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IV. 1.6. Gen NRL

Se amplificaron mediante PCR las regiones codificantes del gen y se analizaron
mediante DGGE los fragmentos 2B, 3A y 3B. Se utiliz6 la técnica de SSCP
para el estudio del fragmento 2A del exén 2. La busqueda se realizé en 150
pacientes afectados de RPAD y en 100 de SRP.

A continuacién se presenta el resultado del analisis, mediante el programa
informatico WinMelt (BioRad), de los distintos dominios de fusion de los
fragmentos del gen RHO analizados. Este analisis ha sido necesario para
aproximar el gradiente desnaturalizante necesario en cada caso para el cribado

de mutaciones mediante la técnica de DGGE (aptdo. 111.4.3.1.).

Melting temperature (°C)

120.0
106.0 -
92.0-
Y —
64.0
50.0+ [ [ [ \ |
1 81 161 241 321 401
Sequence position (bp)
— NRL1A
NRL1B
— NRL2A
— NRL2B

145



Resultados

IV.1.6.1. Caracterizacion de mutaciones

La siguiente tabla resume las mutaciones y polimorfismos encontrados:

Mutacion Cambio Fenotipo RP Década Evolucion a
de base Inicio ceguera legal

Pro51Leu CCC—CTC Difuso 18-22 32-42 década

Gly122Glu GGA—GAA

Mutacion Cambio

Silenciosa de base

Leu155Leu CTG—-TTG

Val245Val CTC—CTG

Se han observado cuatro mutaciones en heterocigosis de las cuales dos son de

tipo “missense”, y las otras dos son sinénimas.

La mutacion Pro51Leu co-segrega con la enfermedad en el resto de miembros

de la familia sobre los que se extendio el estudio.

La mutacién Gly122Glu se detecté en un caso aislado. Ningin otro miembro de

la familia posee esta mutacién ni padece RP.
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IV.1.6.2. Analisis familiar

RPAD T27; Pro51Leu; CCC—CTC; NRL 2A

La mutacién destruye una diana de restriccion Hphl pero a su vez genera otra
diana de restricciéon, también Hphl, contigua a la anterior. Esta situacion provoca
que, al digerir con Hphl una muestra amplificada de ADN gendmico que
contenga la mutacion (en heterocigosis), el enzima sea capaz de digerir las
moléculas homoduplex (tanto mutados como salvajes) formados pero no los
heteroduplex. En los casos en los que la mutacidon no esta presente (alelo
salvaje) o se presentase en homocigosis se obtendran dos fragmentos de 178 y
73 pb. La banda de 251 pb corresponde a las moléculas de ADN en
heteroduplex (M/WT). Asi, la banda de 251 pb en la electroforesis senala la

presencia de la mutacion en heterocigosis y nos sirve para detectar los

portadores.
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Figura 46. Familia RPAD T27; Pro51Leu; CCC—CTC; NRL 2A; A. Arbol genealdgico; B.
Anadlisis de restriccion (Hph I); C. Secuenciacién automatica.
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Individuo Edad Inicio Inicio Inicio cv* ERG* (actual) AV* (actual)
(afos) CN* J CV* | AV* (actual) D*/I*
(afos) (afos) (ahos)
1.2 60 <20 41 41 Escotoma periférico abs. Resp. escotdpica y D0,1/10,1
/afectacion central severa fotépica abolidas
1.3 64 <10 Juventud ? Escotoma periférico abs. / Resp. escotdpica y D 0,3/10,4
afectacion central severa fotépica abolidas
V.1 33 - - - Normal Normal D1/11
V.2 30 -- -- -- Normal -- D1/11
V.3 27 - - - Normal Normal D1/11
V.5 40 <10 Juventud ? Escotoma periférico Resp. escotdpica y D 0,5/10,1
relativo/10° centrales fotopica abolidas
IV.6 38 -- -- -- -- -- D1/11
V.7 32 <10 Juventud ? Escotoma periférico Resp. escotdpica y D 0,7/10,8
relativo/10° centrales fotopica abolidas
V.1 17 -- -- -- -- -- D1/11
V.2 11 <3 - - -- - -/-
V.3 16 - - - normal - D1/11
V.4 7 <10 - - Reduccion concéntrica / Resp.escotdpica D 0,9/10,9
5° centrales abolida
Fotépica anormal

* CN, ceguera nocturna; CV, campo visual; ERG, electrorretinograma; AV, agudeza visual (D, ojo
derecho; |, ojo izquierdo)

SRP V874; Gly122Glu; GGA—GAA; NRL 2B

Aunque débilmente, se aprecia un patron electroforético diferente en el analisis
por DGGE del fragmento de PCR amplificado del exén 2B del individuo afectado
que, posteriormente, se ha comprobado e identificado como mutacién puntual

mediante secuenciacion automatica.
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Figura 47. Familia SRP V874; Gly122Glu; GGA—GAA; NRL 2B; A. Arbol genealdgico;
B. DGGE; C. Secuenciacion automatica.
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IV.1.7. Gen CRX

Se amplificaron mediante PCR las regiones codificantes del gen y se analizaron
mediante DGGE los fragmentos 1, 2, 3A y 3B. La busqueda se realizé en 150
pacientes afectados de RPAD y en 100 de SRP.

A continuacién se presenta el resultado del analisis, mediante el programa
informatico WinMelt (BioRad), de los distintos dominios de fusion de los
fragmentos del gen RHO analizados. Este analisis ha sido necesario para
aproximar el gradiente desnaturalizante necesario en cada caso para el cribado

de mutaciones mediante la técnica de DGGE (aptdo. 111.4.3.1.).

Melting temperature (°C)

120.0
106.0
/’\
92.0
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Sequence position (bp)
— CRX1
CRX2
— CRX3A
— CRX3B
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IV.1.7.1. Caracterizacion de mutaciones

Solo una mutacion, G4862A, ha sido identificada en este gen en la regién
intrénica que separa el segundo del tercer exon, region no codificante y por ello

ha sido descartada su relaciéon con la enfermedad.

IV.1.7.2. Analisis familiar

RPAD 272; G4862A (Intrénica / a 13 nucleétidos del cebador)

No todos lo individuos integrantes de esta familia han podido incluirse en el

estudio, la mutacion co-segrega con los individuos afectados de RPAD

A
I T
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Figura 48. Familia RPAD 272; G4862A; A. Arbol genealdgico; B. DGGE.
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IV.2. ESTUDIOS DE EXPRESION GENICA

IV.2.1. Efecto sinérgico de los factores Nrl y Crx en
la transactivacion del promotor del gen RHO

Los factores de transcripcion Nrl y Crx interaccionan fisicamente in vivo (Mitton
KP, y cols., 2000) y actuan sinérgicamente en los ensayos de actividad

transcripcional en el promotor del gen RHO (Chen y cols., 1997).

Se co-transfectaron diferentes concentraciones (2-0,1 pg) del vector
recombinante del gen CRX (pCI-CRX) junto a concentraciones fijas de los
plasmidos, pCI-NRL (0,3 pg), pGL3-P130 (2 pg) y pRL-CMV (10 ng) que se ha
utilizado en todos los casos como control interno de transfeccion.

