todas esas variantes, se observé que todas se encontraban en un rango de frecuencia del alelo menor
entre 0.001y 0.05, por lo que pueden considerarse variantes raras (de baja frecuencia).
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En primer lugar, se establecio la lista de variantes missense (Tabla 6), ordenando las variantes de
mayor a menor prediccién negativa de REVEL. Asimismo, se conservaron algunas variantes que, pese
a no estar predichas como patogénicas, tenian un nimero de heterocigotos para la variante mayor a
10 individuos, o un nimero de homocigotos mayor a 2 (en rojo).

Se registraron en total 45 variantes y en la Tabla 6 se indica el gen, cromosoma, posicion, cambio de
aminoacido, nombres establecidos para la variante, valores de predictores de patogenicidad y niumero
de heterocigotos y homocigotos que poseen la variante. Se consideraron “probables causantes de la
enfermedad” aquellas variantes mayores a un valor de 0.5 en REVEL (en rojo) y “probablemente
benignas” las inferiores a este valor (en negro). También, junto a este orden se tuvo en cuenta la
clasificacion de SIFT en cuanto a variantes “deletéreas” (deleterious, con valor de SIFT menor de 0.05,
en rojo) sobre “toleradas” (tolerated, mayor o igual a 0.05, en negro), y la de PolyPhen primando las
“probablemente dafinas” (marcadas como probab_damag, valor de PolyPhen mayor a 0.908, en rojo)
frente a las “posiblemente daninas” (possib_damag, entre 0.446 y 0.908, en marrén) o “benignas”
(benign, menor o igual a 0.446, en negro).

Dentro de esta lista destacan variantes como rs17279437 de SLC6A20, por ser detectada en 40
individuos heterocigotos y ser “deletérea” y “probablemente danina” segun los predictores.

Tabla 6. Clasificacion de variantes missense ordenadas segun prediccion de REVEL. Se indica Cromosoma (“Crom”),
Gen, Posicion, Cambio de aminoacido, Nombre(s) de la variante, datos de predictores SIFT, PolyPhen y REVEL junto a
numero de Heterocigotos y Homocigotos con la alteracion.

