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FV: fluidez verbal

gADN: ADN gendmico

GFP: green fluorescent protein. Proteina verde fluorescente

Grb2: growth factor receptor-bound protein 2. Proteina 2 unida al receptor de
crecimiento

gRNA: guide RNA. ARN guia

HDR: homologous direct repair. Recombinacion homadloga

HEK293: Human Embryonic Kidney 293. Células embrionarias de rifion humano 293
HLA: human leukocyte antigen. Antigeno leucocitario humano

HRP: horseradish peroxidase. Peroxidasa de rabano

HSF: Human Splicing Finder

hTERT: human telomerase reverse transcriptase. Telomerasa transcriptase reversa
humana
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IAORRI: inicio aberrante del origen de replicacion y rescate incompleto de la replicacion
IC: intervalo de credibilidad

Indel: insercion/delecion

INF-y: interferon gamma

IncRNA: long non-coding RNA. ARN largos no codificantes

LTBP4: latent transforming growth factor 8 binding protein 4. Proteina 4 de union al
factor de crecimiento transformante beta

MCK: murine promotor of creatine kinase. Promotor murino de la creatina cinasa
MCP: marcapasos

MHCK: expression cassette composed of the enhancer Myosin Heavy Chain and CK
promoter. Paquete de expresion compuesto por el potenciador de la cadena pesada de
la miosina y el promotor de la CK.

miRNA: microRNA. microARN

MMEJ: micro-homology mediated end joining. Unién de extremos mediada por
microhomologia

MMRDR: microhomology-mediated replication-dependent. Replicacién dependiente de
recombinacién mediada por microhomologia

MOI: multiplicity of infection. Multiplicidad de infeccién

MT: memoria de trabajo

MyHC: myosin heavy chain. Cadena pesada de la miosina

myomiR: muscle specific microRNA. microARN especificos de masculo

NHAR: non-allelic homologous recombination. Recombinacién homéloga no alélica
NHEJ: non-homologous end joining. Unién de extremos no homélogos

NLS: nuclear localization signal. Sefial de localizacién nuclear

NMD: non-sense mediated decay. Degradacién del ARN mensajero mediada por
mutaciones terminadoras

NNEE: necesidades especiales

nNOSu: neural nitric oxide synthase. Oxido nitrico sintasa .

NO: nitric oxide. Oxido nitrico

OR: odd ratio. Razén de probabilidad.

PAM: Protospacer Adjacent Motif. Secuencia motivo adyacente a protoespaciador
PBS: phosphate-buffered saline. Tampon fosfato salino

PBS-T: phosphate-buffered saline with 0,1% TritonX-100. Tampoén fosfato salino con
0,1% TritébnX-100

PCR: polymerase chain reaction. Reaccion en cadena de la polimerasa

PF: procesamiento fonoldgico
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PI3K/Akt: phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B. Fosfatidilinositol 3 cinasa.
Proteina cinasa B

PMO: phosphorodiamidate morpholino oligomers.
PPMO: Peptide-conjugated phosphorodiamidate morpholino

Ras/MAPK: Ras/ mitogen-activated protein kinases. Ras/proteinas cinasas activadas
por mitbgenos

RHL: retraso en el habla y lenguaje

RNP: ribonucleoproteina

RT-PCR: reverse transcription PCR. PCR con transcripcion reversa

RYRL1: receptor de la rianodina 1

SAPK-3: stress-activated protein kinase-3. Proteina cinasa 3 activada por estrés
SEM: standard error of the mean. Error estdndar de la media

SMC: Skeletal Muscle Cell Growth Medium. Medio de cultivo de mioblastos
SNP: single nucleotide polymorphism. Polimorfismo de nucleétido tnico

T7EIl: endonuclease T7 |

TBST: Tris-buffered saline with Tween 20. Tampoén Tris salino con Tween 20
TDAH: trastorno por déficit de atencion e hiperactividad

TGF: transforming growth factor 8. Factor de crecimiento transformante beta
TNF-a: tumor necrosis factor a. Factor de necrosis tumoral alfa

TNRS5: tumor necrosis factor receptor superfamily member 5. Receptor de la superfamilia
5 del factor de necrosis tumoral

tracrRNA: trans-activating crRNA. ARN CRISPR trans activador

TRPC: transient receptor potential channel. Canales receptores de potencial transitorio.
TSP-1: thrombospondin-1. Trombospondina-1

VTDVI: volumen telediastélico del ventriculo izquierdo

WAIS: Wechsler Adult Intelligence Scale. Escala de Weschler de inteligencia para
adultos

WISC IV: Wechsler Intelligence Scale for Children. Escala de Weschler de inteligencia
para niflos

a-actn: a-actinin

pDys: micro-distrofina
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1. DISTROFINOPATIAS

Las distrofinopatias son un grupo de enfermedades ligadas al cromosoma X
originadas por mutaciones en el gen DMD que codifica para la distrofina, una proteina
estructural de las células musculares esqueléticas y cardiacas. La deficiencia de esta
proteina se expresa con un abanico de fenotipos. La forma mas frecuente es la distrofia
muscular de Duchenne (DMD) caracterizada por una afectacion muscular severa de
inicio en la infancia y letal. Por otra parte también podemos encontrar el fenotipo distrofia
muscular de Becker (DMB) que se caracteriza por ser menos grave y se manifiesta con
un espectro mucho més amplio respecto al inicio de los sintomas y al ritmo de progresion
(Darras et al., 2022). Ademas, de los dos fenotipos clasicos mencionados, se pueden
presentar formas de expresién parcial como hiperCKemia aislada, es decir con aumento
de la enzima muscular creatina quinasa (CK) en sangre sin acompafiarse de debilidad
muscular; manifestaciones pseudometabdlicas (mialgias, calambres, mioglobinuria)
inducidas por esfuerzo o situaciones de estrés (Coote et al., 2018); o la aparicion de
cardiopatia aislada ligada al cromosoma X. También pueden presentarse
manifestaciones cerebrales con problemas cognitivos, de comportamiento o del
neurodesarrollo, a veces aisladamente, 0 mas cominmente asociados a cualquiera de

los fenotipos anteriormente mencionados (North et al., 1996).

1.1.Gen DMD

El gen que codifica para la proteina distrofina es el gen DMD (Hoffman et al., 1987),
localizado en el cromosoma X (locus Xp21) (Davies et al., 1983). El gen DMD se
caracteriza por ser el gen mas grande del genoma humano, con una longitud de 2,5 Mb
(el 99% son regiones intronicas), lo que corresponde a un 0,1% del genoma total. Su
ARNm completo consta de 14 kb y se expresa predominantemente en muasculo
esquelético y cardiaco, y en menor medida en el cerebro (Monaco et al., 1986; Koenig
et al., 1987; Burghes et al., 1988; Hoffman and Kunkel, 1989).

El gen DMD cuenta con 79 exones y siete promotores especificos de tejido,
produciendo de esta forma siete transcritos distintos que daran lugar a proteinas de
distinto tamafio y localizacién de expresion (Muntoni et al., 2003). Tres promotores se
encuentran localizados aguas arriba del primer exén, controlando asi la transcripcion de
las isoformas completas Dp427 (427 KDa) y reciben el nombre segun su lugar de
expresion principal: M-musculo, controla la transcripcion en el misculo esquelético y

cardiaco, asi como en células gliales, aunque en niveles mas bajos; B-cerebro, que es
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un promotor especifico para las neuronas corticales y del hipocampo y P-Purkinje, que
regula la expresion en el musculo esquelético y las células de Purkinje. Por otro lado,
los cuatro promotores restantes se encuentran localizados dentro de los intrones del
gen y dan lugar a distintas isoformas de menor tamafio que carecen de la region de
unioén a la actina y son denominadas segun su peso molecular (kDa). El promotor R,
localizado en el intron 29 da lugar a una isoforma de 260 KDa (Dp260) y se expresa
principalmente en la retina; el promotor B3 en el intron 44 produce una isoforma de 140
KDa (Dp140) expresada en cerebro, retina y rifion; el promotor S, en el intrén 55 da lugar
a la isoforma Dpl116 (116 KDa) expresada en las células de Schwann y por ultimo el
promotor G en el intron 62, que da lugar a la isoforma Dp71 (71 KDa) expresada en la
mayoria de los tejidos no musculares. Ademas, la existencia de diferentes eventos de
splicing alternativo hace que el numero de isoformas crezca considerablemente (Sironi
et al., 2002). De este modo, se genera una gran diversidad proteica, lo que contribuye

a la compleja expresion de la distrofina (Figura 1).

Cromosoma X
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Figura 1. Representacion esquematica de los promotores del gen DMD y de las distintas
isoformas de la distrofina. (A) Organizacion gendémica del gen DMD, localizado en el locus Xp21.
Las lineas negras verticales representan los 79 exones del gen, mientras que las flechas indican los
distintos promotores especificos de tejido: B (cerebro), M (musculo) y P (células de Purkinje) dan lugar
a la isoforma completa Dp427; los promotores R (retina), Bs (cerebro3), S (Schwann) y G (general)
dan lugar a las isoformas Dp260, Dp140, Dpl116 y Dp71 respectivamente. (B) Estructura de las
distintas isoformas de la distrofina y sus tejidos de expresion. A la region amino-terminal (NHz, verde)
le sigue el dominio de repeticiones de espectrina (azul), el dominio rico en cisteinas (CYS, rojo) y el
dominio carboxi-terminal (COOH, gris). Imagen adaptada de (Muntoni et al., 2003).
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1.2.Proteina distrofinay complejo de proteinas asociadas a la distrofina

1.2.1.Distrofina

La isoforma larga de la distrofina muscular (Dp427M) es una proteina de elevado
peso molecular (427 KDa) que pertenece a la familia de la B-espectrina y a-actinina
(Koenig et al., 1988). La distrofina se localiza por debajo de la membrana celular de las
fibras musculares (sarcolema) y se encarga de conectar el citoesqueleto de actina con
la matriz extracelular mediante su interaccion con el complejo de proteinas asociadas a
la distrofina (DAPC, del inglés dystrophin-associated protein complex), manteniendo asi
la integridad del sarcolema y protegiendo a la célula muscular del estrés mecénico
producido durante la contraccion muscular (Pasternak et al., 1995). Ademas, esta

implicada en diversas vias de sefalizacién celular (Rando, 2001).

Debido a su estructura y funcién, podemos distinguir cuatro dominios en la distrofina
(Figura 1B) (Koenig et al., 1988):

1. Dominio amino-terminal (NH2-). Contiene dos modulos homdlogos a la calponina

que le permiten la union a los filamentos de actina citoesquelética. Este dominio,
esta codificado por los exones 2-8. El resto de las isoformas mas cortas carecen

de él.

2. Dominio central (rod domain). Representa la mayor parte de la proteina y esta

codificado por los exones 9-62. Consta de 24 repeticiones similares a la
espectrina, superenrolladas en una triple hélice (R1-R24) que estan
interrumpidas por cuatro regiones de bisagra ricas en prolina (H1-H4)
encargadas de aportar flexibilidad a la proteina. Este dominio también es capaz
de unirse a la actina por medio de las repeticiones R11-R17 (mediante
interacciones electroestaticas) (Amann et al., 1998). Ademas, el dominio central
de la distrofina se une a la proteina de los filamentos intermedios sinamina
(Bhosle et al., 2006). Mediante las repeticiones R16 y R17 (codificada por los
exones 42 a 45) la distrofina se une a la enzima nNOSy (del inglés neural nitric
oxide sythase), permitiendo su anclaje a la zona subsarcolémica (Lai et al.,
2009).

3. Dominio rico en cisteina. Est4 codificado por los exones 64-70. A continuacion

de la regién H4, encontramos el dominio denominado WW que es el responsable
de la interaccién de la distrofina con la proteina B-distroglicano (Huang et al.,

2000). El dominio rico en cisteinas también contiene dos motivos de unién a Ca?*
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intracelular y un dominio ZZ que sirve de sitio de unién a la calmodulina en un

proceso dependiente de Ca?* (Anderson et al., 1996).

4. Dominio_carboxi-terminal (-COOH). Esta codificado por los exones 71-79.

Contiene dos zonas de polipéptidos superenrollados en a-hélices que forman los
motivos coiled-coil, mediante los que se establece la union con la proteina
distrobrevina y modula la interaccion con la sintrofina (Blake et al., 1995;
Sadoulet-Puccio et al., 1997).

1.2.2.Complejo de proteinas asociadas a la distrofina

La distrofina se une por medio de su dominio carboxi-terminal al complejo DAPC
(conjunto de proteinas sarcoplasmicas, transmembrana y extracelulares), confiriendo de
esta forma una fuerte estabilizacion del sarcolema y actuando de nexo de union entre el
citoesqueleto y la matriz extracelular (Davies and Nowak, 2006). Ademas, este complejo
esta implicado en distintas vias de sefalizacion celular debido a la interaccion de
algunos de sus componentes con la calmodulina, relacionada con la via PI3K/Akt (del
inglés, phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B) y la proteina Grb2, asociada con
la via de sefalizacién de Ras/MAPK (del inglés, Ras/mitogen-activated protein kinases);
ambas implicadas en la supervivencia celular. Ademas de la ya comentada interaccion
con la enzima nNOS (Rando, 2001).

Entre los integrantes de este complejo encontramos (Figura 2) (Ehmsen et al.,
2002):

. Complejo de distroglicanos. Esta formado por las glicoproteinas a y B-
distroglicano. El B-distroglicano es una proteina transmembrana que se une con
la distrofina en la zona sarcoplasmica e interactia con el complejo de
sarcoglicanos en el sarcolema. Ademas, se une al a-distroglicano que se
encuentra en la parte extracelular. También interactia con la proteina
adaptadora Grb2 (sefalizacién Ras/MAPK) y con la caveolina-3 asociada a esta
via de sefalizacion y a la de nNOS. Por su parte, el a-distroglicano se une a la
proteina de la matriz extracelular laminina-2, estableciéndose de esta manera la
conexién matriz extracelular—citoesqueleto, aportando estabilidad al sarcolema

(Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1992).

« Complejo de sarcoglicanos. En el tejido muscular esquelético podemos
encontrar 4 tipos de sarcoglicanos, un conjunto de glicoporteinas
transmembrana asociadas entre ellas: a, B, y, 6. El y-sarcoglicano puede

interactuar directamente con la distrofina, mientras que el &-sarcoglicano
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interactta con el complejo de distroglicanos. Dentro de este complejo se puede
incluir a la proteina sarcospan, otra proteina transmembrana que esta
directamente conectada con los sarcoglicanos. La funcion principal de este
complejo es la de estabilizar el complejo DAPC reforzando interaccion entre la
matriz extracelular, el sarcolema y el citoesqueleto, tanto a nivel mecanico-
estructural como de sefializacion celular (Chan et al., 1998). Mutaciones que
afecten a cada uno de los distintos tipos de sarcoglicanos estan asociados con
distintos tipos de distrofias de cinturas: 2D, 2E, 2C, 2F, debido a deficiencias en

los sarcoglicanos q, B, v, 0, respectivamente (Bushby, 1999).

a-Distrobrevina. Proteina sarcoplasmica que se une directamente a la distrofina
y a la sintrofina. Ademas se ha visto que el complejo distrobrevina—sintrofina
puede unirse al complejo de sarcoglicanos del sarcolema (Sadoulet-Puccio et
al., 1997; Yoshida et al., 2000). La a-distrobrevina también interacciona con
filamentos intermedios, entre l0s que se encuentran la sincolina, que a su vez se
une con la desmina. Como la desmina se une directamente con las proteinas del
disco Z de los sarcédmeros (unidad estructural y funcional del musculo
esquelético), esta interaccién conecta directamente el sarcolema con el lugar
donde ocurre la contraccién (Newey et al., 2001; Poon et al., 2002). La a-
distrobrevina también interactia con la sinemina, otro filamento intermedio
presente en los sarcOmeros, que a su vez interactla con la distrofina, reforzando
la conexion entre el sarcémero y el sarcolema (Bhosle et al., 2006; Davies and
Nowak, 2006).

Sintrofina. Existen tres isoformas de sintrofina: a1, 1 (que se expresan
mayoritariamente en el sarcolema) y la isoforma 32 (mayormente expresada en
la unién neuromuscular). Estas proteinas se unen a la distrofina y a la a-
distrobrevina y actlan reclutando proteinas implicadas en diversas vias de
sefalizacion como nNOS, SAPK-3 (del inglés, stress-activated protein kinase-3)
serina/treonina quinasas y canales de sodio dependientes de voltaje (Rando,
2001; Bhat et al., 2013).
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Laminin 2

Matriz extracelular Complejo de

- Distroglicanos
Sarcoglicanos

Sarcolemma
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Citoplasma
Repeticiones

espectrina a-Distrobrevina

Figura 2. Distrofina y complejo de proteinas asociadas a la distrofina. llustracion representando la
interaccion de la distrofina con los distintos integrantes del complejo de proteinas asociadas a la distrofina,
gue proporcionan estabilidad al sarcolema al establecer una fuerte union entre el citoesqueleto y la matriz
extracelular. N (dominio amino terminal); CR (dominio rico en cisteinas); a,8DG (a,B-Distroglicanos). Imagen
adaptada de (Fairclough et al., 2013).

1.3.Patogenia de las distrofinopatias

1.3.1. Mutaciones en el gen DMD vy su impacto sobre la distrofina

El enorme tamafio del gen DMD hace que la tasa de mutacién sea mucho mayor
que la que presentan de media el resto de los genes en el ser humano (1 .10* vs. 10°-
10%). Ademas, un tercio de las mutaciones en DMD son de novo, por lo que en total
podemos encontrarnos con una gran diversidad de éstas (Aartsma-Rus et al., 2006a).
En conjunto, las mutaciones mas frecuentes que podemos encontrar son las deleciones
de uno o varios exones, con una frecuencia en torno al 65%. Aunque éstas pueden
ocurrir en cualquier zona del gen, hay dos zonas hot spot que acumulan la mayoria de
las deleciones: la region central entre los exones 45-55 y la zona que incluye los exones
2-19 (Muntoni et al., 2003). Las duplicaciones ocurren con una frecuencia de entre el
5% y 15% mientras que los casos restantes se deben a mutaciones puntuales (tanto
mutaciones sin sentido como de cambio de sentido), mutaciones que alteran sitios de
splicing o a pequefas inserciones o deleciones. Las frecuencias de cada tipo de

mutaciones pueden variar entre varios estudios, debido principalmente al uso de



INTRODUCCION IENE

distintas técnicas para su deteccion, asi como de distintas poblaciones. Sin embargo,
todos los estudios coinciden en que las deleciones son las mas frecuentes (Muntoni et
al., 2003; Dent et al., 2005; Flanigan et al., 2009; Mah et al., 2011).

Las diferencias en cuanto a la severidad fenotipica que encontramos entre los
pacientes con mutaciones en DMD se pueden explicar mediante la denominada regla
de la pauta de lectura. Esta regla, se basa en como las distintas mutaciones
(principalmente deleciones y duplicaciones) afectan a la pauta de lectura y en

consecuencia al proceso de traduccién del transcrito.

En la DMD, las mutaciones que encontramos rompen la pauta de lectura del ARNm
produciéndose un desplazamiento de la misma y dando lugar a la aparicién de codones
de parada prematuros. Estos, desencadenan el mecanismo celular llamado NMD (del
inglés non-sense mediated decay) que produce la degradacion de estos transcritos y
como consecuencia, la ausencia de la proteina distrofina (Figura 3) (Kerr et al., 2001).
De esta forma, independientemente de donde ocurran y del tamafio de las mutaciones
(existen algunas excepciones que comentaremos a continuacién), la consecuencia es

siempre la misma, la ausencia total de distrofina.

En la DMB, caracterizada por presentar fenotipos mas leves y variables,
encontramos mutaciones que conservan la pauta de lectura. En estos casos se origina
una proteina truncada (por ejemplo, mas corta en el caso de las deleciones) pero
parcialmente funcional (Figura 3). La funcionalidad de la distrofina resultante dependera
de los dominios afectados por la mutacién y esto se traducira en una mayor o0 menor

severidad clinica (Monaco et al., 1988; Koenig et al., 1989).

Control DMB DMD

Distrofina

Figura 3. Inmunofluorescia de distrofina en miasculo de sujetos control, DMB y DMD. Puede
apreciarse una correcta localizacion de la expresion de distrofina, pero con menor intensidad en el
caso de DMB y la ausencia total de ésta en DMD. Imagen adaptada de (Blake et al., 2002).

Diversos estudios se han centrado en las mutaciones que conservan la pauta de

lectura de DMD y que afectan al dominio central de la distrofina (Figura 4). Por un lado
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de manera generalizada se ha tratado de establecer una asociacion entre las
mutaciones que ocurren en este dominio y las manifestaciones clinicas: mutaciones que
ocurren en la parte proximal y central de este dominio se asocian con fenotipos mas
leves como calambres, mialgias e hiperCKemia; mientras que las mutaciones que
afectan a la parte distal de este dominio se asocian fenotipos Becker “clasicos” (Beggs
et al., 1991, Aartsma-Rus et al., 2006a). Sin embargo, existen humerosas excepciones

gue nos hacen dudar de la existencia de tal correlacion.

Posteriormente, otros trabajos se focalizaron en analizar el impacto de diversas
deleciones localizadas en el dominio central sobre la conformacion de la proteina.
Observaron que afectaban a la estructura de las repeticiones de espectrina de la
distrofina de distinta forma encontrando, por un lado, aquellas que mantenian la
estructura nativa de triple hélice, denominadas repeticién hibrida y por otro, aquellas
que no la reconstituian denominadas repeticion fraccional. Ambos tipos de proteinas
resultantes preservaban la estabilidad, sin embargo, la funcionalidad se veia afectada
en el caso de las que poseian repeticiones fraccionales ya que presentaban una mayor
dificultad para el plegamiento, alterando su capacidad estructural y estaban asociadas
con fenotipos mas graves. Por el contrario, las deleciones que originan repeticiones
hibridas las presentaban sujetos con sintomas mas leves (Kaspar et al., 2009; Nicolas
et al., 2015; Nakamura et al., 2017).

Laregla de la pauta de lectura se cumple en el 92% de los casos, existiendo algunas
excepciones (Figura 4) (Michel Koenig et al., 1989; Muntoni et al., 2003; Aartsma-Rus
et al., 2006):

. Sujetos DMD con mutaciones que conservan la pauta de lectura. Ocurre en
casos que a pesar de la conservacion de la pauta de lectura presentan fenotipos
muy severos. Esto puede deberse a que las mutaciones alteran regiones
esenciales de la distrofina, como los dominios de unién a actina o el dominio rico
en cisteinas; asi deleciones demasiado largas (mas de 35 exones) que alteren

considerablemente la funcionalidad de la proteina.

. Sujetos DMB con mutaciones que rompen la pauta de lectura. Es posible
gue las distintas mutaciones que rompen la pauta de lectura alteren el proceso
de splicing pudiendo ocasionar saltos de exdn que permitan recuperar la pauta
y por tanto la produccion de una distrofina con cierta funcionalidad. Este evento
también lo podemos apreciar en las denominadas fibras revertidas presentes en
un gran numero de pacientes con DMD y que consiste en la presencia de algunas

fibras que expresan distrofina, en un contexto de fibras sin dicha expresion
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(Arechavala-Gomeza et al., 2010). Por otro lado, en el caso de las mutaciones
localizadas a partir del exdn 74 es posible que los codones de parada prematuros
generados escapen al mecanismo NMD y se pueda expresar proteinas que

mantienen cierta funcionalidad, (Kerr et al., 2001).

Domino i Dominio rico Dominio
X ; Dominio central Vg 5 ;
Amino-terminal ABD en cisteinas Carboxi-terminal
| | | | | | | L l
1 10 20 30 40 50 60 70 79
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DMB severo Calambres/Mialgias DMB DMB DMD/B
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Figura 4. Estructura de la distrofina y correlacion de la localizacién de mutaciones in-frame con
los fenotipos. (A) La isoforma Dp427 de la distrofina contiene 4 dominios funcionales: (i) dominio Amino-
terminal de unién a actina (ABD); (ii) dominio central de repeticiones de espectrina (R1-R24) interrumpido
por 4 regiones bisagra (H1-H4). La enzima nNOS se une a la distrofina por las repeticiones R16 y R17.
(iii) Domino rico en cisteinas de unién al B-distroglicano (DGB) y (iv) domino carboxi-terminal de unién a
sintrofina (ASB) y a distrobrevina (DBB). Los nimeros que aparecen sobre una linea horizontal indican
los exones. (B) Representacion grafica de la relacion entre la localizacion de distintas deleciones en
pauta y la severidad de los fenotipos. Imagen adaptada de (Aartsma-Rus et al., 2006a).

1.3.2. Repercusion sobre la fibra muscular

1.3.2.1. Alteraciones histopatol6gicas

Las fibras musculares sufren importantes alteraciones debido a la falta de

produccion de distrofina funcional, que conlleva a la pérdida de su soporte estructural.

El analisis de biopsias musculares en pacientes distréficos es muy informativo,
ayudando al diagnéstico de estos pacientes y a la evaluaciéon del grado de afectacion
gue estos presentan, ya pueden observarse cambios histol6gicos antes de que las
manifestaciones clinicas sean apreciables. Segun el grado de afectacion podemos
encontrar variabilidad en el tamafio de las fibras, presencia de nicleos centrales (en
lugar de periféricos) o la presencia de fibras necréticas y degenerativas agrupadas en
clusters. También podemos encontrar fibras regenerativas, (caracterizadas por ser de

menor tamafio, basofilas y con ndcleo central) producidas como mecanismo para tratar
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de reemplazar las fibras dafiadas (se suceden repetidos ciclos de degeneracion-
regeneracion). Las fibras necréticas son fagocitadas, por lo que podemos encontrar la
presencia de linfocitos CD4+ y macrofagos en el perimisio y endomisio. Esto, junto con
la pérdida progresiva de la capacidad regenerativa del musculo conlleva al
reemplazamiento gradual de las fibras musculares por tejido adiposo y conectivo
fibrético (Figura 5). La combinacion de la progresiva fibrosis junto con la pérdida de
fibras musculares contribuye a la aparicién de la debilidad muscular (Emery et al., 2015;
Guiraud et al., 2015).

Figura 5. Representacién histoldgica de secciones de musculo en distintos estados distroficos.
Iméagenes de tincion de Hematoxilina-Eosina de sujetos con distintos grados distréficos, (A) moderado
observando variabilidad de fibras, fibras necréticas (1) y regenerativas (2) asi como reemplazamiento por
tejido adiposo (3) y fibrético. Estas caracteristicas se acentlan en grados mas severos (B, C).

1.3.2.2. Patomecanismos celulares

Desde el punto de vista molecular, la ausencia o mal funcionamiento de la
distrofina altera y desencadena una serie de mecanismos que favorecen o dan lugar a

la degeneracién y patogénesis de la fibra muscular. Podemos diferenciar los siguientes:

Pérdida de la funcién estructural

Como ya hemos comentado, la distrofina junto con el complejo DAPC mantienen
la integridad y estructura del sarcolema, conectando el citoesqueleto con la matriz
extracelular. De esta manera se ayuda amortiguar el estrés generado en durante la
contraccion de los sarcoémeros. En ausencia de distrofina, el sarcolema es mas
susceptible al dafio tras la contraccion. En 1975 Morki y Engel, observaron mediante
microscopia electronica lesiones en el sarcolema de fibras musculares de pacientes con
DMD (Mokri and Engel, 1975). Concretamente son las contracciones excéntricas

(aquellas en las que se produce un alargamiento del musculo) las que provocan mas
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lesiones en el sarcolema de fibras distréficas ya que el estrés mecanico producido es
mayor (Petrof et al., 1993). La aparicion de roturas en el sarcolema permite el influjo de
sustancias extracelulares (como iones de Ca?*) y que enzimas intracelulares como la
CK se liberen del interior de la fibra muscular. Niveles elevados de CK pueden
detectarse en suero de pacientes DMD y DMB (Mendell and Lloyd-Puryear, 2013)
aungue no es un marcador especifico debido a que esta elevacion puede observarse en

otro tipo de distrofias musculares o miopatias donde se produzca dafio muscular.

Desregulacion de la homeostasis del Ca2+

Los niveles de Ca?" aumentan en el sarcoplasma de las fibras musculares
distréficas, debido a su influjo a través a través de un sarcolema desestabilizado en
ausencia de distrofina (Bodensteiner and Engel, 1978). Este aumento de Ca?
intracelular se debe también a otros factores adicionales. Una de las vias de entrada del
Ca?" al citoplasma parece ser a través de canales de calcio mecanosensibles TRPC (del
inglés, transient receptor potential channel) que estan sobreexpresados vy
sobreactivados en las fibras musculares distréficas (Franco and Lansman, 1990;
Franco-Obregén and Lansman, 1994; Vandebrouck et al., 2002). Ademas, la actividad
de los canales de goteo de Ca?*, que sirven para aumentar el influjo de este ion a través
del sarcolema estd aumentada. La elevaciéon anormal de Ca?* intracelular activa
proteasas dependientes de Ca?*como la calpaina, que es capaz de modificar la actividad
de estos canales de goteo para que permanezcan mas tiempo abiertos (Alderton and
Steinhardt, 2000a, b). La calpaina también puede degradar proteinas del sarcolema,
contribuyendo de esta forma a la aparicion de necrosis de la fibra muscular (Vallejo-
lllarramendi et al., 2014). Un aumento anormal de Ca?" intracelular puede causar la
entrada excesiva de éste en la mitocondria, alterar la fosforilacion oxidativa, lo que
conlleva a una disminucion en la generacién de ATP y como consecuencia la muerte
celular (Millay et al., 2008).

Oxido nitrico, dafio oxidativo y regeneracion

Durante el curso de la enfermedad, se produce un aumento de estrés oxidativo,
encontrando un incremento de la peroxidacion de lipidos asi como la nitrosilacion de
proteinas, lo que contribuye al dafio de las células musculares (Rando et al., 1998;
Dudley et al., 2006). En este proceso esta implicado el 6xido nitrico (NO, del inglés nitric
oxide)y la enzima nNOSu. Como hemos comentado, en condiciones normales la enzima
se ancla al sarcolema gracias a su interaccién con la distrofina y el complejo sintrofina-

distrobrevina, (Lai et al., 2009). Sin embargo, en ausencia de distrofina (o de los
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dominios de ésta que la anclan al sarcolema) se produce la deslocalizacion de nNOSy,
produciendo NO citosdlico que provoca la nitrosilacion del receptor de la rianodina RYR1
(canales de calcio del reticulo sarcoplasmico) fomentando la desregulacion de la
homeostasis de Ca?* (Gentil et al., 2012).

Por otro lado, el NO es un activador de las células satélites estimulando asi el
proceso de regeneracion como mecanismo frente al dafio muscular. Sin embargo,
finalmente esta sobreactivacion conlleva a una deplecion de la poblacion de células

satélite favoreciendo el aumento de fibrosis muscular (Buono et al., 2012).

Inflamacion y fibrosis

Diversos procesos inmunolégicos también contribuyen a la patogénesis
muscular en DMD y DMB. La degeneracion de las fibras musculares distroficas esta
relacionada con un aumento de macréfagos vy linfocitos T CD4+ y CD8+ activados
localmente, (Spencer et al.,, 2001). Como consecuencia, se produce un aumento de
citoquinas proinflamatorias como TNF-a (del inglés tumor necrosis factor a) e IFN-y
(interferbn gamma). Estas citoquinas pueden producir un incremento del complejo
mayor de histocompatibilidad | (CMH 1) en las fibras musculares distréficas, presentando
antigenos propios que son reconocidos por los linfocitos T, aumentando asi el dafio
celular. Estos procesos de inflamacién sostenida favorecen la aparicion de fibrosis
muscular, proceso en el que estd implicado el TGFB (del inglés transforming growth
factor B). Este factor se encuentra a mayores concentraciones en sujetos distréficos,
localizandose en las fibras atréficas, necréticas y regenerativas, promoviendo el

reemplazo del tejido muscular dafiado por tejido fibrético (Spencer and Tidball, 2001).