Los resultados obtenidos confirman que el factor de transcripciéon Crx ejerce un

efecto potenciador de la actividad transcripcional del factor Nrl.
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Figura 49. Actividad Luciferasa/Renilla obtenida en los ensayos de
transfeccion sobre células COS 7 al co-transfectar los plasmidos pClI-
NRL, pCI-CRX, pGL3-P130 y pRL-CMV.
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IV.2.2. Efecto diferencial en la activacién del promotor del gen RHO

inducido por el factor de transcripcion Nrl y los mutantes de

éste P51L y G122E

Para determinar in vitro el efecto producido por las dos mutaciones detectadas

en el gen NRL, sobre la transactivacion del promotor del gen RHO, se han

realizado ensayos de transfeccidon transitoria mediante lipidos catidnicos

(LyoVec™ / InvivoGen) sobre células COS 7 en una confluencia aproximada del

70%.

Diferentes concentraciones (0,005-0,020 ug) de los vectores recombinantes del
gen NRL WT (pCI-NRL) y los mutantes P51L (pCI-NRL51) y G122E (pCl-

NRL122) han sido co-transfectadas, en cada caso, junto con:

2 ug de vector de expresion que contiene el factor de transcripcion
Crx (pCI-CRX). Este factor ejerce un efecto potenciador de la
transactivacion del promotor de la rodopsina mediada por el factor de

transcripciéon Nrl (Bessant DA. y cols., 1999).

2,5 g de vector pGL3-P130, que abarca una region del promotor del
gen RHO que contiene dos regiones de unién al factor de
transcripcién Crx (BAT-1 y Ret-4) y la region NRE, reconocida por el
factor de transcripcion Nrl. Este vector presenta una secuencia
modificada del ADNc del gen de la luciferasa de Photinus pyratis
(luc™) que nos ha permitido monitorizar la actividad transcripcional del

promotor en las células eucariotas transfectadas (“gen reporter”).

10 ng de vector pRL-CMV que contiene la regién promotora del CMV
dando una expresion constitutiva de la luciferasa de Renilla, se ha

utilizado en todos los casos como control interno de transfeccion.

Cada punto se ha realizado por triplicado. La lectura de los resultados se ha

realizado, en todo los casos, 24h después de la transfeccion.
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Figura 50. Actividad Luciferasa/Renilla obtenida en los ensayos de
transfeccion sobre células COS 7 al co-transfectar los plasmidos pGL3-
P130, pCI-CRX y pRL-CMV junto a cada una de las variantes del factor de
transcripcion Nrl estudiadas (WT; P51L; G122E); (P < 0,05).
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Figura 51. Incremento transcripcional (“Fold Activation”) del factor Nrl (wt) y
de los mutantes P51L y G122E. El valor de actividad Luciferasa/Renilla
obtenido en la transfeccion del plasmido pGL3-P130 (2,5ug) junto con el
vector pRL-CMV, se ha asignado con el valor de transcripcion=1; (P < 0,05).

Estos resultados demuestran que los mutantes P51L y G122E ejercen un efecto
de transactivacion del promotor de la rodopsina superior al ejercido por el factor

Nrl en estado salvaje (WT).
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V. DISCUSION

La retinosis pigmentaria autosémica dominante (RPAD) tiene su origen en una

alteracion en el genoma de los pacientes.

Los genes asociados a RPAD se expresan en retina. Recientemente se ha
demostrado que genes de expresion ubicua, es decir no especifica de retina, se
asocian a RPAD (Chakarova C. y cols., 2002; Makarova O. y cols., 2002; McKie
A. y cols., 2001; vanLith-Verhoeven y cols., 2002). En este trabajo se han
analizado solo los genes de expresion especifica en retina, conocidos o
candidatos, asociados a RPAD. Los genes de expresion ubicua asociados a

RPAD son objeto de otra tesis doctoral en el grupo.

Se han analizado los genes RHO (junto con su regiéon promotora), RDS-
periferina, ROM1, NRL, CRX y RP1.

Los pacientes que han sido objeto de este estudio son, 150 pacientes que se
han clasificado clinica y genéticamente como afectados de RPAD.

En el analisis del gen RDS-periferina, se han incluido 7 pacientes clasificados de
la misma forma como afectados de distrofia macular autosémica dominante
(DMAD).

Se han incluido también, 100 pacientes afectados de SRP y 50 muestras

correspondientes a poblacion control.
La clasificacion genética de los pacientes segun el patron de herencia que
describe su enfermedad se ha realizado en base a los siguientes criterios (Ayuso
y cols, 1995), que fueron modificados de Haim:
Herencia Autosémica Dominante:

- Transmisién de varén a vardn (no explicada por consanguinidad).

- Transmision vertical, en al menos 2 generaciones sucesivas con

mujeres afectadas con la misma severidad que los hombres.
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- En caso de existir consanguinidad, la pseudo-dominancia se
descartara si existen pacientes afectados fuera de la rama

consanguinea.

Herencia Autosdmica Recesiva:

- Mas de un hijo afectado de sexo femenino o de ambos sexos con
padres sanos.

- En caso de familias en las que soélo los varones son afectados, es
necesario excluir herencia ligada al X, mediante un cuidadoso
examen oftalmoldgico de mujeres posibles portadoras (madre, hijas
y hermanas de los afectados).

- Casos esporadicos, hijos de padres sanos y consanguineos.

Herencia Ligada al Cromosoma X:

- Afectacion severa de varones, emparentados entre si a través de
mujeres sanas o con signos de portadoras.
- Afectacion severa de un varén con madre, hija o hermana con

signos de ser portadora.

Cabe destacar que se han realizado aproximaciones en la clasificacion de
pacientes como afectados de RPAD. Asi, también se han introducido en el cribado,
familias en las que no existe transmision de varén a varén pero en las que las
mujeres afectadas presentan un fenotipo severo o similar al de los varones
afectados (en las familias afectadas de XLRP, las mujeres portadoras en general
no presentan o presentan sintomas leves de la enfermedad). También se han
clasificado como familias RPAD, aquellas familias con herencia de varén a varén
en las que sdlo se ha dispuesto de informacion clinica y genética fiable de dos
generaciones.

Es importante tener en cuenta estas aproximaciones en casos en los que, por
ejemplo, se han observado mutaciones con penetrancia incompleta, como se

discute mas adelante.
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Se han analizado los genes asociados a RPAD en 100 pacientes clasificados
como casos esporadicos (SRP), al existir la posibilidad de que la mutacion de
novo generada se transmita en las proximas generaciones con un patron de
herencia dominante. Sin embargo, de los 100 casos analizados sélo se han
detectado dos mutaciones en los genes analizados. Este resultado no se ajusta
al porcentaje de casos RPAD resueltos para los genes analizados.

Asi, se plantean varias posibilidades: la existencia de un gen asociado a RPAD,
todavia no descrito, que presente un porcentaje muy alto de mutaciones como,
por ejemplo, el gen RHO; la posibilidad de que estos pacientes afectados de
SRP pertenezcan a familias pequefas con un patron de herencia recesivo; que
la mutacién de novo se produzca en un gen recesivo en el que el paciente
afectado ya portaba una mutacién; por ultimo, en el caso de pacientes SRP
varones, puede tratarse de una mutacidon que siga un patrén de herencia ligado

al cromosoma X en una familia con un porcentaje muy bajo de varones.

La estrategia que se ha utilizado para la busqueda de mutaciones en los genes
analizados se ha descrito en el apartado de Material y métodos (111.4.).

El método empleado mayoritariamente para realizar el cribado de los genes
asociados a RPAD es el de DGGE.