Crom Gen Posicion Cambio de Nombre(s) de la variante SIFT PolyPhen REVEL Heterocigotos Hamocigotos
aminodcide con la alteracidn cot la alterac
21 KCMEZ 57123 VT ra743154458CMI33509&C0OSVI17 10083 deleterious|0.04) probab_damag(0.233) 1 o
12 ABCAT 16282146 S rs1845903358C05V1045481458 probab_dam, 9282) 5 i}
12 TYK2 g28/1187 AN rs350188002CM153199&C05V53386305 ] probab_d. 4 i}
3 SLCEAZD 139/592 TiM ra17272437RCMOBES64ECOSVEZ072026 dalsterious|0) probab_damag 40 o
3 SLCEAZD 184/592 G/R rs7455410688C05VE2072514 deleterious(0) probab_damag]1) 1 i}
21 Mx1 1515662 AT ra 1400225208 C05VI3063309 deleterious(0.04) probab_damag(0.953) 1 o
a GART 931010 CIiF rs145820555&C05VE3 113823 deleterious|0) probab_damag]1) 1 1]
12 P2ZRY11 261/374 YIC rs758453562CM176E6BBAC0OSVI04E1 162 deleterious(0) probab_damag 2 i}
19 FRAN-PRYT E81/794 YiC rs758453562CM17EEREECOEVIRLET 182 delet_low_conf{0) probab_damag) 2 o
12 FPAM 681/794 YIC rs758453562CM176E6BBAC0OSVI04E1 162 delet_low_confi0) probab_damag 2 i}
12 TYK2 1104/1187 Fia 33453644380 MO70300&C0O5VI3387389 deleterious(0) 13 1
12 ABCAT 15952146 ViIM rs117187003&CM 140122 deleterious| 3 i}
12 AMGPTLS 96/470 LiP rs559282550&C05V104582528 deleteriou 7 i}
21 KCMEZ 8123 TiA rs22349184CMD03449&C03VE1710582 delsterious|0) probab_d 10.959) 5 a
a GART 931010 Cis rs138272745C0OSV100738148 deleterious(0.01) probab_damag(0.987) 1 1]
12 KEAP1 3897524 ViA rs1487216248C0O5V50290796 tolerated{0.46) benign(0.127) 1 i}
3 CCRS 73/352 AN rs561985412CME95341 deleterious(0) | 1 i}
12 ABCAT 758/2148 QH rs76282529 (0} 2 i}
12 TYK2 531187 AT ra557627448CM12102604C05VE3385459 10 a
3 CCRS 55/352 Lg rs1799863ACMO852404C0O5VI00E8718 18 2
12 TYK2 68411187 s rs127203562CM050352&005V533B4675 probab_dam, ] 36 2
13 ABCAT 71872146 MIT rs37522388C08V54029608 b_damag(0.529) 15 2
2 IFNGR2 58/337 T/R rs49B6958EC03V51639478 ] P b_damag(0.875) 0.245 21 i}
12 ABCAT 48372148 RiH ras37522334C03V54030173 deleterious|0.03) probab_damag(.257) 0.243 18 2
12 AMGPTLS 358/470 RIC rs147148731 tolerated{0.07) benign(0.173) 0.238 R i}
12 FDE4A 331/886 (23 rs 150660796 tolerated{0.1) benign(0.227) 0.208 25 i}
19 ABCAT B77/2146 AT rs74176384 dalsterious|0.04) benigni0.389) 0.198 42 4
19 S1PRS 3187398 Ly rs35483143 deleterious|0) probab_damag]0.955) 0.185 20 2
12 ABCAT 213/2148 Gis rs7Z97353818CM1510867 tolerated(0.65) benign|0.029) 0184 23 1
12 ABCAT 16BE/2146 /R rs4147918&C03V54029338 tolerated{0.44) benignil} 0.152 15 2
12 SLC4442 153/708 LiF rs147820753&CM1111321&C08V100213425 deleterious(0.04) benign(0.092) 0134 12 i}
19 ABCAT 219/2148 TiA rs3752232C08V54030168 tolerated(1) Eenignil] 033 21 2
3 LZTFL1 246/295 DM rs1129183&C05V56111224 tolerated{0.1) 0 0126 43 i}
3 CXCRs 3/342 E/K rs2234355 tolerated{0.15} possib_ds ) 0.112 g 2
2 APODO304.12 471191 KR rs42428C08V51708983 tolerated{0.25) benignil} 007 58 3
2 FAM3E 182/235 M rs1119884374C05VE3612943 tolerated{0.51} benign(0} 0.073 17 1
12 KRI1 327709 WM rs455181338C05V57264865 tolerated (0.0} probab_damag(D.254) 0.084 14 a
2 FAM3E 147235 ViIM rs283B0128C03VE3614213 deleterious(0.01) benign(0.023) 0.082 48 2
12 KRI1 185/708 EA rs11545166 tolerated{0.06) benign(0.094) 0.060 21 i}
12 ICAM1 3521532 FiL rs18017145CMOBEZ14 tolerated{0.08) probab_damag]0.285) 0.057 29 i}
3 LARSZ 324303 HIQ rs716455228CM051544 tolerated{0.55) benign(0.072) o.on 15 i}
12 ICAM3 525/547 T ra22303¥3&C03VE0328770 tolerated(0.13) possib_damag (0.675) 0.0 51 2
12 FDXIL 26/183 RIG rs626403972C05V53346401 tolerated{0.06} benign(0} o0.028 13 i}
2 SMIM11 51/58 KR rs340167928C0O8VE7892274 tolerated{0.34) benign(0} o0.028 20 1
19 TYK2 383/1187 Gis rs2304255ACMOB3Z04ECOSVEIZE4815 tolaratad(0.28) benigni0.001) 0.037 55 o

*Se marcan en rojo las predicciones negativas (deleterious, probab_damag, REVEL>0.5) y en marrdn las posiblemente
negativas (possib_damag). Los datos de la columna “Heterocigotos con la alteracion” se marcan en rojo cuando la
alteracion se registra en mas de 10 individuos, y los de “Homocigotos con la alteracidon” se marcan en rojo cuando se
anotan 2 o mas.
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Posteriormente se buscaron variantes que pudiesen provocar cambios en la pauta de lectura,
obteniendo 12 variantes que se ordenaron segun la prediccion de grado de impacto genédmico (Tabla
7). Este impacto es “Alto” si se asume que la variante puede tener un alto impacto disruptivo en la
proteina como truncamiento de esta, pérdida de funcién o desencadenamiento de NMD; “Bajo”, si se
trata de una variante inocua o de impacto improbable para la proteina y “Modificador”, si se trata de
una variante o gen no codificante donde las predicciones son complicadas o no hay evidencias de
impacto. A diferencia de la clasificacién anterior, se incluyé la consecuencia producida por el cambio.
Cabe destacar la variante de desplazamiento de marco de lectura rs333 del gen CCR5 registrada en
mas de 30 individuos, con una prediccién de impacto genédmico alto.

Tabla 7. Clasificacion de variantes potencialmente patogénicas segun prediccion de impacto genémico. Se indica
Cromosoma (“Crom”), Gen, Consecuencia del cambio, Posicion, Cambio, Nombre(s) de la variante, numero de
Heterocigotos y Homocigotos con la alteracion (“Het alter”y “Hom alter”, respectivamente), asi como el impacto
gendmico.