1.3.3. Factores modificadores en trans

Ademas de la consecuencia directa de la alteraciéon de distrofina, existen otros
factores en trans que pueden modificar el fenotipo resultante, debido a una diferente

expresion o regulacion de estos en distintos sujetos.
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1.3.3.1. Epigenética

Ademds de la consecuencia directa de pérdida del soporte estructural de las
fiboras musculares, la ausencia de distrofina se ha visto relacionada con alteraciones
epigenéticas que conllevan a la desregulacién de la activacion transcripcional de las

células satélite (Rugowska et al., 2021).

Uno de los elementos clave en la regulacion epigenética son los microRNAs
(miRNAs), un subtipo de ARNs no codificantes que estan implicados en la regulacion de
la expresion génica a través de interacciones ARN-ARN post-transcripcionales. Existe
un grupo de miRNAs expresados especificamente en musculo esquelético y cardiaco,
gue recibe el nombre de myomiRs y estan relacionados con los procesos de
proliferacién, diferenciacion y regeneracion y activacion de las células satélite (Horak et
al., 2016; Aranega et al., 2021). Se ha visto que los niveles de estos myomiRs estan
desregulados en algunos desordenes musculares, como por ejemplo en DMD y DMB.
Por esto, el estudio de algunos myomiRs presentes en suero ha cobrado relevancia por
el papel que podrian tener como biomarcadores para el diagnéstico y prognosis de estas
enfermedades (Li et al., 2014). Se ha observado que el miR-31 esta sobreexpresado en
el tejido muscular de pacientes con DMD y actla especificamente reprimiendo la
expresion de distrofina (Cacchiarelli et al., 2011). Por otro lado, recientemente se ha
observado la sobreexpresion de miR-106b en las células satélite de un modelo de ratén
distréfico cuya inhibicion contribuye a la miogénesis y al aumento la regeneracién
muscular (Rodriguez-Outeirifio et al., 2022). También podemos encontrar otros miRNAs
desregulados, como miR-206 relacionado con la regeneracion muscular; miR-1,
relacionado con la regulacién del estrés oxidativo; o miR-29 relacionado con los
procesos fibréticos que aparecen. Adicionalmente, la expresion de los miRNAs esta
sujeta a una compleja regulacién, que en algunos casos puede verse afectada por la
deslocalizacion de la enzima nNOSu y el estado de nitrosilacion de las histonas

deacetilasas que la regulan (Cacchiarelli et al., 2010).

1.3.3.2. Genes modificadores de DMD

Diversos estudios se han centrado en la busqueda de factores que puedan contribuir
a la variabilidad de la progresion de los sintomas en DMD. Entre ellos, se ha identificado
la presencia de ciertos polimorfismos (SNPs, del inglés single nucleotide polymorphism)
en varios genes, que pueden actuar modificando el fenotipo final (Bello and Pegoraro,
2019).
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SPP1

Este gen codifica para la proteina osteopontina, una citoquina secretada
como respuesta a dafio muscular y esta implicada en los procesos de
inflamacién, regeneracién y fibrosis. El estudio llevado a cabo por Pegoraro y
colaboradores identific6 que la presencia del SNP rs28357094 (que produce el
cambio de una T por una G 66 pb aguas arriba del lugar de inicio de transcripcion
del gen) estaba relacionado con una pérdida de la ambulacion temprana y mayor
debilidad muscular, en dos cohortes independientes de pacientes DMD
(Pegoraro et al., 2011). La presencia del alelo con la variante mutante (G) actla
de manera dominante, es decir, que los pacientes que lo presentan tanto en
homocigosis (GG) como heterocigosis (G/T), presentan peor progresion que los
que presentan el alelo normal (TT). Sin embargo, posteriores estudios no
pudieron validar esta asociacion (Flanigan et al., 2013; van den Bergen et al.,
2014). Posteriormente se observo que la presencia de rs28357094 con el alelo
G, aumentaba la expresion de SPP1 como respuesta a tratamiento con
glucocorticoides, mientras que los pacientes con el genotipo TT, mantenian
invariables sus niveles. Los pacientes que son tratados con glucocorticoides y
presentan el alelo G, pierden la deambulacién antes que los que no lo presentan.
La edad de pérdida de deambulacién entre los no tratados se mantiene invariable
independientemente del genotipo (Bello et al.,, 2015). Debido a esta
sobreexpresion de SPP1, se produce una desregulacion de los procesos que
controla, aumentando la inflamacién y la fibrosis en el masculo. De esta forma,
estos resultados sugieren que SPP1 desempefia un papel farmacodinamico en

respuesta a los glucocorticoides en DMD.

LTBP4

Este gen codifica para la proteina LTBP4 (del inglés, latent transforming
growth factor 8 binding protein 4). Esta proteina regula la actividad de TFG,
uniéndose a este receptor en la matriz extracelular, formando el complejo latente
LTBP4-TFGR. Este ultimo es liberado de LTBP4 por la accion de diversas
proteasas. Flanigan y colaboradores (Flanigan et al., 2013) identificaron un
haplotipo compuesto por los siguientes 4 SNPs en el gen LTBP4, produciendo
cada uno un cambio de aminoacido: rs2303729 (V194l), rs1131620 (T787A),
rs1051303 (T820A) y rs10880 (T1140M); dando lugar principalmente a los
haplotipos VTTT e IAAM. El haplotipo IAAM estaba asociado con una pérdida de

la deambulacién mas tardia en pacientes DMD (tanto tratados con GCs como
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no) que el haplotipo VTTT y que el resto de los haplotipos minoritarios. Estos
hallazgos fueron validados utilizando otras cohortes de pacientes DMD (Bello et
al., 2015; van den Bergen et al., 2015). El efecto protector del haplotipo IAAM
esta relacionado con un mayor secuestro de TFGB debido a que la proteina
LTBP4 con estos aminoacidos es mas resistente a la accion de las proteasas,
reduciendo de esta manera la cantidad de TFGp libre, lo que conlleva a una

reduccién de la aparicion de fibrosis (Bello and Pegoraro, 2019).

THBS1

Este gen codifica para la proteina TSP-1 (del inglés, thrombospondin-1)
gue se encarga de liberar a TGFf de la proteina LTBP4 mediante protedlisis. El
SNP rs2725797 (que produce un cambio de una G por una A) produce una
disminucion de la expresion de TSP-1, reduciendo de esta manera la activacion
de TGFpB y la consecuente aparicion de fibrosis (Weiss et al., 2018); asociandose
con un retraso en la pérdida de la deambulacién en sujetos DMD.

CD40

Este gen codifica la proteina TNR5 (del inglés, tumor necrosis factor
receptor superfamily member 5), expresada en la superficie de las células
presentadoras de antigeno y es necesaria para la polarizaciéon y activacion de
las células T. La presencia del SNP rs1883832 que produce un cambio de una
C por una T, esta asociada con una pérdida temprana de la deambulacién en
pacientes con DMD. Este SNP, reduce la expresion de CD40, pudiendo producir
un fallo en los procesos de regeneracion y favorecer la aparicion de fibrosis en
el musculo de pacientes con DMD (aunque el mecanismo de accion que conlleva

a estos procesos no se conoce con exactitud) (Bello et al., 2016b).

ACTN3

Este gen codifica la proteina a-actinina-3, que es uno de los componentes
de la linea Z sarcomérica del musculo esquelético. El polimorfismo rs1815739
presente en este gen produce la aparicion de un codon de parada (R577X) y la
consecuente ausencia de proteina (parcial o total dependiendo si esta presente
en uno o dos alelos). Los pacientes DMD deambulantes que presentan el alelo
nulo (577X) poseen menos fuerza muscular y necesitan méas tiempo para

recorrer 10 metros. Sorprendentemente, los pacientes heterocigotos (RX)
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pierden la deambulacion antes que los RR (normal) y que los XX (ausencia total
de proteina), no habiendo diferencias significativas entre los dos Ultimos. Este
hallazgo podria deberse a que una pérdida parcial de la proteina, a pesar de
producir una disminucién de la fuerza muscular, no sea suficiente como para
activar los mecanismos compensatorios que produzcan un cambio hacia el
metabolismo oxidativo y la generacién de fibras lentas, conocidas por ser menos
susceptibles a la degeneracion causada por la ausencia de distrofina (Webster
et al., 1988; Hogarth et al., 2017).

1.4. Aspectos clinicos de las distrofinopatias

1.4.1. Distrofia muscular de Duchenne

La Distrofia Muscular de Duchenne (DMD, OMIM:310200) es considerada la
enfermedad ligada al cromosoma X mas comun, afectando a 1 de cada 3.500-5.000
nifos recién nacidos (Emery, 1991; Emery et al., 2015). Los primeros sintomas
aparecen sobre los 2 a 5 afios y se caracterizan por una debilidad progresiva
principalmente de los musculos de extremidades inferiores y proximales, junto a rasgos
peculiares como pseudo-hipertrofia de las pantorrillas y lordosis lumbar pronunciada.
Estos nifios presentan un retraso del inicio de la marcha que ademas resulta insegura 'y
sufren caidas frecuentes, junto a una gran dificultad para correr y subir escaleras, y
terminan desarrollando una forma caracteristica de caminar denominada marcha
anserina o “de pato”. También presentan dificultad para levantarse del suelo (maniobra
de Gowers), teniendo que recurrir al apoyo de los brazos para ello sobre las piernas
para enderezar el tronco (Gowers, 1879). Finalmente, alrededor de los 12 afos, pierden
la deambulacién y quedan confinados en una silla de ruedas por la impotencia de los
miembros inferiores. A medida que la enfermedad avanza, la debilidad se extiende a los
miembros superiores y desarrollan una escoliosis y deformidad de la caja toracica que
restringe el flujo aéreo pulmonar, ya comprometido por la debilidad de los musculos
respiratorios. La funcidn respiratoria se agrava gradualmente llegando un punto que se
hace necesaria la ventilacion asistida. Los pacientes DMD también presentan problemas
cardiacos que se agravan conforme avanza la enfermedad, con el desarrollo de una
miocardiopatia dilatada o de problemas de la conduccién cardiaca (arritmias).
Finalmente, estos pacientes fallecen entre la tercera o cuarta década de vida,
principalmente por problemas respiratorios, infecciones pulmonares (el 90% de los

casos) o complicaciones cardiacas (Darras et al., 2022).
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Otro signo caracteristico de los pacientes con DMD son las alteraciones
cognitivas y del neurodesarrollo. Aproximadamente un 26% de ellos presentan
deficiencia intelectual, que se documenta mediante un valor de coeficiente intelectual
(CI) inferior a 70. Ademas, en torno a un 50%-70% de los sujetos DMD presentan retraso
en el desarrollo del lenguaje, aunque finalmente una mayoria de ellos consiguen hablar
con normalidad. También pueden presentar alteraciones cognitivas/conductuales como
trastorno por déficit de atencidn e hiperactividad (TDAH), autismo o problemas de
aprendizaje (Ricotti et al.,, 2016). Diversos estudios han relacionado los problemas
cognitivos con la alteracion de las isoformas cerebrales de la distrofina Dp140 y Dp71,
(Bardoni et al., 2000; Daoud et al., 2009; Pane et al., 2012; Chamova et al., 2013).

1.4.2. Distrofia muscular de Becker

Como hemos comentado anteriormente, la distrofia muscular de Becker (DMB,
OMIM:300376) suele estar causada por mutaciones en el gen DMD que no alteran la
pauta de lectura permitiendo la producciéon de una distrofina, parcialmente funcional.
Esta distrofia tiene menor incidencia que la DMD, apareciendo en 1 de cada 16.700-

18.500 nacimientos del sexo masculino (‘Orphanet: Distrofia muscular de Becker’, n.d.).

Respecto a la DMD, los pacientes con DMB desarrollan sintomas mas leves, tienen
una progresiéon mas lenta y la edad de aparicion varia entre la infancia y la de adulto
tardio. Por definicion, la pérdida de la deambulacién en estos pacientes ocurre después
de los 16 afos, promediandose en torno a los 37 afios en diversas series publicadas,
aungue no resulta infrecuente encontrar pacientes de avanzada edad que la conservan
(Yazaki et al., 1999).

Cuando aparece la debilidad muscular, lo hace con una distribucién similar a la
presente en DMD afectando primariamente los musculos proximales de los miembros
inferiores, extendiéndose mas adelante a los miembros superiores y masculos distales.
La hipertrofia de pantorrilas es muy comidn y la presencia de sintomas
pseudometabdlicos como calambres, mialgias y rabdomidlisis relacionados con
esfuerzo o situaciones de estrés son bastante caracteristicos de estos pacientes, sobre
todo en los estadios iniciales o presintométicos. También es frecuente la aparicion de
complicaciones cardiacas, siendo la principal causa de fallecimiento (aproximadamente
el 50%) de los pacientes. En series publicadas la media de edad de fallecimiento la
sitian entre la cuarta o quinta década (Bushby and Gardner-Medwin, 1993; Comi et al.,
1994; Darras et al., 2022), pero la informacion es retrospectiva y los criterios de inclusion

no han sido homogéneos. Por otro lado, las complicaciones respiratorias no son tan
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relevantes o no se han estudiado a fondo en este tipo de pacientes. Finalmente, los
sujetos DMB también pueden presentar alteraciones cognitivas, conductuales, de
aprendizaje y neurodesarrollo (Young et al., 2008; Lambert et al., 2020), aunque estos

aspectos tampoco han sido estudiados tan a fondo como en la DMD.

1.4.3. Formas clinicas de distrofinopatia parciales o presentacion aislada

De forma creciente se esta tomando conciencia de casos de distrofinopatias que cursan
de forma subclinica expresandose Unicamente con hiperCKemia (Ferreiro et al., 2009;
Pons et al., 2017) o con manifestaciones aisladas del espectro clinico de las distrofias
DMD-DMB, como son los sintomas pseudometabdlicos (Sanchez-Arjona, 2005); la
miocardiopatia dilatada aislada (también denominada en inglés X-linked dilated
cardiomyopathy) (Nakamura, 2015); o el déficit cognitivo sin debilidad muscular (North
et al., 1996) . Aunque en general estas formas de presentacion se suelen incluir en el
capitulo de la distrofia muscular tipo Becker (Darras et al., 2022), el tema tiene suficiente
entidad para considerarlas aparte. Primero, porque estas situaciones cursan sin
debilidad muscular que es el sintoma definitorio de la DMB; en segundo lugar, porque
suponen un reto clinico que requiere un diagndstico diferencial especifico; y en tercer
lugar porque subyacen mecanismos patogénicos todavia desconocidos que

condicionan la presentacion de dichas formas.

1.5. Aproximaciones terapéuticas de las distrofinopatias

Actualmente no existe una cura para las distrofinopatias y los esfuerzos estan
dirigidos al tratamiento de las manifestaciones asociadas a la enfermedad para ayudar
a prolongar la supervivencia y la calidad de vida. Entre estas podemos encontrar la
prevencion del desarrollo de deformidades de la columna vertebral, el manejo de las
complicaciones respiratorias y nutricionales (mediante alimentacién a través de tubo
gastrointestinal). En cuanto a las complicaciones cardiacas, se suelen utilizar farmacos
antihipertensivos o beta-bloqueantes para mejorar la funcion del ventriculo izquierdo o
para el tratamiento de arritmias; diuréticos en casos de infarto agudo de miocardio y en
aquellos casos DMB con ausencia o leve afectacibn muscular pero con una severa
cardiopatia puede estar indicado el trasplante cardiaco (Emery et al., 2015; Darras et
al., 2022).

El Unico tratamiento farmacolégico que ha demostrado mejorar la progresion de la
enfermedad son los corticoides, ya que aumentan la fuerza y la funcibn muscular,

retrasando la edad de pérdida de la deambulacion ademas de reducir el riesgo de
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escoliosis y estabilizar la funcion pulmonar. Sin embargo, los glucocorticoides no evitan

la evolucion fatal de la enfermedad (Bushby et al., 2010; Matthews et al., 2016).

Las principales aproximaciones terapéuticas para DMD se basan en dos estrategias:
la restauracion de la expresion de distrofina (defecto primario) y el desarrollo de terapias
enfocadas a tratar las consecuencias secundarias de la ausencia de esta proteina
(defectos secundarios), como el aumento de inflamacion, la desregulacion de la
homeostasis de Ca?*, el aumento de estrés oxidativo, la desregulacion mitocondrial, ,
aumento de fibrosis; asi como potenciadores la regeneracion muscular y la
sobreexpresion de la utrofina, una proteina homologa a la distrofina (Verhaart and
Aartsma-Rus, 2019). Estos compuestos son aplicables a todos los sujetos con
distrofinopatia pero aunque puedan retrasar la progresion de la enfermedad es

necesario combinarlos junto con terapias enfocadas a resolver el defecto primario.

A continuacién, nos centraremos en las terapias dirigidas a la recuperacién de la

distrofina.

1.5.1.Transferencia génica

Esta terapia se basa en la introduccion del gen DMD, pero debido a su enorme
extension se han desarrollado versiones mas sintéticas llamadas micro-distrofinas
(uDys) que pueden ser empaquetadas en virus adenoasociados (AAV, del inglés adeno-
assoaciated virus) para su distribucion sistémica. El disefio de las pDys surgio
inicialmente del descubrimiento de grandes mutaciones en DMD que originaban
distrofinas altamente funcionales y presentes en sujetos con sintomas leves (England
et al., 1990).

Actualmente hay tres tipos pDys en ensayos clinicos y tienen en comdn la
presencia del dominio amino-terminal, el dominio rico en cisteinas, las repeticiones de
espectrina R1 y R24 y las regiones bisagra H1 y H4; asi como la ausencia del dominio
C terminal (Duan, 2018; Happi Mbakam et al., 2022). Particularmente, se ha observado
gue el dominio carboxi-terminal es esencial para la correcta interaccion de la distrofina
con las sintrofinas y las proteinas cavin (componentes de la caveolas) en musculo
cardiaco y cuya ausencia altera la activacion de rutas de sefializacién cardio-protectoras
(Tandon et al.,, 2015; Wang et al., 2021). En la Figura 6 puede observarse los

componentes de los tres tipos de uDys, asi como sus diferencias.

Aunque se han obtenido resultados esperanzadores en modelos animales y en los

ensayos clinicos que se encuentran en desarrollo, como el aumento de expresion de
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distrofina muscular y mejora funcional, esta terapia se enfrenta a importantes obstaculos
(Duan, 2018). Por una parte, existen preocupaciones sobre la funcionalidad de estas
pequenas proteinas. Por otro lado, la expresion del transgén podria decaer en el tiempo.
Finalmente, su distribucién puede verse afectada por la respuesta inmune del huésped
frente a proteinas de la cipside del AAV o frente a la propia puDys (Duan, 2018; Verhaart
and Aartsma-Rus, 2019). Estudios adicionales son necesarios para resolver estos

problemas y que la adicion génica se convierta en una terapia factible para DMD.

Distrofina completa (Hoffman et al 1987)
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Figura 6. Variantes de la micro-distrofina. En primer lugar, se muestra la estructura de la distrofina
completa con sus distintos dominios, que incluye el dominio amino-terminal (N); las regiones bisagra
(H1-H4); el dominio central (RX) indicando el sitio de unién de la enzima nNOS (del inglés, neural nitric
oxide synthase) (R16 y R17); el dominio rico en cisteinas (CR) y el dominio carboxi-terminal (C). La
imagen ilustra las distintas versiones de micro-distrofinas (uDys) (con sus particularidades
estructurales) que se encuentran actualmente en ensayos clinicos, incluyendo el modelo original de
Yuasa (Yuasa et al., 1997). La A3990 se utiliza en el ensayo PF-06939926 (Pifzer) con el promotor
MCK (promotor murino de la creatina quinasa, CK) y AAV9 (adenovirus asociado serotipo 9) para su
distribucion. La AR4-R23/ AC se utiliza en el ensayo SRRP-9001 (Nationwide Children’s Hospital) con
el promotor MHCK7 (promotor especifico de musculo esquelético, con expresion potenciada en
musculo cardiaco) y AAVrh74. La uDys-5R tiene la particularidad de incluir las repeticiones R16 y R17
y se utiliza en el ensayo SGT-001 (Solid Bioscience) utiliza el promotor especifico de misculo CK8 y
AAV9. Imagen modificada de (Happi Mbakam et al., 2022).

1.5.2. Terapia con células madre

Este tipo de terapias tienen como objetivo reponer el reservorio de células madre
con células que expresen distrofina. Mientras que un ensayo clinico en el que se utilizé

mesoangioblastos de un donante HLA-compatible no demostr6 mejoras funcionales
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(Cossu et al., 2015), estudios preclinicos recientes se han centrado en el trasplante
autologo de células madre corregidas (Meng et al., 2016; Sun et al., 2020). Sin embargo,
esta terapia se enfrenta a importantes retos como la baja eficiencia y distribucion, asi

como el riesgo de la aparicién de tumores en los pacientes tratados.

1.5.3. Atalureno

El atalureno es un compuesto quimico que ha sido autorizado de manera
condicional por la Agencia Europea del Medicamento para su el tratamiento de
pacientes DMD ambulantes con mutaciones sin sentido causantes codones prematuros
de parada (alrededor del 13%-15% pacientes DMD). Este farmaco es capaz de interferir
con los ribosomas durante la traduccion evitando que reconozcan el codon de parada
prematuro e introduciendo un aminoacido, permitiendo asi la produccién de la proteina.
Sin embargo, no se ha confirmado que el tratamiento aumente la produccién de

distrofina y su eficacia clinica es muy limitada (Politano, 2021).

1.5.4. Salto de ex6n

Esta terapia esta basada en las mutaciones que mantienen la pauta de lectura y
dan lugar a distrofinas con cierta funcionalidad. De hecho, el estudio de los fenotipos
asociados a estas mutaciones es esencial para determinar las deleciones mas

favorables a replicar mediante el salto de exén (Anthony et al., 2011, 2014a).

El objetivo de esta terapia es recuperar la pauta de lectura del ARNm mediante el
uso de oligonucledtidos antisentido (AON) que se unen a secuencias consenso del pre-
ARNmM de un determinado exdén, evitando asi ser reconocido por la maquinaria de
splicing celular, no incluyéndose en el ARNm maduro y consiguiendo por tanto la
recuperacion de la expresion de distrofina (Aartsma-Rus et al., 2009). Podemos
encontrar distintos tipos de AONs atendiendo a su estructura quimica: PMO (del inglés
phosphorodiamidate morpholino oligomers), 2"OMePS (del inglés 2-O-methyl-modified-
phosphorothioate), la nueva generacion de PMOs conjugados con péptidos que
favorecen la entrada celular (PPMOSs); asi como la sintesis de 2"OMePS estereopuros

para aumentar su eficiencia (Fortunato et al., 2021b).

Actualmente 4 PMOs han recibido la aprobacién de la FDA (del inglés, Food and
Drug Administration of United States of America): Eteplirsen (para el salto del exon 51,
aplicable al 13% de los pacientes DMD); Golodirsen y Vitolarsen (para el salto del exén

53, aplicable al 8%-10% de pacientes DMD) y Casimersen (para el salto del exon 45,
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aplicable al 8% de pacientes DMD) (Fortunato et al., 2021a). A pesar de su aprobacion
por la FDA, presentan una captacion sub-6ptima por el tejido diana, evidenciada por la
ligera recuperacion de la expresion de distrofina en musculo (menos del 3% en todos
los casos); asi como una discutible mejora funcional de los pacientes tras su
administracién. Otro principal inconveniente de esta terapia es que es especifica de
cada tipo de mutacion y aplicable a un namero limitado de pacientes (siendo el salto del
exén 51 el de mayor aplicabilidad). Ademas, hay que tener en cuenta de la necesidad
de su administracién por via intravenosa semanalmente asi como la aparicién de

toxicidad y efectos adversos con algunos compuestos.

Ensayos clinicos con la nueva generacién de AONs estan en marcha para evaluar
si producen un aumento de eficacia y seguridad. Por ejemplo, la nueva generacion de
Eteplirsen (con conjugado PPMO) ha demostrado unos resultados preliminares
alentadores, con una expresion de distrofina del 6,55% (Happi Mbakam et al., 2022).

1.5.5.Edicién génica mediante CRISPR-Cas9

El sistema CRISPR-Cas9 (del inglés Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats-Cas9) fue identificado por el investigador espafiol Francis Mdéjica,
como parte del sistema inmune adaptativo de bacterias y arqueas frente a ADN invasor
(Mojica et al.,, 1993, 2000, 2005). Posteriormente se identificaron los elementos
esenciales de este sistema (Jinek et al., 2012) y se adaptaron para la edicién genémica
de células de humanas (Cong et al., 2013; Mali et al., 2013) y modelos animales (Wang
et al., 2013; Yang et al., 2013). La gran precision, eficiencia, simplicidad y versatilidad
de este sistema ha supuesto una enorme revolucién en el campo de la edicién y la
terapia génica; de tal manera que las investigadoras Emmanuelle Charpentier y Jennifer
Doudna recibieron en 2020 el Premio Nobel de Quimica por sus avances sobre el
sistema CRISPR-Cas9 (‘Press release: The Nobel Prize in Chemistry 2020 -
NobelPrize.org’, n.d.).

Los elementos esenciales del sistema CRISPR-Cas9 utilizados para edicién génica
(principalmente derivados de Streptococcus pyogenes) son la nucleasa Cas9 y el ARN
guia (gRNA), compuesto a su vez por 2 moléculas de ARN: el crRNA (del inglés,
CRISPR RNA) y el tracrRNA (del inglés trans-activating crRNA). El tracrRNA actia de
union entre el crRNA y la nucleasa Cas9. Por otro lado, es el crRNA el que contiene una
secuencia monocatenaria de 20 nucle6tidos complementaria al sitio del genoma que se
quiere editar, donde ademds es necesaria la presencia de la secuencia PAM 5 -NGG-

3" (del inglés Protospacer Adjacent Motif), adyacente a la secuencia diana. Una vez la
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Cas9 es dirigida por el gRNA a la secuencia diana y reconoce la PAM, produce un corte
de doble cadena en el ADN (DSB, del inglés double strand break) (Doudna and
Charpentier, 2014). La maquinaria celular dispone de dos mecanismos para reparar los
DSB: la unién de extremos no homodlogos (NHEJ, del inglés non-homologous end
joining), un mecanismo propenso a la introduccidn de inserciones y deleciones (indels);
y la recombinacion homologa (HDR, del inglés homologous direct repair), mecanismo
menos frecuente que en presencia de un ADN molde produce una reparacion precisa
(Mojica and Montoliu, 2016). Ambos mecanismos pueden utilizarse segun nuestros
objetivos para producir disrupcion génica (mediante NHEJ) o la correccién precisa de

una mutacion (mediante HDR) (Figura 7A).

El sistema CRISPR-Cas9 ha sido ampliamente utilizado en DMD. Al igual que la
terapia de salto de exdn, es posible recuperar la pauta de lectura de DMD introduciendo
de manera simultanea 2 complejos CRISPR-Cas9 para que produzcan una escision del
exén o exones de interés, dando lugar a una proteina truncada pero parcialmente
funcional (similar a las que encontramos en DMB) (Figura 7B). La principal ventaja
frente a los AONs es que, al actuar a nivel gendmico, la escision de los exones es
permanente y estable. De hecho, se han obtenido esperanzadores resultados tanto en
modelos in vitro (Min et al., 2019; Soblechero-Martin et al., 2021) como in vivo (Figura
7C) (Long et al., 2016; Nelson et al., 2016; Tabebordbar et al., 2016; Amoasii et al.,
2018). Sin embargo, los principales inconvenientes de este sistema son la produccion
de cortes inespecificos (del inglés, off-targets) en el genoma del organismo diana, asi
como la respuesta inmune del huésped frente a la propia Cas9 o el vehiculo en el que
es introducido en el organismo (Charlesworth et al., 2019; Nelson et al., 2019). Por lo
tanto, esfuerzos adicionales son necesarios para abordar estos retos y que la edicion

génica pueda convertirse en una terapia plausible para DMD.
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Figura 7. Sistema CRISPR-Cas9 y su aplicacion en DMD. (A) El sistema CRISPR-Cas9 esti
compuesto por la nucleasa Cas9 y el gRNA. Este a su vez esta constituido por el crRNA que contiene
la region homologa a la zona del genoma de interés, adyacente a la secuencia PAM (5’-NGG-3’) y el
tracrRNA, que se une con el crRNA y con la nucleasa Cas9. Una vez la nucleasa es dirigida por el gRNA
a la zona de interés y reconoce la secuencia PAM produce un corte de doble cadena en el ADN (DSB),
gue puede repararse por el mecanismo de union de extremos no homologos (NHEJ, introduciendo
indels) o mediante recombinacion homdloga (HDR, que en presencia de un ADN molde realiza una
precisa reparacion, o modificaciones especificas). (B) Uso de dos complejos gRNAs que hibridan en
los intrones 22 y 23 para eliminar el exdén 23 de DMD del modelo de ratén mdx, que contiene una
mutacion que causa un coddn prematuro. Los DSB se reparan por NHEJ, empalméandose la zona
intrénicas contiguas, restaura la pauta de lectura del gen DMD. (C) Como consecuencia se recupera la
expresion de distrofina en las fibras musculares de los ratones mdx tratados (imagen Cas9-gRNA),
frente a los que no (Sham). WT: musculo de ratén sano. Escala= 100 um. Imagen (A) adapta de
(Gonzalez-Romero et al., 2019) y (B,C) adaptada de (Nelson et al., 2016).
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2. DELECION DE LOS EXONES 45-55 EN EL GEN DMD

Dentro de las distintas mutaciones que conservan la pauta de lectura, es de especial
interés la delecion de los exones 45 al 55 en DMD (del45-55). Esta delecion afecta al
dominio central de la distrofina y da lugar a una proteina més corta (360 KDa) que
ademas presenta la conformacion estructural favorable de repeticién hibrida de
espectrina (Figura 8). A pesar de la falta de 11 exones, esta delecion est4 asociada con
fenotipos favorables, pudiéndose encontrar en sujetos con afectacion muscular leve
(calambres, mialgias, intolerancia al ejercicio) e incluso en individuos totalmente
asintomaticos a edades avanzadas que cursan con hiperCKemia aislada. Sin embargo,
también hay algunos sujetos con esta delecion que presentan afectacibn muscular
severa (incluyendo casos registrados como fenotipo DMD), ademas de la presencia de
serias complicaciones cardiacas (Yazaki et al., 1999; Béroud et al., 2007; Ferreiro et al.,
2009; Taglia et al., 2015; Nakamura et al., 2017; Echigoya et al., 2019).

Distrofina completa
14kb, 427kDa

Dominio central (24 repeticiones)
Il 2.3 4 16 17 18 19 2021222324'

2 000, 000000000000Qg00 0600,

Distrofina truncada con del45-55 l

11kb, 360kDa
Dominio central R17/22 hibrida
4 (19 repeticiones) 16 4 2324

FOOOFC

Figura 8. Estructura de la distrofina completa y tras la del45-55. Como podemos observar, la del45—
55 afecta al dominio central de la distrofina, dando lugar a una proteina mas corta y con la conformacion
hibrida en la unién de las repeticiones 17 y 22 (R17/22). La del45-55 afecta al sitio de unién de la enzima
nNOS, que en condiciones normales se une a las repeticiones R16 y R17. N: dominio amino-terminal de
union a la actina; H1-H4: regiones bisagra; CR: dominio rico en cisteinas y C: dominio carboxi-terminal.
Imagen modificada de (Aoki et al., 2012).