Esta técnica de cribaje de mutaciones ha sido seleccionada para este trabajo
debido a que la Tm de un fragmento de ADN es dependiente de su secuencia
nucleotidica. Asi, fragmentos de ADN que sélo se diferencian en un nucleétido

de su secuencia se pueden resolver mediante esta técnica.

La DGGE es extremadamente eficaz cuando se usa para el analisis de variantes
nucleotidicas en heterocigosis. La desnaturalizacion y el reanillamiento de
cadenas de ADN durante los ultimos ciclos de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) permite la formacién de moléculas de ADN tanto homoduplex
como heteroduplex.

Los apareamientos incorrectos de los heteroduplex reducen significativamente
su temperatura de fusion lo que permite una separacion electroforética

diferencial y una facil deteccién visual de las mutaciones.

156



Discusion

La introduccién de la cola GC (Myers y col, 85), incrementa el porcentaje de
mutacion detectable por DGGE hasta casi el 95% (Sheffield VC. y cols., 1991).

Esta técnica posee una fiabilidad del 95% y permite analizar fragmentos de ADN
de un tamano promedio entre 350-400 pb. Sin embargo, los fragmentos de ADN
con un punto de fusién muy alto (debido a un elevado contenido en GC en su
secuencia, que aportan una gran estabilidad a la doble hélice) o fragmentos de
tamafio reducido, no han sido analizados por esta técnica ya que su sensibilidad
en estos casos disminuye. En nuestro caso, el exdon 2 del gen NRL, con una

secuencia rica en CG, fue analizado por la técnica de SSCP.

La fiabilidad de deteccion de mutaciones por SSCP es >80% para fragmentos de
tamafo <300 pb (Hayashi and Yandell, 1993), la sensibilidad de la técnica para
fragmentos de tamano superior disminuye considerablemente.

La SSCP, no detecta aquellas mutaciones puntuales que no alteran de forma
drastica la conformacién secundaria adquirida por la cadena de ADN. Para
aumentar la sensibilidad la hemos realizado bajo dos condiciones distintas de

concentracion y composicion del gel (ver apartado 111.4.3.2.).
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Gen RHO

La proteina rodopsina desempefia una importante funcién en el proceso visual
de la fototransduccion: la fotoisomerizacion del 11 cis-retinal, fotopigmento unido
a la opsina, a todo trans-retinal constituye el primer paso de este proceso.
Ademas, esta proteina constituye del 80-90% del contenido proteico de los
discos de los fotorreceptores bastones, desempenando por tanto una importante

funcién estructural en su morfologia.

La rodopsina es una proteina altamente conservada en vertebrados, esta
caracteristica sugiere que cualquier cambio en la secuencia de esta proteina

podria afectar a cualquiera de estas dos funciones.

Se han descrito mas de un centenar de mutaciones dispersas en el gen RHO.

El niumero total de mutaciones identificadas en este gen y asociadas a RPAD en
Espafia es de 29 en 150 familias afectadas de RPAD (19,5%).

La mutacion Met44Thr, (Reig C. y cols., 1994) se detectd en un caso esporadico.
La mutacion mas observada, Pro347Leu (causante de RPAD en cuatro familias
no relacionadas), aparece en la poblacién espafiola con la misma frecuencia
(2%) que en el resto del mundo. El resto de mutaciones soélo se han detectado

una vez en las familias RPAD espafiolas

No se ha detectado una regidon determinada en el gen que presente una alta
frecuencia de mutaciones (“hotspot”). La mutacién Pro23His, detectada en un
12% de la poblacion norteamericana afectada de RPAD (Dryja y cols., 1990) y
ausente en la poblacién europea (Farrar GJ. y cols., 1990), constituye una
excepcidn causada por un origen ancestral comun o “efecto fundador” de la

mutacion (Dryja T. y cols., 1990).

Con respecto a otras poblaciones, nuestro pais presenta una de las frecuencias
mas bajas de mutacion del gen RHO entre familias RPAD, aunque es similar a la
de otros paises cercanos como Francia (Souied y cols., 1995; Bareil C. y cols.,
1999).
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Casi todas las mutaciones detectadas en este gen presentan un fenotipo de RP
autosémico dominante. Sin embargo, se han descrito tres alelos que se
manifiestan con una herencia de tipo recesivo, es decir, sélo los portadores de
estas mutaciones en homocigosis desarrollan la enfermedad. De estas tres
mutaciones, dos de ellas producen un alelo nulo (proteina con terminacién
prematura) y otra se localiza en una sefial de empalme (“splicing”) (Rosenfeld
PJ. y cols., 1992; Kumaranickavel y cols., 1994). Sin embargo, se han descrito
también otras mutaciones del mismo tipo en el gen de la rodopsina con un
patron de herencia dominante (Macke JP. y cols., 1993; Bell y cols., 1994; Reig y
cols., 1996; Martinez-Gimeno y cols., 2000).

La mutacion Glu249X, origina un alelo nulo y se asocia a un patrén de herencia
autosomico recesivo (Rosenfeld PJ. y cols., 1992). Los estudios de los modelos
de raton “knockout” del gen de la rodopsina se pueden correlacionar con esta
mutacion (Humphries y cols., 1997). El paciente portador de esta mutacion en
homocigosis, muestra una clinica severa con una pérdida completa de la funcion
de los bastones en su infancia. Este fenotipo es comparable al del ratén rho -/-.
Los familiares portadores de la mutacion en heterocigosis no manifiestan ningun
sintoma de la enfermedad. Sin embargo, cortes histoldgicos subretinales de los
ratones rho +/- muestran un desestructuracion de los fotorreceptores.

Se ha observado que la incidencia de RP entre portadores heterocigotos de la
mutacion detectada en la sefal de empalme, mencionada anteriormente,
localizada en el extremo 5’ del intrén 4 es muy baja (4% de 25 individuos
heterocigotos estudiados) (Rosenfeld PJ. y cols., 1995). Asi, esta mutacién no
ejerce un efecto dominante, siendo probablemente otra mutacion, en el mismo o
en otro gen, la causante de la enfermedad. También podria suponerse un efecto
similar a la mutacién recesiva comentada anteriormente, aunque esta mutacion

no ha sido detectada en homocigosis por el momento.

La mutacion Ala292Glu detectada en heterocigosis en un paciente afectado de
Ceguera Nocturna Congénita (CNB), es el unico fenotipo distinto de RP asociado

a una mutacioén en este gen (Dryja EJ, y cols., 1993).
El mecanismo patogénico que producen estas mutaciones esta por descubrir.

Todas ellas producen la muerte de la célula fotorreceptora posiblemente

siguiendo una ruta comun de apoptosis.
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La imposibilidad de obtener biopsias de los pacientes afectados de RP durante
el transcurso de la enfermedad vy, por tanto, de realizar estudios comparativos in
vivo de la expresion génica celular o tisular entre los pacientes afectados y los
individuos sanos ha conducido la investigacién hacia otro tipo de estudios in

vitro.

El estudio in vitro de transfeccidon en células de mamifero de mutantes de
rodopsina, obtenidos mediante mutagénesis dirigida, ha sido una de las
estrategias mas utilizadas en los ultimos afios con el fin de comprender los
mecanismos moleculares (Manyosa J. y cols., 2003). La estructura y funcién de
estas proteinas mutadas, tras ser aisladas y purificadas, pueden ser estudiadas
en el laboratorio mediante diversas técnicas espectroscépicas y bioquimicas
(Garriga P. y cols 1996; Hwa J. y cols., 1997). Estos estudios comparan la
estructura y estabilidad (p.ej., midiendo su capacidad de regeneracién con 11-cis
retinal), localizacion celular y su funcionalidad (p.ej. midiendo su capacidad de

activacion de la proteina Gt), de los mutantes con la proteina salvaje.