Crom Gen Consecuencia Posicion Cambio Nombre(s) de la Het Hom Impacto
variante alter alter Egenoma
21 FAM3EBE Ganancia de coddn de stop 125/235 R/* rs139331735 1 1] Alto
198 ABCA7 Variante de desplazamiento 877- LROTMRAMGLS rs142076058 1 0 Alto
del marco de lectura 581/2146 RAVL/X
3 CCRB Variante de desplazamiento 184- YSQYQPWENF rs333 K 2 Alto
del marco de lectura 194/352 QX
2 MX2 Variante missense y de la 837715 MIT rs56680307 & 6 1 Bajo
region de splicing COSV58089508
19 KRI1 Variante missense yde la 377708 R/Q rs200924770 5 v} Bajo
region de splicing
3 CCR1 Variante de retencion de stop 356/355 * rsd1413045 3 0 Bajo
19 CTD- Variante intrénica y del . . rs79442975& 13 v} Modifi-
2369P2.12 transcrito NMD COSV53348119 cador
19 CTD- Variante intronica y del R . rs62640357 & 13 0 Modifi-
2365P2.12 transcrito NMD COSV53346401 cador
19 CTD- Variante intrénica y del . . rs150536648 3 v} Modifi-
2365P2.12 transcrito NMD cador
19 CTD- Variante intronica y del R . rs538550251& 1 0 Modifi-
2369P2.12 transcrito NMD COSV53344918 cador
198 CCR2 Variante sindnima y del 83157 I rs3701724238& 3 u] Modifi-
transcrito NMD COSVE9532541 cador
19 MIR199A1 Variante de miRNA maduro . . rs183664554 1 ] Modifi-
cador

*Los datos de la columna “Heterocigotos con la alteracion” se marcan en rojo cuando la alteracion se registra en mas
de 10 individuos, y los de “Homocigotos con la alteracion” se marcan en rojo cuando se anotan 2 o mas.

4.3 Test estadistico SKAT-O

Tras la realizacion de la prueba estadistica de SKAT-O sobre las distintas variantes y fenotipos de
gravedad de COVID-19, en definitiva, no hubo resultados concluyentes, ya que el p-value obtenido era
mayor al a = 0,05 (establecido un intervalo de confianza del 95%) en todos los casos tras realizar el
ajuste 6ptimo (Fig. 9). Luego de analizar los resultados, se observé que el analisis omitié algunos SNPs
por altas tasas de pérdidas o no variacién de las muestras, por lo que se decidié buscar otra
aproximacion distinta para determinar las variantes potenciales de estudio.
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UCT + MNoUCI wvs NoHosp
p-value = 8.83778464
optimal adjust/SKATO = ©.07168325

UCT ws NoUCI

(8 SNPs with either high missing rates or no-variation are excluded!)
p-value = 0.6842817

optimal adjust/SKATO = @.781515

UCT wvs NoHosp

(11 SNPs with either high missing rates or no-variation are excluded!)
p-value = 8.58658087

optimal adjust/SKATO = @.4691887

NoUCI ws NoHosp
p-value = 0.03167871

optimal adiust/SKATO = 8.0652541

Fig. 9. Resultados obtenidos tras realizar el test estadistico de SKAT-O. Se indica el p valor recogido junto con el ajuste
optimo posterior.

4.4 Prueba de chi-cuadrado

Siguiendo con la metodologia establecida, el estudio se enfocé en los dos genes con mads variantes 'y
peor prediccion de las mismas, resultando en TYK2 y SLC6A20. Al observar sus variantes con
detenimiento, se vio que algunas de ellas se relacionaban a numerosos individuos distribuidos
aparentemente de forma irregular en las distintas categorias fenotipicas (UCI, NoUCIl y NoHosp), por
lo que, para determinar la presencia de algun sesgo en la distribucion de los grupos, se efectud la
prueba de chi-cuadrado y Test exacto de Fisher en esas variantes en concreto. Las variantes intrénicas
o sindénimas, a pesar de que no producian cambio aminoacidico, también se registraban en numerosos
individuos y se distribuian de manera dispar entre grupos, por lo que se mantendrian como control en
el estudio estadistico (Tabla 8).

Tabla 8. Conjunto de variantes para las que se realizé la Prueba de chi-cuadrado, o en su defecto, el Test exacto de
Fisher. Se indican las consecuencias que ocasiona cada variante (marcadas en rojo las variantes que causan pérdida
de sentido), asi como la Posicion y el Aminoacido que produce. Se reflejan también los valores de los predictores SIFT,
PolyPhen y REVEL y se marcan en rojo en las variantes predichas como deletéreas (deleterious), probablemente daninas
(probab_damag) o con valor de REVEL sobre 0.5.