Desde el punto de vista terapéutico, esta delecion es enormemente interesante
debido a que hasta el 60% de las mutaciones en DMD estan localizadas entre estos

exones y podria ser beneficioso para un mayor nimero de sujetos que con una



N \TRODUCCION

mutagénesis en la que se realiza un salto Unico de exén (Béroud et al., 2007; Flanigan
et al., 2009; Kaspar et al., 2009; Nakamura et al., 2017). De hecho, se han llevado a
cabo satisfactoriamente distintas aproximaciones de salto de los exones 45-55,
utilizando cocteles de AONSs tanto en modelos celulares como animales (Aoki et al.,
2012; Echigoya et al., 2015, 2019; Lee et al., 2018). Sin embargo, presenta notables
obstaculos como una eficiencia limitada (ligada a una baja distribucion del conjunto de
AONSs), la produccién de diversos transcritos intermedios no deseados (tanto que
conservan la pauta de lectura como no) como consecuencia de la eficiencia desigual de
cada AON, o problemas de toxicidad (van Vliet et al., 2008; Echigoya et al., 2015, 2019;
Aslesh et al., 2018). La escisiébn de los exones 45-55 también se ha conseguido
mediante el sistema CRISPR-Cas9 tanto en modelos DMD celulares (Ousterout et al.,
2015; Young et al., 2016) como animal (Young et al., 2017), demostrando la capacidad
de este sistema de producir grandes deleciones de manera eficiente y con un disefio
mas sencillo para recuperar la expresion de distrofina. Ademas, con el sistema CRISPR-
Cas9 es posible crear una deleciébn a medida, manteniendo o interrumpiendo las
secuencias reguladoras localizadas en los intrones 44 y 55 segun nos interese. Sin
embargo, aun son necesarios estudios donde se administre el sistema CRISPR-Cas9
con esta estrategia de manera sistémica, asi como resolver los inconvenientes ya

comentados previamente asociados a esta tecnologia.

Debido a la variabilidad fenotipica entre los sujetos con la del45-55 y para que esta
delecién se convierta en una alternativa terapéutica para DMD es necesario profundizar
en el estudio e identificacion de los posibles factores que pueden ser responsables de

ello. Entre los posibles candidatos podemos encontrar factores en cis y trans.

2.1.Factores modificadores en cis

2.1.1. Factores intrénicos

Los intrones 44 y 55 del gen DMD son extraordinariamente largos, con 248 kb y
120 kb respectivamente. A pesar de que todos los pacientes con esta delecion carecen
de la misma regién codificante, los puntos de rotura intrénicos pueden variar
enormemente de uno a otro, pudiendo alterar distintos factores intrénicos afectando al
fenotipo resultante. A continuacién, se describen algunos de los factores que podrian

verse afectados.
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Isoformas de la distrofina Dp140 y Dpl116

Las secuencias reguladoras y los primeros exones de las isoformas
Dp140 y Dp116 se localizan en el intrdn 44 (Lidov et al., 1995) y en el 55 (Byers
et al., 1993) de DMD respectivamente. La isoforma Dpl40 se expresa
mayoritariamente durante el desarrollo fetal del cerebro, aunque también se han
visto que esta altamente expresada en la corteza cerebral y en el cerebelo adulto
(Doorenweerd et al., 2017). Distintos estudios han establecido una asociacion
entre mutaciones en DMD que afectan a esta isoforma con la presencia de
alteraciones cognitivas/conductuales (Felisari et al., 2000; Chamova et al., 2013).
Por lo que respecta a la isoforma Dpl116, expresada en las células de Schwann
de los nervios periféricos (Byers et al.,, 1993), hasta el momento no se ha
encontrado ninguna implicacion clinica relacionado con su deficiencia (Matsuo
et al., 2017).

Long non-coding RNA

Estudios transcriptémicos han revelado la existencia de un gran namero
de ARNs que no codifican para ninguna proteina. Entre estos se encuentran los
IncRNA (del inglés, long non-coding RNA) con una extension de mas de 200 pb
y que pueden transcribirse desde regiones intrénicas (Mercer et al., 2009). El
equipo de Bovolenta identificé 4 INcRNA de localizacion nuclear y cuyo inicio de
transcripcién residia en los intrones 44 y 55 del gen DMD: IncRNA44s,
INcRNA44s2, IncRNA55s y IncRNA55as. Se observd que éstos se expresaban
preferentemente en los mismos tejidos que las isoformas largas de la distrofina
y cuyos niveles se correlacionaban inversamente con los ARNm de estas
isoformas. De esta forma, estos InCRNA interaccionan con el promotor de la

isoforma Dp427, reprimiendo su transcripcion (Bovolenta et al., 2012).

Alteracion del proceso de splicing

La generacion de reordenamientos gendémicos como el que encontramos
en la del45-55 puede acercar secuencias de splicing (dadores o aceptores) que
anteriormente estaban muy alejadas; asi como la disrupcién de secuencias
reguladoras (potenciadores o silenciadores). Esto puede dar lugar a que ciertas
secuencias intronicas se incluyan en el ARNm maduro (pseudoexones) (Greer
et al., 2015; Keegan, 2020), o alternativamente el salto de uno o varios exones

generando transcritos con codones de parada prematuros que eviten la
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expresion de la distrofina. Estos eventos también pueden generar transcritos que
mantengan la pauta de lectura, pero que puedan alterar la estructura y
funcionalidad de la distrofina. En conjunto, la produccién de distintos eventos de
splicing alternativos puede contribuir a la severidad clinica (Tuffery-Giraud et al.,
2017).

Distintos pacientes con la del45-55, pueden tener distintos puntos de rotura en
los intrones 44 y 55 del gen DMD, alterando los factores comentados anteriormente de
distinta manera, pudiendo tener influencia sobre el fenotipo final, contribuyendo asi a la
variabilidad clinica que se observa en los sujetos con esta mutacion. Como
consecuencia de esto, es extremadamente importante analizar y determinar con
precision los puntos de rotura intrénicos en estos pacientes, para saber con seguridad
gue factores pueden verse afectados. Ademas, es necesaria la caracterizacion de las
secuencias cercanas a los puntos de rotura para conocer con exactitud los mecanismos
gendmicos responsables de la produccion de esta delecion y ver si son comunes para
otras deleciones en DMD, (Miyazaki et al., 2009; Esposito et al., 2017; Keegan et al.,
2019).

2.1.2. Interaccion distrofina-nNOS

Como se ha comentado previamente, la enzima nNOSu se localiza en la zona
subsarcolémica gracias a su unién con la distrofina por las repeticiones de espectrina
R16 y R17 de ésta (codificado por los exones 42-45) (Lai et al., 2009). En los pacientes
con la del45-55, parte de la repeticion R17 esta delecionada, pudiendo alterar dicha
union. En un estudio llevado a cabo por Gentil y su colaboradores de una serie de
pacientes con del45-55 (Gentil et al., 2012) se observé un descenso de la expresion de
nNOSu en la mayoria de éstos. Este descenso, se ha visto que esta regulado por una
serie de miRNAs que estan sobreexpresados en estos pacientes (Guilbaud et al., 2018).
Sin embargo, la gravedad fenotipica que observé Gentil no se correlacionaba con los
niveles de nNOSy, sino que con su localizacion. Los fenotipos més graves los
presentaban aquellos sujetos en los que nNOSp perdia su anclaje al sarcolema y se
localizaba citosélicamente, que como ya hemos comentado en el apartado 1.3.2.2,
contribuye a la desregulacion de la homeostasis de Ca?* y la patogénesis. Sin embargo,
pacientes con la misma delecion en los que esta enzima se localizaba anclada a la zona

interna del sarcolema presentaban fenotipos mas favorables (Gentil et al., 2012).

A pesar de estas contribuciones todavia esta por resolver la razén por la que

distintos pacientes con la del45-55 presentan una distinta localizacion de nNOSp.
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Podria deberse a efectos epigenéticos como se sugeria en el trabajo de Gentil, aunque
también podria ser una consecuencia mas que una causa. Es decir, que aquellos
individuos con una clinica mas severa presenten una mayor afectacion muscular (con
mayor alteracion del sarcolema) que produzca dicha deslocalizacion. Ademas, cabe
recordar que la distrofina también permite la localizacién sarcolémica de la enzima
NNOS a través de la interaccién con las sintrofinas, por medio del dominio carboxi-

terminal, conservado en el caso de la del45-55.

2.2 .Factores modificadores en trans

Entre los distintos factores en trans que pueden contribuir a la variabilidad
fenotipica observada en los sujetos con la del45-55 cabe destacar la influencia de los
mecanismos epigenéticos y los genes modificadores de DMD, comentados previamente

en el apartado 1.3.3.

2.2.1.Mutaciones concurrentes en otros genes

Como previamente se ha descrito, la presencia de mutaciones adicionales en
genes miopaticos en sujetos con deleciones que conservan la pauta del gen DMD,
puede actuar como agravante de la severidad (Kerst et al., 2000), siendo un punto a
tener en cuenta ya que podria contribuir a la variabilidad fenotipica de los sujetos con la
del45-55.
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La hipotesis en la que se basa la presente tesis doctoral es:

La delecidon de los exones 45-55 en el gen DMD puede convertirse en un
modelo terapéutico para la distrofia muscular de Duchenne, pero antes es
necesario reconocer los mecanismos responsables de la variabilidad fenotipica

que expresay, sobre todo, entender larazén de su presentacion asintomética.
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OBJETIVOS

El objetivo principal de la presente tesis doctoral es el analisis de la delecion de
los exones 45-55 en el gen DMD para tratar de desvelar los factores que promueven su
presentacién de manera asintomatica, de forma que pueda replicarse como modelo de
terapia para la distrofia muscular de Duchenne. Con este fin, planteamos los siguientes

objetivos especificos:

1) Estudio a fondo de una cohorte de sujetos con la delecion 45-55 en el gen DMD.
Caracterizacion clinica y genética.

2) Analisis de los potenciales factores modificadores del fenotipo en cis y trans que
puedan explicar la variabilidad clinica asociada a la del45-55.

3) Aproximacion de la del45-55 como posible modelo de terapia, mediante su
reproduccién en una linea de mioblastos DMD utilizando el sistema de edicién
génica CRISPR-Cas9.
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1. ESTUDIO DE UNA COHORTE DE SUJETOS CON LA del45-55

1.1. Caracterizacién clinica de los pacientes

1.1.1. Pacientes

Se llevé a cabo una busqueda de sujetos que presentaran la del45-55 en el gen
DMD mediante un estudio cooperativo entre distintos centros espafioles de
enfermedades neuromusculares, liderado por el Instituto de Investigacion Sanitaria La
Fe (IS La Fe) y el Hospital Universitari i Politecnic La Fe de Valencia en colaboracion
con el Hospital Sant Pau de Barcelona. Ademds, se consultaron los registros de
pacientes de la asociacion Duchenne Parent Project Espafia y del Centro de
Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Raras (CIBERER, Instituto de Salud
Carlos lll). Los casos indice fueron contactados por su respectivo neurdlogo o
neuropediatra y fueron invitados a participar en el estudio. Los datos clinicos de los
informes hospitalarios o de atencién primaria fueron obtenidos a partir del respectivo
facultativo con el consentimiento del paciente o de su pariente mas cercano y con la
aprobacién del jefe de servicio correspondiente. El protocolo llevado a cabo en este
estudio fue aprobado por el Comité de ética del Hospital La Fe de Valencia (cddigo
2018/0200, Anexo I), ademas de la obtencion del consentimiento informado segun la
declaracién de Helsinki firmado por los pacientes o sus respectivos padres o tutores

legales.

1.1.2.Aspectos clinicos

Se aplicé un protocolo que recogia aspectos clinicos relevantes como datos
demograficos, historia familiar, hitos del desarrollo, edad de aparicion de los primeros
sintomas (asi como de los subsecuentes) y la edad a la que aparecian determinados
aspectos relevantes de la enfermedad. Se llevé a cabo una completa evaluacion
funcional utilizando la escala de Vignos modificada (Vignos and Archibald, 1960): grado
0= hiperCKemia y desarrollo de todas las actividades con normalidad; grado 1=
deambulacién normal pero incapacidad para correr; grado 2= incapacidad de andar de
puntillas y marcha anserina; grado 3= debilidad muscular evidente, marcha en estepaje
y uso de pasamanos para subir escaleras; grado 4= dificultad para levantarse del suelo,
signo de Gowers; grado 5= incapacidad para subir escaleras; grado 6= incapacidad para
la incorporacién desde una silla; grado 7= marcha con ayuda o uso de bastén; grado 8=

uso de silla de ruedas; grado 9= incapacidad para comer, beber o permanecer sentado
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sin asistencia; grado 10= confinado en cama. Las evaluaciones cardioldgicas y
respiratorias de cada paciente fueron realizadas por el especialista del centro

correspondiente.

Para la evaluacion cognitiva de los pacientes adultos, el protocolo incluia
preguntas sobre logros del neurodesarrollo, rendimiento escolar y social, asi como
alteraciones del comportamiento y psiquiatricas. Cuando se reporté alguna alteracion
se procedio a una evaluacion exhaustiva mediante la aplicacion de la bateria de test de
Weschler para adultos. Por otro lado, todos los pacientes pediatricos fueron evaluados
de manera sisteméatica por el mismo neuropsicologo. Este analisis consistia en el uso
de una bateria de test validados, empleados en la evaluacion de pacientes DMD (Ricotti
et al., 2016) y que cubren distintas funciones cognitivas: inteligencia general mediante
el test de Raven; la memoria de trabajo mediante la prueba de Digit Span, un subtest de
la bateria del WISC 1V (escala de Weschler de inteligencia para nifios); procesamiento
fonoldgico y fluidez verbal mediante la aplicacién de un subtest de la bateria de NEPSY
II; funcion ejecutiva y la capacidad de resolucion de problemas mediante la prueba de
la Torre de Londres. Los problemas emocionales y del comportamiento fueron
evaluando mediante el cuestionario de CBCL de Achenbach (del inglés Child Behaviour
CheckList).

En el caso de aquellos pacientes que no era posible concertar una visita
presencial su evaluacion se realizd via telefénica mediante la aplicaciéon de un
cuestionario estructurado que recogia informacion relevante sobre datos familiares,

aspectos clinicos principales y edad de aparicion de los sintomas.

Los sujetos que presentaban la delecién fueron clasificados en uno de los siguientes
fenotipos:
. HiperCKemia aislada. Incluyendo casos totalmente asintomaticos o
paucisintomaticos asociados con sintomas menores como pseudometabdlicos
(mialgia, calambres o rabdomidlisis inducida por ejercicio o factores

extenuantes).

. Fenotipo DMB. En aquellos sujetos donde los sintomas aparecian a partir de los

40 afos, les denominamos DMB de inicio tardio.
. Cardiopatia aislada.

Por otro lado, la severidad muscular se clasific6 en cuatro grados segun la escala
de Vignos descrita anteriormente: asintomatico (grado 0-1), leve (grado 2—4), moderado

(grado 5-6) y severo (grado 27).
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La afectacion cardiaca se definid segun los criterios de las guias internacionales
(Ponikowski et al., 2016) y evaluado por el correspondiente cardiélogo. Se tuvieron en
cuenta los datos obtenidos mediante ecocardiografia considerando los limites que se
describen a continuacién: presencia de una fraccién de eyeccion del ventriculo izquierdo
(FEVI) <55%; volumen telediastélico del ventriculo izquierdo (VTDVI) >54+10 ml/m?
(indexado por superficie corporal) / > 105+20 ml (no indexado); el diametro teliadiastélico
del ventriculo izquierdo/derecho (DTDVI/D) >54 mm. También se tuvieron en cuenta

datos obtenidos del electrocardiograma, como fibrilaciones o bloqueos.

La disfuncion respiratoria se establecié cuando la capacidad vital forzada (CVF) <
60% o era necesario el uso de un ventilador para tratar casos de insuficiencia pulmonar

restrictiva.

1.2. Caracterizacién genética

1.2.1. Secuenciacidon masiva mediante panel de genes dirigido

Uno de nuestros objetivos era determinar los puntos de rotura en los intrénicos
en sujetos con la delecién de los exones 45-55 en DMD. Para ello, disefiamos un panel
de genes dirigido para la secuenciacién masiva de todos los exones del gen DMD,
ademas de los intrones 44 y 55 al completo. El disefio también incluia los modificadores
genéticos de la severidad de DMD SPP1, LTBP4 y ACTN3 (Bello and Pegoraro, 2019);
asi como 268 genes involucrados en otras miopatias, obtenidos de la actualizacién de
2018 de la guia de genes relacionados con enfermedades neuromusculares (Bonne et
al., 2017). Las sondas fueron disefiadas para hibridar contra todos los exones ademas
de 25pb de las secuencias intronicas flanqueantes. El disefio del panel fue generado
utilizando el programa Agilent SureDesign (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA).
En total generamos un panel de 272 genes, compuesto por 357 zonas de interés
divididas en 6.033 regiones, con un tamafio de 2.683 Mpb. La cobertura tedrica fue del
99,92%.

El ADN de los sujetos indice analizados mediante el panel se extrajo a partir de
sangre de los pacientes utilizando el kit Maxwell 16 Blood DNA purification (Promega,
Madison, Wisconsin, Estados Unidos; AS1520) utilizando el instrumento Maxwell RSC
(Promega, AS4500). Ademas, se utilizaron muestras almacenadas en el laboratorio
Patologia Neuromuscular del 1IS La Fe asi como del Departamento de Genética del

Hospital Sant Pau de Barcelona.
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El ADN de los sujetos indice se utilizé para la preparacion de las librerias y su
secuenciacién. Este proceso fue realizado por la Unidad de Genbmica y Genética
Traslacional del Centro de Investigacion Principe Felipe de Valencia. Brevemente, las
librerias fueron preparadas de acuerdo con el protocolo de SureSelect®*" Target
Enrichment Multiplexed Sequencing protocol (Agilent Technologies, Santa Clara,
California, Estados Unidos; version EO, Abril 2018). Las librerias fueron secuenciadas
en un secuenciador Miseq (lllumina Inc, San Diego, California, Estados Unidos),
utilizando el Miseq Reagent kit v3, 150-cycle (lllumina, MS-102-3001). Los archivos
FastaQ, BAM y VCF fueron obtenidos mediante los programas Miseq Reporter 2.6.2.3
e lllumina RTA 1.18.54 (lllumina Inc.). Las lecturas generadas fueron mapeadas contra
el genoma humano de referencia (GRCh37/hg19). El analisis se realizé utilizando los
programas Alissa Interpret version 5.2.6 y SureCall version 4.2.0.18 (Agilent
Technologies). Se tomaron en consideracion las variantes ya descritas entre los genes

analizados.

1.2.2. ldentificacion de los puntos de rotura intronicos

A partir de la localizacion de los puntos de rotura en los intrones 44 y 55
determinados por el andlisis mediante secuenciacién masiva, disefiamos parejas de
primers para amplificar unos 500 pb alrededor de la zona de unién del neo-intron 44—
55. También se disefiaron primers para detectar los INcCcRNAs localizados en estos
intrones (INcRNA44s, 44s2, 55s y 55as) en base a su posicion cromosémica ya conocida
y a los puntos de rotura intrénicos (Bovolenta et al., 2012). Las amplificaciones se
llevaron a cabo mediante la PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher, Waltham,
Massachussetts, Estados Unidos; K0171). Las secuencias de los primers, pueden
encontrarse en Tabla A1, Anexo |. Los productos de PCR se visualizaron en un gel de
agarosa al 1% y fueron purificados mediate el reactivo EXoSAP-IT™ (Thermo Fisher,
78201) siguiendo el protocolo comercial. Posteriormente, se realizd la secuenciacion
Sanger en la empresa STAB VIDA (Caparica, Portugal), enviando 10 ul de producto de
PCR purificado junto con 3 pl del primer correspondiente (a una concentracion de 10
uUM). Los cromatogramas obtenidos tras la secuenciacion visualizados y analizados

mediante el programa SnapGene Viewer version 4.3.6.

1.2.3. Caracterizacion de las secuencias intrénicas

Para la caracterizacion de las secuencias intronicas tuvimos en cuenta 500 pb

tanto aguas arriba como aguas abajo de cada uno de los distintos puntos de rotura en
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los intrones 44 y 55. Se procedio a la busqueda de elementos repetitivos mediante el
programa RepeatMasker (Smit et al., 2015) y de palindromos utilizando el programa
Palindrome (‘EMBOSS: palindrome’, n.d.). Las secuencias de referencia de las regiones

delecionadas se obtuvieron utilizando UCSC Genome Browser (Kent et al., 2002).

Utilizamos el programa Human Splicing Finder V.3.1 (HSF) (Desmet et al., 2009)
para analizar por un lado elementos reguladores de splicing, incluyendo ESE y ESS (del
inglés exonic splicing enhancer/silencer) en una region de 1 kb alrededor de la zona de

unién del neo-intrén 44-55.

Por otro lado, también buscamos secuencias aceptoras y dadoras de splicing en
la zona del neo-intrén para predecir la posible activacion de pseudoexones. Para ello se
tuvieron en cuenta las secuencias con alta puntuacion que aparecian en dos predictores
(HSF y MaxEnt); las secuencias aceptoras debian encontrarse en la zona
correspondiente al intrén 44 y las dadoras al intron 55; y el tamafio del potencial
pseudoexén resultante no debia ser mayor de 500 pb (idealmente cercano a 250 pb).

Los criterios utilizados, fueron previamente descritos (Liquori et al., 2016).

Para estos dos andlisis se utilizaron las secuencias secuenciadas de los
pacientes indice, en lugar de las de referencia, para tener en cuenta las variantes que

éstos presentaban en la zona de interés.

1.2.4. Estudio de efectos fundadores mediante el andlisis de haplotipos

El analisis de haplotipos se realizé en los pacientes indice que compartian los
mismos puntos de rotura intrénicos. A partir de las lecturas del panel de genes alineadas
con el genoma de referencia (comentado previamente), se obtuvieron las variantes
utilizando la herramienta bioinforméatica GATK HaplotypeCaller (Poplin et al., 2017),
siguiendo el protocolo del Broad Institute (MIT-Harvard; Cambridge, Massachusetts,
Estados Unidos). Se obtuvieron todos los SNPs presentes en la regidn secuenciada del
gen DMD vy las variantes se anotaron utilizando Genome Aggregation Database
(gnomAD; Broad Institute). Para el analisis solamente se tuvieron en cuenta las
variantes con una frecuencia alélica 20,3 and <0,5 (frecuencias alélicas en la poblacién
europea no finlandesa). Para la construccién del haplotipo de cada grupo, se tuvieron
en cuenta tanto los SNPs (v) como la secuencia de referencia (r) y se representaron en

un gréfico solamente la forma méas predominante (v o r) para cada posicion.
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2. ANALISIS DE FACTORES MODIFICADORES DEL FENOTIPO

2.1. Estudio de expresion de distrofina en biopsias musculares

Para los analisis de expresion de distrofina utilizamos 9 biopsias de musculo
esquelético de pacientes con la del45-55 (varones), ademas de una muestra de un
control sano y una de un sujeto con DMD. Todas las biopsias se realizaron bajo el previo
consentimiento de los pacientes, con fines diagndsticos y en el marco del proyecto de
investigacion aprobado por el Comité de Etica del Instituto de Investigacion Sanitaria y
el Hospital La Fe de Valencia (codigo 2018/0200, Anexo 1). Las biopsias se
almacenaron debidamente en nitrogeno liquido en la coleccion del Laboratorio de
Patologia Neuromuscular del Hospital La Fe de Valencia. Los detalles de los sujetos

estudiados se recogen en la Tabla 1.

Tabla 1. Informacién de las biopsias musculares utilizadas en este trabajo

Codigo Paciente Mutacién? Musculo Edad

Control - Tibial anterior 38
P1 del45-55-D1 Tibial anterior 31
P2 del45-55-D1 Tibial anterior 26
P4,2 del45-55-D1 Tibial anterior 61
P7 del45-55-D1 Tibial anterior 23
P8,1 del45-55-D1 Tibial anterior 63
P9 del45-55-D1 Tibial anterior 14
P17 del45-55-D4 Tibial anterior 33
P18 del45-55-D5 Tibial anterior 37
P22,1 del45-55-D9 Deltoides 52
DMD del52 Biceps 11

(a) Mutacién que presentan los distintos pacientes. En el caso de la del45-55 se indica el

subgrupo, indicado como -D1,4,5y 9.

A continuacion, se describen los métodos realizados con estas biopsias.
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2.1.1. Estudios sobre el ARN de biopsias musculares

2.1.1.1. Extraccion RNA de biopsias musculares.

Utilizamos unos 50 mg de cada biopsia congelada, a los que se le afiadié 700 pl
de QIAzol Lysis Reagent (Qiagen, Hilden, Alemania; 1023537) y se homogeniz6
mediante una bola de acero en el aparato Tissuelyser Il (Qiagen, 85300) durante 4
minutos a 30 Hz en frio. Posteriormente, afiadimos 140 ul de cloroformo a cada
homogenado y mezclamos durante 15 segundos. Tras dejar la mezcla a temperatura
ambiente durante 3 minutos, se centrifug6é a 12.000 g durante 15 minutos a 4 °C y se
transfirieron 350 pl de la fase acuosa originada a un nuevo tubo. A continuacion,
afadimos 525 pl de etanol 100% a cada muestra 'y se procedio a la purificacion del ARN
utilizando el kit de extraccion miRNeasy mini kit (Qiagen, 217004), siguiendo las
indicaciones del fabricante. La concentracion de ARN de cada muestra se cuantifico

mediante el instrumento Nanodrop 2000 (Thermo Fisher).

2.1.1.2. Retrotranscripcién

La retrotranscripcion del ARN extraido de las biopsias musculares se realizd
utilizando el kit SuperScript IV First-Strand Synthesis System (Thermo Fisher,
18091050).

En un primer lugar se digirié el ADN genémico de las muestras de ARN extraidas.
Para ello, incubamos 750 ng de ARN total de cada muestra con la enzima DNAsa |
(ezDNase™, Thermo Fisher), durante 2 minutos a 37 °C. Posteriormente, la enzima fue
inactivada afiadiendo 10 mM de DTT e incubando durante 5 minutos a 55 °C y las
muestras se colocaron en frio. A continuacion, la sintesis de ADNCc se realiz6 afiadiendo
a las muestras previamente digeridas hexameros y dNTPs e incubando a 65 °C durante
5 minutos. Los tubos se incubaron en hielo y se les afiadi6 DTT, inhibidor de
ribonucleasas, la enzima retrotranscriptasa Superscript IV y el tampoén de esta, segun
las condiciones del fabricante, obteniendo un volumen final de reaccion de 20 pl. La
mezcla de reaccion se incubé 23 °C 10 minutos, 55 °C 10 minutos y 80 °C 10 minutos.
Para eliminar los restos de ARN cada muestra se incub6 con la enzima RNase H y se
incubo a 37 °C durante 20 minutos. Las muestras de ADNCc sintetizado se guardaron a

-20 °C hasta su utilizacion y el ARN sobrante a -80 °C.
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2.1.1.3. RT-PCR anidada

Para la RT-PCR anidada (del inglés, reverse transcription PCR) utilizamos 2 pl
del ADNCc sintetizado de cada muestra como molde para amplificar la region cercana a
los exones 44 y 56. Realizamos una primera amplificacion (PCR1) utilizando una pareja
de primers que hibridaban en los exones 41 (E41D) y 60 (E60R). Esta amplificacién se
realizé con la polimerasa Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher,
F530L) siguiendo las indicaciones del fabricante, pero utilizando 15 segundos en el paso
de hibridacion (64 °C) y 20 segundos en el paso de elongacion (72 °C) durante 15 ciclos.
El producto de esta PCR1 fue purificado mediante el reactivo ExoSAP-IT™y 2 ul de esta
reaccién fue utilizado como molde para la PCR2 con la misma polimerasa, pero con dos
parejas de primers distintas, hibridando en los exones (1) 43 (E43D) + 59 (E59R) y (2)
44-58 (E44-58D) + 59 (E59R). Para esta amplificacion se utilizaron 10 segundos tanto
en el paso de hibridacién como en el de elongacién durante 30 ciclos. Los productos de
la PCR2 fueron visualizaron en un gel de agarosa al 0,8% y los distintos fragmentos se
purificaron recortando el gel y utilizando el kit comercial E.Z.N.A. Gel Extraction kit
(OMEGA Bio-tek Inc, Norcross, Georgia, Estados Unidos, D2500-02). Una vez
purificados, fueron validados mediante secuenciacién Sanger como ya se ha descrito
previamente. Las secuencias de los primers pueden encontrarse en Tabla A2, Anexo
Il.

2.1.1.4. PCR digital

Se puso a punto la técnica de la PCR digital (ddPCR, del inglés droplet digital
PCR) para cuantificar los niveles de dos transcritos del gen DMD: transcrito con la
del45-55 y otro con la del45-57. La ventaja de esta técnica frente a la PCR a tiempo
real convencional es que ofrece una mayor sensibilidad, precisién y principalmente una
cuantificaciébn absoluta puesto que no estd influenciada por la eficiencia de
amplificacién. Utilizamos dos ensayos de ddPCR conjuntamente en cada reaccion, con
sondas disefiadas para hibridar especificamente en la unién de los exones de DMD 44—
56 (marcada con el fluoréforo FAM) y otra que hibrida en la union de los exones 44-58
(marcada con el fluoréforo HEX). Las secuencias de los primers y las sondas que

componen estos ensayos pueden encontrarse en Tabla A2, Anexo Il.

La ddPCR se llevo a cabo en el QX200 Droplet Digital PCR system (Bio-Rad,
Hercules, California, Estados Unidos; 1864001) y el flujo de trabajo puede observarse
ilustrativamente en la Figura 9. Para la reaccion se utilizaron 4 pl de ADNc en 22 ul de

reaccion final que contenia: 1 pl de cada uno de los dos ensayos disefiados, 11 pl del



MATERIAL Y METODOS

tampdn ddPCR Supermix for Probes (no dUTP) (Bio-Rad, 1863023) y 5 pl de agua libre
de Dnasa/Rnasa. A continuacion, se cargaron 20 ul de la mezcla anterior ademas de 70
ul de Droplet generator oil for probes (Bio-Rad, 1863005) en pocillos adyacentes del
cartucho 8-channel droplet generator catridge (Bio-Rad, 1864008) que se introdujo en
el QX200 droplet generator (Bio-Rad, 1864002) para generar la particion de la muestra
en miles de nanogotas. Posteriormente, 40 pl de la emulsion generada se introducen en
una placa de PCR de 96 pocillos (Bio-Rad, 12001925) que se sell6 y se introdujo en el
termociclador C1000 Touch (Bio-Rad, 1851197) utilizando las siguientes condiciones:
95 °C durante 10 minutos, 40 ciclos de 95 °C 15 segundos, 56,8 °C durante 1 minuto y
98 °C 10 minutos.

La placa que contenia las gotas donde se habia producido la amplificacién se
cargé en el lector QX200 droplet reader (Bio-Rad, 1864003) que cuantifica el nUmero de
gotas positivas y negativas para cada fluoréforo en cada pocillo. Los datos se analizaron
con el programa QuantaSoft Anlaysis Pro (Bio-Rad) y se aplic6 un umbral (de forma
manual) de amplitud de fluorescencia para discriminar entre las gotas positivas y
negativas por muestra. Se determind la concentracion (copias/ul) de cada transcrito y
se utiliz6 para calcular el porcentaje del transcrito del45-57 en cada muestra: [copias/pl
44-58/(copias/ul 44-58 + copias/ul 44-56)*100] (Verheul et al., 2016).

Por cada muestra se realizaron tres replicados técnicos ademas de un control
negativo (sin ADNCc). En todas las muestras (y sus respectivos replicados) se generaron
mas de 10.000 gotas validas, que es el limite para considerar que un experimento de

ddPCR se ha producido satisfactoriamente.
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Figura 9. llustracion esquemaética del flujo de trabajo en la PCR digital. (1) Preparacion de un mix que
contiene el ADNc molde, los primers y la sonda (o sondas), asi como el tampdn que contiene los dNTPs.
(2) Este mix se carga en el cartucho junto con el aceite y se introduce en el QX200 droplet generator para
emulsionar y dividir la muestra en miles de nanogotas de tamafio y volumen uniforme. (3) Posteriormente
se transfiere la emulsion a una placa de PCR de 96 pocillos y se procede a la amplificacion individual de la
muestra en cada una de las gotas, bajo las mismas condiciones. (4) Tras la amplificacién, la placa se coloca
en el lector QX200 droplet reader que analiza cada gota individualmente. Los resultados se analizan con el
programa QuantaSoft Anlaysis Pro. Imagen adaptada de (Lambrescu et al., 2022).