Los estudios in vitro de expresion de mutantes de la rodopsina demuestran
heterogeneidad de comportamiento (Sung y cols., 1991, 1993). Los resultados

de estos experimentos permiten establecer dos tipos de mutantes:

- Mutantes tipo I, en los que la rodopsina mutante expresada in vitro
muestra un nivel de sintesis, regeneracion con 11-cis-retinal vy

localizacién en la membrana plasmatica similar a la salvaje.

- Mutantes tipo Il, que muestran bajos niveles de acumulacion de
rodopsina mutante, poca o nula capacidad de regeneracién con el 11-cis-
retinal y que se transporta con dificultad a la membrana plasmatica.

Dentro de este grupo se observan dos subgrupos.

» Subtipo II.LA: acumulaciéon de rodopsina preferentemente
intracelular.
» Subtipo II.B: acumulacion mayoritaria de rodopsina en la

superficie celular (Sung y cols., 1993).
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Ambos tipos de mutantes (I y Il) de la rodopsina presentes in vivo, producen un

fenotipo de RP.

El comportamiento de los mutantes de tipo Il parece sugerir un mecanismo
patogénico derivado de la acumulacion citoplasmatica de la proteina. Esto, junto
con una posible incapacidad de metabolizar los agregados de proteina, podria
ocasionar un efecto téxico para la célula fotorreceptora (Colley y cols., 1995).
Ademas, algunas de estas mutaciones distorsionan la formacién del enlace
disulfuro entre los aminoacidos conservados Cys-110 y Cys-187, alterando el
plegamiento natural de la proteina, impidiendo su correcto transporte y, por
extension, la realizacion de su funcion (Liu X. y cols., 1996).

Es dificil atribuir un mecanismo celular similar a los mutantes de tipo I.

Sin embargo, aunque estudios in vitro detectan comportamientos semejantes
entre algunas proteinas mutantes de rodopsina, los fenotipos expresados por los
pacientes portadores de dichos mutantes son muy heterogéneos. Asi, los
pacientes portadores de mutaciones con un comportamiento in vitro similar al de
los mutantes de tipo | muestran, en algunos casos, una expresion de la
enfermedad indistinguible a la de los portadores de mutaciones cuyo

comportamiento in vitro se engloba dentro de los mutantes de tipo Il

La relacién fenotipo-genotipo no siempre esta clara en las enfermedades
hereditarias y en las retinopatias se complica aun mas. En los casos en los que
se han localizado las mutaciones causantes de la enfermedad, también se ha
procurado establecer una relacion fenotipo-genotipo. Esto ha sido posible
especialmente en aquellos genes en los que el numero de mutaciones
encontradas ha sido elevado, como es el caso del gen de la rodopsina.

Se ha comparado la clinica de los distintos afectados con el fin de establecer
parametros comunes. Se trata de correlacionar la posicion y naturaleza del
residuo aminoacido sustituido, con la severidad de la enfermedad resultante
(Sandberg M., y cols, 1994).

La siguiente tabla muestra las mutaciones encontradas en el gen de la

rodopsina, causantes de RPAD en la poblacion espafola (se remarcan en

negrita y cursiva las mutaciones cuyos estudios familiares se describen en esta
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tesis doctoral), junto con la posicién que ocupan en la proteina, el fenotipo que

producen, la década de inicio de la enfermedad y la evoluciéon y década en la

que el paciente alcanza la ceguera legal:

Mutacion Cambio de Domu:no Fenotipo RP Década Evolucion a Referencia
base (proteina) de ceguera
inicio legal
Asn15Ser AAT—AGT Intradiscal Regional Variable Lenta,variable En estudio
Thr17Met ACG—ATG Intradiscal Regional Variable Lenta,variable En estudio
Pro23Leu CCC—CTIC Intradiscal Regional Variable Lenta,variable Alvarezy cols.,1999
Leu40Pro CTG_CCG Transmembrana -- 1@ 42 década En estudio
Met44Thr*> ATG—ACG Transmembrana Difuso 22 52 década Reig y cols., 1994
Gly106Arg GGG—AGG Intradiscal Regional 2-32 62 década Ayuso y cols.1996 a
Gly114Asp GGC—GAC Transmembrana Difuso 1@ 52 década Millan y cols., 1995
Arg135Trp CGG—TIGG Citoplasmatico  Difuso 28 42 década En estudio
Arg135Leu® CGG—-CTG Citoplasmatico  Difuso 22 62 década Reig y cols., 1996
Tyr136X* TAC—TAA Citoplasmatico  Difuso >43 82 década Sanchez y cols1996
Val137Met* GTG—ATG Citoplasmatico  Noclasificada 1-42 4-72década  Ayusoy cols.,1996b
Ala164Glu GCG—GAG Transmembrana Difuso 22 42 década En estudio
Pro171GIn CCA—CAA Transmembrana Difuso 28 42 década Antifiolo y cols.1994
Splic 2°%intr* A3811G - Noclasificada 2-72 4-82 década Martinez-Gimeno y
cols., 2000
Ser186Pro TCG—CCG Transmembrana Difuso 22 52 década Trujillo y cols., 2000
Gly188Arg GGA_AGA Intradiscal Difuso/Atipico 12 62-72 década Reigy cols., 2000a
Asp190Tyr GAC—TAC Intradiscal Regional Variable Variable Martinez-Gimeno y
cols., 2000
His211Arg° CAC—CGC Transmembrana Difuso 1-22 4-52 década Reig y cols., 1994
Pro215Leu* CCG—CTG Transmembrana Difuso 1@ 42 década Martinez-Gimeno y
cols., 2000
Splic 4%intr*°  A5167T - Difuso 2-32 Variable Reig y cols., 1996
Thr289Pro* ACC—TCC Transmembrana Difuso 22 52 década Martinez-Gimeno y
cols., 2000
Val345Gly GIG—GGG Citoplasmatico  Difuso 22 52 década En estudio
Ala346Pro GCC—CCC Citoplasmatico  Difuso 1@ 52 década Borrego y cols,1996
Pro347Leu** CCG—CTG Citoplasmatico  Difuso 12 32 década Trujillo y cols.,1998

*

*k

o

Mutacion descrita s6lo en poblacién espariola.
Mutacion detectada en cuatro familias no relacionadas.
Mutacion descrita en el grupo de investigacion del Hospital de Terrassa.
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Se ha observado que la mayoria de las mutaciones descritas situadas en las
hélices transmembrana, y en el extremo COOH de la proteina se asocian a un
fenotipo clinico difuso, de inicio precoz y evolucion mas rapida. Mientras que
aquellas situadas en los lazos intradiscales o intracitoplasmaticos se asociaron
frecuentemente a un fenotipo regional o no clasificable en el que la expresién
clinica muestra en ocasiones variabilidad intrafamiliar y el curso de la

enfermedad es menos severo (Mclnnes R. y cols., 1992).

En el caso de que los distintos comportamientos observados in vitro entre los
mutantes de este gen, pudieran relacionarse con la severidad del fenotipo
estariamos mas cercanos a dilucidar el mecanismo patogénico que generan
estas mutaciones. Sin embargo, estas aproximaciones o generalizaciones
realizadas, no pueden emplearse como norma general.