Gen SLC6A20 TYK2
Consecuencia Variante Variante Variante Variante Variante Variante Variante Variante
missense sinénima missense missense sinonima missense sinénima intrénica
Posicion 199/592 94/592 1104/1187 684/1187 651/1187 363/1187 172/1187
Aminoacido T/M \ P/A /s | G/S T
Variante rs17279437 rs2742399 | rs34536443 rs12720356 rs12720355 rs2304255 rs280523 rs12720248
SIFT deleterious . deleterious deleterious . tolerated(0.88)
@) (0) (0.04)
PolyPhen probab_ . probab_ probab_ . benign(0.001)
damag(1) damag(1) damag
(0.998)
REVEL 0.725 . 0.586 0.343 . 0.027
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Tras la realizacién de la Prueba de chi-cuadrado sobre las variantes de la Tabla 8, se observé que para
3 de las 4 variantes missense se rechaza la hipdtesis nula que afirma que no hay diferencias entre las
proporciones de los grupos para mas de tres de las comparaciones fenotipicas establecidas: UCI/No
UCI/No Hospitalizados, Hospitalizados/No Hospitalizados, UCI/No Hospitalizados y No UCI/ No
Hospitalizados (Tabla 9). Considerando los resultados obtenidos, se decidié proseguir los estudios con
dos de esas variantes, debido a que reunian los requisitos de prediccidén patogénica elevada y
diferencias de distribucidn entre fenotipos de gravedad de COVID-19: rs17279437, dentro del gen
SLC6A20, en el cromosoma 3 de Homo sapiens y rs12720356 de TYK2, localizada en el cromosoma
humano nuimero 19 (Tabla 10).

Tabla 9. Prueba de chi-cuadrado para las variantes de la Tabla 8. Las filas de Distribucion Fenotipica clasifican el
numero de individuos con/sin la variante, indicando el Total de Portadores de la variante (Heterocigotos y Homocigotos)
y de Homocigotos de referencia. Se indican las distintas comparaciones fenotipicas de los grupos Hospitalizados, No
Hospitalizados, UCIy No UCI con los grados de libertad correspondientes y el valor limite a partir del cual se rechaza la
hipdtesis nula. En negrita se marcan los resultados de la Prueba de chi-cuadrado (aquellos con el resultado de chi
cuadrado y su p valor correspondiente) y del Test exacto de Fisher (aquellos solo con p valor) cuyos valores son
significativos.

Gen SLC6A20 TYK2
Variante rs17279437 rs2742399 rs34536443 rs12720356 rs12720355 rs2304255 rs280523 rs12720248
Distrubucién fenotip. con 6UCI, 9 NoUCl, oucl, 3UCI, 8 NouCl, 3ucl, 16 NoUCI, 1UCI, 5 NoUC, 4UCl, 28 NoUCI, 5UCI, 4UCl, 12 NoUCl,
variante 12 NoHosp 10 NoUCI, 3 NoHosp 15 NoHosp 4 NoHosp 18 NoHosp 16 NoUCI, 7NoHosp
1 Nohosp 8 NoHosp
Total portadores variante 27 Het. 11 Het. 13 Het. 32 Het. 10Het. 50 Het. 28 Het. 23 Het.
(Heterocigotos/Homocigotos) 1Hom. 2 Hom. 1 Hom.
Distribucién fenotipica sin 54 UCI, 180 60 UCI, 55UCI, 177 57UCI, 173 55 UCI, 56 UCI, 161 55 UCI, 41UCl1, 117
variante NoUCI, 179 NoUCI, 78 NoUCI, NoUCI, 178 NoUCI, NoUCI, 173 NoUCI, NoUCI, 61
68 NoHosp MNoHosp 76 NoHosp 65 NoHosp 67 NoHosp 62NoHosp 71 NoHosp MNoHosp
Total homocigotos de 302 318 308 285 300 279 289 218
referencia
UCI/NoUCI/ %2=8.13 p=0.1057 p=0.867 X2=9.95 p=0.3492 X2=6.71 p=0.8962 p=0.9566
Nohosp 2g.1. (5.99) (p=0.01713) (p=0.02027) (p=0.03571
UCI/NoUCI X*=2.20 p=0 p=0.7268 p=0.577 p=1 p=0.1227 p=1 p=1
1g.L. (3.84) (p=0.1374)
Hosp/NoHosp 1g.L. (3.84) X?=6.47 p=0.3071 p=1 X?=8.07 p=0.245 X?=4.37 X?=0.213 X*=0.0686
(p=0.01094) (p=0.004478) (p=0.0365) (p=0.6442) (p=0.7934)
UCI/NoHosp 1g.1 (3.84) X2=0.765 p=1 p=0.6978 p=0.02 p=0.3828 p=0.017 p=0.7771 p=1
(p=10.3818)
NoUCI/NoHosp 1g.L. X?’=8.18 p=0.1825 p=1 X?=5.83 p=0.2711 X*=2.34 X?=0.1885 X*=0.05
(3.84) (p=0.004222) (p=0.01575) (p=0.1259) (p=0.6642) (p=0.8226)

Tabla 10. Seleccidn final de variantes para ensayos en cultivos celulares. Se indica Variante, Gen, Posicion en la
secuencia de DNA, Base nitrogenada de referencia, Alteracion de la base, Posicion en la proteina y Cambio de
aminodcido.