2.1.2. Estudios de expresién de proteina en las biopsias musculares

2.1.2.1. Inmunofluorescencia

Realizamos criocortes transversales de 7 um de las 11 musculares descritas en
la Tabla 1. Informacién de las biopsias musculares utilizadas en este trabajoTabla 1y los
atemperamos sobre una bayeta humeda durante 15 minutos. Todos los pasos se
realizaron a temperatura ambiente. Posteriormente fueron incubados con el tampén de
bloqueo (1% BSA en PBS 1X) durante 30 minutos y a continuacién con los anticuerpos
primarios durante 1 hora y 30 minutos (diluidos en tampd6n de bloqueo) para detectar las
proteinas distrofina y laminina (marcador que sirve para localizar el sarcolema) sobre la
misma muestra: anticuerpo monoclonal anti-distrofina hecho en ratén (1:50, NCL-Dys2;
Leica Biosystems, Newcastle, Reino Unido) y anticuerpo monoclonal anti-laminina
hecho en rata (1:500, Laminin-a2 L0663; Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados
Unidos). Seguidamente se realizaron 3 lavados de 10 minutos con el tampén de bloqueo

y se incub6 durante 1 hora con los anticuerpos secundarios: Alexa Fluor594 goat anti-



MATERIAL Y METODOS

mouse IgG (H+L) y Alexa Fluor488 goat anti-rat IgG (H+L) (1:200; Thermo Fisher; A-
11032 y A-11006 respectivamente). Los cortes se lavaron tres veces con PBS 1X
durante 10 minutos y se montaron con el reactivo VECTASHIELD antifade mounting
medium (Vector Laboratories, Newark, California, Estados Unidos; H-1000-10). Las
secciones se visualizaron en el microscopio confocal LSM800 (Zeiss, Oberkochen,

Alemania) y se adquirieron imagenes de 16-bits con una magnificaciéon de 200X.

2.1.2.2. Extraccion y cuantificacion de proteinas de las biopsias musculares

La extraccion de proteina de las biopsias musculares se realizé también
mediante el aparato Tissulyser Il (Qiagen), con las mismas condiciones descritas
anteriormente para la extracciéon de ARN, pero utilizando en este caso 500 pl/muestra
de tampén de lisis (4,4 mM Tris-HCI pH:6,8; 9% SDS; 4% Glicerol; 5% B-
mercaptoeanol). Una vez las muestras fueron lisadas, se centrifugaron a 16.000 g

durante 15 minutos a 12 °C, se recogio el sobrenadante y se guardaron a -20 °C.

Para la determinacién de la concentracion de proteina de cada muestra se utilizé
el kit comercial Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher; 23227) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

2.1.2.3. Western blot

La cuantificacion de distrofina se realiz6 mediante western blot siguiendo el
protocolo estandarizado aplicado para evaluar el efecto de las terapias con AON en los
ensayos clinicos (Anthony et al., 2014b). Se desnaturalizaron 30 pg de cada muestra en
presencia del tampén de carga NUPAGE LDS 4X (Thermo Fisher, NPO007) durante 10
minutos a 90 °C. Posteriormente las muestras se cargaron en los geles de electroforesis
NuPAGE Tris-Acetato 3—8% (Thermo Fisher, EA03752BOX) durante 5 horas a 100 V
en hielo en presencia del tampon de electroforesis NUPAGE Tris-Acetato SDS Running
Buffer y de antioxidante (Thermo Fisher; LA0041, NP0O005). La transferencia de las
proteinas a la membrana de nitrocelulosa (Thermo Fisher, 88014) se realiz6 en
presencia de tampoén de transferencia NUPAGE (Thermo Fisher, NPO006) durante 18
horas a 20 V a 4 °C. Una vez acabada la transferencia, las membranas se bloguearon
con TBST (15 mM Tris-HCI; 4,6 mM Tris base; 150,6 mM NacCl; 0,1% Tween 20) durante
1 hora y 30 minutos. A continuacion, se incubaron las membranas con los anticuerpos
primarios (diluidos en tampon de bloqueo) a 4 °C durante toda la noche: anticuerpo
monoclonal anti-distrofina (1:40, NCL-Dys1,; Leica Biosystems) y anticuerpo monoclonal

anti-a-actinina (1:3000, Sigma-Aldrich; A7732). Tras la incubacion de las membranas
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con los anticuerpos primarios, realizamos 3 lavados de 10 minutos con TBST e
incubamos 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario conjugado con
la peroxidasa de rabano en oscuridad: sheep anti-mouse IgG (H&L) HRP (1:2000,
ab6808; Abcam, Cambridge, Reino Unido). Después, realizamos 3 lavados de 10
minutos con TBST y revelamos las membranas por quimioluminiscencia utilizando el
reactivo ECL Supersignal West Pico Plus (Thermo Fisher, 34579) mediante adquisidor
de imagenes Amershand Imager 600 (GE healthcare, Chicago, lllinois, Estados Unidos).
Las bandas obtenidas se cuantificaron con el programa Imaged (NIH, Bethesda,
Maryland, Estados Unidos). La intensidad de las bandas correspondientes a la distrofina
fue normalizada con las de su respectiva a-actinina y se representaron como el
porcentaje relativo a la sefial de un control sano. Se llevaron a cabo tres replicados

técnicos por cada muestra.

2.2. Anélisis de factores modificadores en trans

Para el andlisis exploratorio de los modificadores genéticos de DMD, los SNPs
de los 23 casos indice se evaluaron con el panel de genes y mediante secuenciacion
Sanger 10 casos secundarios. El criterio utilizado en los SNPs evaluados fue (Bello and
Pegoraro, 2019):

« La presencia la variante de riesgo G en el gen SPP1 (rs28357094).

« La presencia del haplotipo beneficioso IAAM/IAAM en el gen LTBP4, compuesto
por los 4 SNPs: rs2303729; rs1131620; rs1051303 y rs10880.

« EIrs28357094 en el gen ACTNS3, considerando dos modelos: 1) la presencia del
cambio (R577X), ya sea en homocigosis 0 en heterocigosis se considerd de

riesgo; 2) la presencia en heterocigosis se considero intermedio.

Ademas, se llevd a cabo el andlisis de los modificadores en 10 pacientes

secundarios mediante secuenciacion Sanger

Por otro lado, también se anotaron la presencia de mutaciones concurrentes en

alguno de los genes analizados en el panel de genes utilizado.

2.3. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el soporte de la Unidad de

Bioestadistica y Bioinformatica del Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe de Valencia.
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Se realizaron test no paramétricos (Kruskal-Wallis) para comparar las variables
continuas de los distintos grupos (p-valor<0,005). Se aplicé un modelo de regresion
ordinal bayesiano para evaluar el efecto de los distintos grupos de deleciones, los
distintos perfiles de preservacion de los IncRNA y los modificadore genéticos de DMD
sobre los distintos grados de severidad muscular. Andlisis de regresion logistica
bayesiana para evaluar el efecto de las variables dicotomicas (afectacion cardiaca). La
delecién 1 se utilizé como referencia ademas del grupo que preservaba los 4 INcCRNAs.
La edad se consider6 como factor de confusién en todos los modelos, y los grupos de
deleciones y IncRNA que contenia un Unico sujeto fueron excluidos del andlisis (grupos
D6 y D8). Se considerd un efecto significativo cuando los intervalos de credibilidad (IC)
95% no incluian el 1, cuya potencia depende del valor del odd ratio (OR). Todos los
analisis estadisticos se realizaron el software R (version 3.5.3), el paguete de R brms
(versién 2.8.0) y Crick (version 0.4.32).
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3. APROXIMACION AL MODELO CELULAR

3.1. Cultivos celulares

Todos los procesos de cultivos celulares se llevaron a cabo en condiciones de

esterilidad y las lineas se cultivaron en un incubador a 37 °C y 5% de CO..

3.1.1.Linea celular HEK293

Las células HEK293 (del inglés Human Embryonic Kidney 293) se cultivaron a
37 °C y 5% de CO, con un medio compuesto por DMEM (del inglés, Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) 4,5 g/L de glucosa (Gibco, Thermo Fisher; 11960044) suplementado con
10% de suero bovino fetal (Gibco, Thermo Fisher; 11573397) y 1% de
Penicilina/Estreptomicina (Gibco, Thermo Fisher; 15070063).

3.1.2.0Obtencidén de cultivo de mioblastos primarios humanos

Se obtuvieron mioblastos primarios a partir de la biopsia de musculo esquelético
del paciente P1 con la del45-55, del grupo de delecion D1 (del45-55-P1) (Tabla 1).
Tras la realizacion de la biopsia muscular, se separ6é un parte sin congelar para este

proceso como se detalla a continuacion (de Luna et al., 2006).

Transferimos la biopsia muscular a una placa estéril con DMEM vy retiramos los
restos de sangre y grasa; la cortamos mediante un bisturi en piezas de
aproximadamente 3 mm que transferimos a una nueva placa de 35 mm?y los incubamos
durante la noche en el incubador con medio de acondicionamiento compuesto por:
Medio 199 (Gibo, Thermo Fisher; 11150059) suplementado con 37,5% de suero bovino
fetal, Ciprofloxacina + Anfotericina B (1:1000, Sigma-Aldrich; 1785, A2942
respectivamente). A continuacion, introducimos las piezas de musculo espaciadas en
una nueva placa Petri de 35 mm? con un medio compuesto por el medio de
acondicionamiento preparado anteriormente suplementado con 20% de plasma humano
(Siemens Healthcare, Marburg, Alemania; ORKL17). Este medio gelifica y las piezas se
guedan embebidas en él, y las incubaremos durante 8 dias permitiendo asi el
crecimiento de fibroblastos del musculo. Tras este periodo, retiramos las piezas de
musculo del medio semisolido y las ponemos en una nueva placa con DMEM donde las
cortaremos en piezas de aproximadamente 1 mm. Estas piezas, a las que a partir de
ahora las llamaremos explantes, se colocan espaciados en una nhueva placa Petri de 35
mm? recubierta con gelatina 1,5% (Sigma-Aldrich, G9136) suplementada con 30% de

plasma humano y una vez adheridos se afiaden 2 ml del medio especifico de mioblastos
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Skeletal Muscle Cell Growth Medium (SMC; Pelo-Biotech, Planegg, Alemania; PB-MH-
272-0000). Los explantes se cultivan en el incubador durante 5-7 dias, favoreciendo el
crecimiento de los mioblastos a partir de ellos. Una vez crecidos los mioblastos se van
amplificando en flask de mayor tamafio (tratados con gelatina 0,1%) y los explantes se
van traspasando a nuevas placas Petri, repitiendo el proceso anterior para obtener un

mayor numero de mioblastos.

A pesar de que durante los pasos comentados previamente se favorece el
crecimiento de mioblastos de los explantes, es habitual que en el cultivo haya
contaminacioén de fibroblastos, puesto que proliferan a mayor ritmo que los mioblastos.
Para obtener un cultivo de mioblastos primarios purificado, realizamos una seleccién de
éstos utilizando el marcador de superficie especifico de este tipo celular CD56 (De Luna
et al., 2006). Este proceso se llevo a cabo utilizando sistema de separacidbn magnética
por columnas MACS (Milteny Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) siguiendo las
especificaciones del fabricante y como describimos a continuacion. Una vez expandidas
las células primarias (con un maximo de 107) se resuspenden en el tampén de
separacion frio (PBS; 0,5% BSA; 2 mM EDTA) y se pasan por un filtro de 30 um (Milteny
Biotec; 130-041-407) para individualizar las células y evitar agregados. Tras esto,
incubamos el pellet celular con 20 pl del anticuerpo anti-CD56 conjugado con
MicroBeads magnéticas (Milteny Biotec, 130-050-401), durante 15 minutos a 4-8 °C. A
continuacién, lavamos la muestra con 400 ul de tampdn de separacién, para eliminar el
exceso de anticuerpo, resuspendemos el pellet en 500 pl de tamp6én e introducimos la
muestra en las columnas MS (Milteny Biotec, 130-042-201) que colocamos en el
separador MiniMACS (Milteny Biotec, 130-042-102). Este es un potente iman que
genera un fuerte campo electromagnético en el interior de las columnas, reteniendo las
células que tienen adheridas las MicroBeads (CD56+). La fraccién de células CD56-
(fibroblastos) pasan por la columna sin oposicion y pueden recogerse para Su
almacenamiento. Finalmente, eluimos las células retenidas en la columna, obteniendo
la fraccién celular CD56+, es decir, los mioblastos primarios purificados que
amplificamos utilizando medio SMC. El esquema de este proceso puede observarse en

la Figura 10.


https://www.miltenyibiotec.com/US-en/products/ms-columns.html#copy-to-clipboard
https://www.miltenyibiotec.com/US-en/products/minimacs-separator-and-starting-kit.html#copy-to-clipboard
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Figura 10. Principio de seleccidn celular con el sistema MACS. (1) Las células de interés (mioblastos)
se marcan con un anticuerpo que reconoce el marcador especifico de este linaje (CD56) y que tiene
conjugado las MicroBeads magnéticas. (2) A continuacion se pasa la solucion por la columna MS sobre el
separador que genera el campo magnético y las células CD56- pasan a través de ella. (3) Por ultimo, las
células CD56+ retenidas en la columna se eluyen, obteniendo asi el cultivo de mioblastos purificado. Sy
N hacen referencia a los polos Sur y Norte del iman del separador, respectivamente.

3.1.3.Inmortalizacion de los mioblastos primarios

Los mioblastos primarios del45-55-P1 purificados previamente, fueron
inmortalizados en colaboracién con el Instute de Myologie (Paris, Francia), con el fin de
aumentar su capacidad proliferativa, incrementando asi los estudios que pueden
llevarse a cabo con ellas (Mamchaoui et al., 2011). Para ello, los mioblastos primarios
fueron transducidos con lentivirus que expresaban los transgenes hTERT (del inglés,
human telomerase reverse transcriptase) y CDK4 (del inglés, cyclin-dependent kinase);
evitando asi la entrada en senescencia de las células. Se utilizé una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 5 (que define el ratio del niUmero de particulas de lentivirus respecto
al numero de células), en presencia de 4 ug/ml de polibreno (Sigma-Aldrich, TR-1003).
Las células transducidas se seleccionaron con 0,2 pg/ml de puromicina (Gibco, Thermo
Fisher; A1113802) durante 4 dias y con 0,3 pg/ml de neomicina (Gibco, Thermo Fisher;
21810031) durante 10 dias. Posteriormente las células se sembraron en densidad clonal

y los clones seleccionados se aislaron de cada poblacién utilizando cilindros de vidrio.

3.1.4.Lineas de mioblastos inmortalizados

Ademas de la linea de mioblastos del paciente del45-55-P1 previamente
inmortalizados también utilizamos 3 lineas adicionales de controles sanos y una linea
de un paciente DMD (con delecion del exén 52) (Tabla 2). Todas estas lineas de
mioblastos inmortalizados fueron cedidas por el biobanco del Instute de Myologie (Paris,

Francia).
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Las lineas se cultivaron en el medio de proliferacion SMC en el incubador y
cuando estaban confluentes se sembraron en distintas placas (segun el objetivo)
previamente tratadas con matrigel 1% en DMEM (Corning, Madrid, Espafa; 45356231).
Al dia siguiente se cambié el medio por medio de diferenciacién (DM) compuesto por
DMEM suplementado con 2% de suero de caballo (Gibco, Thermo Fisher; 26050-070)
y 1% de Penicilina/Estreptomicina. Los cultivos se mantuvieron en el incubador durante

7 dias en DM (refrescdndolo cada 2 dias) para favorecer la formaciéon de miotubos.

El contaje de las células se realiz6 con el contador automatico EVE™ Automated
Cell Counter (NanoEntek, Seul, Corea) introduciendo las cAmaras EVE™ Cell counting
slides (NanoEntek; 7342676) que contienen la suspension celular mezclada con Tripan-
Blue 1:1.

Tabla 2. Lineas de mioblastos inmortalizados utilizados

Cdédigo células Mutacién Musculo Edad
AB1079 (Control 1) - Cuadriceps 38
AB1190 (Control 2) - Paravertebral 16
AB678 (Control 3) - Cuéadriceps 53

Paciente P1* del45-55-D1 Tibial anterior 31

KM1328 (DMD) del52 Paravertebral 16

Clon editado** del45-55-D1 Paravertebral 16

*Se inmortalizaron a partir de los mioblastos primarios purificados de explantes de biopsia.
**Clon obtenido tras la introduccién de del45-55-D1 mediante CRISPR-Cas9 en la linea DMD.

Delecion (del).

3.1.5. Almacenamiento v congelacién-descongelacion de células y
explantes

Las células y los explantes se almacenaron congeladas en un tanque de
nitrégeno liquido del laboratorio de Patologia Neuromuscular y Ataxias del IIS La Fe.
Para ello introducimos por cada criovial aproximadamente 10° mioblastos o 5 explantes
resuspendidos en 1 ml de medio de congelacion (suero bovino fetal con 10% de DMSO).
Estos se introdujeron en un contenedor de congelacion (Thermo Fisher, 5100-0001) con
isoproponol y se almacenaron en un congelador de -80 °C. Al dia siguiente se

almacenaron en el tanque de nitrégeno liquido.


http://www.nanoentek.com/theme/nanont2_en/shop/02/product01_view.php?it_id=1547538993
http://www.nanoentek.com/theme/nanont2_en/shop/02/product01_view.php?it_id=1547538993
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Para la descongelacion, sacamos el criovial del tanque de nitrégeno liquido, lo
descongelamos en el bafio a 37 °C y afiadimos al criovial 2 ml de DMEM. Centrifugamos,
eliminamos el sobrenadante, resuspendemos el pellet en medio SMC y sembramos las
células en un flask de 75 cm? que introducimos en el incubador. En el caso de los
explantes los introducimos en una placa Petri de 35 cm? y continuamos con el proceso

descrito anteriormente.

3.2. Sistema de edicion génica CRISPR-Cas9

3.2.1.Diseiio de los gRNA

Para reproducir la del45-55 del subgrupo D1 (del45-55-D1), disefiamos gRNAs
cercanos a sus puntos de rotura en el intron 44 y 55 (ChrX:32056814 y ChrX:31599476
respectivamente, de acuerdo con la secuencia de referencia del genoma humano Hg19).
Utilizamos varias herramientas bioinforméticas para el disefio de los gRNAs (ya que
cada una utiliza distintos algoritmos para el calculo de la eficiencia y los potenciales
sitios off-targets): (Park et al., 2015), CHOPCHOP (Labun et al., 2016) y Breaking-Cas
(Oliveros et al., 2016). Elegimos un total de 4 gRNAs (2 por cada punto de rotura)
comunes a los 3 predictores. Las secuencias de las 4 gRNAs pueden observarse en la
Tabla A3, Anexo Il

3.2.2.Generacion de un vector de expresién del sistema CRISPR-
Cas9

Los 4 gRNA disefiados se clonaron independientemente en el vector
pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) (Addgene, Watertown, Massachusetts, Estados Unidos;
#48138) del laboratorio de Feng Zhang (Ran et al., 2013). Este plasmido contiene el gen
de la nucleasa Cas9 de Streptococcus piogenes, el sitio de clonacion para el gRNA 'y el
gen que codifica para la proteina verde fluorescente GFP (del inglés, green fluorecent
protein) ademas del gen de resistencia a la ampicilina. La secuencia de la Cas9 se
encuentra flanqueada por secuencia de localizacion nuclear (NLS, del inglés nuclear
localization signal), para favorecer su transporte al nicleo una vez sintetizada (Figura
11A).

Para la clonacion de los gRNAs en el vector PX458, sintetizamos la secuencia
de cada gRNA como primers antiparalelos, incluyendo la secuencia 5-CACC-3" en el
extremo 5° del primer directo y la secuencia 5-AAAC-3" en el extremo 5" del primer

reverso, necesarios para generar los extremos cohesivos para la enzima de restriccion
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Bbsl (Thermo Fisher; ER1011). Ambos primers antiparalelos se hibridan para formar un
duplex de doble cadena afiadiendo 4,5 uL (a 100 uM) de cada uno de ellos junto con 1
ul de tampdn duplex (acetato potasico 1 My HEPES 300 mM; pH 7,5). La hibridacion la
realizamos mediante una rampa de temperatura desde 95°C a 25°C a razén de 1 °C por

minuto.

Por otro lado, digerimos 1 ug del vector PX458 con la enzima de restriccién Bbsl,
siguiendo las instrucciones del proveedor, generando extremos cohesivos
complementarios a las secuencias afiadidas en los extremos 5 de los primers del gRNA.
A continuacién, realizamos la ligacion del diplex gRNA en el vector (3 ng de duplex y
150 ng de vector linearizado), utlizando la ADN ligasa T4 y siguiendo las
especificaciones del fabricante (Thermo Fisher; EL0014). Este producto de ligacion se
utilizd para electroporar bacterias Escherichia coli TOP10 (electrocompetentes)
utilizando el MicroPulser™ Electroporator (BIO-RAD) que sembramos en placas LB-agar
con ampicilina (para seleccionar las bacterias transformadas) durante toda la noche a
37 °C. Tras la incubacioén realizamos una PCR de las colonias cultivadas, utilizando el
primer directo especifico del gRNA y uno reverso que hibrida con la secuencia del
vector, utilizando la PCR Master Mix 2X. Las colonias positivas se amplificaron mediante
cultivo LB liquido con ampicilina a 37 °C en agitacién durante 16 horas y el plasmido se
purificé utilizando el kit comercial HiSpeed Plasmid Midi Kit (QIAGEN; 12643) siguiendo
las especificaciones del fabricante. Este, se secuencidé por Sanger para confirmar la

correcta incorporacion del gRNA.

3.2.3.Pruebas de eficiencia en células HEK293

El testado de la eficiencia de corte de los 4 gRNAs clonados en el vector PX458
se realizé en las células HEK293. Para ello sembramos 5x10° células por pocillo de
placa de 6 pocillos en su medio correspondiente y se cultivaron en el incubador durante
24 horas. Por cado plasmido, se transfectaron dos condiciones independientes, 1,5 ug
y 3 ug utilizando el reactivo Lipofectamina 3000 (Invitrogene, Thermo Fisher; L3000001).
A las 24 horas tras la transfeccion se observé en el microscopio de fluorescencia la sefial
de GFP y a las 48 horas post-transfeccion se recogen las células y se extrajo el ADN
mediante el kit comercial QIAmp DNA Mini Kit (QIAGEN; 51304).

Con el ADN de las células transfectadas procedimos a realizar el ensayo de la
enzima Endonucleasa T7 | (T7EIl), que cuantifica el porcentaje de indels generados por
la accion del NHEJ tras la produccion de DSB por la nucleasa Cas9. Para ello
amplificamos el ADN utilizando la Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase con una

pareja de primers donde el directo y el reverso queden a distinta distancia del sitio teérico
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de corte de la Cas9. Utilizamos una pareja para evaluar la eficiencia de corte del intron
44 y otra para el intrén 55 (Tabla A3, Anexo Il). Los productos de PCR se cargaron en
un gel de agarosa al 0,8% y se purificaron con el kit comercial E.Z.N.A. Gel Extraction
kit. A continuacidn, utilizamos 200 ng del ADN purificado para realizar el ensayo de la
T7EI siguiendo las especificaciones del proveedor de la enzima (New England Biolabs,
Ipswich, Massachusetts, Estados Unidos; M0302L). Este ensayo se basa en que en que
la zona amplificada presenta tanto secuencias sin cambios, como secuencias con
distintos indels. EI ADN se somete entonces a una rampa de temperaturas que produce
la desnaturalizacion de la doble cadena de ADN y su hibridacion de nuevo, pudiéndose
formar heteroduplex constituidos de una hebra no modificada y otra con la presencia de
un indel. Estos heteroduplex son los que reconoce la enzima T7El y escinde,
produciéndose dos fragmentos de distinto tamafio (menor que el correspondiente a las
secuencias no editadas) (Figura 11B). Los productos del ensayo se resolvieron en un
gel de agarosa al 2% donde se pudo observar los 3 tipos de bandas. Se incluy6 una

reaccion sin introducir la enzima como control negativo.
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Figura 11. Plasmido PX458 utilizado y ensayo T7EI. (A) Estructura del plasmido PX458 donde se
representan sus componentes principales: promotor U6 que controla la expresion del gRNA, clonado
utilizando los sitios Bbsl; la expresién de la SpCas9 esta controlada por el enhancer CMV y el promotor
de la B-actina (CBh); que también controla la expresion de GFP (las 2 proteinas se traducen
independientemente gracias al péptido 2A). Secuencias de localizaciéon nuclear (NLS). (B) 48 horas
tras la transfeccion de las células con el plasmido PX458 que contiene el gRNA de interés, se extrae
el ADN gendmico (gADN) donde algunas células presentaran indels por la acciéon de la Cas9.
Amplificamos la regién cercana al sitio de corte y someteremos al ADN a una rampa de temperaturas
que produce la desnaturalizacion de las hebras, y la hibridacién aleatoria de éstas, pudiéndose formar
heteroddplex (la unién de una hebra modificada con una que no). Esto es lo que detecta y digiere la
enzima T7El, produciendo dos fragmentos de menor tamafio (*) que se analizan en un gel de agarosa.
También se detecta una banda de mayor tamafio que corresponde a los productos no escindidos (las
carreras con la banda superior corresponden a muestras no transfectadas y muestras no tratadas con
la enzima). Imagen adaptada de (A) Addgene y (B) NewEngland Biolabs.
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Las densidades de cada una de las 3 bandas se cuantificd con el programa
ImageJ y el calculo de las eficiencias de corte se realizé con la siguiente férmula
(Guschin et al., 2010): Indel (%) = 100 x (1 - ¥1 — fcut ). Donde fcut corresponde a la
fraccion de los 2 productos digeridos respecto al total (la intensidad de estos junto con

la del producto no digerido).

La co-transfeccion para generar la del45-55-D1 en células HEK293 se realizd
introduciendo 1,5 ug de los vectores gRNA_44.1y gRNA 55.2, como hemos comentado
previamente. A las 48 horas después de la transfeccion se extrajo el ADN y se amplific
utilizando la pareja de primers D1 (Tabla Al, Anexo IlI) y se resolvié en un gel de

agarosa 1% ademas de secuenciarse con la técnica Sanger.

3.2.4.Introduccién de la del45-55-D1 en mioblastos DMD vy obtencién

de clones editados

Este punto se llevd a cabo como parte de una estancia doctoral en el laboratorio
de Enfermedades Neuromusculares del Instituto de Investigacion Biocruces Bizkaia, a
cabo de la Dra. Virginia Arechavala Gomeza.

Para la generacion de clones con la del45-55-D1 sembramos 2,5x10° mioblastos
inmortalizados DMD en un pocillo de placa de 6 pocillos. Al dia siguiente co-
transfectamos con 1,5 pug de cada uno de los vectores gRNA 44.1 y gRNA 55.2
utiizando el reactivo de transfeccién Viafect (Promega; E4981), con un ratio
plasmido:reactivo de 1:5 siguiendo las indicaciones del proveedor. También incluimos
un pocillo sin plasmido, pero con el reactivo de transfeccibn que nos serviria como
control negativo. A las 24 horas evaluamos la expresion de GFP. A las 48 horas de la
transfeccion resuspendimos las células en tampén sorting (HEPES 25 mM, EDTA 5 mM,
BSA 1% en PBS) para separar las células GFP+ mediante FACS (del inglés Fluorescent
Activated Cell Sorter) utilizando el BD FACSJazz™ Cell Sorter (Beckton Dickinson, East
Rutherford, Nueva Jersey, Estados Unidos) de la Unidad Analitica Celular de Achucarro
Basque Center for Neuroscience (Leioa, Espafia). De esta forma, sembramos las células
GFP+ en pocillos de placas de 96, a razén de una Unica célula por pocillo, con el objetivo
de obtener cultivos clonales. Las placas se cultivaron en medio SMC durante semanas
(refrescandolo periddicamente) y se fueron amplificando en placas de pocillos de mayor
tamafo. Cuando los pocillos llegaban al 90%-100% de confluencia, se levantaron las
células, congelando la mitad para su almacenamiento y el resto se utilizd para extraer
el ADN (como previamente hemos descrito). Utilizamos el ADN para detectar mediante

PCR (con la pareja de primers D1) si se habia introducido la del45-55-D1, resolviendo
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los productos en un gel de agarosa al 1%. Aquellas colonias que resultaron positivas se
secuenciaron mediante la técnica de Sanger para confirmar la correcta incorporacién de
la delecion. Ademas, una de las colonias positivas se amplific en cultivos para realizar

posteriormente distintos experimentos de caracterizacion.

3.3. Analisis de la eficiencia de corte y de los potenciales off-targets

mediante secuenciacion masiva

Utilizamos el predictor bioinforméatico Cas-OFFinder (Bae et al.,, 2014) y
Breaking-Cas (Oliveros et al., 2016) para identificar los potenciales sitios off-targets
asociados a los gRNA_44.1 y gRNA_55.2. Como requisitos, seleccionamos hasta un
méaximo de 3 mismatches (numero de nucleétidos que difieren de la secuencia original
del gRNA).

El estudio se llevo a cabo con ADN de mioblastos DMD transfectados solamente
con el gRNA 44.1, para el analisis del on-target del intr6n 44; de mioblastos DMD
transfectados con el gRNA_55.2, para el on-target del intrén 55 y de mioblastos
transfectados con ambos gRNAs para el andlisis de los off-targets. También se empleé
ADN de mioblastos DMD sin transfectar, para las mismas regiones como control

negativo.

Generamos una libreria de amplicones mediante dos tandas de PCR. En la
PCRL1 utilizamos primers especificos a cada regién a analizar, a los que les acoplamos
una secuencia adaptadora. La reaccion de PCR la realizamos con la polimerasa de alta
fidelidad Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase en una reaccién de 32 ciclos. Los
productos de la PCRL1 se purificaron utilizando las particulas paramagnéticas Ampure
XP (Beckman Coulter, Brea, California, Estados Unidos; A63881) con un ratio 0,8X;
sobre un soporte magnético, realizando lavados con etanol 80% y eluyendo en agua
libre de nucleasas (Sigma-Aldrich; W4502) de acuerdo con las especificaciones del
fabricante. De esta forma purificamos se purifican lo fragmentos de ADN mayores de

100 pb, eliminando los restos de contaminantes (nucleétidos, sales, enzima...).

Para la PCR2, amplificamos los productos de la PCR1 purificados utilizando una
pareja de primers que contienen una zona complementaria a los adaptadores
introducidos en la PCR1 y el resto de la secuencia final del adaptador. Ademas, el primer
reverso contiene una secuencia index que sirve para diferenciar las muestras
transfectadas de las que no. La reaccion también la realizamos con la polimerasa
Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase, utilizando esta vez 10 ciclos. Los productos

de PCR2 también fueron purificados con las particulas Ampure XP (ratio 1X).
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Finalmente, la libreria se gener6 mezclando las PCR2 purificadas a concentraciones
equimolares (4 nM), siguiendo el protocolo comercial. Las secuencias de los primers

utilizados para este objetivo pueden encontrarse en la Tabla A4, Anexo Il.

La secuenciacion la realizamos cargando las librerias en el cartucho de
secuenciacion MiSeq Reagent Kit V2 500 cycles (lllumina; MS-102-2003) y la
secuenciacion se llevd a cabo mediante la plataforma de secuenciacion MiSeq

(lllumina).

Los archivos FastaQ fueron obtenidos mediante el programa Miseq Reporter
2.6.2.3 y analizados mediante el software CRISPRess02 (Clement et al., 2019). Este
programa realiza la cuantificacion de los eventos asociados a los mecanismos de
reparacion celular (NHEJ en nuestro caso) tras la edicion génica, alineando las lecturas
de la secuenciacién con la secuencia de referencia correspondiente. Ademas, genera
diversos graficos de facil interpretacion mostrando la frecuencia y lugar de las

modificaciones (inserciones, deleciones y sustituciones).

Con el fin de analizar los posibles efectos off-target se utilizé la herramienta
CRISPResso Compare para comparar la zona de interés en las muestras transfectadas
y las que no, respecto a la secuencia de referencia; para de esta manera observar si los
cambios que se puedan observar en la muestra transfectada se deben por el sistema

CRISPR-Cas9 o debido a variantes presente en las muestras no tratadas.

Se extrajo el ADN del clon editado seleccionado para la caracterizacion
fenotipica y se secuenciaron los potenciales sitios off-target mediante secuenciacion
Sanger utilizando las mismas secuencias de primers gue los utilizados en la PCR1 de
la generacion de librerias de secuenciacion masiva, pero sin los adaptadores (Tabla A4,

Anexo II).