Asi, gran parte de los mutantes “transmembrana” se han clasificado, segun los
criterios de Sung y cols. 1991, como mutantes de tipo Il. Sin embargo se
observan excepciones, sobre todo en algunas mutaciones localizadas en la
hélice 1 de la proteina, que se aproximan mas al comportamiento de los
mutantes de tipo I. Asi, estudios realizados sobre el mutante M44T (“mutante
transmembrana”), demuestran que éste procesa y une cromoforo igual que la
proteina salvaje y no presenta problemas de plegamiento o estabilidad en estado
basal (oscuridad). Aparentemente las mutaciones con esta caracteristica
presentan una manifestacién de los sintomas mas tardia y evolucion mas lenta
(Andrés A. -tesis doctoral- UAB 2002), fenotipo mas frecuente entre los
pacientes con mutaciones intradiscales. Recientemente se ha observado que
este mutante y algunos otros presentan una velocidad inicial de activacién de la
proteina G superior a la proteina salvaje (Andrés A. y cols., 2003). Asi, se ha
sugerido la posibilidad de que este hecho modifique el balance estequiométrico
de las diferentes proteinas implicadas en la fototransducciéon, provocando las
sintesis de sustancias toxicas que provocarian la muerte de las células

fotorreceptoras (Manyosa J. y cols., 2003).

Tampoco se pueden asociar por regla general los mutantes “intradiscales” como
mutantes de tipo I. Asi, por ejemplo, los codones 15 y 17 de la proteina forman
parte de la secuencia aminoacida requerida para la N-glicosilacién de la opsina

en el reticulo endoplasmatico (Asn-Xaa-Thr/Ser). Esto sugiere que las
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mutaciones intradiscales Asn15Ser y Thr17Met podrian alterar la glicosilacion.
Asi, estudios de expresion in vitro para el mutante Thr17Met en rodopsina
demuestran que la proteina, en este caso, es parcialmente glicosilada y retenida
en el reticulo endoplasmatico en lugar de ser transportada a la membrana
plasmatica (Sung CH. y cols., 1991). Este mutante debe clasificarse como de
tipo IIA.

Las mutaciones Asp190Tyr y Gly188Arg se sittan ambas en el segundo
dominio intradiscal de la rodopsina. Los estudios estructurales de éste tipo de
mutantes muestran una alteraciéon de la estructura terciaria de la proteina (Liu X.
y cols., 1996). Esta alteracion estructural esta posiblemente relacionada con las
anomalias de transporte de la molécula y con su acumulacion en el interior de la

célula. Asi, su comportamiento es similar al de los mutantes de tipo IIA.

La mutacion Gly188Arg, presenta un fenotipo difuso atipico. Esto puede deberse
a su localizacion, contigua a un residuo cisteina en la posicion 187 que forma un
puente disulfuro con el residuo Cys 110, el cambio en este caso sustituye un
aminoacido polar no cargado (glicina) por otro también polar aunque basico
(arginina). Es decir, al no provocar cambios en la polaridad de la region, la
interferencia en la formacién del puente disulfuro sera menor y originara asi una
menor alteracion estructural con menor repercusién clinica y por ello no se
asocia a un fenotipo muy severo. Ademas, uno de los pacientes estudiados
presenta la mutacion en homocigosis y su fenotipo no es mas severo que
pacientes con la misma mutacién en heterocigosis. Observando los distintos
fenotipos se plantea la hipétesis de que el mecanismo patogénico, en éste caso,
esta mas cercano a los problemas estructurales y/o funcionales que pueda
causar esta mutacion en la proteina que a un catabolismo insuficiente de la
rodopsina que conduce a su acumulacion en el citoplasma. De ser asi, en un
paciente homocigoto se esperaria un efecto aditivo en la acumulacion y por lo

mismo un fenotipo mas severo.

En el analisis familiar de la mutacién Val137Met, se detectdé la mutacion en
homocigosis en alguno de los pacientes afectados de RPAD. El fenotipo
tampoco fue mas severo en los homocigotos que en los heterocigotos (Ayuso y

cols., 1996b). Estudios estructurales y funcionales de este mutante revelan que
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presenta una activacién de la transducina superior a la de la proteina salvaje.
Esto puede ser debido a que el cambio estructural producido genere un cambio
estérico en el citoplasma que favorezca la interaccion de los residuos 134-135
del triplete DRY con la proteina G (Andrés A., y cols., 2003).

El hecho de que mutaciones detectadas en homocigosis no presenten un
fenotipo mas severo, dentro de la misma familia, que la misma mutacién en
heterocigosis apoya el caracter dominante de estas mutaciones y sugiere que la
proteina mutante induce un efecto negativo o citotoxico independiente de la

cantidad o dosis génica existente.

Se ha descrito, en modelos animales, que alteraciones en la expresion del gen
RHO tanto por exceso como por defecto producen muerte celular del
fotorreceptor (Olson JE. y cols., 1992; Humphries M. y cols., 1997). Un ejemplo
de ésto es la transferencia génica del alelo mutado (Pro23His) que produce
retinosis pigmentaria en ratéon. Un dato significativo en este estudio es la
manifestacion de RP en una linea transgénica que presenta una expresion del

transgen salvaje seis veces mayor de lo normal (Olsson JE. y cols., 1992).

Estudios de expresion celular in vitro de los mutantes Ser50Thr (Bessant D. y
cols., 1999), Pro51Leu y Gly122Glu (presente Tesis), del gen regulador de la
expresion del gen de la rodopsina, NRL, demuestran que dichas mutaciones
inducen una sobre expresion del gen RHO provocando la enfermedad.

Los resultados obtenidos apoyan la hipétesis del efecto dominante negativo del
alelo mutado y del efecto deletéreo que produce la sobreexpresion de la opsina

sobre las células fotorreceptoras.
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Genes RDS/periferina y ROM1

A diferencia de la rodopsina, las proteinas RDS-periferina y ROM1 se localizan
en conos y en bastones (Arikawa K. y cols., 1992). Estas dos proteinas
interaccionan in vivo y tienen una funcién estructural (Goldberg y cols., 1995;
Kedzierski y cols., 1999).

Se observan diferencias sustanciales de fenotipo entre los pacientes portadores
de mutaciones en el gen RDS-periferina. Algunas mutaciones inducen una
degeneracion temprana de la macula frente a la periferia de la retina con
degeneracidon mas rapida de los conos que de los bastones. Esta diferencia
entre fenotipos podria atribuirse a la expresion de la molécula de periferina tanto
en conos como en bastones, formando complejos distintos en cada tipo de
fotorreceptor. Asi, dependiendo de la mutacion, ésta podria afectar de una forma
especifica a las estructuras que forma en conos y/o bastones. Sin embargo, los
estudios de correlacion fenotipo-genotipo no han permitido establecer una regla
general.

Asi, distintas mutaciones en este gen producen distintos tipos de
degeneraciones retinianas, retinosis pigmentaria (RP) (afectacion principal de
bastones), distrofia macular (DM) (afectacion principal de conos) y distrofia de
conos y bastones (CORD) (Wells J. y cols., 1993).

En nuestro pais la frecuencia de mutaciones en el gen RDS es muy alta entre las
familias afectadas de DMAD por lo que es importante el estudio de este gen en
estas familias. En nuestro estudio de familias afectadas de RPAD hemos
anadido siete familias afectadas de DMAD.