Variante Gen Posicion en Base de Alteracion Posicion en Cambio de
DNA referencia de labase la proteina aminoacido

rs17279437 SLC6A20 45814094 G A 199/592 /M

rs12720356 TYK2 10469975 A C 684/1187 1/S

4.5 Analisis estructurales in silico del efecto de las variantes

A continuacion, se obtuvieron los siguientes resultados en cuanto a los anélisis estructurales in silico
para las dos variantes citadas.
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4.5.1 Variante rs17279437 de SLC6A20

En lo que se refiere a SLC6A20, se recogen los siguientes resultados de las graficas de Ramachandran
(Fig. 10). No se observan diferencias importantes entre los valores de genotipo silvestre (T199) y
mutado (M199) en lo que respecta a defectos de ensamblaje y a la energia libre de plegamiento (Fig.
10 a y b). Tampoco se observan diferencias a simple vista en las graficas (Fig. 10 ¢ y d). Esto indicaria
que a priorino se predicen cambios importantes en la estructura de la proteina mutada.

a b
Statistic Observed Expected Statistic Observed Expected
Resolution - - Resolution - -
R value - - R Value - -
# res in phipsi core 578  ( 97%) 533 ( oex) # res in phipsi core 578 { 97%) 533 { oe%)
# res in phipsi allowed 13 ( 2%) 41 ( 7%) # res in phipsi allowed 13 ( 2%) 41 THE)
# res in phipsi generous 1 { ax) 6 { 1%) # res in phipsi generous 1 { %) 6 { 1%)
# res in phipsi outside @ { ex) a { ek) # res in phipsi outside 2] { ek @ { ek
# res in omega core 558 D4%) 568 { 96%) # res in omegas core 558 { 94%) 568 { 96%)
# res in omega allowed 25 4%) 13 ( 3%) # res in omega allowed 25 4%) 18 3%)
# res in omega generous 5 ( a&) @ (o) # res in omega generous 5 ( o) @ ( eX)
# res in omega outside 4 { e%) 6 ( 1%) # res in omega outside 4 er) 6 ( 1%)
# packing defects 66 41 # packing defects 66 41
Free energy of folding -659.14 -57@.@6 Free energy of folding -668.99 -578.86
# res 95% buried 282 261 # res 95% buried 203 281
# buried charges 14 a # buried charges 14 a
Ramachandran Plot Ramachandran Plot
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Fig. 10. Resultados de VADAR para SLC6A20. Estadisticas observadas y esperadas para las estructuras de SLC6A20
silvestre (a) y mutada ( b) en la posicién 199. Los valores observados de cantidad de defectos de ensamblaje asi como
la energia libre resultados son muy similares para ambos casos. Graficas de Ramachandran para el fenotipo silvestre
(c) y mutado en 199 (d) de SLC6A20. No se observan diferencias estructurales para la variante estudiada ya que no se
marca presencia de aminoacidos en nuevas zonas prohibidas.

Al buscar prediccion para fosforilacién de la treonina silvestre en Netphos, se vio que el score de
probabilidad de fosforilacion se acerca a 0.5 para la proteina quinasa dependiente de cGMP (PKG), lo
que no es concluyente pero si apunta a que ese residuo podria estar fosforilado (Fig. 17). Esto podria
ser un cambio estructural importante dado que el residuo mutado careceria de grupo fosfato.
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# netphos-3.1b prediction results

®

# Sequence # x Context Score Kinase Answer
2
#

# Sequence 198 T WVWYFTASLP  @.475 PKG

# Sequence 198 T WVWYFTASLP  @.448  G5K3

# Sequence 198 T VWYFTASLE  @.447 cdc2

# Sequence 198 T WVWYFTASLP  8.438  CaM-II
# Sequence 199 T WWYFTASLP @8.381 CKI

# Sequence 198 T WWYFTASLP  8.344 DHAPK
# Sequence 199 T WWYFTASLP  8.328 p38MAPK
# Sequence 188 T WWYFTASLP  @.3@3 PEA

# Sequence 189 T WWYFTASLP  @.291  CKII

# Sequence 199 T WWYFTASLP  @.242  ATM

# Sequence 192 T WWYFTASLP  @.285  cdks

# Sequence 198 T WVWYFTASLP  @.281 RSK

# Sequence 198 T WVWYFTASLP  @.185 PEC

# Sequence 188 T VWYFTASLP  @.884 PKB

# Sequence 198 T VWYFTASLE  @.220 unsp

#*

Fig. 11. Resultados de prediccion de fosforilacién por Netphos para la Treonina en posicion 199. Se indica en la columna
“Context” la secuencia diana, en “Score” la puntuaciéon obtenida (probabilidad) y en “Kinase” la quinasa que
potencialmente fosforila el residuo. El valor obtenido més alto es 0.475 para la quinasa PKG.