3.4. Estudios de expresion de distrofina a nivel de ARN

El andlisis a nivel de ARN lo llevamos a cabo en las 4 lineas de mioblastos
inmortalizados: control 1, DMD, Clon editado y paciente P1. Para esto, se sembraron
10° mioblastos de cada linea que se diferenciaron durante 7 dias en DM como
previamente hemos descrito. Se llevé a cabo un triplicado por cada una de las lineas.

Tras esto, se recogieron las muestras de cada linea celular y se guard6 a —80°C.

La extraccion de ARN se llevé a cabo como hemos descrito previamente en el
apartado 2.1.1.1, pero disgregamos el pellet celular utilizando el Vortex, en lugar del

Tissuelyser 1.
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La retrotranscripcion se realizo utilizando 1000 ng de partida de cada muestra en

las mismas condiciones que las anteriormente detalladas.

La RT-PCR anidada se realiz6 utilizando 2 pl de ADNc de partida, en las mismas
condiciones que las detalladas anteriormente en el objetivo 1 y utilizando la pareja de
primers E41D + E60OR para la PCR1 y la pareja E43D + E59R y E43D + E58R para la
PCR2 (Tabla A2, Anexo II).

La ddPCR para analizar la expresion de distrofina se realiz6 en las mismas
condiciones que las explicadas anteriormente, utilizando en este caso 3 pl de ADNc de
partida. En este caso, ademas de la utilizar el ensayo con la sonda que hibrida en los
exones 44-58 (descrito en el apartado 2.1.1.4), utilizamos el ensayo comercial para
deteccién de distrofina dHsaCPE5049433 (BIO-RAD) marcada con el fluoréforo HEX.
La sonda de este ensayo hibrida entre los exones 67 y 68 permitiendo de esta forma la
cuantificacién del transcrito de distrofina en las células control y DMD, que al no tener la

del45-55 las sondas utilizadas en el objetivo anterior no hibridarian.

3.5. Estudios de proteina en los miotubos de las lineas celulares

3.5.1. Inmunofluorescencia

Para la inmunodeteccién de distintas proteinas, sembramos 2,5x10* mioblastos de
cada una de las lineas a estudiar, en cubreobjetos de 13 mm (introducidos en pocillos
de placas de 24 pocillos) (Sarstedt Inc, Nimbrecht, Alemania; 83.1840.002) y se
diferenciaron en miotubos durante 7 dias. Tras esto, las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 4% en PBS durante 15 minutos, y se lavd con PBS para eliminar
los restos. Los miotubos se permeabilizaron con PBS-T (0,1% TritonX-100 en PBS) y
fueron bloqueados con el tampén de bloqueo compuesto por 1% BSA, 1% suero de
cabra en PBS-T, durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente incubamos
los miotubos con los anticuerpos primarios correspondientes, diluidos en el tampén de

blogueo, durante toda la noche a 4 °C. Los anticuerpos utilizados fueron:

. Deteccion de distrofina: utilizamos un mix compuesto por 3 anticuerpos
monoclonales hechos en ratén: NCL-Dys1 (1:50; Leica Byosistems); MANDYS1
y MANDYS106 (1:50; Developmental Studies Hybridoma Bank, lowa, lowa,
Estados Unidos).
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. Deteccion de la cadena pesada de la miosina (MyHC del inglés myosin
heavy chain): utilizamos el anticuerpo monoclonal hecho en raton MF20 (1:50;

Developmental Studies Hybridoma Bank).

. Deteccién de desmina: utilizamos el anticuerpo policlonal hecho en conejo
Ab15200 (1:200; Abcam).

Tras la incubacion con los anticuerpos primarios, las células se lavaron 3 veces con
PBS-T y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con los anticuerpos
secundarios correspondientes diluidos en tampén de bloqueo: goat anti-Mouse 1gG
(H+L) Alexa Fluor Plus 488 y goat anti-rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor Plus 488 (1:200,
Thermo Fisher; A32723, A32731 respectivamente). Tras la incubacion, las células se

lavaron 3 veces en PBS.

Finalmente, para detectar los nucleos, todas las muestras se montaron con el medio
de montaje VECTASHIELD Antifade Mounting Medium con DAPI (Vector Laboratories;
H-1200-10). Las imagenes se adquirieron con el microscopio confocal LSM800 (Zeiss)

con una magnificacién de 200X.

3.5.2. Ensayo In-cell western

Sembramos 7500 mioblastos/pocillo en placas de 96 pocillos de las lineas a
estudiar y las diferenciamos durante 7 dias en DM. Pasteriormente fijamos las placas
con metanol frio y las permeabilizamos con PBS-T durante 4 rondas de 5 minutos. A
continuacién, blogueamos durante 2 horas a temperatura ambiente con el tamp6n de
bloqueo OBB (Odyssey Blocking Buffer; LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska; 927-
40010). Posteriormente incubamos con los anticuerpos primarios correspondientes
diluidos en OBB, durante toda la noche a 4 °C: mix anti-distrofina (1:100; NCL-Dys1,
MANDYS1 y MANDYS106) y anticuerpo anti-MyHC (1:100, MF20); ya descritos en el
apartado anterior. A continuacion, realizamos 4 lavados (0,1% Tween20 en PBS) y en
los pocillos para la deteccion de distrofina, amplificamos la sefial incubando durante 1
hora con el anticuerpo biotinilado Goat Anti-Mouse 1gG H&L (Biotin) (1:2000, Abcam;
ab6788) diluido en OBB. Después, lavamos e incubamos durante 1 hora a temperatura
ambiente con los anticuerpos secundarios correspondientes: IRDye® 800CW
Streptavidin  (1:2000, LI-COR; 926-32230) (para la deteccion de distrofina);
IRDye® 800CW Goat anti-Mouse 1gG (1:500, LI-COR; 926-32210) (para la deteccioén de
MyHC) y el marcador CellTag™ 700 Stain (1:1000, LI-COR; 926-41090) que sirve de
normalizador relativo al nimero de células de cada pocillo. Posteriormente realizamos

4 lavados, quitamos todo el volumen de los pocillos y leemos las placas en el escaner
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Odyssey CLx Imager (LI-COR). Este aparato detecta las longitudes de onda emitidas
por los fluoréforos utilizados que se encuentran en el infrarrojo cercano (800 nm y 700
nm), eliminando el ruido de fondo y presentando una mayor sensibilidad. Ademas, en
cada placa incluimos varios replicados de controles negativos sin los anticuerpos

primarios, que nos dara la informacion de sefial de fondo.

Al contrario que las técnicas estandar de western blot, el in-cell western presenta
una gran reproducibilidad, menor variacion y permite realizar un mayor niumero de

replicados, debido a la necesidad de utilizar un menor nimero de células.

3.5.3. Extraccion de proteina y western blot

Se sembraron 10° mioblastos de cada linea a estudiar en placas Petri y se
diferenciaron durante 7 dias. Tras esto, se recogi6 el pellet celular y se congel6 hasta -

80 °C hasta su utilizacion.

La extraccion de proteina se realiz6 resuspendiendo cada pellet celular en 500
pl de tampdn de lisis (apartado 2.1.2.2), vorteamos vigorosamente y sonicamos a 80
kHz en frio en un sonicador de bafio, aplicando 3 pulsos de 10 segundos, con intervalos
de descanso de otros 10 segundos. A continuacion, continuamos con el proceso de
extraccion y de cuantificacion de proteina como previamente hemos descrito en el
2.1.2.2.

Utilizamos la técnica de western blot para cuantificar la expresién de la distrofina
en los miotubos de las lineas de interés, exactamente como previamente hemos descrito

en el apartado 2.1.2.3.

3.6. Anaélisis estadistico

El analisis estadistico de los datos generados en este estudio se realizé
aplicando la prueba U de Mann-Whitney y la prueba de Kruskal-Wallis para determinar
los niveles de significancia correspondientes. El analisis se realizd utilizando el
programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., La Jolla, California, Estados
Unidos).



RESULTADOS






RESULTADOS

1. ESTUDIO DE UNA COHORTE DE SUJETOS CON LA del45-55

1.1. Caracterizacién clinica de los pacientes

Se llevo a cabo una caracterizacion clinica completa de 39 sujetos, incluyendo
23 casos indices y 16 secundarios. Ademas, se obtuvo informacion fiable de 18 sujetos
adicionales mediante entrevistas telefénicas o consultando las historias clinicas, debido
a su fallecimiento (n= 13) o a la imposibilidad de realizar una visita presencial (n=5). La
Tabla A5, Anexo Il recoge la informacion clinica de los 57 pacientes con del45-55 de
esta serie, donde se especifica el grupo al que corresponden, asignado segun los puntos
de rotura del respectivo caso indice. El andlisis de los 23 pedigries demostré6 una
transmisién ligada al cromosoma X en todos los casos indices, exceptuando 5 de ellos

cuyo estatus materno no se pudo determinar.

Los pacientes se dividieron en las siguientes categorias de acuerdo a la clinica
que presentaban: (I) hiperCKemia aislada (53% de los casos) subdividida en
asintomatica (n= 23) y paucisintomatica (n= 7); (ll) fenotipo DMB presente en el 28% de
los casos (n= 16); (lll) cardiopatia aislada, presente en el 19% de los casos (n= 11). La
cardiopatia también se encontr6 en siete pacientes con fenotipo DMB. También se
encontraron alteraciones cognitivas o de comportamiento en diez sujetos, nueve de los
cuales eran de edad pediatrica y todos ellos presentando hiperCKemia. El paciente

adulto ademas presentaba cardiopatia.

En la Figura 12 se puede observar la distribucion de los pacientes en las distintas
categorias clinicas segun la edad de su evaluacion. Los pacientes de la categoria de
hiperCKemia aislada (asintoméaticos) eran significativamente mas jovenes que los DMB
y cardiopatia aislada. La mediana de la edad de comienzo en los casos indice fue a los
12 afios (rango, 2-40 afios). Las alteraciones musculares en los pacientes DMB
ocurrieron siempre después de los 20 afios y en muchas ocasiones (10 de 16 casos),
después de los 40 afios (DMB-tardio). Aproximadamente el 44% (7 de 16 casos) de los

pacientes DMB perdieron la deambulacion, generalmente después de los 50 afios.
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Figura 12. Representacion gréfica de la edad en la evaluacion de los sujetos del45-55. Los
diagramas de cajas muestran la mediana y el rango de la edad de evaluacion de las tres en las que
clasificamos a los sujetos segun los fenotipos. Encontramos una diferencia significativa entre el grupo
asintomatico/paucisintomatico (mediana= 35,5; rango= 8-87) y los grupos DMB (mediana= 65,5; rango=
40-78) y cardiopatia aislada (mediana= 66; rango= 32-88). **p-valor<0,01; ***p-valor<0,001 de acuerdo
con la prueba de Kruskal-Wallis).

El inicio de la cardiopatia ocurrié siempre después de los 20 afios, con una
incidencia creciente asociada a la edad (Figura 13A). Los detalles de los datos
cardiolégicos disponibles estan recogidos en la Tabla A6, Anexo Il. Cuatro pacientes
presentaban bloqueos atrio-ventriculares requiriendo la implantacion de marcapasos,
uno de ellos a los 29 afilos como sintoma inaugural. Otros dos, recibieron un desfibrilador
automético implantable (DAI). En la mayoria de las ocasiones los pacientes se
mantuvieron estables mediante terapia cardiaca, sin embargo, el trasplante cardiaco fue
indicado en 3 casos. Uno de ellos vivié nueve afos tras la intervencion, el segundo murio
estando en la lista de espera de trasplante, mientras que el tercero esta actualmente

esperando la intervencion.

Ninguno de los pacientes requirié atencidn respiratoria y las pruebas de

evaluacion rutinarias mostraron una CVF superior al 50% en todos los casos.

La prevalencia de los sintomas de la serie completa en los distintos rangos de
edad se muestra en la Figura 13A. Mientras que, a la edad inferior de 20 afios, la
totalidad de los sujetos eran asintomaticos, éstos representaban el 22% después de los
60 afios y en este tramo de edad los sujetos DMB se incrementaron hasta el 52%. La
prevalencia de la cardiopatia alcanzo el 43,5% entre los mayores de 60 afios (26% de

los cuales la presentaban de forma aislada). Por otro lado, el subgrupo con el punto de
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rotura especifico mas numeroso (grupo D1) presentaba una tendencia similar a la de la
serie completa en cuanto a la prevalencia de los sintomas en las distintas edades
(Figura 13B).
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Figura 13. Prevalencia de las manifestaciones clinicas a lo largo de la edad en la serie del45-55.
(A) Prevalencia de los sintomas en la serie global (n= 57 sujetos) a lo largo de los cuatro tramos de edad
indicados. (B) Misma representacion, pero de los sujetos del subrgrupo de delecién 1 (D1) (n= 25), donde
se observa una distribucion similar a la de la serie global.

La Tabla A7, Anexo Il recoge los resultados de la evaluacién cognitiva que se
llevé a cabo. Por un lado, nueve de los diez pacientes pediatricos presentaron
alteraciones. Estas, estaban relacionadas con el neurodesarrollo (en el 80% de los
casos), la reduccion del CI (en el 40%), alteraciones del lenguaje ya sea en el
procesamiento fonoldgico o verbal (88% y 55% de los casos, respectivamente);
alteraciones de la funcién ejecutiva (55%) y problemas emocionales y de
comportamiento (80% de internalizacién y 70% de externalizacién). Por otro lado, el
paciente adulto evaluado presentaba un perfil similar a los pacientes pediatricos.
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Cuando los datos fueron recogidos, 14 pacientes habian fallecido; seis de ellos
debido a la cardiopatia, uno de ellos debido a muerte subita y los seis restantes debido
a otras causas médicas o no relacionadas con la enfermedad. La edad mediana de
decesos se situaba en los 70 afios (rango, 52—-88 afios). Particularmente, la esperanza
de vida de la poblacion masculina espafiola se sitla entre los 76 y los 79 afios en los

Gltimos 20 afos.

1.2. Caracterizacién genética

1.2.1. Andlisis de los puntos de rotura intrénicos

La secuenciacion de los pacientes indice de nuestra serie reveld que los 23 se
agrupaban en s6lo 10 deleciones con puntos de rotura especificos en los intrones 44 y
55. Cuatro de las deleciones estaban presentes en mas de un paciente indice
(deleciones D1 a D4). Entre éstas, la D1 aparecia en 9 casos indice; la D2 y D3 en 3,
mientras que la D4 en 2 casos indice. Las seis deleciones restantes (D5 a D10) estaban

presentes solamente en un caso indice.

La posicién de los puntos de rotura intronicos y el tamafio de las 10 deleciones
se puede observar en la Tabla A8, Anexo Il. Como se puede observar en la Figura 14,
es remarcable que mientras que los puntos de rotura de todas las deleciones en el intrén
44 se distribuyen de manera dispersa; en el intron 55 se agrupan en sus 60 kb mas
proximales. Ademas, las deleciones D4 y D8 eliminan la region del promotor y el primer
exon de la isoforma Dp140 de la distrofina, localizada en el intrén 44. Por otro lado, los
distintos puntos de rotura pueden alterar las secuencias de los INCRNAs 44s, 44s2, 55s
y 55as localizados en los intrones 44 y 55. Solamente la delecién D7 preserva todos los
IncRNAs, mientras que la D8 elimina todas las secuencias. El resto de las deleciones
elimina algunos IncRNAs (total o parcialmente), dando lugar a distintos patrones de
preservacion, siendo el mas numeroso el que conserva los INcCRNAs 44s y 44s2 (patron
PPNN) (Figura 14, Figura 15y Tabla A9, Anexo II).
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Figura 14. Representacion esquematica de las diez deleciones con puntos de rotura intrénicos
especificos encontrados en la cohorte del45-55. En la parte superior encontramos una representacion
de la arquitectura de los intrones 44 y 55 y sus exones adyacentes en condiciones normales. Se muestra
la localizaciéon del promotor de las isoformas de la distrofina Dp140 y Dpl116. Ademas, también estan
representados las posiciones de los long non-coding RNAs (IncRNAs) 44s, 44s2, 55s y 55as; asi como su
direccién de transcripcion. Cada delecion especifica (D1-D10) se representa de acuerdo con la posicién
sus puntos de rotura en los intrones 44 y 55, indicandose el tamafio (kb) de cada una de ellas. Todas las
deleciones, excepto la D4 y D7 eliminan el sitio de poliadenilacion del IncRNA 55as (indicado con *). Las
lineas de puntos indican el segmento delecionado.
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Figura 15. Deteccion de los long non-coding RNAs de los intrones 44 y 55 de DMD. Deteccion de los
INcRNA 44s, 44s2, 55s y 55 as mediante PCR utilizando ADN de sujetos con las diez deleciones del45—
55 especificas encontradas (D1-D10); un control sano (C) y un blanco (B). En el caso del IncRNA55as,
amplificamos con dos parejas de primers (1) hibridando a la zona final donde se encuentra el sitio de
poliadenilacion y (2) hibridando en la zona cercana al inicio de transcripcion. El patron de IncRNA reflejado
en la Tabla A9, Anexo Il proviene de la presencia (P), ausencia (N) o ausencia parcial (N*, en el caso de
la ausencia de la secuencia terminal del IncRNA55as).

El andlisis de las secuencias alrededor de los puntos de rotura del intrén 44 y 55
reveld la presencia de elementos repetitivos en todas las deleciones; sin embargo, no
se observé una homologia extensiva entre los elementos encontrados en los dos puntos
de rotura de la misma delecion. Adicionalmente se encontraron secuencias que pueden
inducir rotura del ADN en las diez deleciones. Se encontraron palindromos; la secuencia
TTTAAA conocida por inducir curvatura en el ADN (Singh et al., 1997), ademas de la
secuencia consenso de delecion TG(A/G)(A/G)(G/T)(A/C) descrita por Krawczak y
colaboradores (Krawczak and Cooper, 1991). Por otro lado, se encontraron
microhomologias de 1 a 6 pb en la zona de unién del neo-intron 44-55 de todas las
deleciones, asi como inserciones (de 1 pb a 38 pb) en cinco deleciones (D3, D5, D6, D8
y D10). Curiosamente los nucleétidos insertados en las deleciones D6 (26 pb) y D8 (38
pb) son repeticiones cortas en tAndem de la secuencia de referencia adyacente al punto
de rotura. Todos estos elementos se pueden observar en la Tabla A8, Anexo Il y Figura
Al, Anexo lll.

El andlisis in silico de sitios de splicing en la zona de unién del neo-intrén 44-55,
desvel6 la posibilidad de activacion de pseudoexones en todas las deleciones (Tabla
A10, Anexo ll). Por otro lado, el analisis de los elementos reguladores de splicing en

esta region mostro que las deleciones no modifican de manera sustanciosa el ratio entre



RESULTADOS

las secuencias potenciadoras y silenciadoras de splicing (ESE/ESS), ya que este se

mantiene cercano a 1 en todas ellas (Tabla A11, Anexo II).

1.2.2. Analisis de haplotipos

Debido a que la mayoria de los pacientes indice que presentaban la misma
delecién (deleciones D1-D4) residian en la misma region geogréafica, procedimos a

realizar un andlisis de haplotipos con el fin de buscar efectos fundadores.

El andlisis desveldé que todos los sujetos pertenecientes a cada una de las
deleciones D2, D3 y D4 presentaban el mismo haplotipo (Figura 16).

Curiosamente entre los sujetos que presentaban la delecién D1, se encontraron
dos subgrupos de haplotipos. Por un lado, el subgrupo de los seis casos indice P2-P7 y
por otro el compuesto por los tres casos indice P1, P8 y P9; pudiéndose observar estos
dos perfiles detallados en la Figura 17. Este hecho indica la presencia de dos eventos

fundadores distintos que han originado la misma delecién especifica.

Globalmente, se identificaron 5 mutaciones (una recurrente) que dieron lugar a

distintos eventos fundadores.
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Figura 16. Andlisis de haplotipos en los sujetos con las deleciones compartidas D1-D4. (A) Grafica que representa una seleccién de SNP (del inglés single nucleotide
polymorphism) a lo largo de toda la region secuenciada del gen DMD en los sujetos indice de los grupos de delecion D1 a D4. Por cada SNP, se tiene en cuenta tanto la
secuencia de referencia (r) como la variante (v) y solo se representa la forma mas predominante, con puntos grises (r) o rojos (v) segun su proporcion entre los sujetos de
cada grupo. La altura de los puntos en el eje y representa dicha proporciéon. Como puede apreciarse todos los sujetos de cada uno de los grupos D2, D3 y D4 presentan
practicamente el mismo perfil de haplotipos; sin embargo, los sujetos del grupo D1 presentan dos perfiles de haplotipos. La posicion de los puntos de rotura intrénicos se
representa con lineas de puntos verticales. La Ultima gréafica representa los SNPs que cumplen el criterio de seleccién (frecuencia alélica = 0.3 < 0.5) a lo largo de todo el gen
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Figura 17. Representacion gréfica de los dos haplotipos encontrados en la deleciéon D1.
Magnificacion de la region de interés del grupo D1 (chrX: 32,056,814-32,219,490), para resaltar los dos
perfiles de SNPs (del inglés single nucleotide polymorphism). Los SNPs (r o v) comunes en los 9 sujetos
de este grupo estan representados en gris, mientras que los subgrupos de 6 y 3 sujetos con distinto perfil
de haplotipo se representan con puntos verdes y rojos, respectivamente. La posicion de los puntos en el
eje y es arbitraria.
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2. ANALISIS DE FACTORES MODIFICADORES DEL FENOTIPO

2.1. Factores modificadores en cis

2.1.1. Expresion de distrofina

El analisis de distrofina mediante inmunofluorescencia en las nueve biopsias
musculares disponibles (Tabla 1) mostré6 una correcta expresion sarcolémica de la
proteina, con una ligera reduccion en cuanto a intensidad en algunos casos (Figura
18A). Por otro lado, se procedi6 a su cuantificacion mediante la técnica de western blot
mostrando altos niveles en todas las muestras (de 67% a 106% relativa a la sefal de
una muestra de un control sano) (Figura 18B).

Por otra parte, se procedié al andlisis del ARN de las biopsias disponibles. Los
resultados de la RT-PCR anidada (amplificando la regién cercana al empalme de los
exones 45-55 de DMD) no demostraron la presencia de ningun pseudoexon, pese a las
predicciones in silico favorables. Sin embargo, el andlisis de la muestra del paciente P18
(procedente del grupo D5 y que presenta un fenotipo severo), mostr6 en diversos
replicados la presencia de un salto adicional de los exones 56 y 57, dando lugar a
transcrito con la delecion de los exones 45-57 (del45-57) cuya pauta de lectura esta
conservada (Figura 19A). Posteriormente se procedié a amplificar especificamente
dicho transcrito (utilizando un cebador que hibridaba en la unién de los exones 44-58),
revelandose la presencia de este transcrito alternativo en todas las muestras analizadas.
Con el fin de profundizar en este hallazgo, se cuantifico el transcrito del45-57 mediante
la técnica ddPCR, utilizando sondas especificas (marcadas con los fluor6foros FAM y
HEX) para detectar los dos tipos de transcritos en cada una de las muestras. El analisis
mostrd que la expresion del transcrito del45-57 era muy residual y representaba menos

del 0,1% en todas las muestras (respecto al transcrito del45-55) (Figura 19B y C).
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Figura 18. Andlisis de la proteina distrofina en nueve biopsias musculares de sujetos con del44-55,
ademas de una muestra de un control sano (C) y de distrofia muscular de Duchenne (DMD). (A)
Imagenes representativas del marcaje de distrofina mediante inmunofluorescencia en secciones
transversales, mostrando una correcta localizacién sarcolémica con una ligera o moderada reduccion de
intensidad en algunas muestras (DYS2, imagenes superiores). El marcaje de laminina (imagenes inferiores)
se realizé para localizar el sarcolema de cada muestra. Escala= 50 ym. (B) Cuantificaciéon de distrofina
mediante la técnica de western blot sobre extractos totales de proteina de las biopsias musculares de los
mismos sujetos. Podemos apreciar que en las muestras de los sujetos con del44-55 la distrofina presenta
un menor peso molecular que en el control y la ausencia de esta en la muestra DMD. Los niveles de
distrofina (Dys1) se normalizan respecto a la sefial de a-actinina (a-actn) y se representan como porcentaje
de la sefial del control. Os datos representan la media de 3 replicados técnicos. Las barras del mismo tono
indican los sujetos que pertenecen al mismo subgrupo de delecion (grupo D1 = P1; P2; P4,2; P7; P8,1; P9.
Grupo D4 = P17. Grupo D5= P18. Grupo D9 = P22,1).
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Figura 19. Andlisis de expresion de distrofina en nueve muestras de ADNc de musculo de la serie
del44-55. (A) Presencia de un transcrito alternativo en el ADNc del sujeto P18 (D5). Los productos de la
RT-PCR anidada (del inglés, reverse transcription PCR) de las muestras P18 (D5) y P1 (D1) mostro la
presencia de una banda superior, que corresponde al transcrito esperado para la del44-55. Ademas, en el
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caso de la muestra P18 aparecia una banda inferior como resultado de un salto adicional de los exones 56
y 57. La banda intermedia que observamos en P18 marcada con un asterisco correspondia a la formacion
de un heterodiplex. La identidad de todas las bandas fue confirmada mediante secuenciacion Sanger. (B)
Graficas 1-D de amplitud de fluorescencia de los dos ensayos ddPCR utilizados para cuantificar los niveles
del transcrito del45-55 (parte superior, utilizando una sonda marcada con FAM que hibrida en la unién de
los exones 44-56) y del trascrito del45-57 (parte inferior, sonda marcada con HEX que hibrida en la union
de los exones 44-58) en las 9 muestras. Las lineas horizontales determinan el umbral establecido para
discriminar las gotas positivas y negativas (por encima y debajo, respectivamente). Se llevaron a cabo tres
replicados técnicos por cada muestra y se incluyd una muestra sin ADNc como control negativo (NTC). (C)
Baja proporcion de expresion del transcrito del4d5-57 en todas las muestras analizadas determinado:
[(copias/ul 44-58)/(copias/ul 44-58 + copias/ul 44-56)]*100. Los porcentajes representan la media de 3
réplicas. Las barras del mismo tono indican los sujetos que pertenecen al mismo subgrupo de delecion
(grupo D1 = P1; P2; P4,2; P7; P8,1; P9. Grupo D4 = P17. Grupo D5= P18. Grupo D9 = P22,1).

2.1.2. Efecto de los puntos de rotura y secuencias intrénicas sobre la

severidad clinica

Con la intencién de encontrar posibles elementos que condicionen la variabilidad
clinica observada en nuestra cohorte de pacientes, nos centramos en una primera
instancia en los intrones 44 y 55. Para ello realizamos un andlisis estadistico de

regresion bayesiana (Tabla 3).

Por un lado, evaluamos los distintos puntos de rotura, observando un efecto
significativo de la delecién D5 sobre la severidad muscular (OR: 10,82; IC: 1,31-98,23)
y sobre la aparicion de cardiopatia (OR: 44,30; IC: 2,07-2530,51).

Por otro lado, también se evaluaron los distintos patrones de preservacion de INCRNA,

no encontrando ningun efecto sobre la severidad clinica.

También se evaluo el efecto de la disrupciéon del promotor de la isoforma Dp140
(deleciones D4 y D8) sobre la severidad muscular y el desarrollo de cardiopatia; sin
encontrar ninguna asociacion, tal y como esperabamos. La relacién de la isoforma
Dp140 con las alteraciones cognitivas y de comportamiento no se evalué mediante la
aproximacion estadistica utilizada para el resto de las variables, debido a la limitacion y
el sesgo de los estudios cognitivos (principalmente llevados a cabo en la poblacion
pediatrica). Sin embargo, esta conexion esta reflejada en la Tabla A7, Anexo I, donde
puede observarse que ocho de los diez casos con alteraciones cognitivas preservaban
el promotor de la Dp140 (Dp140+), mientras que los dos restantes no lo conservaban
(Dp140-).
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2.2. Factores modificadores en trans

Continuando con la busqueda de elementos promotores de la variabilidad clinica,
decidimos analizar otros factores no relacionados al propio gen DMD. Por un lado,
evaluamos el efecto de tres conocidos factores genéticos modificadores estudiados en
DMD (Bello and Pegoraro, 2019): SPP1, LTBP4 y ACTN3. Este analisis se realiz6 en
los 23 pacientes indice y 10 casos secundarios (n= 33) y no se encontr ningun efecto
estadisticamente significativo asociado a la severidad muscular. Sin embargo, si que
encontramos que la ausencia del haplotipo IAAM/IAAM en LTBP4, se asociaba con la
presencia de cardiopatia (OR: 40,83; IC: 1,99-1707,37) (Tabla 3).

Adicionalmente, evaluamos la presencia de mutaciones concurrentes en los
casos indice (n= 23) que fueron secuenciados mediante secuenciacion masiva con el
panel de genes (que incluia 268 genes relacionados con enfermedades
neuromusculares). Se detectaron mutaciones en heterocigosis (Tabla A9, Anexo Il) en
cinco sujetos (P1, P3, P8, P16 y P17) pero no se encontré ninguna relacion con los

sintomas que estos presentaban.

Tabla 3. Analisis de regresion bayesiana evaluando el efecto de la posicién de las
deleciones y los factores modificadores sobre la severidad muscular y la presencia de
cardiopatia.

Severidad Muscular?!

Cardiopatia?

Grupo Deleciéon (n= 55)

D1 (n=25) Ref. Ref.
D2 (n=5) 0,525 (0,067-3,817) 0,396 (0,028-4,161)
D3 (n= 6) 2,098 (0,257-15,275) 2,915 (0,39-22,022)
D4(OP140) (n= 6) 1,957 (0,02-215,243) 0,876 (0,009-82,252)
D5 (n=3) 10,824 (1,314-98,235)3 44,302 (2,075-530,511)3
D7 (n=4) 0,196 (0,002-14,81) 4,656 (0,121-190,056)
D9 (n=3) 0,33 (0,023-4,046) 0,047 (0,001-1,358)
D10 (n=3) 0,09 (0,001-3,271) 0,085 (0,001-3,62)
IncRNA (n=55)
PPPP (n=4) Ref. Ref.
PPNN(n= 45) 9,835 (0,217-593,61) 2,112 (0,062-79,874)
NNPP (n= 6) 2,033 (0,024-206,376) 0,807 (0,009-68,4)
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Severidad Muscular?

Cardiopatia?

Modificadores (n=33)
SPP1 1,125 (0,135-8,59)
LTBP4 0,576 (0,065-6,127)
ACTN3 modelo 1 0,639 (0,109-3,733)
ACTN3 modelo 2 0,519 (0,151-1,53)
Edad 1,086 (1,029-1,155)3

1,213 (0,132-10,35)
40,829 (1,996-1707,37)3
0,486 (0,065-3,327)
0,733 (0,223-2,177)
1,072 (1,013-1,145)3

Como referencia (Ref.) utilizamos el grupo de delecién D1 y el patron que preserva todos los IncRNA
(del inglés, long non-coding RNA) (PPPP). La edad se consideré como factor de confusiéon en los
distintos analisis. Los grupos de delecion y de patron de INcRNA que contenian un solo individuo fueron
eliminados del analisis (D6/PNNN y D8/NNNN). La edad se consider6 como factor de confusion en
todos los analisis. Para cada comparacion se indica el odd ratio y entre paréntesis los intervalos de
credibilidad.

Patron de IncRNA, P=presencia y N=ausencia
IModelo de regresion ordinal bayesiano.
2Modelo de regresion logistica bayesiano.
SEstadisticamente significativo
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3. APROXIMACION AL MODELO CELULAR

Tras la exhaustiva evaluacion de los fenotipos asociados a la del45-55, asi como
de los potenciales factores modificadores, en este este segundo objetivo nos centramos
en la aproximacion terapéutica de esta mutacién. Para ello, decidimos reproducir la
del45-55 especifica de un subgrupo de sujetos estudiados en los objetivos anteriores
mediante el sistema de edicion génica CRISPR-Cas9 en mioblastos DMD y proceder a

su caracterizacion celular y fenotipica.