La frecuencia de mutaciones totales observada en este gen en la poblacion

espafiola es comparable a la de otros paises del sur de Europa.

Se han descrito tres polimorfismos, Glu304GIn, Lys310Arg, Gly338Asp,
localizados en el dominio C-terminal de la proteina, que aparecen con la misma

frecuencia en pacientes que en poblacién control (Trujillo MJ. y cols., 1995).

La mutacién mas observada en nuestro pais, Arg172Trp, coincide con la

observada con mayor frecuencia entre la poblacion britanica. Se ha observado
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un origen ancestral comun (efecto fundador) de esta mutacion en todas las

familias inglesas afectadas (Payne AM. y cols., 1998).

En general, casi todas las mutaciones descritas en este gen afectan al segundo
lazo intradiscal (lazo D2) de la proteina. Esto indica la gran importancia funcional
de esta region, implicada en la formacién de homodimeros (en bastones) y de

homotetrameros (en conos) (Goldberg y cols., 1995; Kedzierski y cols., 1999).

La siguiente tabla muestra las mutaciones descritas en el gen RDS-periferina,
causantes de RPAD y DMAD en la poblacion espafola (se remarcan en negrita y
cursiva las mutaciones cuyos estudios familiares se describen en esta tesis
doctoral), junto con la posicidon que ocupan en la proteina, la década de inicio de

la enfermedad y la evolucién y década en la que el paciente alcanza la ceguera

legal:
Mutacion Cambio de Dominio Fenotipo Década  Evolucion a Referencia
base (proteina) P de inicio ceguera
legal
Asp173Val GAC—GIC Segundo RP No Variable  >42 década Grining y
Intradiscal clasificada 12 Cataratas cols., 1994
tempranas
Gly208Asp GGC—GAC Segundo RP No Variable 62 década Ayuso y cols.,
Intradiscal clasificada 2-42 en preparacion
Tyr141His CTA—CCA  Segundo DM 52 Lenta, 62 Trujillo y cols.,
Intradiscal Viteliforme década 2001
Adulto
Arg142Trp CGG—TIGG Segundo DM Coroidal 42 62 década Trujillo y cols.,
Intradiscal ~ Areolar 2001
Central
Arg172Trp*® CGG—TIGG Segundo DM Coroidal 5?2 72 década Reig y cols.,
Intradiscal ~ Areolar 1995.
Central
689delT FS CCT—CC- Segundo DM Coroidal 5?2 62 década Trujillo y cols.,
Intradiscal ~ Areolar 1997
Central
857del17bpFS Del 17 bp Segundo DM patrén Variable  Lenta, 7-82 Trujillo y cols.,
Intradiscal 4-6° década 1997
Cys214Tyr TGC—-TAC  Segundo DM patrén 42 Lenta Trujillo y cols.,
Intradiscal 2001

*  Mutacion detectada en dos familias no relacionadas.
Mutacion descrita en el grupo de investigacion del Hospital de Terrassa.

o
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Solo se han encontrado dos mutaciones causantes de RP en este gen,
Asp173Val y Gly208Asp, entre la poblacién espanola que representan un 1.5%
(2 de 150) de los casos de RPAD resueltos.

Las tres mutaciones descritas en este trabajo se asocian a distrofias centrales.
También se aprecian diferencias entre los tres fenotipos. Asi, se han observado
distintos tipos de DM, como DM patrén, DM coroidal areolar central y DM

viteliforme, todas con un patrén de herencia autosémico dominante.

Se han detectado mutaciones en el gen ROM1 que producen un fenotipo de RP,
aunque solo en presencia de otra mutacion en el gen RDS-periferina. Este tipo
de mecanismo se ha denominado digénico. Sélo los dobles heterocigotos de
RDS-periferina y ROM1 presentan un fenotipo de RP, mientras que pacientes
portadores de mutacién so6lo en uno de los dos genes no desarrollan la

enfermedad (Kajiwara y cols., 1994; Dryja TP. y cols., 1997).

La mutacién detectada en el gen ROM1 por nuestro grupo, Cys253Tyr, se
presenta en dos hermanos varones afectados de RP (Reig C. y cols., 2000), sin
embargo, otros miembros sanos de la misma familia (tres varones y una mujer)
son también portadores de la mutacidon. Esta mutacion se localiza en el dominio
intradiscal y afecta a una de las siete cisteinas conservadas y que parecen
implicadas en la interaccidn intra-intermolecular de la proteina Rom-1.

La deteccion de esta mutacion en sujetos no afectados de RP, plantea la
posibilidad de ser una mutacién con penetrancia incompleta. Otra posibilidad es
que la mutacion interviniera con un mecanismo digénico en la expresion de RP.
Podria suponerse que la mutacion interviniera en un mecanismo digénico junto
con el gen RDS-periferina, sin embargo, el analisis de este gen en la familia no
revela ninguna mutacion asi como tampoco se encontraron mutaciones
adicionales en el gen ROM-1 tras ser secuenciado en todos los miembros de la
familia.

No puede demostrarse un mecanismo digénico de Rom-1 con otra proteina
desconocida hasta el momento.

Cabe, por tanto, la posibilidad de que dicha mutacién no sea la causa de RP en

la familia.
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Otros autores han encontrado mutaciones en heterocigosis en casos
esporadicos (Arg242Lys) o sin co-segregar con la enfermedad ya que aparecen
en pacientes afectados e individuos asintomaticos (Gly75Asp, 345insG) (Bascom
RA. y cols. 1993b), son casos similares al de la mutacién que se describe en
este trabajo.

La frecuencia de mutaciones en este gen como causa de RP parece, tanto en
Espafia como en otros paises, muy baja y su papel quedaria relegado al de

mutaciones secundarias (Bascom RA. y cols., 1995).

Recientes estudios estructurales y de animales transgénicos, parecen indicar
que la proteina Rom1 desempefia un papel secundario en el desarrollo de RP y
que el gen ROM1 podria relacionarse con formas RP recesivas (Clarke G. y
cols., 2000).

Gen RP1.

La mayor parte de las mutaciones descritas en este gen se localizan en una
region de unas 1000 pb que son abarcadas por el exdon 4 de este gen. Muchas

de ellas dan lugar a proteinas truncadas (Payne A. y cols., 2000).

En la poblacion americana e inglesa ha sido descrita una mutacién mayoritaria
Arg677X en este gen (Payne A. y cols., 2000; Schwartz SB. y cols., 2003).
Analisis de los haplotipos de portadores de esta mutacién demuestran que éstos
no comparten un origen ancestral comun (Pierce E. y cols., 1999; Payne A. y
cols., 2000). Estudios adicionales aportan una explicacion de la alta frecuencia
observada para esta mutacion mas cercana a la existencia de una region de alta
frecuencia de mutaciones (“hotspot”) que a un “efecto fundador” en los individuos
portadores (Sullivan LS. y cols., 1999; Bowne SJ. y cols., 1999). Se ha descrito
esta misma mutacién como mutacion de novo en un caso esporadico, lo cual

ratifica esta hipotesis (Schwartz SB. y cols., 2003).

Se ha realizado un cribado de la mutacidon Arg677X en nuestros pacientes y se

ha detectado en dos familias no relacionadas, por lo que esta mutacion también
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esta representada en la poblacién espafiola. Estudios de haplotipos realizados
posteriormente, demuestran que estas dos familias espafolas son

independientes entre si.