Segun estudios previos, la proteina codificada por SLC6A20, también conocida como SIT1,
interacciona con la parte extracelular del receptor transmembrana ACE2, que es ademas el receptor
de la proteina S que media la entrada del virus SARS-CoV-2 (Yan et al., 2020) (Fig. 12). En este caso, la
mutacién estudiada, pT199M es un cambio de un aminoéacido pequefio, polar y sin carga por uno
apolar, grande y con un atomo de azufre. Este residuo se encuentra en una hélice transmembrana de
la parte externa de SIT1 relativamente cercano a la Unica hélice transmembrana de ACE2. Esta hélice
de ACE2 esta en contacto directo con una hélice de SIT1, si bien el residuo estudiado no esté en la
zona de interaccion (Figs. 13y 14).

Cara Extracelular

\

Fig.12. Modificada de Chen et al., 2023, Cell discovery, 9(1), 93. (https://doi.org/10.1038/s41421-023-00596-2). Mapa
de Crio-microscopia electrénica general (panel izquierdo)y con vista en forma de sticks (derecho) del complejo ACE2-
SIT1. Se muestra la parte transmembrana. Un protémero de ACE2 y SIT1 esta coloreado de azul y naranja,
respectivamente. El otro protémero esta coloreado de gris.

Cara Citosdlica
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Fig. 13. Modificado de Shen et al., 2022, Cell discovery, 8(1), 123. (https://doi.org/10.1038/s41421-022-00488-
x). Estructura del dominio transmembrana de ACE2y SIT1 (derecha). ACE2 y SIT1 estan coloreadas de violeta y salmaon,
respectivamente. Vistas ampliadas de la interaccion entre la hélice transmembrana de ACE2 y SIT1 (izquierda)
indicando los aminoacidos implicados.

Fig. 14. Detalle del dominio transmembrana de ACE2 y SIT1 en PyMOL. Perspectiva frontal (izquierda) y lateral (derecha).
ACE?2 esta coloreada de violeta, y la hélice de SIT1 que interacciona con ella en la zona inferior, de naranja. Se observa
como el residuo 199 (resaltado en verde) se encuentra alejado de la zona de interaccion con la unica hélice
transmembrana de ACE2 (PDB: 7y75).

Mediante la superposicion de las estructuras silvestre (PDB: 7y75), mutada (75y75 p.T199M) y
fosforilada (7y75 fosforilada en T199) en PyMOL, se observdé que hay un cambio en los puentes de
hidrégeno para los tres casos (Fig. 15). En la hélice en la que se sitla el aminoéacido 199, se observan
puentes intercatenarios de forma natural (Fig. 15 a), pero para la estructura mutada y fosforilada
cambia la direccién hacia otras cadenas de SIT1 (Fig. 15 b, c) y se reduce del numero de los mismos
(Fig. 15 b, c). Debido a que todos estos cambios podrian afectar en la rigidez de la hélice y desembocar
en una estructura cuaternaria diferente, este cambio aminoacidico es un buen candidato para realizar
ensayos experimentales que determinen las diferencias entre la forma silvestre y mutada.
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141 146 151
ASS

TAYFWYRKTL

Fig. 15. Diferencias en PyMOL en la disposicién de los puentes de hidrégeno (lineas discontinuas amarillas) en SIT1. Se
muestra la hélice que contiene del aminoacido 193 al 214 en los modelos estructurales de a) la proteina silvestre
(p.T199), b) la proteina fosforilada en TPO199 y c) la proteina mutada (p.M199).

4.5.2 Variante rs12720356 de TYK2

Con respecto a TYK2, al mutar con la herramienta de PyMOL y buscar predicciéon de fosforilacion en
Netphos en la variante p.1684S, se observa un score maximo de 0.455 para la fosforilacién de la serina
por la quinasa GSK3. Aunque se puede considerar susceptible de fosforilacidén con un score partir de
0.5, se tuvo en cuenta, al igual que en el caso de la treonina de SLC6A20, ya que con un valor tan
cercano al limite no se puede descartar completamente la fosforilacion (Fig. 716).
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»Sequence 1187 amino acids