3.1. Generacion de un modelo celular DMD del45-55 mediante edicidn

génica

Con el proposito de reproducir la del45-55 especifica del subgrupo D1, es
necesario realizar dos cortes de doble cadena en las inmediaciones de los puntos de
rotura especificos en los intrones 44 y 55. Para ello disefiamos dos gRNAs dirigidos a
cada uno de los puntos de rotura que fueron clonados en vectores independientes que
expresaban la nucleasa Cas9 y el reportero GFP. El testado de cada uno de ellos se
realizé introduciéndolos (individualmente) en las células HEK293, debido a su facilidad
de manipulacién y transfeccién. Sus respectivas eficiencias de corte se evaluaron
mediante el ensayo T7E1 (Figura 20). En base a éstas, seleccionamos la gRNA 44.1y
la gRNA_55.2 (que hibridan en el intrén 44 y 55 respectivamente) que posteriormente
se co-transfectaron en células HEK293 confirmando la produccion de la del45-55. Las
secuencias y disefio de los dos gRNAs pueden observarse en la Figura 21A, B.

¢ gRNA 44.11.5ug gRNA 44.13ug gRNA 44.21.5ug  gRNA_44.23 g
- + - + - + - +

7.80 10.1 1.88 33

C- BRNA 55.11.5pug gRNA 55.13pg  gRNA 55.21.5ug gRNA_55.23 pg
- + - ¥ - ¥ - ¥

W . S e S e e e e

) ) -

) » )

indel % - 12.32 9.53 22.38

Figura 20. Analisis de las eficiencias de corte de los gRNAs disefiados mediante el ensayo de la
T7EIl en células HEK293. Comparacion de las distintas eficiencias de corte (en base al porcentaje de
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inserciones/deleciones, indel %) generadas al transfectar células HEK293 con los vectores PX458 que
contienen cada una de las gRNAs disefiadas dirigidas para el intrén 44 (A) y 55 (B). Por cada gRNA se
utilizan 2 concentraciones de vector y una carrera con las muestras tratadas con la enzima T7 (+) y otra
si esta (-). Tambien se utiliza muestra de células no trasfectadas (C-). Las bandas generadas por la enzima
se indican con flechas blancas.

A continuacién, procedimos a introducir los dos vectores con los gRNAs
seleccionadas en mioblastos inmortalizados DMD. Cuarenta y ocho horas después, el
14,42% de las células transfectadas expresaban el reportero GFP (significando que
habian incorporado uno o los dos vectores) y se separaron mediante FACS para
sembrarse individualmente en placas de 96 pocillos con el fin de obtener cultivos
clonales homogéneos. Estos se fueron expandiendo y mediante una PCR de cribado se
determiné que aproximadamente en uno de cada diez clones analizados se habia
introducido la delecion, que se confirmé a nivel de ADN por secuenciacidbn Sanger
(Figura 21C). Uno de los clones positivos fue amplificado para posteriormente proceder
a su caracterizacion funcional.

. 44erp140 o 4452 a6 555 Dpl16
o a2 o — 5
54 S5as
50 kb
Dpl4 Dpl1l
D - 4asPOPI0 4450 457,3 kb p1ie
44 ..l.l.......l..l.l.....j m
55as*
Intron 44
Grupo D1 CRISPR-Cas9 DSB
v v
5¢. . . TICCCTGAAGTCGTCATOCARAATTOARRARAAAAAAACTATACTOTOTGATTC TAGATTGARATTCAGOAATCCTCCAGHETTACCTTOTTTGCTTICCAR . . . 37
LITITIIIIIILIILIIIIIIIIIIITIIEIIIIIIIIIIITTI0III0I0ITIIII0011ITIIII001IIII0I0I00IITII0I0ITIIIIIII1T
37 AAGGGACTTCAGCAGTACGTTTTAACTTTITTTTTTTICATATCACACACTAAGATCTAACTTTAAGTC CTTAGGAGHTC MOAATGOAAC EALCORAMGETT . 57
A PAM RNA 44.1
gRNA_:
Intron 55

Grupo D1 CRISPR-Cas9 DSB

v v
5. . .GACCTGGAAGTTTTCAAACTAGGTTTTTARAGTGTATTTGACATTAAATCTTCATAACACCTTATTGATTAATTTARATCCATTACCATGGTAAGHARAATTCOCAGACAGGCAGETGAA . . .37
TIITITIIITITIIITIIII0II00000II0T00TI00II0II0II0II0IITIIIII0TIITIITIIITIITIICTIIIIITIIITIITIIIIIIIIIIIIIIIIIIITIIIIIIIIIIIIII
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Figura 21. Disefio CRISPR-Cas9 para replicar la del45-55 del grupo D1. (A) En la parte superior esta
representada la arquitectura gendmica de los intrones 44 y 55 del gen DMD, mostrando la localizacion del
promotor de las isoformas de la distrofina Dp140 y Dp116 ademas de la posicion de los IncRNA (long non
coding RNA) 44s, 44s2, 55s and 55as. Debajo encontramos una representacion de la posicion de los puntos
de rotura intronicos especificos del grupo D1, asi como su implicacién sobre los elementos ahi localizados.
La linea de puntos indica la region delecionada. (B) Secuencias gendmicas de los intrones 44 y 55, donde
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la posicion del punto de rotura del grupo D1 en los intrones 44 y 55 se indica con flechas negras. La
secuencia de las gRNAs_44.1 y 55.2 estan representadas con letras azules y su secuencia PAM con letras
rojas. Las flechas moradas indican el sitio de corte de la nucleasa Cas9 (DSB, del inglés double strand
break). (C) Producto de PCR de la regién de la delecion, asi como su secuenciacion por Sanger del ADN
gendmico de un sujeto del grupo D1 (paciente P1) (1) y del clon editado seleccionado (2).

3.2. Analisis de la eficiencia de corte y de los potenciales off-targets

mediante secuenciacidén masiva

Con el objetivo de conocer de forma precisa las eficiencias de corte de los gRNAs
escogidos (on-target) y comprobar la éstos habian producido algin corte inespecifico
(efectos off-target) utilizamos secuenciacién masiva de Ultima generacion. Utilizamos
dos predictores (Bae et al., 2014, Oliveros et al., 2016) para identificar los potenciales
off targets de cada una de los gRNAs (3 para el gRNA_44.1 y 4 para el gRNA_55.2).
Las secuencias y la localizacion gendmica de los 7 potenciales off-targets, asi como de
los 2 on-targets pueden encontrarse en la Tabla 4.

Tabla 4. Posicién gendmicay secuencias de las regiones on-target y potenciales
regiones off-target.

Nombre Localizaci6on® Gen® Secuencia (5°-37)¢
gRNA _44.1 ChrX: 32038608- DMD
AGCAAACAAGGTAACCCTGGAGG
On 32038631 (+)  (ENSG00000198947) .
gRNA _44.1 Chr2:105083351- MRPS9
AGQAAAGJAGGTAACCCTGGIGG
Offl 105083374 (-) (ENSG00000135972)
gRNA_44.1 Chr2: 14281851- LINC00276
AtCcAACAAGaTAACCCTGGGGG
off2 14281874 (+)  (ENSG00000230448)
gRNA_44.1 Chr9: 21835997- MTAP
AGCAAAgAgGGTAgCCCTGGGGG
Off3 21836020 (-) (ENSG00000099810)
gRNA_55.2 ChrX: 31581248- DMD
AGGAAAATTCGCAGACAGGCAGG
on 31581271 (-)  (ENSG00000198947)
Chrb5:
gRNA_55.2 HAVCR1
157057959- AGGAAAATgaGCAGACAGGCTGG
Offl (ENSG00000113249)
157057982 (+)
Chr11:
gRNA 55.2 INncRNA
94916762- AGGAAAATTtaCAGACAGGaTGG
Off2 (ENSG00000256469)

94916785 (+)
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Nombre Localizacién Gen Secuencia (5°-3")
Chré:
gRNA_55.2 REV3L
111393626- AGGAAgATaCGaAGACAGGCTGG
Off3 (ENSG00000009413)
111393649 (-)
Chr2:
gRNA_55.2 TRAF3IP1
238379513- AGGAAAATTCaCAtACAGGaTGG
Off4 (ENSG00000204104)

238379536 (-)

(a)Localizacion gendémica en base al genoma humano de referencia GRCh38/hg38.

(b) Nombre del gen y su cédigo de acceso en Ensembl

(c)Los nucleétidos en minUscula indican que difieren de la secuencia original del gRNA (mistmaches) y en
negrita se muestra la secuencia PAM (protoespacer adjacent motif).

El ADN extraido de los mioblastos transfectadas con los dos gRNAs (para los
off-targets), con cada uno de los gRNA independientemente (para el on-target) y sin
transfectar (control negativo) se utilizé para generar la libreria de secuenciacion de

amplicones.

Los archivos generados por el secuenciador se analizaron con el programa
CRISPRess02 (Clement et al., 2019), que utiliza una estrecha ventana de cuantificacion
de los eventos encontrados (inserciones, deleciones y sustituciones) restringida al sitio

de corte esperado de la nucleasa (3 pb aguas arriba de la secuencia PAM).

Todos los amplicones (tanto de las células control como de las transfectadas)
presentaron una alta cobertura, por encima de las 400.000 lecturas correctamente
alineadas exceptuando el off-target 3 del gRNA 44.2 donde obtuvimos muy baja
cobertura y no se pudo realizar el analisis al no alcanzar los estandares requeridos por
el programa. Probablemente ocurrié debido a una baja concentracion de este amplicon

en la mezcla final, originado por un error en la determinacién de la concentracion.

En la Tabla A12, Anexo Il podemos observar el nimero de lecturas clasificadas
por el programa CRISPRess02 segun el tipo de modificacion (inserciones, deleciones y
sustituciones) para cada amplicon tanto en las muestras transfectadas como en las que

no.

En cuanto al on-target observamos que el gRNA 44.1 producia un 5,50% de
lecturas modificadas mientras que el gRNA _55.2 un 9,99%. En ambas, la mayoria de
las modificaciones correspondian a inserciones o deleciones, caracteristicas del
mecanismo de reparaciéon celular NHEJ. Las principales lecturas obtenidas (con sus
respectivas modificaciones) de las muestras tratadas con cada uno de los gRNAs, asi

como su frecuencia pueden observarse en la Figura 22.
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A
GAAAGCAAACAAGGTAACCCTGGAGGATTCCTGAATTTC A-Referencia
RINA PAM
GAAAGCAAACAAGGTAACCCITGGAGGATTCCTGAATTTC A-9207% (672325lecturas)
GAAAGCAAACAAGGTAACCC,-GGAGGATTCCTGAATTTC A-203% (14812 lecturas)
GAAAGCAAACAAGGTAAC - TGGAGGATTCCTGAATTTCA-1_01°A)7342|€Cturasg
GAAAGCAAACAAGGTAACCC|CITGGAGGATTCCTGAATTTC-0.64% (4690 lecturas
GAAAGCAAACAAGGTAACC -.TGGAGGATTCCTGAATTTC A-0.45% (3265 lecturas
GAAAGCAAACAAGGT - - - - - -GGAGGATTCCTGAATTTC A-0.43% (3154 lecturas
GAAAGCAAACAAGGTAACCCITGGAGGATTCCTTAATTTCA-0.28% (2052 lecturas
GIAAAGCAAACAAGGTAACCCITT - - = = = = - - « - - o« - o o . oo 0.25% (1851 lecturas
GAAAGCAAACAAGGTAA- - -'TGGAGGATTCCTGAATTTCA-0.25% (1793 lecturas
GAAAGCAAACAA - - - - - - - - TGGAGGATTCCTGAATTTC A-0.23% (1690 lecturas
GAAAGCAAACAAGGTA - --CITGGAGGATTGCTGAATTTC A-0.21% (1565 lecturas

B
GTAAGGAAAATTCGCAGACAGGCAGGTGAAAATTAAAAT A-Referencia
gRIA PAM
GTAAGGAAAATTCGCAGACAGGCAGGTGAAAATTAAAAT A-8889% (482271 lecturas)
GTAAGGAAAATTCGCAGACA[A|[GGCAGGTGAAAATTAAAAT-434% (23565 lecturas)
GTAAGGAAAATTCGCAG - - -{- - - - - GTGAAAATTAAAATA-0.69% (3733 lecturas
GTAAGGAAAATTCGCAG - - -1-GCAGGTGAAAATTAAAAT A-0.67% (3651 lecturas
GTAAGGAAAATTCGCAGA- -GGCAGGTGAAAATTAAAATA-0.57% (3071 lecturas
GTAAGGAAAATTCGCAGAC -i:GGCAGGTGAAAATTAAAAT A-0.45% (2447 lecturas
GTAAGGAAAATTCGGCAGACA] --GGTGAAAATTAAAAT A-0.45% (2416 lecturas

N Sustituciones
[ Inserciones
Deleciones
——————— Sitio estimado de corte

Figura 22. Principales frecuencias alélicas generadas tras el corte de los gRNAs. Representacion de
las lecturas obtenidas del andlisis de secuenciacion masiva derivadas de la transfeccion de mioblastos
DMD con los guias gRNA_44.1 (A) y gRNA_55.2 (B). Se indica la secuencia de referencia, asi como las
secuencias con las principales modificaciones y su porcentaje respecto al total. La representacion de las
modificaciones y el sitio de corte de la Cas9 esta explicado en la leyenda. PAM (del inglés, protoespacer
adjacent motif) Imagen adaptada de los resultados obtenidos con el programa CRISPresso2.

Con el fin de profundizar en el estudio de los posibles off-targets generados por
el sistema CRISPR-Cas9 utilizamos el programa bioinformético CRISPRess02
Compare, que analiza los resultados obtenidos de tanto de la muestra transfectada
como la que no respecto a la secuencia de referencia. Los resultados pueden
observarse en el Figura A2, Anexo lll. En ninguna de las secuencias off-targets
encontramos un aumento de la presencia de indels en la zona cercana al sitio te6rico
de corte de la Cas9 en la muestra transfectada con los gRNAs (principales
modificaciones derivadas de la reparacion de un DSB). Sin embargo, si que
encontramos la presencia de sustituciones, en algunos casos con mas frecuencia en la
muestra no transfectada (gRNA_44.1 off-target 1 y gRNA _55.2 off-target 4). Por
ejemplo, en el caso del off-target 2 del gRNA_44.1 estas sustituciones eran mas
frecuentes en las células transfectadas, aunque aparecen muy alejadas del sitio teérico
de corte por la Cas9 (Tabla A12, Anexo II).

Ademas del analisis mediante secuenciacion masiva de los potenciales off-

targets en el grupo de células transfectadas con los dos gRNAs, confirmamos con
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secuenciacion Sanger que no habia ninguna modificacion en esas regiones en el clon
editado que se utilizd posteriormente para su caracterizacion funcional. Los
cromatogramas con las secuencias de estas regiones en clon y en las células DMD sin

transfectar pueden observarse en la Figura A3, Anexo lIl.

3.3. Laexpresion de distrofina es recuperada en el clon editado

El objetivo principal fue evaluar si la introduccién de la del45-55-D1 en las
células DMD es capaz de rescatar la expresion de distrofina. Para ello, comparamos el
clon editado respecto a la linea no editada (DMD). Adema&s, consideramos que podria
ser interesante la comparacion de los mioblastos editados con los propios del paciente
P1 que tomamos como modelo. Los mioblastos primarios de este paciente se
inmortalizaron con el fin de aumentar su capacidad proliferativa, permitiendo asi realizar

distintos analisis que de otra forma no se hubieran podido abordar.

En una primera instancia confirmamos mediante RT-PCR y secuenciacion
Sanger que el clon editado presentaba a nivel de ARN la delecién de los exones 45-55,
al igual que los miotubos del paciente P1. Con esto, comprobamos que ninguna de estas
dos lineas presentaba alteraciones de splicing, como inclusiébn de pseudoexones o
eventos de salto de exdn adicionales (Figura 23A). Por otro lado, utilizando la ddPCR
cuantificamos la expresion de distrofina en cuatro lineas de mioblastos diferenciados:
control 1, clon editado, DMD y células del paciente P1. Observamos un aumento de
transcritos DMD en las células editadas respecto a las no editadas, siendo incluso

superior al que presentaban las otras dos lineas celulares Figura 23B.
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Figura 23. Andlisis de la expresién de distrofina a nivel de ARN en el clon editado. (A) Confirmacién
de la del45-55 sobre el ARN de mioblastos diferenciados del paciente P1 (1) y del clon editado (2). En
ambos se puede observar la secuencia del exdn 56 yuxtapuesta a la del exén 44. (B) Cuantificacion de la
expresion de distrofina mediante ddPCR sobre el ADNc de miotubos diferenciados de lineas control 1
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(C1), DMD, el clon editado y el paciente P1 (P1); observando el aumento de expresion tras la edicion
génica (n= 3 réplicas). La grafica representa la media + SEM (error estandar de la media).

A continuacién, procedimos a evaluar la expresion de distrofina en el clon
editado, a nivel proteico y compararlo frente lineas de mioblastos controles, DMD y del

paciente P1.

En un primer lugar, mediante inmunofluorescencia observamos la recuperacion
de la expresion de distrofina en los miotubos del clon editado (Figura 24A). Ademas,
realizamos una precisa cuantificacion de distrofina mediante la técnica de in-cell
western, observando un incremento de 22,13 veces de media respecto a los miotubos

DMD no editados (Figura 24B).

Por otro lado, la cuantificacion de distrofina también la realizamos mediante la
técnica de western blot estandar, incluyendo para este analisis 2 lineas de mioblastos
controles ademas de las ya comentadas anteriormente. Pudimos observar la
recuperacion de distrofina en los miotubos editados, presentando niveles incluso

mayores a los controles sanos y al paciente modelo (Figura 24C).
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Figura 24. Evaluacion de expresion de distrofina de en los mioblastos del clon editado. (A) Imagenes
representativas de microscopia confocal del inmunomarcaje de distrofina (verde) en miotubos diferenciados
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de: Control 1 (C1), DMD, Clon editado y paciente P1 (P1). Los nucleos estan marcados con DAPI (azul) y
la escala es 50 pm. (B) Cuantificacion de la expresion de distrofina mediante myoblot en los miotubos del
clon editado frente a los de DMD no editados. Sefial de distrofina normalizada respecto a la sefial del
CellTag (n= 72 pocillos). (C) Cuantificacion de distrofina mediante western blot, sobre extractos totales de
proteinas de los miotubos diferenciados comentados anteriormente ademas de dos controles adicionales

gue se agruparon para su cuantificacion (C1l=“ , C2= =, C3= ""). Los niveles de distrofina (Dysl) se
normalizan respecto a la sefial de a-actinina (a-actn) (n= 4 por cada linea). *p-valor < 0,05; ***p-valor <
0,001; ****p-valor< 0,0001 de acuerdo con la prueba de Mann—-Whitney U (B) y Kruskal-Wallis (C). Las
graficas representan la media + SEM (error estandar de la media).

3.4. La introducciéon de la del45-55-D1 rescata los defectos en la

diferenciaciéon de mioblastos DMD con ausencia de distrofina

Los mioblastos de sujetos DMD con mutaciones que rompen la pauta de lectura
e impiden la produccion de distrofina presentan defectos en su capacidad de
diferenciacion (Choi et al., 2021; Soblechero-Martin et al., 2021). Por tanto, llevamos a
cabo la inmunofluorescencia de desmina, una proteina especifica de musculo de tipo IlI
de los filamentos intermedios esencial para mantener el apropiado soporte estructural
de las células musculares, para analizar la capacidad de fusién de los miotubos de las
distintas lineas celulares (control, DMD, clon editado y paciente modelo). Observamos
que tras 7 dias diferenciando, el indice de fusién de los miotubos DMD estaba reducido
significativamente respecto a los controles sanos, mientras que este parametro se
recuperaba casi al completo en el clon editado. Por otro lado, no encontramos
diferencias significativas entre las células editadas y las del paciente P1 o las del control

sano Figura 25A, B.

Adicionalmente, evaluamos mediante inmunofluorescencia la cadena pesada de
la miosina, MyHC, como marcador tardio de diferenciacion (Chal and Pourquié, 2017)
en los miotubos de las mismas lineas celulares. En este analisis observamos un defecto
en la diferenciacion tardia de las células DMD, donde solamente el 20% de los nUcleos
correspondian a células MyHC*, comparado con el 37% de los miotubos control tras 7
dias de diferenciacion. Al igual que ocurria con el indice de fusion, la introduccion de la
del45-55-D1 fue suficiente para mejorar significativamente este fenotipo con valores
superiores (46,5% de los nacleos) a los del control sano y a los miotubos del paciente
P1 (32% de los nucleos) (Figura 25A y C).

Ademas, cuantificamos la expresion de MyHC mediante in-cell western y
observamos un aumento significativo (aproximadamente el doble) en los miotubos

diferenciados del clon editado respecto a los de la linea DMD (Figura 25D).
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Figura 25. Los defectos en diferenciacion de los mioblastos DMD se rescatan tras la introduccion
de la del45-55-D1 mediante edicién génica. (A) Imagenes representativas de microscopia confocal del
inmunomarcaje de Desmina 'y MyHC (del inglés myosin heavy chain) (verde) en los miotubos diferenciados
del Control 1 (C1), DMD, clon editado y del paciente P1 (P1). Los nucleos estan marcados con DAPI (azul).
Escala= 50 um. (B) Cuantificacion del indice de fusion miogénico, utilizando las imagenes del marcaje de
desmina (15 imagenes, 400-700 nucleos totales) en las lineas comentadas previamente. (C) Cuantificaciéon
del porcentaje de nucleos dentro de células MyHC+ en cada condicién (10 imagenes, 300-500 nucleos
totales). (D) Cuantificacion de la expresién de MyHC mediante in-cell western en los miotubos diferenciados
del clon editado y de la linea DMD no editada. **p-valor < 0,01; ****p-valor< 0,0001 de acuerdo con la prueba
de Mann—Whitney U (B) y Kruskal-Wallis (C). Las gréficas representan la media + SEM (error estandar de
la media).
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El trabajo desarrollado en la presente tesis doctoral ha supuesto un estudio integral
de la delecion de los exones 45-55 en el gen DMD, analizando a fondo los fenotipos
asociados y la caracterizacion genética de una extensa cohorte de sujetos con esta
mutacion; la busqueda de mecanismos responsables de la variabilidad, asi como su
reproduccién en una linea de mioblastos DMD mediante el sistema de edicion
CRISPR-Cas9. A continuacién se procede a discutir los resultados obtenidos en

cada uno de los tres objetivos especificos obtenidos.

1. ESTUDIO DE UNA COHORTE DE SUJETOS CON LA del45-55

En este estudio analizamos la cohorte mas numerosa de pacientes distrofinopéaticos
portadores de la delecion de los exones 45-55 en el gen DMD, mediante la aplicacion
de un protocolo clinico sistematico y la aplicacién de un cuestionario estandarizado, todo
ello gracias a la colaboracién de diversos centros especializados en enfermedades
neuromusculares de todo el pais. Segun la literatura, la del45-55 es una mutacion poco
frecuente, representando menos del 2% de los casos registrados en los registros y
bases de datos de DMD/BMD (Aartsma-Rus et al., 2006a; Béroud et al., 2007). Hasta
donde nosotros tenemos conocimiento, no existe ningun trabajo que presente una
muestra similar o superior de casos con esta mutacién, que permita realizar rigurosos
andlisis clinico—genéticos. De hecho, la informacion disponible hasta la fecha esta
basada en la publicacién de un numero limitado de casos, o descripciones anecdoéticas
del trabajo de Echigoya y colaboradores (Echigoya et al., 2019), que lleg6 a recopilar
informacion de un total de 48 casos, previamente publicados. Como podemos observar
en la Figura 26 nuestros datos discrepan en gran medida de la coleccién de Echigoya,
en cuanto a la proporcion de la incidencia de los distintos fenotipos. Particularmente, la
muestra aqui descrita presenta una mayor tasa de cardiopatia y una considerable alta

tase de alteraciones cognitivas y de comportamiento.
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Figura 26. Comparacion del perfil clinico de la del44-55 de la serie recogida en el trabajo de
Echigoya (Echigoya et al., 2019) respecto a nuestra cohorte. Notese la presencia de una mayor
proporcion de sujetos asintomaticos/paucisintomaticos asi como de casos de cardiopatia (*19% aislada
y 13% asociada a fenotipo BMD) en nuestra serie. Las alteraciones cognitivas detectadas en nuestros
casos siempre estaban asociadas a hiperCKemia, **; y éstas no se reportaron en el trabajo de
Echigoya. La categoria “no clasificado” en la serie recogida por Echigoya corresponde a 5 sujetos con
informacidn clinica limitada.

Centrandonos en nuestra serie, cabe destacar algunos aspectos clinicos que nos
pueden ayudar a dibujar la historia natural de esta mutacion. En primer lugar, como
norma general, la hiperCKemia y los sintomas pseudometabélicos pueden aparecer en
la infancia temprana y pueden mantenerse como la Unica manifestacion en un
importante nimero de casos, incluso después de los 60 afios. Segundo, aunque la
incidencia del desarrollo de cardiopatia se sitia en la media o el rango bajo de lo
reportado en las series de DMB (Kaspar et al., 2009, Bello et al., 2016a), esta mutacion
presenta una elevada tendencia a desarrollar cardiopatia temprana asi como la
aparicion de cardiopatia aislada. Tercero, esta mutacién no parece ser tan benigna
como se suponia debido que hasta el 40% de los pacientes con fenotipo DMB sufrieron
pérdida de la deambulacibn o manifestaban un alto grado de discapacidad motora;
mientras que un numero sensible de casos desarrollaban cardiopatia severa requiriendo
trasplante cardiaco, o sufrian problemas cardiacos agudos y muerte subita, indicativo
de la aparicion de serias arritmias cardiacas. Ademas, la informacién recopilada de los
casos afectos ya fallecidos, nos indica un acortamiento en la esperanza de vida de estos

sujetos.

Finalmente, analizamos problemas relacionados con diversas areas del aprendizaje
y la funcién cognitiva, que son aspectos escasamente estudiados en sujetos con esta

delecion. En nuestra serie total, este tipo de alteraciones estaba presente en el 23% de
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los sujetos, sin embargo, si nos centramos en la poblacion pediatrica esta proporcion se
incrementa hasta el 90%, posiblemente debido a que este grupo pudo ser sujeto a una
evaluacién cognitiva mucho mas rigurosa que la poblacién adulta. Esa cifra se sitda en
el rango superior de lo reportado hasta ahora en las series de DMD y DMB (Ricotti et
al., 2016; Lambert et al., 2020) y cabe la pena mencionar que estas manifestaciones

escasamente han sido reportadas de forma aislada (North et al., 1996).

El perfil cognitivo que presentan la mayoria de los pacientes evaluados,
portadores de la mutacion del45-55 esta en sintonia con la literatura reportada en los
estudios cognitivos llevados a cabo en sujetos DMD (Hinton et al., 2007). La alta tasa
de rasgos relacionados con el neurodesarrollo y el comportamiento también esta en
consonancia con lo publicado en los estudios realizados en series DMB (Young et al.,
2008; Lambert et al., 2020). Sin embargo, nuestros datos discrepan con lo descrito en
el trabajo de Young (Young et al., 2008), donde observaron un perfil cognitivo distinto
en los sujetos DMB, con completa preservacion del IC y mayores alteraciones en la
ejecucion de las escalas verbales. Estas diferencias con los datos recogidos en nuestro
estudio no pueden simplemente atribuirse a la utilizacion de distinta bateria de test, sino
también a diferencias en cuanto a la composicion de la muestra. De hecho, los sujetos
DMB evaluados por Young contienen distintas mutaciones, incluso algunos de ellos no
estan genéticamente caracterizados; mientras que todos los componentes de nuestra

serie presentan la misma delecion.

Otro de objetivo de este trabajo fue caracterizar los puntos de rotura intrénicos
en sujetos portadores de la del45-55 y establecer su implicacion sobre la variabilidad
clinica. Debido al gran tamafio de los intrones 44 y 55, decidimos realizar este andlisis
mediante secuenciacién masiva utilizando un panel de genes dirigido, disefiado para
este propdsito y complementarlo mediante secuenciacién Sanger. Pudimos comprobar
que esta aproximaciéon es sumamente resolutiva y precisa (llegando a nivel de
nucleétido), comparado con las técnicas utilizadas previamente como realizacion de
multiples PCRs (Miyazaki et al., 2009) o el uso de array-CGH (del inglés, comparative
genoma hybridization) (Ishmukhametova et al., 2012). Por otra parte, la nueva
generacion de secuenciacion masiva (third-generation long-read sequencing) tambien
ha demostrado ser capaz de identificar puntos de rotura a lo largo del introbn 44 de DMD
(Geng et al., 2021).

En conjunto se identificaron diez deleciones con puntos de rotura especificos en
los intrones 44 y 55. El analisis de las secuencias cercanas a los puntos de rotura

intrénicos de nuestros casos indice revel6 la presencia de elementos repetitivos que
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podrian promover inestabilidad genémica pero no se observé la presencia de homologia
extensiva (Tabla A8, Anexo ll), descartando la recombinacion homologa no alélica
(NAHR del inglés non-allelic homologous recombination) como el mecanismo
responsable de estos reordenamientos, en consonancia con otros estudios similares en
el gen DMD (McNaughton et al., 1998; Nobile et al., 2002, Sironi et al., 2003b; Miyazaki
et al., 2009; Marey et al., 2016; Geng et al., 2021). Por otro lado, si que encontramos en
la zona cercana a los puntos de rotura de todas las deleciones, elementos que pueden
producir roturas de doble cadena en el ADN (Tabla A8, Anexo Il y Figura Al, Anexo
[II). Ademas, observamos en la zona de unién del neo-intron 44-55 distintos rasgos que
nos pueden indicar los mecanismos de reparacion involucrados en estos
reordenamientos: el NHEJ, debido a la presencia de pequefias inserciones; union de
extremos mediada por microhomologia (MMEJ, del inglés micro-homology mediated
end joining) debido a la presencia de pequefias microhomologias; replicacion
dependiente de recombinacién mediada por microhomologia (MMRDR, del inglés
microhomology-mediated replication-dependent) e inicio aberrante de los origenes de
replicacion y rescate de replicacion incompleto, debido a la presencia de
microhomologia y la insercién en tandem de nucleétidos homologos a la secuencia de
referencia adyacente (Tabla A8, Anexo Il). Conjuntamente todas estas observaciones
nos muestran que la mutacioén del45-55 no se origina por un Gnico mecanismo, sino que
intervienen una variedad de factores que inducen inestabilidad y rotura del ADN,
ademas de varios mecanismos genémicos de reparacion (Marey et al., 2016; Ling et al.,
2020; Geng et al., 2021).

Centrandonos en la localizacion de los distintos puntos de rotura, no se encontrd
una zona especifica que predisponga a su recurrencia, en concordancia con otro estudio
gue también analiza la los puntos de rotura en una serie de sujetos con la del45-55
(Gargaun et al., 2021). De hecho, el analisis de haplotipos revelé que todas las
deleciones con puntos de rotura intrénicos especificos compartidos por varios casos
indice eran producto de distintas mutaciones fundadoras. La Unica excepcion fue el
grupo D1, compuesto por nueve casos indice, y en el que se identificaron dos subgrupos
de sujetos con distintos haplotipos, indicando que esta delecion especifica se originé a
partir de dos eventos mutacionales independientes. La alta tasa de eventos fundadores
gue observamos en nuestra serie contrasta considerablemente con su extrafia aparicion
en la poblacion de sujetos con DMB, donde solo tenemos constancia de dos casos en
los que se haya producido este evento (Gurvich et al., 2009; Pons et al., 2017). En
cualquier caso, este fendbmeno es indicativo de la preservacion de la capacidad genésica

de esta mutacion (favorecida por la presentacion tardia de los sintomas graves). Por
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otro lado, esta observacion nos ha permitido disponer de grupos con el suficiente
tamafio muestral para evaluar el efecto de los distintos puntos de rotura intrénicos sobre

las variables clinicas analizadas.
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2. ANALISIS DE FACTORES MODIFICADORES DEL FENOTIPO

En la busqueda de los potenciales factores modificadores del fenotipo evaluamos

tanto distintos factores en cis como en trans.