Se han detectado otras tres mutaciones, GIn686X, K705fsX737 y K722fsX712,
que también generan proteinas truncadas. Se ha comprobado la co-segregacion
de las tres mutaciones con la enfermedad en sus familias respectivas y se han
observado, en las tres familias, individuos que presentan la mutacién y sin
embargo son asintomaticos. El hecho de que la mayoria de ellos pertenezcan a
las ultimas generaciones de sus respectivas familias sugiere que todavia no
hayan manifiestado los sintomas clinicos de la enfermedad pero puedan hacerlo
en un futuro. Sin embargo, las familias en las que se han detectado las
mutaciones GIn686X, K705fsX737, Arg677X, presentan individuos con mutacion,
asintomaticos y con edades superiores a otros individuos con mutacién y

afectados de RP de la misma familia.

La penetrancia incompleta de estas mutaciones en las respectivas familias,
conduce a establecer una hipdtesis de mecanismo patogénico de
haploinsuficiencia antes que de efecto dominante negativo.

Asi mismo, se han descrito dos pacientes con una mutacion en este gen en
homocigosis (Sullivan L, y cols., 1999), éstos presentan un inicio de la
enfermedad mas temprano y unos sintomas mucho mas severos que otros
pacientes heterocigotos para la misma mutacién, lo que también apoya la teoria
de un mecanismo patogénico relacionado con la dosis génica.

Sin embargo, el fenotipo que generan las mutaciones descritas en este gen es,
en general, mucho mas leve que el observado en pacientes portadores de

mutaciones en otros genes, como por ejemplo el gen RHO.

La mayoria de las mutaciones detectadas en el gen RP1 originan proteinas
truncadas con un tamafo de aproximadamente un tercio de la proteina total. Se
ha detectado una mutacién en la region C-terminal que ocasiona una proteina
truncada con un tamafo que corresponde aproximadamente a la mitad de la
proteina completa. Sin embargo, esta mutacion no causa RP. Ademas, no se
detectan mutaciones causantes de RP en la region C-terminal de la proteina.

Asi, las mutaciones causantes de RP se encuentran en el ultimo exén del gen
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RP1, lo que permite que la proteina truncada sea expresada. Teniendo en
cuenta estos factores no podemos descartar, frente a la hipotesis de
haploinsuficiencia, que los mutantes truncados de RP1 no sean causantes de
algun efecto deletéreo en las células fotorreceptoras que conduzca a la
manifestacion de RP. Se requieren experimentos de expresion de estos
mutantes en modelos animales, que permitiran plantear hipotesis fundadas

sobre el mecanismo patogénico que inducen estos mutantes.

En una familia se detecté la mutacion Thr752Met, pero no se observd co-
segregacion de la mutacion con la enfermedad por lo que ésta quedd excluida

como causa de RP en esta familia.

Las mutaciones detectadas en este gen suponen un 3,5% (5 de 150), de las

mutaciones causantes de RPAD en Esparia.

Genes NRL y CRX.

Los genes NRL y CRX codifican factores de transcripcion que intervienen en la
regulacion de la expresion del gen de la rodopsina (Kummart y cols., 1996; Chen
y cols., 1997). Mutaciones detectadas en ambos genes se han asociado a RPAD
(Bessant DA. y cols., 1999; Martinez-Gimeno. y cols., 2001)

La frecuencia de mutaciones detectadas en el gen CRX como causantes de RP
es baja y dudosa.

Se ha detectado la mutacién G4862A en el intrén 2 del gen CRX en una familia
RPAD y en un caso esporadico. Al ser una mutacién localizada en una regién no
codificante del gen no es candidata a ser la mutaciéon causante de RP. Sin
embargo, la mutacion se ha detectado unicamente en los dos pacientes
afectados de la familia, estando ausente en los otros tres miembros sanos de la
familia analizados. Esta co-segregacién de la mutacién con la enfermedad en la
familia, junto con la deteccion de la misma mutaciéon en un caso esporadico,
establece dudas sobre la verdadera implicacién de la mutacion como causa de la
enfermedad. La posicion de la mutacién, préxima a la region 5° del tercer exon,

sugiere una posible contribucion del nucledtido substituido en secuencias
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consenso de procesamiento o empalme (“splicing”) del ARN transcrito primario.
Futuros estudios en esta linea esclareceran la relacién de esta mutacion con la
enfermedad es esta familia.

Ademas, debe tenerse en cuenta el hecho de que no ha sido posible el analisis
de todos los miembros integrantes de la familia. El analisis de la totalidad de los
miembros de la familia podria eliminar cualquier relacién causal de la mutacion
con RPAD.

En el analisis del gen NRL, se han detectado dos mutaciones sin sentido,
Pro51Leu y Gly122Glu (Martinez-Gimeno y cols., 2001). Son las Unicas
mutaciones detectadas en este gen, asociado a RP, en la poblacién espafola.
Asi, la frecuencia de mutaciones detectadas en el gen NRL como causantes de
RP, suponen un porcentaje inferior al 1% de las mutaciones causantes de RPAD
en Espafa. El gen NRL presenta una secuencia codificante altamente

conservada (Farjo Q. y cols., 1997).

La mutacion Pro51Leu se ha detectado en una familia RPAD, mientras que la
mutacion Gly122Glu se ha detectado en un caso esporadico y por ello seran
necesarios estudios adicionales para poder afirmar que esta mutacién es la
causante de RP en este caso.

Se han detectado también dos mutaciones silenciosas, Leu155Leu y Val245Val,
en la secuencia codificante del gen que no co-segregan con la enfermedad en
las familias en las que fueron detectadas por lo que se excluyen como causantes
de RP.

El residuo Pro51 esta localizado en una de las dos regiones altamente
conservadas del dominio de transactivaciéon (TA), que abarcan los residuos 3-27
y 41-54 respectivamente, de la proteina y también se encuentra en otros
miembros de la familia Maf de proteinas que contienen este dominio (Swaroop
A.y cols., 1992; Bessant DA. y cols., 1999).

Cambios aminoacidicos en el dominio TA deben alterar la actividad,
especificidad o capacidad de interaccién de la proteina Nrl con otros factores de

transcripcion (Bessant DA. y cols., 1999).
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La mutacién encontrada en la posicién 122, produce un cambio de un
aminoacido no polar (glicina) a otro de naturaleza acida (glutamico). A pesar de
lo conservado de este residuo y de no haber detectado esta mutacion en 50
controles analizados, queda todavia por demostrar de forma inequivoca que esta

mutacién sea la causa de la RP en este caso esporadico.

La mutacion Pro51Leu se encuentra contigua a la mutacion Ser50Thr, que ha
sido detectada en cuatro familias inglesas en las que se ha observado un origen
ancestral comun “efecto fundador” (Bessant DA. y cols., 2000).

Recientemente se han descrito tres mutaciones mas en la poblacién americana
afectada de RPAD: Ser50Pro, Ser50Leu (descrita en dos familias no
relacionadas) y Pro51Thr (De Angelis MM. y cols., 2002); los tres cambios se
producen en los mismos residuos que las mutaciones descritas por nuestro
grupo y el grupo inglés lo cual confirma la elevada conservacién de la secuencia

codificante de este gen.

Los dos residuos aminoacidos 50 y 51 del gen NRL se localizan en el dominio de
transactivacion del factor de transcripcién Nrl (TA), y por ello, establecimos la
hipétesis de que mutaciones que afecten a estos dos residuos contiguos
compartan el mismo mecanismo patogénico que conduce al fenotipo de RP.