#

# netphos-3.1b prediction results

#

# Sequence # x Context Score Kinase Answer
g
# Sequence 684 5  GPENSMVWTE  @.455  GS5K3

# Sequence 684 5  GPENSMVTE  @.447  (aM-II

# Sequence 684 5  GPENSMVTE  @.43%  CKII

# Sequence 684 5  GPENSMVTE  @.431 DNAPK

# Seqguence 684 5 GPEMNSMVTE @.386 cde2

# Sequence 684 5  GPENSMVTE  @.383  CKI

# Sequence BE4 5 GPENSMVTE  @.348 PEG

# Sequence BE4 5 GPENSMVWTE  @.257  ATM

# Sequence 684 5  GPENSMVTE  @.254 RSK

# Sequence 684 5  GPENSMVTE  @.247 p38MAPK

# Sequence 684 5  GPENSMVTE  @.231 PEA

# Sequence 684 5  GPENSMVTE  @.19@ cdks

# Sequence 684 5  GPENSMVTE  @.171 PKE

# Seqguence 684 5 GPEMNSMVTE a@.117 unsp

# Sequence BE4 5 GPENSMVTE  @.@4é6 PELC

Fig. 16. Resultados de las predicciones de fosforilacion en Netphos para la serina en posicién 684 en la variante
p.1684S de TYK2. El valor mas alto corresponde a 0.455 a la quinasa GSK3. Se indica en la columna “Context” la
secuencia diana, en “Score” la puntuacién obtenida (probabilidad) y en “Kinase” la quinasa que potencialmente
fosforila el residuo.

Segun el estudio de Lietal. (2013), la mutacién p.1684S de la proteina TYK2 (Fig. 17) se sitia en lahélice
beta del dominio pseudoquinasa (JH2), similary adyacente aldominio quinasa (JH1). Este dominio JH2
contiene una zona de unién de ATP cataliticamente inactiva, de manera que el ATP lo estabiliza y
modula la actividad de la quinasa (Min et al., 2015). Es por ello que esta variacion estructural no parece
alterar directamente el sitio catalitico del dominio quinasa, pero podria tener alguna repercusion
indirecta.

Fig. 17. Visualizacién en PyMOL de los dominios quinasa (JH1) y pseudoquinasa (JH2) de TYK2. Ambos estan unidos y
formados ambos por alfa hélices (en azul) y [amina beta (en violeta) donde se localizaria la mutacion p.1684S. (PDB:
40Ll).
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Tras incorporar la mutacion y fosforilacién en el aminoacido 684 del dominio JH2 de TYK2 (PDB:3ZON)
y observar las diferencias en la estructura detenidamente (Fig. 78), encontramos un cambio en la
misma hoja B en torno a los aminoacidos 577 a 610, que queda mas corta para la mutada y fosforilada
SEP684 (en azul) que para la secuencia original (en verde), lo que podria afectar al ordenamiento da la
estructura terciaria de la proteina.

Fig. 18. Disposicion alterada de la hoja beta al comparar la estructuras silvestre con la mutada y fosforilada en la
posicion 684 en PyMOL. 1684 corresponde a la secuencia en verde Y SEP684 a la secuencia en azul. (PDB: 3ZON)

Por consiguiente, se confirma que la correcta disposicion de la proteina podria ser alterada por esta
mutacion. Hay una distorsién en la hélice beta que podria estar causada por la introduccién del grupo
fosfato, lo que puede provocar una desorganizacion de la estructura llegando a afectar al dominio
quinasa. Debemos tener en cuenta que se esta produciendo un cambio de aminoacidos de isoleucina,
que es apolar alifatico a serina, aminodacido polar, sin cargay muy pequefo. Esto explicaria, junto con
su posible fosforilacion, las diferencias estructurales en esta hoja beta.

4.6 Estudios in vitro en células HEK293

4.6.1 Preparacion y mutagénesis de los cDNAs

Teniendo el DNA bacteriano que incorporaba los plasmidos purificados, se efectuaron medidas de la
concentracién en un espectrofotdmetro NanoDrop, obteniendo las siguientes: para TYK2 se registré
una concentracién de 1711,5 ng/ul y para SLC6A20, de 1803 ng/ul. Las ratios 260/280 y 260/230
fueron respectivamente, de 1,92y 2,25 para TYK2 y 1,91y 2,27 para SLC6A20, por lo que se puede
afirmar que se trata de muestras purasy sin contaminantes.

Al transformar el producto purificado de la mutagénesis, y tras efectuar varias repeticiones con
condiciones de PCR diferentes, no se obtuvieron colonias de bacterias que hubiesen incorporado las
mutaciones en cuestion, pues no hubo crecimiento bacteriano en los tubos inoculados. Esto se pudo
deber a un mal disefo de los primers de mutagénesis en primer momento o unas condiciones
inadecuadas de PCR. También cabe la posibilidad de que las placas de medio LB en las que se sembrd
después de transformar el producto de PCR o las colonias de DH5competentes estuvieran en mal
estado.
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4.6.2 Estudio de expresion de los cDNAs

Tras la extraccion de proteinas realizada a partir de la transfeccion de las células HEK293 con el DNA
deinterés, se obtuvieron los siguientes datos de cuantificaciéon: 1,185 mg/mL para TYK2y 1,877 mg/mL
para SLC6A20. A pesar de que las concentraciones detectadas no eran muy elevadas, se trataba de
suficiente cantidad para realizar los ensayos posteriores.