Por un lado, la del45-55 da lugar a una repeticion hibrida de la espectrina. Como
hemos comentado, éstas reconstituyen la estructura nativa de triple hélice. Diversos
trabajos se han centrado en analizar la severidad clinica en series de pacientes DMB
con mutaciones en pauta que involucran al dominio central de la distrofina. Entre estas
deleciones, aquellas que presentan los fenotipos méas favorables (como las equiparables
a las del salto del exdn 51) son las que mantienen la estructura filamentosa de la
proteina como es el caso de la del45-55. Por el contrario, aquellas deleciones que
originan repeticiones de espectrina fraccionales en la proteina resultante (como las
deld5-47 y la del45-49) estan asociadas a una mayor severidad clinica (Kaspar et al.,
2009; Findlay et al., 2015; Nicolas et al., 2015, Bello et al., 2016a; Nakamura et al.,
2017).

Por otro lado, hasta la fecha existen escasos trabajos que analicen la variabilidad
interna o potenciales factores modificadores de la severidad enfocados en sujetos DMB
con una Unica mutacion. Entre ellos, cabe comentar el trabajo llevado a cabo por Gentil
y colaboradores donde observaron que la deslocalizacién sarcomérica de nNOSp en
biopsias musculares de sujetos con la mutacién del45-55 se correlacionaba con una
mayor severidad (Gentil et al.,, 2012). En otro interesante estudio sobre biopsias
musculares de sujetos DMB con la mutacion del45—-47, no observaron una correlacion
entre los niveles de distrofina y la severidad o el estado histopatolégico de éstos; y
aportaron datos que concordaban con un efecto umbral de niveles de distrofina
(alrededor del 10% de niveles normales), indicando que pequefias cantidades son
suficientes para presentar fenotipos mas leves (van den Bergen et al., 2014). Respecto
a este Ultimo punto, aunque el numero de biopsias musculares analizadas en nuestro
estudio era limitado (n= 9), eran representativas de sujetos pertenecientes a distintos
grupos de delecion y con distintos grados de severidad y todas ellas mostraron altos
niveles de expresion de distrofina (67%—-106%), sin encontrar una correlacion con la

gravedad fenotipica Figura 18B.

En nuestro analisis del efecto de los distintos puntos de rotura intronicos, soélo
encontramos una influencia significativa del grupo de delecion D5 sobre la severidad
muscular y el desarrollo de cardiopatia. En una primera instancia, el analisis del ARN de

un sujeto de este grupo mostré la presencia de un transcrito donde se habia producido
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un salto adicional de los exones 56 y 57, que podria haber sido promovido por cambios
en las secuencias de splicing debido a estos puntos de rotura especificos (Tuffery-
Giraud et al., 2017). Sin embargo, posteriormente observamos que este transcrito
estaba presente en todas las muestras disponibles (co-expresandose con el transcrito
esperable tras la del45-55) pero en niveles marginales, lo que nos hizo descartar su
implicacion en la patogenicidad observada. Eventos alternativos de salto de exoén en el
gen DMD se han detectado previamente (incluyendo eventos de salto de multiples
exones) en distintas condiciones patolégicas tanto en DMD y DMB como en otras
distrofias no relacionadas con el gen DMD, como distrofia miotdnica o distrofias
originadas por mutaciones en DYSF o CAPN3 (Sironi et al., 2002, 2003a). Por otra parte,
estos eventos también se han detectado en muestras de sujetos sanos (tanto en
musculo esquelético como en mioblastos), entre los que interesantemente se
encontraron eventos de salto multiple de los exones 45-55 y 45-57, confirmado también
por el estudio de los circRNA resultantes (del inglés circular RNA) (Aartsma-Rus et al.,
2006b; Suzuki et al., 2016). Posteriormente, estudios mediante secuenciaciébn masiva
de ARN, demostraron que los eventos de salto de exdn alternativos en el gen DMD (y
particularmente los de mdltiples exones) en condiciones sanas eran muy poco
frecuentes y que la mayoria de los 79 exones eran constitutivamente procesados (Bougé
et al., 2017). En nuestro caso, el hecho que el transcrito del45-57 se encontrara en
todas las muestras analizadas y con una expresion residual, nos sugiere que
presumiblemente sea un subproducto derivado de eventos de salto multiexénico
promovido por intrones post-transcripcionales (como los intrones 44 y 57) (Suzuki et al.,
2016). Ademas, por otra parte, no detectamos la presencia de ningun pseudoexén en
las muestras de musculo analizadas, a pesar de las predicciones in silico favorables
(Tabla A10, Anexo II).

Los distintos puntos de rotura en los intrones 44 y 55 de las diez deleciones
identificadas en este trabajo, tienen distinto impacto sobre las secuencias de los
INcRNAs ahi localizados (IncCRNA 44s, 44s2, 55s y 55as), dando lugar a distintos
patrones de preservacion. En nuestro andlisis no detectamos ningln efecto de los
distintos patrones de IncRNA sobre la severidad clinica. Por ejemplo, en el trabajo
llevado a cabo por Gargaun y colaboradores (Gargaun et al., 2021) encontraron que el
patron de IncRNA PNNN (el cual solo preservaba el IncRNA 44s) tenia un efecto
protector, sin embargo nosotros no pudimos confirmarlo puesto que este patron estaba
presente en un Unico sujeto (P19, grupo D6) (Tabla A9, Anexo Il). Sin embargo, estas

especulaciones deberian confirmarse a nivel de ARN, evaluando el efecto de los
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distintos niveles de expresién de los INcRNAs sobre la transcripcion de la distrofina
(Bovolenta et al., 2012).

Similarmente, de manera aproximativa, evaluamos la consecuencia de la
localizacién de los puntos de rotura en el intron 44 sobre la preservacion del promotor
de la isoforma Dp140. Como hemos comentado, la deficiencia de esta isoforma se han
asociado con el riesgo de sufrir alteraciones cognitivas asi como anormalidades
cerebrales estructurales y funcionales (Felisari et al., 2000; Doorenweerd et al., 2014),
pero nosotros no encontramos hinguna relacion en los pacientes correctamente
evaluados. Sin embargo, esta interpretacion puede ser polémica debido a que en todos
los casos, la del45-55 elimina el sitio de inicio de la traduccién localizado en el exén 51.
Bardoni y colaboradores (Bardoni et al., 1999) propusieron la existencia de sitios de
inicio alternativos localizados entre los exones 52 y 56 (siendo este ultimo el Unico
disponible en la del45-55); aunque esta hip6tesis no ha sido experimentalmente
demostrada.

Por ultimo, en este objetivo se traté de evaluar la implicacién de ciertos factores

modificadores en trans que expliquen la variabilidad clinica observada.

Por un lado, el efecto de ciertos modificadores genéticos de la severidad ha sido
ampliamente estudiado en sujetos con DMD, donde se han identificado algunos
polimorfismos o haplotipos de riesgo asociados con una peor progresion de la
enfermedad (con la edad de pérdida de la deambulacion particularmente). Entre los
genes estudiados se encuentran genes implicados en la respuesta inflamatoria a dafio
muscular, regeneracion y fibrosis (como los aqui estudiados SPP1 y LTBP4); o
implicados en la fuerza y resistencia muscular (como ACTN3) (Bello and Pegoraro,
2019). Sin embargo, el papel de estos maodificadores todavia no ha sido estudiado en
DMB ni particularmente en una serie concreta de sujetos con la misma mutacién en
DMD. En nuestro trabajo estudiamos de manera exploratoria la influencia sobre la clinica
de los polimorfismos en los tres genes comentados anteriormente, no observando
ningln efecto sobre la severidad muscular. Por contra, si que encontramos un efecto
estadisticamente significativo de la ausencia del haplotipo IAAM/IAAM en LTBP4 con la
presencia de cardiopatia. Una de las principales limitaciones de este estudio es el
escaso numero de sujetos incluidos, lo que resta potencia al analisis estadistico
realizado (n= 33; 23 indice y 10 secundarios adicionales), por lo que seria interesante
realizar un esfuerzo cooperativo internacional y conseguir analizar un mayor nimero de

sujetos portadores de la del45-55, lo que permitiria confirmar este hallazgo o descubrir
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nuevos factores en trans aun no identificados, aprovechando la mayor accesibilidad a la

secuenciacion completa del genoma.

Por otro lado, a pesar de que encontramos en algunos de los pacientes indice
secuenciados mutaciones concurrentes en genes relacionados con miopatias que
podrian actuar como agravantes (Kerst et al., 2000), no encontramos ninguna

manifestacion clinica compatible con éstas en ningun caso.
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3. APROXIMACION AL MODELO CELULAR

A pesar de que los factores que originan la variabilidad fenotipica asociada a la
del45-55 en DMD practicamente aun permanecen sin identificar, esta delecion sigue
siendo un atractivo modelo para la fatal DMD, porque la proteina resultante mantiene su
estructura filamentosa y la funcionalidad (conformacién hibrida) y por el elevado nimero
de sujetos que podrian beneficiarse. Ademas, seria interesante a la hora de desarrollar
la induccién de la del45-55 como terapia, tener en cuenta los factores localizados en

los intrones 44 y 55 previamente analizados (IncRNAs, Dp140 y Dp116).

En este objetivo, utilizando el sistema de edicion génica CRISPR-Cas9 decidimos
replicar la del45-55 presente del subgrupo D1, con sus puntos de rotura intronicos
especificos, para restaurar la pauta de lectura y la expresion de distrofina de una linea
de mioblastos inmortalizados DMD. Aunque en este subgrupo también encontramos
formas severas y la proporcién de sujetos asintomaticos es similar a la de la serie
completa (alrededor del 50%) (Figura 13B), es el mas numeroso (con 25 sujetos) y esta
compuesto por 9 casos indice independientes, producto de dos efectos fundadores
distintos (Figura 17); indicativo de la preservacion de la fertilidad de esta delecion
especifica.

La delecion D1 es una delecion de 457,3 kb y preserva los promotores de las
isoformas de la distrofina Dp140 y Dp116. La deficiencia de la isoforma Dp140 ha sido
asociada con el desarrollo de alteraciones cognitivas y del neurodesarrollo (Felisari et
al., 2000; Doorenweerd et al., 2014), aunque como hemos comentado previamente, esta
hipétesis en el contexto de la del45-55 es dificil de interpretar. Por otro lado conserva
los INcCRNA 44 y 44s2, descritos como favorables por Gargaun y colaboradores
(Gargaun et al., 2021).

En los trabajos llevados a cabo por Ousterout y Young (Ousterout et al., 2015; Young
et al., 2016) también utilizaron el sistema CRISPR-Cas9 para introducir la del45-55 con
el fin de recuperar la expresion de distrofina. A diferencia de nuestro trabajo, estas
deleciones no han sido observadas de forma natural forma natural en pacientes y son
considerablemente mayores que en nuestro caso (688 kb y 725 kb respectivamente),
con la justificacion de poder ser aplicable a un mayor niumero de sujetos. Sin embargo,
el inconveniente de éstas es que alteran las secuencias reguladoras localizadas en los
intrones 44 y 55, cuya conservacion podria ser relevante para el futuro desarrollo de

esta delacién como terapia para DMD.
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En este trabajo se consiguié introducir satisfactoriamente la mutacion del45-55-
D1 en mioblastos DMD Yy aislar cultivos clonales con la delecién. A pesar de esto, el
posterior analisis mediante secuenciacion masiva reveld que las eficiencias de corte de
los dos gRNAs elegidos eran limitada, como previamente habiamos observado
(Soblechero-Martin et al., 2021). Esta baja eficiencia puede deberse en parte a la
dificultad de transfeccién de los mioblastos (Ousterout et al., 2015; Wojtal et al., 2016),
reflejandose en que solamente menos del 15% de los mioblastos transfectados habian
incorporado los plasmidos que contenian los elementos CRISPR-Cas9 y el reportero
GFP. Alternativamente, otra estrategia que en la actualidad es frecuentemente usada y
consiste en introducir directamente el sistema CRISPR-Cas9 en forma de
ribonucleoproteina (RNP, la proteina Cas9 asociada al gRNA sintetizado) sin la
necesidad de tener que expresar estos elementos con un vector plasmidico. Esta
estrategia ha demostrado mayores eficiencias de corte, asi como menores efectos off-
targets debido a la menor vida media del complejo (traducido en un menor periodo de
actividad) en contraste con la expresion plasmidica de los elementos CRISPR-Cas9
(Kim et al., 2014; Zhang et al., 2021). De hecho, con nuestra experiencia personal con
las RNPs (para otros loci pero también en mioblastos inmortalizados) hemos
comprobado esta ventaja, ya que hemos obtenido eficiencias de corte superiores al
87%.

A pesar del uso de plasmidos, no encontramos ningun efecto off-target en los
datos analizados de secuenciacién masiva, aunque si que observamos la presencia de
sustituciones. La presencia de estas sustituciones es dificil de interpretar, ya que
aparecen incluso en las lecturas correspondientes a células no transfectadas y no se
localizan preferentemente cerca del sitio estimado de corte de la Cas9 (Figura A2,
Anexo Ill). Curiosamente, en todas los casos las sustituciones encontradas son
transiciones (A>G o T>C) lo que concuerda con el error tipico de la polimerasa
Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Mclnerney et al., 2014) que es la que se ha
empleado para este estudio. Ademas, la frecuencia de las sustituciones esté por debajo
del limite de error tedrico de la polimerasa utilizada (Tabla A12, Anexo II; Figura A2,
Anexo Ill) (Mclnerney et al., 2014).

El andlisis mediante secuenciacion Sanger en el clon utilizado en la

caracterizacion funcional no identific ningun efecto off-target.

Por otro lado, seria conveniente realizar los andlisis de off-tagets mediante
métodos no sesgados como la secuenciacion completa del genoma por secuenciacion

masiva, previo a la aplicacion del sistema CRISPR-Cas9 en clinica.
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En el presente objetivo demostramos que la introduccién de la mutacion del45—
55-D1 mediante CRISPR-Cas9 sobre una linea de mioblastos DMD es capaz de

restaurar la pauta de lectura de DMD vy la expresion de distrofina.

La generacién de grandes deleciones, como este caso, tienen un gran impacto
sobre la arquitectura gendémica ya que pueden acercar o exponer secuencias de splicing
gue de forma natural se encontrarian muy alejadas; o eliminar ciertas secuencias
reguladoras de splicing como potenciadores o silenciadores. Como consecuencia
pueden originar alteraciones del proceso de splicing como la inclusién de pseudoexones
o la produccién de eventos de saltos adicionales de exones, que en conjunto pueden
conllevar a la generacion de transcritos con la pauta de lectura alterada y evitar la
expresion de distrofina (0 en el caso de que generen transcritos con la pauta
conservada, dar lugar a distrofina que pueda presentar menor funcionalidad) (Tuffery-
Giraud et al., 2017). Por ello, previo a la aplicacion de la del45-55 como terapia para
DMD, es importante caracterizar los puntos de rotura intrénicos y asegurarse de que no
ocurren estas alteraciones. En nuestro caso, en las muestras de ARN de musculo
analizadas pertenecientes al subgrupo D1, no observamos ninguna alteraciéon de
splicing salvo la presencia de un transcrito concurrente con la del4d5-57 que estaba
presente indistintamente en todas las muestras de distintos subgrupos de forma muy
marginal, por lo que descartamos su posible implicacion patogénica. Debido a los
requisitos de seleccion de los gRNAS, los puntos de rotura intrénicos en el clon editado
difieren ligeramente de los encontrados en los sujetos del subgrupo D1; sin embargo, al
analizar su ARN no observamos ninguna alteracion (Figura 23A). Tampoco
encontramos la presencia del transcrito del45-57 por ddPCR, detectado con una minima
expresion en las biopsias musculares analizadas en el objetivo 2. Ademés, mediante
ddPCR observamos el aumento de expresion de distrofina respecto a las células DMD
no transfectadas siendo incluso superior que en los mioblastos del paciente del grupo
D1 (Figura 23B).

El andlisis de la recuperacion de distrofina a nivel proteico lo realizamos
mediante distintas técnicas. Mediante inmunofluorescencia observamos que la distrofina
expresada en los miotubos del clon editado se localizaba correctamente (Figura 24A).
También observamos su aumento de expresion respecto a los miotubos DMD no
editados mediante la técnica de in-cell western (Figura 24B). Esta técnica permite
realizar una cuantificacibn mas precisa, sensible y reproducible; ademas de no estar
sujeta a los problemas derivados de la cuantificacion de proteinas de gran tamafio por
medio de técnica de western blot estandar; y permite la incorporacion de un mayor

nuamero de replicados utilizando un menor namero de células (Ruiz-Del-Yerro et al.,
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2018; Soblechero-Martin et al., 2021). Ademas, también cuantificamos la expresion de
distrofina del clon editado mediante western blot, observando la recuperacion de
proteina con un peso molecular inferior a la presentada por 3 lineas de mioblastos
control (Figura 24C). En este caso, decidimos incluir varias lineas control cuya sefal
fue agrupada para reducir la variabilidad, debido a que como previamente diversos
estudios han reportado, los niveles de distrofina pueden variar incluso entre distintos

individuos sanos (Arechavala-Gomeza et al., 2009).

Adicionalmente, evaluamos el efecto de la introduccién de la del45-55-D1 sobre
el proceso de diferenciacidbn miogénica, observando un rescate en la capacidad de
fusion de los miotubos, asi como del numero de miotubos MyHC* y la expresién de este

marcador, respecto a las células DMD no editadas (Figura 25).

En general, aunque todavia se desconoce las causas de la variabilidad fenotipica
alrededor de la del45-55 en DMD, como prueba de concepto, evaluamos si fuera
ventajoso mimetizar la delecion con los puntos de rotura intrénicos especificos de un
subgrupo de pacientes con esta mutacion previamente analizados, como una posible
aproximacion terapéutica para DMD. Ademas, confirmamos la capacidad del sistema de
ediciébn génica CRISPR-Cas9 para introducir deleciones a medida, asi como para
recuperar la expresion de distrofina, asi como los fenotipos alterados. Por otro lado,
como previamente demostramos, el sistema CRISPR-Cas9 puede servir de gran ayuda
para generar modelos celulares que de otra forma serian muy dificil de obtener (debido
a la necesidad de extraer mioblastos primarios a partir de biopsia muscular, o que no
existan sujetos accesibles validos para nuestro objetivo) (Soblechero-Martin et al.,
2021).

A pesar de que la edicibn génica todavia necesita superar algunos
inconvenientes previamente comentados (problemas off-target, respuesta inmune frente
a la nucleasa o vector, distribucion...) supondria un salto de nivel frente a las estrategias
existentes, debido a que los cambios producidos a nivel genémico son permanentes y
no seria necesario su administracién periodica. Ademas, es esencial conseguir métodos
para administrar eficientemente el sistema CRISPR-Cas9 a las células satélite, como el
uso de serotipos especificos de AAV con un mayor tropismo hacia estas células o la
nueva generacion de vectores (MyoAAV); favoreciendo de esta forma la regeneracion
sostenida con células que expresan distrofina (Kwon et al., 2020; Tabebordbar et al.,
2021). De hecho, importantes avances in vivo se han obtenido para el tratamiento de
DMD, demostrando una recuperacion de la expresion de distrofina tanto en muasculo

esquelético como cardiaco incluso un afo tras su administracion (Nelson et al., 2016,
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2019; Amoasii et al., 2018). Sin embargo, tambien hay que tener en cuenta las posibles
implicaciones éticas que conlleva la edicion del genoma humano, especialmente en la
linea germinal y embriones. De hecho, este tema ha ganado relevancia tras el
nacimiento en China de unas gemelas modificadas genéticamente, lo que produjo (a
parte del shock internacional de la comunidad cientifica) la firma de una moratoria para
retrasar la aplicacion de la edicion génica en la lineas germinales que impliquen la

posterior transferencia del embrién a una persona (Lander et al., 2019).

En conclusion, el trabajo desarrollado mediante esta tesis doctoral confirma que
la delecién de los exones 45-55 en el gen DMD es una mutacion capaz de segregar
una gran cantidad de casos asintométicos o benignos y es responsable de diversos
efectos fundadores. Sin embargo, también puede dar lugar casos graves con
importantes limitaciones funcionales, serias complicaciones cardiacas y alteraciones
cognitivas, todo ello ocasionando cierto acortamiento en la esperanza de vida. A pesar
de la extensiva busqueda de factores modificadores realizada en este estudio, los
mecanismos patolégicos responsables de la variabilidad permanecen en gran parte
desconocidos. La identificacion de estos mecanismos, asi como su resolucion serviria
para consolidar a esta mutacién como uno de los modelos de terapia génica para DMD
con mayor potencial, comparable a las terapias de salto Unico exdn, pero con la ventaja
de ser aplicable a un mayor nimero de sujetos con distintas mutaciones en DMD.
Ademas, la proteina resultante mantiene los dominios esenciales y su funcionalidad en
gran medida, un importante aspecto a resolver en la terapia de adicién génica mediante
uDys (Duan, 2018; Verhaart and Aartsma-Rus, 2019). Sin embargo, para que este
modelo se convierta en una alternativa terapéutica real, es necesario superar los puntos
oscuros del salto muletiexénico, ya sea mediante el uso de cécteles de AONs o
mediante el sistema de edicion génica CRISPR-Cas9, como previamente hemos

comentado.
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Las conclusiones que se obtienen del trabajo llevado a cabo en la presente tesis doctoral

son las siguientes:

1. La delecién de los exones 45-55 en el gen DMD (del45-55) esta asociada a
formas de distrofinopatia asintomaticas o con sintomas menores (52% de la

serie).

2. La del45-55 también ocasiona una miopatia tipo Becker que puede llegar a ser

grave con pérdida de deambulacién, en algunos de los casos a edad tardia.

3. La del45-55 puede originar complicaciones cardiacas, por un lado, en forma de
cardiopatia dilatada que puede ser grave y requerir trasplante cardiaco; o causar
trastornos de la conduccion o del ritmo cardiaco que demandan la implantacion

de marcapasos o causan la muerte subita.

4. Enuna notable proporcion de casos, existe una disociacion entre las alteraciones

cardiacas y la afectacién muscular.

5. En su conjunto la del45-55 es responsable de una apreciable reduccién de la

esperanza de vida.

6. Se han identificado alteraciones cognitivas, del comportamiento y del
neurodesarrollo en la mayoria de los pacientes pediatricos. Estas alteraciones
pueden ocurrir como manifestacion independiente, aunque siempre asociada a

hiperCKemia.

7. Un panel de genes de secuenciacion masiva disefiado ad hoc para este estudio
demostrd ser resolutivo para identificar de forma precisa los puntos de rotura en

los intrones 44 y 55 del gen DMD.

8. Elandlisis de las secuencias cercanas a los puntos de rotura revelé que la del45—
55 se origina como consecuencia de la combinacion de diversos elementos
promotores de inestabilidad y rotura de ADN junto con la intervencién de distintos

mecanismos de reparacion genémica.

9. Se identificaron cinco efectos fundadores (uno recurrente) asociados a esta
delecién localizados en diversas regiones espafolas, indicativo de la
preservacion de la capacidad genésica. Este hecho nos ha permitido realizar

correlaciones clinico-genéticas que de otra manera hubiesen sido inalcanzables.



CONCLUSIONES

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Los puntos de rotura intrénicos identificados no alteran el patrén de splicing,
guedando excluida su influencia como factor causante de la variabilidad en la

expresion clinica.

La alteracion de los elementos reguladores localizados en los intrones 44 y 55
(IncRNA y Dp140) por los distintos puntos de rotura tampoco contribuyeron a

priori a la variabilidad clinica observada.

Los niveles proteicos de distrofina en las biopsias de sujetos del45-55
analizadas no justificaban la variabilidad clinica observada.

Entre los potenciales factores modificadores en trans analizados, la ausencia del

haplotipo beneficioso en LTBP4 podria condicionar la presencia de cardiopatia.

El sistema de edicion CRISPR-Cas9 es capaz de reproducir la del45-55 del

subgrupo D1 en una linea de mioblastos DMD.

La generacion de la del4d5-55 mediante CRISPR-Cas9 no produce cambios
significativos en las potenciales regiones off-targets asociadas a las gRNA _44.1
y 55.2.

La introduccién de la del45-55 mediante CRIPSR-Cas9 en mioblastos DMD
recupera la expresion de distrofina y rescata los defectos en la diferenciacion de

esta linea celular.
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DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON
MEDICAMENTOS

Diia. Marla Tordera Baviera, titular de la Secretaria Técnica del Comité de Etica de la
Investigacicn con medicamentos del Hospital Universitario v Politécnico La Fe,

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado en su sesion de fecha 27 de junio de 2018, el Proyacto
de Investigacion:

Titule: “TRATAMIENTO DE LA DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE
INDUCIENDO UMA MEGADELECION DE EXOMES 45-55 EN EL GEN DYS
UTILIZANDO EL SISTEMA CRISPR-CASES.”
MN* de registro: 2018/0200
Versidnifecha de la memoria del proyecto: 21 de junio de 2018
Varsidnifecha de la Hoja de Informaciin al Paclente y Conzentimiento Informado:
+ ASENTIMIENTO DE MENORES ENTRE 12-18 ANOS, v02 de fecha 21/06/2018
+ HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE ¥ CONSENTIMIENTO INFORMADO para
los ADULTOS, v2.0 de fecha 21/06/2018
+ HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADC para
los PADRESITUTORES, v2.0 de fecha 21/06/2018

Que dicho proyecto se gjusta a las normativas éticas sobre investigacion biomedica
con sujetos humanos vy es viable en cuanto al planteamiento cientifico, objelivas,
material y mélodos, elo, desecritos en la solicitud, asl como la Hoja de Informacion al
Paciente v &l Consentimiento Informadao.

En consecusncia, esle Comité acuerda emifir INFORME FAVORABLE de dicho
Proyecto de Investigacidn gue serd realizado en el Hospital Universitario y Politécnico
La Fe por elfia Dr. / Dra. Juan Jesis Vilchez Padilla del servicio/unidadigrupe de
investigacion de NEUROLOGIA como Irvestigador Principal.

Cue el CEIm del Hospital Universitario y Politécnico La Fe, tanto &n su composicion
como an sus procedimientos, cumple con las normas de BPC (CPMPICHN 35/85) v
con la legislacion vigente que regula su funcionamiento, v que la composician dal
CElm del Hospital Universitario y Politecnico La Fe es la indicada en el anexo |,
teniendo en cuenta gue, en el cazo de que algdn miembro participe en el estudio o
declare algin conflicto de interés, no habrd participado en la evaluacion ni en el
dictamen de |a solicitud de autorizacion del estudio clinico.
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ANEXO Il. Tablas adicionales

ANEXO Il

Tabla Al. Secuencias de primers para la identificacion de los puntos de roturay
de los long non-coding RNA.

Nombre
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
ncINT44s
NncINT44S2
NncINTS5s
ncINT55as(1)
ncINT55as(2)

Directo (5°-3")
CCTCTGCCACACACGACTTA
GATAGTTTGGTTACTGGGCAC
TGTGCAATGCGTCACCTTGG
TTGCCTGGTTTTCTTCAGCTG
CATCTGCTAGCCAAAACAGTCA
GGCATTTTCCATGAGTGTAAACG
GCCACTGTTACGTACTCTATGC
CCACTTGATGACAGCAGTATCC
CATTACTATCCTCCACTGCAGG
CAGCAAATGGCAGATACTCC
GTGACCCTGAATGACCTTCC
GTTAGCGCCAATGAGCAAGAC
CCTTCCAGATTCAGCATGTG
TCTGCTCCACAGCTACAAGC
CTCCATCACTCAGTTAAGAGC

Reverso (5°-3")
AAGCTGATCCAAGTGACACGA
AGAAGAAAGCCCTCATTCGGTC
CCTTGGCACATATTCTAGCTG
ACCTGTGACTCCAACTTTCTGG
AGCTCTGCCAATAATGCTCTCA
GGAACTGAGCTTTGTGTGACAG
AAGCTGAACTGTGGACTGTG
GTTCGTGCTTTGTTTTATGCC
GTGCACATAGATCTGGTCGC
TCAGTAGCCCTGGAGTCTTTG
AGACAGCACCGTGAACTTCC
GCAGAAACAGCTATGCAGTGG
GTGACCCATAATGCAAGGTGC
AGCGCCAAAAGATTAGCAGC
TCTACAGGACAAGGAGCACC

Tabla A2. Secuencias de primers utilizados para RT-PCR y ddPCR sobre ADNc.

Nombre
E41D
E60R
E43D
E58R

E44-58D
E59R
ddE44D

Sonda 44-56-FAM

ddE45R
ddE44D

Sonda 44-58-HEX

ddE58R

Aplicacién
RT-PCR (PCR1)
RT-PCR (PCR1)

RT-PCR [PCR2 (1)]
RT-PCR [PCR2 (1)]
RT-PCR [PCR2 (2)]
RT-PCR [PCR2 (2)]
Ensayo ddPCR 44-56
Ensayo ddPCR 44-56
Ensayo ddPCR 44-56
Ensayo ddPCR 44-58
Ensayo ddPCR 44-58
Ensayo ddPCR 44-58

Secuencia (5’-3’)
ATGCAGTGCGTAGGCAAGC
GCAATTTCTCCTCGAAGTGC
TCTCTCCCAGCTTGATTTCC
CTTCCAAAGGCTGCTCTGTC

TAAGGCCTTCAAGAGGGAATTG
GTGCCTTGACTTTCTCGAGG
CCTGAGAATTGGGAACATGC

TGGTATCTTAAGGACCTCCAAGGTG

GTAACAGGACTGCATCATCG
CCTGAGAATTGGGAACATGC

AATGGTATCTTAAGGCCTTCAAGAGG

TTCCAAAGGCTGCTCTGTC

Secuencias utilizadas para RT-PCR y ddPCR. El nimero indica el exén en el que hibridan ya sea el
primer directo (D) o reverso (R)
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Tabla A3.Secuencias de los gRNA y primers para el ensayo T7El utilizadas.

Nombre Hibridacién Secuencia (5°-3")
gRNA_44.1 Intron 44 AGCAAACAAGGTAACCCTGG
gRNA_44.2 Intrén 44 GTGAAGAGTATCTCTGGGCG
gRNA 55.1 Intrén 55 GGTAAGGAAAATTCGCAGAC
gRNA_55.2 Intrén 55 AGGAAAATTCGCAGACAGGC

Nombre Primer Directo (5°-3") Primer Reverso (5°-3")

T7EI_Intron 44 CGTCTGGGAAAGGTCTGGTG

T7EIl_Intron 55 CCTCTGCCACACACGACTTA

ATTCACCCTGTAAGGAAGGCT

ATCCCACTGGAATGTCTTGTGA

Tabla A4. Secuencias para la generacion de libreria de amplicones para secuenciacion

masiva

PCR1
Nombre

Adaptador primer

directo
Adaptador primer
reverso
Nombre Primer Directo (5°-3")
gRNA_44.1 On TATCTCTGGGCGAGGTCATC
gRNA_44.1 Offl GGACCTTCACAAACTGAACC

gRNA_44.1 Off2
gRNA_44.1 Off3
gRNA_55.2 On

gRNA_55.2 Off1
gRNA_55.2 Off2
gRNA_55.2 Off3
gRNA_55.2 Off4

GGACTATGTTTGAGGTGAGAAC
GCCCAGATAACTCATAGCAGC
CACCATGGGTTAAGCCACAC
CCCATTCTCTGGCTTCTAACC
TACACCACCATGCAGATTGC
CAGGAGGATTGCTTGAGTCCAG
AAGTGGCCATGAGGTCAGAG

Secuencia (5°-3")

TACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

Primer Reverso (5°-3")
GGCATGTTTCCCTGAAGTCG
GTGAAGGAGGGGGAAGAATG
GTGTTGCTCTGCACTTCTCC

GCTGGGCAAACTATAAGAGGTG
GCTGGGACTTTATGGGAAGC
GCTGCAGGGAACTAACAGAGC
TTGTTCTGAAAGGGGCACTG
AGGATGCCATCAGCCCAAAC
AGGGAAGAGTGAGGAGTGCC

PCR2

Nombre

TruSeq Universal
Adapter Directo

TruSeqAdapter5
Control negativo

TruSeqAdpter 20
Transfeccién

Secuencia (5°-3")
AATGATACGGCGACCACCGAGATC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCACTGT

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAAGGCCAC

En la PCR1 se indican las secuencias de los adaptadores y la de los primers especificos de cada region
a analizar que se acoplan. Los nucleétidos en verde de las secuencias de la PCR2 representan la region
homdloga a los adaptadores de la PCRL1. En rojo se indica la secuencia index para diferenciar el tipo de

muestra.