Asi, experimentos de transfeccion génica en cultivos celulares realizados con el
mutante Ser50Thr del gen NRL, con y sin el gen CRX, sugieren un aumento en
la transcripcion del gen RHO en presencia del mutante (Bessant DA. y cols.,
1999). Si esta alteracion en la transcripcion de este gen produce el mecanismo
patogénico que conduce a la enfermedad RP, no estda demostrado. Sin embargo,
si se ha descrito en modelos animales que, alteraciones en la expresion de RHO
tanto por exceso como por defecto producen muerte celular del fotorreceptor
(Olsson JE. y cols., 1992; Humphries M. y cols., 1997), como se ha comentado

anteriormente.

Para comprobar el efecto producido en la transactivacion del promotor del gen
RHO por los mutantes P51L y G122E del gen NRL, detectados en la poblacion
espafola, se han realizado experimentos de transfeccion génica similares a los

realizados por el grupo inglés mencionado anteriormente.
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La regidn del promotor del gen RHO empleada para realizar este estudio esta
comprendida entre los residuos (-130 / +66). Esta regién promotora contiene dos
secuencias que ejercen una modulacion positiva de la transcripcion, la primera
se extiende desde el nucledtido -40 hasta el -84pb y la segunda abarca desde el
nucleotido -84 hasta el -130 (Kumar R., y cols., 1996). La primera secuencia
constituye la regién NRE de unién del factor Nrl y la segunda region actua
sinérgicamente con la primera al contener las regiones, BAT-1 y Ret-4, de uni6n
del factor de transcripcion Crx al promotor del gen RHO.

Estudios in vitro de transfeccion génica han demostrado que esta regién
promotora permite la maxima expresion del gen RHO en presencia de los dos
factores de transcripcion Nrl y Crx (Kumar R. y cols., 1996; Chen S. y cols.,
2002).

Los resultados obtenidos demuestran que ambos mutantes producen un
aumento significativo de la transcripcion del gen RHO, con respecto a la proteina
en estado salvaje. Asi, se establece la hipétesis de un mecanismo patogénico
relacionado con la alteracién en la expresion del gen RHO, en concreto con la

sobreexpresion de este gen.

Asi mismo, se ha realizado un cribado de mutaciones sobre nuestros pacientes
en la regién 5’ del gen RHO, que contiene las secuencias promotoras con las
regiones de unién a los factores de transcripciéon especificos Nrl y Crx, en la que
no se ha detectado ninguna mutacion.

El unico cambio frecuente descrito en la regiéon 5’UTR del gen de la rodopsina es
el polimorfismo A269G, que se observa con una frecuencia de 0.17 en la

poblacion espafiola y que no presenta relacion alguna con RP.
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VI. CONCLUSIONES

1.

La aplicacion sistematica de los protocolos internacionales disefiados
para el estudio de las retinopatias hereditarias en el estudio de los
pacientes, ha permitido en la mayoria de los casos su clasificacion clinica

y genética.

Los estudios actuales situan el porcentaje de pacientes afectados de
retinosis pigmentaria autosémica dominante, cerca del 30 % (14 % de las
familias) en la poblacion espafola afectada de RP. Ha sido posible
determinar el origen molecular de la enfermedad en, aproximadamente,
el 20% de las familias RPAD. Este resultado indica que en el 80% de
dichas familias no se ha podido establecer todavia su origen molecular.
Se estima que se han estudiado hasta el momento un 30% de todas las

familias afectadas de RPAD en Espana.

El origen molecular mas frecuente (17%) de la RPAD, determinado en la
poblacion estudiada, se debe a mutaciones en el gen de la rodospina.
Las mutaciones detectadas en este gen se presentan de forma dispersa
a en su secuencia. Solamente la mutacion Pro347Leu se detecté en
cuatro familias independientes. La mutacion mayoritaria (12%) en la
poblacion afectada de RPAD norteamericana, no se observa en la

poblacion espafiola.

Los estudios de correlacion genotipo-fenotipo en pacientes portadores de
mutaciones en el gen de la rodopsina, muestran la heterogeneidad de la
enfermedad. Sin embargo, puede establecerse una cierta correlacion
entre las mutaciones que afectan a la region intradiscal de la rodopsina,
en general, con un tipo de RP regional; las mutaciones que afectan a la
region transmembrana con un tipo de RP difuso y, las mutaciones que
afectan al dominio citoplasmatico, con una clinica de apariciéon precoz y

en general mas severa.

175



Conclusiones

La frecuencia de mutaciones en el gen RDS-periferina, causante de
RPAD, es baja en la poblacion espafiola. No se detectd ninguna mutacién
asociada a RPAD. Sin embargo, se detectaron tres mutaciones en siete
familias afectadas de distrofia macular autosémica dominante (DMAD), lo
gue puede sugerir una alta incidencia de mutaciones en el gen RDS-

periferina en familias afectadas de DMAD.

La frecuencia de mutacién en la region 5’ del cuarto exén del gen RP1,
asociado a RPAD, es de aproximadamente el 3% en la poblacién
estudiada. Todas las mutaciones detectadas en el gen RP1 que se
asocian con RP generan proteinas truncadas. La mutacién en el codon
677 del gen RP1, observada en familias RPAD independientes de
diversas poblaciones, se detecta en la poblaciéon espafola, por lo que
apoya la hipétesis de que el codén 677 es un punto frecuente de

mutacion (“hot spot”) en RPAD.

La clinica de RP que presentan los portadores de mutaciones en el gen
RP1 es, en general, mas leve que la observada en pacientes con
mutaciones en otros genes asociados a RPAD. Se observan portadores
de la mutacion sin clinica de RP, lo que muestra un efecto de penetrancia
incompleta de la enfermedad para algunas de las mutaciones en el gen
RP1.

Los genes de los factores de transcripcion Crx y Nrl muestran una baja
variabilidad en sus secuencias. Hasta el momento se han detectado sdélo
dos mutaciones en el gen NRL asociadas a RPAD y una a un caso
esporadico. Dos de estas tres mutaciones en NRL se detectaron en la

poblacion estudiada.

Estudios in vitro de los mutantes de NRL detectados en la poblacién
espafiola, muestran una regulacion diferencial del promotor del gen de la
rodopsina produciendo una sobre expresion del gen regulado. Se postula
gue una sobre alteracion de la dosis génica puede ser un mecanismo

patolégico que desencadene la enfermedad.
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10. Solo se detecté el origen molecular, en genes asociados a RPAD, en el
2% de los casos esporadicos o aislados de RP, que constituyen mas del
19% de los pacientes de RP. Esta baja frecuencia sugiere que este grupo
de pacientes puede estar constituido por casos recesivos, varones con
RP asociada al cromosoma X, o bien, su origen puede estar en

mutaciones en algun(os) genes dominantes actualmente desconocidos.
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GDB Genome Data Base:

http://www.gdb.org/

HGMD The Human Gene Mutation Database:

http://www.uwcm.ac.uk/mg/ngmdo.html

IRPA Internacional Retinitis Pigmentaria Association:

http://www.irpa.org/sci-news/

Overview Molecular Ophthalmology:

http://Mol.opth.uiowa.edu/

PubMed Nacional Library of Medicine:

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/PubMed

Retina International Newsletter:

http://www.retina-international.org

RetNet Retinal Network:

http://www.sph.uth.tmc.edu/RetNet/

Webvision:

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