Después de cargar las muestras en el gel SDS-PAGE y transferirlo a la membrana de Western Blot, se
registrd la siguiente imagen al tenir con Rojo Ponceau (Fig. 719). Los tres pocillos correspondientes a
las tres proteinas cargadas se tifieron como se observa en la imagen.

MWM  SLC6A20  TYK2 MWM ACE2
250 kDa_ f’ 4

130 kDa_
100 kDa_
70 kDa_
S55kDa_

Fig. 19. Membrana de Western Blot tras tincion con Rojo Ponceau. Se indica en cada pocillo la proteina o marcador de
peso molecular (MWM) y el tamario estimado para cada banda.

Tras efectuar las distintas incubaciones con los anticuerpos primarios y secundarios, se obtuvieron
las siguientes imagenes (Fig. 20). Como se puede comprobar, la proteina TYK2 se marca cerca de los
130 kDa acorde a su peso molecular (133 kDa), en una banda inespecifica a los 5 primeros minutos y
en una franja gruesa e intensa con elevado ruido de fondo a los 15 minutos. También se observa que la
proteina SLC6A20 de 66 kDa figura en torno a los 70 kDa, pero se detecta ruido de fondo y se marca
como una banda gruesa e inespecifica. Por otro lado, en el caso de ACE2, no se detectd sefal
suficiente y no se visualizd una banda definida. Estos resultados podrian estar causados por una
dilucién inadecuada de las proteinas en cuestion o de sus respectivos anticuerpos.

MWM SLC6A20  TYK2 MWM___ ACE2 MWM SLC6A20  TYK2 MWM ___ ACE2
250 kDa__
130 kDa__ ‘ L
100 kDa__
70 kDa_ -
55 kDa__

Fig. 20. Imagenes capturadas a los 5 minutos del revelado (derecha, menos intensa) y a los 15 minutos (izquierda,
mas intensa) con Image Reader LAS-3000. La captura de los marcadores moleculares se encuentra superpuesta en
cada una. Se indica el pocillo correspondiente a cada proteina o marcador y el tamano estimado a cada banda.

En vista a los resultados obtenidos tras la realizacién del ensayo Western Blot, dichos problemas
podrian solventarse mediante la dilucién de las proteinas TYK2 y SLC6A20 o bien sus anticuerpos
primarios correspondientes, para obtener bandas menos gruesas y con menor ruido de fondo. Ademas,
se deberia elevar la concentracién de ACE2 para conseguir detectar sefial suficiente, y se deberia
supervisar manipulacidon de la membrana en los procesos entre incubaciones para evitar uniones
inespecificas y errores en el proceso de deteccion.
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5 CONCLUSIONES

Las conclusiones extraidas del presente trabajo se pueden resumir en lo que sigue:

- Las variantes génicas rs17279437 del gen SLC6A20 y rs12720356 del gen TYK2 que
corresponden a las mutaciones p.T199M y p.1684S respectivamente, son éptimas candidatas
de estudio de acuerdo a su elevada prediccion de patogenicidad, asi como a la diferencia de
las distribuciones fenotipicas de gravedad de COVID-19 observadas en pacientes.

- Losestudios estructurales de las proteinas codificadas por TYK2y SLC6A20 apuntan a que las
mutaciones p.T199My p.1684S podrian desembocar en alteraciones estructurales que afecten
al correcto ordenamiento en el espacio para ambas proteinas, perturbando sus funciones e
interacciones normales.

- EnelWestern Blot realizado, se detecté una sefal saturada e inespecifica para los pocillos que
contenian TYK2 y SLC6A20. Ademas, no se detecté sefal para ACE2, necesaria para realizar
estudios de interaccion entre SIT7-ACE2. Este problema se podria solventar ajustando las
diluciones de cada anticuerpo a concentraciones mas adecuadas, es decir, aumentando la
concentraciéon de ACE2 y disminuyendo la concentracion de los anticuerpos de TYK2 y
SLC6A20, junto a un mayor control de la manipulacion de la membrana en cada momento para
evitar contaminaciones o uniones no especificas.

- Mediante las distintas repeticiones del proceso de mutagénesis por PCR, no se obtuvieron
colonias de DH5a que pudieran incorporar las mutaciones estudiadas para poder realizar una
transfeccion en lineas celulares y comparar con las lineas no mutadas. Para futuros estudios,
seria conveniente la revisidn de los primers utilizados, asi como las condiciones de PCRy los
medios a emplear para el cultivo bacteriano.
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