Tabla A5. Resumen de los datos clinicos de los 57 sujetos de la serie

Paciente Grupo Reqién ;:?Sgl :Erﬂ(?ldo Historia JElEs Escala Alteracién Alteracion Pérdida Delzgliﬁln;)ad Fenotipo
Delecion 9 ~ ~ familiar Vignos?! Cardiaca Cognitiva Deambulacion P
(afios) (afos) (UI/L) Muscular
. CARDIOPATIA
pP1* 1 Valencia 37 8 Sl 2400 0 Sl NO NO ASILADA
P1,1** 1 Valencia 60 t = ND Sl 0 NO NO NO ASINTOMATICO
p2* 1 Valencia 30 2 si 780 0 NO NO NO ASINTOMATICO
. ASINTOMATICO +
*
P2,1 1 Valencia 12 ND Si 0 NO SI NO COGNITITVO
p2,2* 1 Valencia 61 ND Sl 0 NO NO NO ASINTOMATICO
. DMB INICIO TARDIO
*
P2,3 1 Valencia 78 >40 Sl 4 Sl NO NO >40 + CARDIOPATIA
p3* 1 Valencia 53 25 Sl 1500 7 NO NO NO 39 DMB
P3,1* 1 Valencia 42 20 Sl 5 NO NO NO ? DMB
. DMB INICIO TARDIO
P3,2** 1 Valencia 63 t+ >40 Si 6 Si NO NO >40 + CARDIOPATIA
P3,3** 1 Valencia 33 ND Sl 0 NO NO NO ASINTOMATICO
. DMB INICIO TARDIO
*
P4 1 Valencia 72 40 Sl 1000 6 Sl NO NO 60 + CARDIOPATIA
P4,1* 1 Valencia 70 25 Sl 9 NO NO Sl ? DMB
P4,2* 1 Valencia 60 >40 Sl 5 NO NO NO >40 DMB INICIO TARDIO JZ>
2
P4,3** 1 Valencia 70 - >40 YES 9 NO NO SI >40 DMB INICIO TARDIO @)

&
N




OO Dglr:cpign
P5* 1
P5,1** 1
P6* 1
P6,1** 1
p7* 1
pP7,1* 1
pP7,2* 1
P8* 1
P8,1* 1
P9* 1
P9,1* 1
P10* 2
P10,1* 2
P11* 2
P11,1* 2
pP12* 2
P13* g

Region
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia

Valencia
Valencia
Catalufa
Catalufia
Catalufia
Catalufa

Catalufia

Pais
Vasco

Edad
actual
(afos)

12
52t
19
88 t-
23
19
70 t -
12
62
14
74+ -
35
73
76 F o
37

42

Edad
inicio
(afios)

4

ND

ND

ND

ND

ND
29
>40
22

ND

17

40

Historia
familiar

SI

SI

Sl

Sl

SI

SI

Sl

Sl

Sl

SI

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

NO

NO

Niveles

(UIL)
6000

9000

600

6400

8000

5000

1200

7000

2500

Escala Alteracion Alteracion
Cardiaca Cognitiva Deambulacion

Vignos?

0

NO

NO

NO

Sl

NO

NO

Sl

NO

Sl

NO

Sl

NO

NO

Sl

NO

NO

SI

SI

NO

Sl

NO

NO

SI

NO

Sl

NO

Sl

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Pérdida

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

SI

Inicio
Debilidad
Muscular

>40

40

Fenotipo

ASINTOMATICO +
COGNITIVO

ASINTOMATICO
ASINTOMATICO +
COGNITIVO
CARDIOPATIA
AISLADA
ASINTOMATICO
PAUCISINTOMATICO
+ COGNITIVO

CARDIOPATIA
AISLADA

PAUCISINTOMATICO
+ COGNITIVO

CARDIOPATIA
AISLADA

PAUCISINTOMATICO
+ COGNITIVO

CARDIOPATIA
AISLADA

ASINTOMATICO

DMB INICIO TARDIO

CARDIOPATIA
AISLADA

ASINTOMATICO
ASINTOMATICO

DMB INICIO TARDIO
+ CARDIOPATIA
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Edad Edad Niveles Inicio

(afos) (afios) (UIL) 9 9 Muscular
Pais CARDIOPATIA
*
P14 3 Vaseo 32 22 s 800 1 s NO NO nISLADA
Pais CARDIOPATIA
*% -
P14,1 3 Vasey 551+ ND s 0 s NO NO ISLADA
P14,2% 3 Pais 36 ND sl 0 NO NO NO ASINTOMATICO
Vasco
P15+ 3 info 18 8 s 12291 1 NO NO NO PAUCISINTOMATICO
P15,1% 3 VF:‘S'SO 73+e  >40 s 9 NO NO s >40  DMB INICIO TARDIO
. PAUCISINTOMATICO
*
P16 4 valencia 15 5 S| 5000 1 NO s NO + COGNITIVO
P16,1** 4 Valencia 66+:  >40 s 9 NO NO sl >40  DMB INICIO TARDIO
NO CARDIOPATIA
P17+ 4 valencia 36 27 S| 1000 0 S| s AISLADA +
COGNITIVO
P17,1% 4 valencia 80+c ND sl 0 NO NO NO ASINTOMATICO
P17,2%* 4 valencia 38 ND s 0 NO NO NO ASINTOMATICO
P17,3* 4 valencia 36 ND s 0 NO NO NO ASINTOMATICO
. DMB +
P18* 5 Valencia 40 10 sl 1900 6 sl NO NO 30 CARDIOPATIA
. DMB +
P18,1* 5 valencia 47 20 s 4 s NO NO ? CARDIOPATIA
. DMB +
*% . ?
P18,2 5 Valencia 65 } 20 sl 9 sl NO s . CARDIOPATIA
P19* 6 Catalufia 55 30 NO 900 0 NO NO NO ASINTOMATICO -
Z
CARDIOPATIA 2
P20 7 Rioja 43 28 sl 1000 1 sl NO NO AISLADA o

=
(Y]
©




Paciente

P20,1*

pP20,2**

P20,3*

P21*

p22*

P22,1*

p22,2**

pP23*

P23,1*

P23,2*

Dglr:cﬁgn Ao
7 Rioja
7 Rioja
7 Rioja
8 Catalufia
9 Murcia
9 Murcia
9 Murcia

10 Andalucia

10 Andalucia

10 Andalucia

Edad

actual
(afos) (afios)

41
84
38
39
16
65

87 to
11

8

78

Edad
inicio

ND

ND

ND

28

12

ND

ND

4

ND

ND

Niveles

Historia
familiar

Sl

Sl

SI

NO 800

Sl 3500

Sl

Sl

SI 900

Sl

Sl

(UIL)

Escala Alteracién Alteracion
Vignos?

0

0

NO

Sl

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

SI

Sl

NO

Pérdida
Cardiaca Cognitiva Deambulacion

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Inicio
Debilidad Fenotipo
Muscular
ASINTOMATICO

CARDIOPATIA
AISLADA

ASINTOMATICO
PAUCISINTOMATICO
PAUCISINTOMATICO

55 DMB INICIO TARDIO
ASINTOMATICO

ASINTOMATICO +
COGNITIVO

ASINTOMATICO +
COGNITIVO

ASINTOMATICO

Los casos indice aparecen representados con nimeros en negrita sin un nimero adicional (ej. 1), y sombreados en gris. Los nimeros sin negrita, con un
namero adicional seguido de una coma (ej 1,1) y sin sombrear representan a un familiar de ese caso indice. Ademas, contiene el identificativo P (paciente).
*Evaluacion presencial **Evaluacion mediante cuestionario | = Muerte debido a origen cardiaco o muerte subita. + = Causa de la Muerte no conocida ND: no

disponible.

Escala de Vignos modificada': grado 0= hiperCKemia y desarrollo de todas las actividades con normalidad; grado 1= deambulacion normal pero incapacidad
para correr; grado 2= incapacidad de andar de puntillas y marcha andarina; grado 3= debilidad muscular evidente, marcha en estepaje y uso de pasamanos
para subir escaleras; grado 4= dificultad para levantarse del suelo, signo de Gowers; grado 5= incapacidad para subir escaleras; grado 6= incapacidad para la
incorporacion desde una silla; grado 7= marcha con ayuda o uso de bastén; grado 8= uso de silla de ruedas; grado 9= incapacidad para comer, beber o
permanecer sentado sin asistencia; grado 10= confinado en cama.
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Tabla A6. Evaluacion cardiaca

Ecocardiografia Tratamiento
SNV P_rflm?ra_, ECG/Holter® Informacién
aciente ma”('e‘;zo"l")c'on FEVI2 DTDVIDTSVI® VDFVI _, .~ (edad) . oai Py adicional
(%) (mm) (ml/m?) armacologico (edad)
P1 37 51 50/41 50,9 37 Normal Ramipril - -
P2 NO 61 58/45 60,6 28 Normal -- -- --
Acenocumarol
BAV Bisoprolol Cardiopatia
P2,3 66 45 >58/ - - 67 FA Ramipril Mamap?gg)s (MCP) isquémica- STENT
(66) Furosemida (66)

Simvastatina

P3 NO 56 38/28 37,1 52 Normal -- - -
P3,1 NO 60 46/25 34 41 Normal -- - -
P4 60 55 54/38 -- 70 BT%;H Candersartan -- --
P41 NO 68 48/39 S(YN?)Tl 69 Normal - - ~
P4,2 NO 63 48/26 50,4 60 Normal - - -
P5 NO 68 42/22 - 12 Normal - - - N
P6 NO 57 48/34 485 17 Normal - - - E
O

I_\
n
I_\




Ecocardiografia

Tratamiento

Primera

_ manifestacion ECG/Holterd Informacién
aclente FEVI? DTDVI/DTSVIP VDFVIi¢ (edad) L. Intervencion adicional
(edad) » Edad Farmacologico
(%) (mm) (ml/m?) (edad)
Insuficiencia
cardiaca
P6,1 55 ND ND ND ND ND ND -- reportada en los
archivos de
atencion primaria
P7 NO 63 44/29 48,6 23 Normal -- -- --
P7,1 NO 70 49/33 -- 16 Normal -- -- --
Bisoprolol I o
Furosemida Desfibrilador Fallecimiento en
BRIHH . Al At li
P72 53 25 65/ - B 69 (63) Amiodarona utomatico ista de espera
’ FA . Implantable (DAI) para trasplante
Espironolactona (63) cardiaco (70)
Anticoagulante
P8 NO 72 41/24 - 9 Normal - -- --
Sacubitrilo Desfibrilador .
Valsartan L. En listade
BAV Carvedilol Automatico espera para
1 2 4/ -- -- 1 . Impl le (DAI
P8,1 6 S 64/ 6 (61) Ivabradina mplantable (DAI) trasplante
. (61) .
Torasemida cardiaco
Rosuvastatina
P9 NO 63 57/37 -- 13 Normal -- -- --

[ OXANY K442



Ecocardiografia Tratamiento

Pacient mar?i:‘ien;tearmgién ECG/Holter* Informacion
aciente (edad) FEVI2 DTDVIDTSVI® VDFVI _, . (edad) SN Intervencién adicional
(%) (mm) (ml/m?) 9 (edad)

Marcapasos (MCP) Fallecimiento

BAV (29) por
P9.1 29 ND ND ND ND (29) - Trasplante cardiaco  insuficiencia
(62) cardiaca (74)
P10 NO 68 51/31 -- 32 Normal -- - --
Insuficiencia
AAS cardiaca y.C|ru.g,|a
BB Bisoprolol ; revascularizacion
P11 51 55 46/31 -- 74 (74) Simvastatina coror_warla.
. Fallecimiento por
Insulina .
descompensacio
n diabética
126,6ml BRDHH
7 4 ’ 7 - - -
P13 3 55 54/38 (NI)* 3 (73)
P14 29 40 60/ -- 80 32 Normal ND -- --
P15 NO 60 55/39 - 18 Normal -- -- -
P16 NO 72 42/24 -- 15 Normal -- -- --
P17 36 54 59/ -- 60 (1) 36 Normal -- - --
P18 35 a7 58/47 66,6 39 Normal Enalaprilo - -- :Z>
Enalapril Y,
3 3 nalaprilo -- 3 3
P18,1 38 52 44 Normal Bisoprololo ©

I_\
n
w
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ori Ecocardiografia Tratamiento

rimera L

Paciente manifestacion FEVI2 DTDVI/DTSVI? VDFVIi¢ Edad EC(Ge/dH:dI';erd Farmacolégico Intervencion In;gir(r:?jﬁ;n
(edad) (%) (mm) (ml/m?2) (edad)

P20 39 59 - o a g - Marcapasos (MCP) -
P20,1 NO 57 -- -- 39 Normal -- -- --
P20,2 75 ND ND ND  ND '?% ND Marcap?;;’)s (MCP) ND
P20,3 NO 60 47/ -- - 35 Normal - -- -

P22 NO 67 45/- - 12 Normal - -- -
P22,1 NO 65 39/26 31,3 65 Normal -- - --

P23 NO 60 40/30 - 11 Normal - - -
P23,1 NO 60 38/26 - 6 Normal - -- --
P23.2 NO ND ND ND ND ND B N Informacion de

atencién primaria

(a) Fraccion Eyeccion Ventriculo Izquierdo (FEVI). Valores de normalidad 255%.

(b) Diametro telediastolico/telesistélico Ventriculo Izquierdo (DTDVI/DTSVI). Valores de normalidad <54 mm.

(c) Volumen Diastolico Final Ventriculo Izquierdo (VDFVIi). Valores de normalidad 54+10 ml/m2. *Los valores de los pacientes 4,1 and 13 corresponden a valores no
indexados (NI), donde los valores de normalidad son 105+20 ml.

(d) Alteraciones detectadas por electrocardiograma (ECG) y Holter: bloqueo atrioventricular (BAV), fibrilacion auricular (FA), bloqueo de rama derecha/izquierda del haz
de His (BRDHH/BRIHH), bloqueo bifascicular (BB).

AAS: 4cido acetil salicilico

La edad se refleja en afios

ND: no disponible



ANEXO Il

Tabla A7. Evaluacion cognitiva

e Digit
., cl2 Déficits PFY FV : CBCLI CBCLE
ID Delecion  Edad % neurodesarrollob Scpozn % ©0p FFEE : h
P2,1 1 (Dp140+) 8 61 RHL 5 9 50 1 (4-5) 68 76
P5 1 (Dp140+) 8 72 RHL 5 04 1 7@45 71 70
P6 1(Dpl40+) 15 75 DA/NNEE 25 9 37 8(78) 66 63
P7,1  1(Dpl40+) 15 78 TDAH 01 01 2 3(7-8 54 64
P8 1 (Dp140+) 8 69 - 04 50 75 1(4-5) 79 75
P9 1 (Dp140+) 10 55 RHL 2 16 84 4(5-6) 72 54
P16  4(Dpl40-) 12 78 RHL 9 2 25 5(6-7) 66 62
P22 9 (Dp140+) 15 83 - 50 16 50 8(7-8) 54 53
P23 10 10 89 RHL 5 1 9 5(56) 77 15
(Dpl140+)
P23,1 10 6 47 DA/NNEE + RHL - 1 2 - 68 75
(Dpl140+)
Pacient  pelecion  Edad O Déficits = MT" iy FREE
e % neurodesarrollo %
P17  4(Dpl40-) 36 80 TDAH 43.75 16 3(9)

aCoeficiente Intelectual (Cl%).

bDeficits del Neurodesarrollo: Dificultades de Aprendizaje/Necesidades Educativas Especiales
(DA/NNEE); Retraso en el Habla y Lenguaje (RHL); Trastorno Déficit de Atencién e Hiperactividad
(TDAH).

Formal: prueba °Digit Span para evaluar la Memoria de Trabajo (Bateria NEPSY-Il, % percentiles);
dProcesamiento Fonoldgico (Bateria NEPSY-Il, % percentiles) (PF), puntuacién test eFluidez Verbal
(Bateria NEPSY-II, % percentiles) (FV). Para esta bateria de test, los percentiles (%) que se encuentran
entre el rango de 26 a 75 representan los niveles esperados de rendimiento para la mayoria de los nifios
del mismo grupo de edad.

Prueba de Torre de Londres para la evaluacién de la ‘Funciones Ejecutivas (FFEE). La puntuacion relativa
a controles del mismo rango de edad est4 indicada entre paréntesis.

Cuestionario Child Behavior CheckList de Achenbanch (CBCL) para la evaluacion de los problemas
emocionales y de comportamiento. Se evalian los problemas de Yinternalizacion (CBCLI) y
hexternalizacién (CBCLE). Los valores de normalidad son los <60.

En la parte inferior de la tabla aparecen los datos de la evaluacion del individuo adulto (pruebas especificas
ademas de algunas comentadas anteriormente): ‘Memoria de Trabajo (prueba WAIS, Wechsler Adult
Intelligence Scale) (MT) iCoeficiente intelectual verbal (CIV).


http://www.washingtoncenterforcognitivetherapy.com/wp-content/uploads/2015/01/greenwood_description-wais-1.pdf
http://www.washingtoncenterforcognitivetherapy.com/wp-content/uploads/2015/01/greenwood_description-wais-1.pdf

Tabla A8. Caracterizacion genémica de las diez del45-55 especificas encontradas

D1

D2

D3

D4

Puntos de Rotura

Elementos Repetitivos + 500bp9

(GRCh37//[Hg19)2
HGVS Tamafio® Secuencias MH' Mecanismod
nomenclatura® (bp) inestabilidad gendmica®
Intron Intron
44-45 55-56 Punto Rotura 44-45  Punto Rotura 55-56
32056814 31599476 c.6439- MIRDb (SINE/MIR) Palindromos
(18) (80) 70183 _8217+4  457.338 L2d (LINE/L2) L1ME2z (LINE/L1) T CCTG MMEJ/NHEJ
6314del AAA
€.6439- Repeticiéon simple .
3132;;561 316(;2)973 5030_8217+32  378.688 (TCO)n . To( NZ‘;‘:Z‘,";;’(EC/’TS) ) G NHEJ
817del L1P4 (LINE/L1)
.6439- Charlleghzfl[i;l;lA/hAT-
32055944 31597199 69313_8217+4  458.745 L2/b (LINE/L2) MER113A (DNA/hAT- TTTAAA - NHEJ
8591delinsGC . TG(A/G)(AIG)(GIT)(AIC)
Charlie)
32205338 31626657 €.6438+29695_ MLT1H (LTR/ERVL- .
(a1) (60) 82174191336l 578.681 MaLR) Palindromos TTT MMEJ/NHEJ
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http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/ViewRepeat?id=Charlie17a
http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/ViewRepeat?id=Charlie17a
http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/ViewRepeat?id=MER113A
http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/ViewRepeat?id=MER113A
http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/ViewRepeat?id=MLT1H
http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/ViewRepeat?id=MLT1H

D5

D6

D7

D8

Puntos de Rotura

Elementos Repetitivos + 500bp9

(GRCh37//Hg19)? HGVS
nomenclaturab Tamafio® Secuencias MHf Mecanismo?
(bp) inestabilidad gendmica®
Intron Intron
44-45 55-56 Punto Rotura 44-45  Punto Rotura 55-56
c.[6439-
8288_6439- .
31994640 31620647 7654dup:6439- 373.993 L2 (LINE/L2) MLTl"\fl:T_i/)ERVL' P"i‘r'??g‘:’s ; NHEJ
8009_8217+25
143delinsA]
€.6438+111579
_8217+37796d
elinsCTTTGTT MER20 (DNA/hAT- L1PB4 (LINE/L1)
321(23;154 31(28(7)3;34 AATATAAGCT  515.460 Charlie) Repeticion simple (A)ny Palindromos GTATAA YXAORRDRIT/
TTGTAATATA MIRb (SINE/MIR) (AAACA)N
AGCTTTGTAA
G
32016449 31622981 c.6439- GA-rica (baja Palindromos
(50) (82) 20818 8217+2  393.468 i complejidad) TG(A/G)(AIG)(GIT)(AIC) A NHE
2809del
c.[82.17+55722 L2/c (LINE/L2)
G>A;6438+292 MER3 (DNA/hAT-
e
32205737 31590083 /0€Le2Lllt MER20 (DNA/hAT- Palindromos MMRDR/
(42) (88)  16.8217+5571 615.654 ; Charlie) TTTAAA AATTT IAORRI
7INSAATTTTTG L1PA14 (LINE/L)
CAAATAATTT A-rica (baja
TTAGCAAT] complejidad)

[ OX3ANY
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http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/ViewRepeat?id=MLT1I
http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/ViewRepeat?id=MLT1I
http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/ViewRepeat?id=L1PB4
http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/ViewRepeat?id=(AAACA)n
http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/ViewRepeat?id=L1PA14
http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/ViewRepeat?id=A-rich
http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/ViewRepeat?id=A-rich

Puntos de Rotura

El R iti £ @
(GRCh37//Hg19)? Havs ementos Repetitivos + 500bp

ID nomenclaturab Tamafio® Secuencias MHf Mecanismo?
(bp) inestabilidad gendmica®
Intron Intron
44-45 55-56 Punto Rotura 44-45 Punto Rotura 55-56
L1MB1 (LINE/L1)
C.6439- MER115 (DNA/hAT-
32050796 31592524 : Tip100)* Palindromos
D9 64165 8217+5  458.272 AluY (SINE/Alu)* AGCA MMEJ/NHEJ
(800) (28) 3266del LlMA.4 (LINE/Ll) MIRb (SINE/MIR) TG(A/G)(AIG)(GIT)(AIC)
A-rich (baja
complejidad)
€.6439-
MIRc (SINE/MIR)* LTR33 (LTR/EVLR)*
D10 320(2:53;933 31%2?73 ?Zigjgﬁfslz;é 425.260 MER3 (DNA/hAT- Repeticion simple (A)n  TG(A/G)(A/G)(GIT)(A/C) GG NHEJ
CA Charlie) AluJb (SINE/Alu)

(a)Posiciones de los puntos de rotura de acuerdo con el primer nucle6tido delecionado en los intrones 44 y 55 (segun las posiciones GRCh37//Hg19). La posicion
puede variar en los casos que existe microhomologia.

(b)Descripcion de las mutaciones de acuerdo a la nomenclatura de HGSV (del inglés, Human Genome Variation Society), tomando como referencia el primer
nucledtido del codén de inicio a la traduccion ATG (+1), del transcrito NM_004006.2.

(c)Tamafio de las distintas deleciones en pb.

(d)Elementos repetitivos en los 500 pb aguas arriba y abajo del punto de rotura de cada delecion.

(e)Secuencias capaces de inducir la rotura del ADN cercano al neo-intrén 44-55 en cada delecion: palindromos de 6 o mas pares de bases, la secuencia TTTAAA
conocida por inducir la curvatura del ADN y la secuencia consenso de delecién TG(A/G)(A/G)(GIT)(A/C).

(fPresencia de microhomologias (MH) en el punto de union del neo-intréon.

(d)Mecanismos genomicos propuestos como responsables del origen de cada del45-55 especifica segun los elementos observados en el neo-intron: MMEJ (del
inglés, micro-homology end joining), NHEJ (del inglés, non-homologous end joining), MMRDR (del inglés, microhomology-mediated replication-dependent) e IAORRI
(inicio aberrante del origen de replicacion y rescate incompleto de la replicacion).

*Elementos repetitivos englobando el punto de rotura

ID: grupo de delecion

8VT
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Tabla A9. Genotipo de los factores modificadores estudiados, presencia de mutaciones concurrentes y perfil de preservacion de los long
non-coding RNAs en los casos estudiados.

SPP1 LTBP4 ACTNS3 Long non-coding RNA
Paciente  Delecién rs2303729 Mutaciones ncINT44s ncINT44s2 ncINT55as ncINT55s
rs28357094 {21321232 rs1815739  AdICIONAIES™ 39902050 chrX:32100630 -  chrX:31582143  chrX:31618919
r$10880 -32205549 32112347 -31624008 -31621347
P1 1 GG VTTTVTTT T ANO5 P P N* N
c.692G>T
P2 1 TT VITTVTTT cc - P P N* N
P2,1 1 TT OTRO TC NE P P N* N
P3 1 TT IAAM/IAAM TT C_'ingCM)T P P N* N
P3,1 1 TT IAAM/IAAM TC NE P P N* N
P4 1 TG VTTTVTTT TC - P P N* N
P4,2 1 TG OTRO TT NE P P N* N
P5 1 TT OTRO T - P P N* N
P6 1 TT VITTVTTT cc - P P N* N
P7 1 TT IAAM/IAAM T - P P N* N
P8 1 TT OTRO cc c.e?oz(ca;ic P P N* N
P8,1 1 TT VTTTVTTT TT NE P P N* N %
P9 1 TT VTTTVTTT T - P P N* N é

[N
Y
©




Paciente

P10
P11
P12
P13

P14
P14,2

P15

P16

P17

P18
P18,1
P19
P20
P20,1

P21

Delecién

D3

D3

D4

D4

D5

D5

D6

D7

D7

D8

SPP1

rs28357094

TT

TG

TG

GG

TT

TG

TT

TT

TG

TT

TT

TT

TT

TT

TT

LTBP4

rs2303729

rs1131620

rs1051303
rs10880

OTRO

VTTTIVTTT

IAAM/IAAM

OTRO

VTTTIVTTT

OTRO

OTRO

IAAM/IAAM

OTRO

OTRO

VTTTVTTT

OTRO

OTRO

OTRO

IAAM/IAAM

ACTNS3

rs1815739

TC

CcC

CcC

CcC

TT

TC

CcC

TC

CcC

CcC

CcC

CcC

TC

TT

TC

Mutaciones
adicionales*

NE

CPT2
€.338C>T

CLCN1
c.409T>G

NE

NE

Long non-coding RNA

ncINT44s

chrX:32202950
-32205549

P

P

ncINT44s2

chrx:32109630-
32112347

P

P

ncINT55as

chrx:31582143
-31624008

N*

N*

N*

N*

N'k

N*

N'k

N*

N*

N*

N*

ncINT55s

chrX:31618919
-31621347

N

N
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SPP1 LTBP4 ACTN3 Long non-coding RNA

Paciente Delecién rsiigiggg Mutaciones NCINT44s ncINT44s2 ncINT55as ncINT55s
rs .
rs28357094  °rison  SIBIOT3Y ionalest CTXi82202950 o iy.35100630-  chrx:31582143  chrx:31618919

1510880 B 32112347 -31624008 -31621347
P22 D9 TT IAAM/IAAM cc - P P N N
P22,1 D9 TG OTRO TC NE P P N N
P23 D10 TT OTRO cc - P P N N
P23,1 D10 TT OTRO TC NE P P N N
P23,2 D10 TT IAAM/IAAM T NE P P N N

El andlisis de los modificadores genéticos (SPP1, LTBP4 y ACTN3), asi como la presencia de mutaciones concurrentes en otros genes se realiz6 en los 23 casos
indice analizados por secuenciacion masiva. En el caso de los modificadores se estudiaron 10 casos secundarios por secuenciacion Sanger. En el caso del haplotipo
LTBP4, los casos catalogados como “OTRO” contienen haplotipos mixtos.

Respecto al patron de long non-coding RNA (IncRNA): P= presencia, N=ausencia; N*= ausencia parcial. El patrén de INcRNA es extensivo a todos los individuos con
la misma delecién.

NE: No Evaluado
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ANEXO Il

Tabla A10. Predicciones in silico de la formacion de pseudoexones.

PE®

ID Aceptor? MaxEnt® HSF¢ Dador® MaxEnt¢ HSF¢ (53 ARN'
Sl (P1; P2;
D1 TTCTCTATTCAGGA 6,40 94,03 ATGGTAAGG 9,33 92,36 344  pg2: p7:
P8,1; P9)
D2 ACAACTTAACAGTA 3,42 78,14 ATGGTAAAT 6,41 82,13 215 NO
D3 GCTCTGCCACAGTC 7,04 83,99 CAGGTAAGC 9,88 97,88 208 NO

D4 TTTTCCCACAAGTA 4,66 81,99 TTTGTAAGT 74 8240 267  SI(P17)

D5 TTTAACTAATAGGT 8,40 81,73 TGGGTAAGA 891 90,83 244 S| (P18)

D6 TTTCTGTTTAAGCT 7,53 80,72 CCGGTACTA 4,42 71,79 240 NO
D7 TTTCTCCACCAGAA 10,03 90,75 AGAGTACGT 6,58 74,81 411 NO
D8 TCTTTTCTCCAGGA 11,15 96,35 TAAGTCAGT - 82,19 292 NO

D9 TTGGTCCTACAGAC 6,76 86,59 GCGGTGAGC 8,02 86,94 218 Sl (P22,1)

D10 ACATTCATCCAGAT 6,10 81,80 ATAGTAAGA 4,74 81,35 269 NO

Todos los elementos asociados en el reconocimiento de un pseudoexén (PE) putativo estan indicados.
Las potenciales secuencias aceptoras (a) y dadoras (b) de splicing fueron seleccionadas en base a sus
puntuaciones obtenidas de los algoritmos MaxEnt (c) y HSF (d) (Human Splicing Finder V.3.1). El tamafio
del potencial PE esta indicado (e), ademas de si la potencial activacion del PE ha sido comprobada a nivel
de ARN, en los casos en los que habia disponible biopsia muscular de algun sujeto del grupo de delecion
indicado entre paréntesis (f).

Tabla A11. Andlisis de las secuencias potenciadoras y silenciadoras de
splicing en la zona de unién del neo-intréon 44-55.

ESS

Delecion ESE totales? Ratio ESE/ESS
totales®
D1 569 536 1,06
D2 759 474 1,60
D3 571 540 1,06
D4 539 635 0,85
D5 688 508 1,35
D6 510 509 1,00
D7 547 628 0,87
D8 604 598 1,01
D9 661 532 1,24
D10 591 520 1,14

Numero de todos los elementos reguladores de splicing encontrados en una region de 1 kb alrededor del
punto de unién del neo-intron 45-55. Especificamente reportamos el numero de secuencias
potenciadoras (ESE, a, del inglés, Exonic Splicing Enhancer) y silenciadoras (ESS, b, del inglés, Exonic
Splicing Silencer).
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Tabla A12. Resumen de las lecturas detectadas con las principales modificaciones
tras el andlisis de secuenciacion masiva.

Muestra Transfectada
Nombre Total Inserciones Deleciones Sustituciones %
n n % n % n % total  indel
gRNg—““-l 730258 5715 0,78 33041 452 1418 0,19 550 5,31|
n
gRNA_44.1 " 557517 2 0 6 000 33 006 006 O
off1
gRNA_44.1 403879 1 0 2 0 502 0,15 0,15 0
off2
9RN3—55-2 542575 29538 544 24117 444 584 011 99 9,89|
n
9RNA_S5.2 620319 0 0 2 0 212 003 003 0
Off1
9RNA_S5.2 " 550139 0 0 4 0 504 009 009 0
Off2
gRNA_SS5.2 641643 0 0 1 0O 389 006 006 O
Off3
gR'\(‘?ﬂ—:ﬁ-z 666149 0 0 2 0 230 003 003 O

Control Negativo

Nombre Total Inserciones Deleciones Sustituciones %
- n % n % n % total  indel
gRNgH‘M'l 669056 4 0 276 0,04 2413 0,36 0,40 0,04
gRNA_44.1 505658 1 0 14 0, 1243 0,25 0,25 0
Off1
gRNA_44.1  ooiao 0 0 3 0 288 0,06 0,06 0
off2
gRNgHSS.Z 522597 220 0,04 303 006 1118 021 031 010
gRNA_55.2 508399 0 0 1 0 222 0,04 0,04 0
Off1
gRNA_S5.2 . e 0 0 1 0 395 0,07 0,07 0
off2
gRNA 552 _ o -« 0 0 5 0 629 0,08 0,08 0
Off3
gRI\(I)Af\f_455.2 578689 0 0 7 0 1209 021 0,21 0

En la tabla se indican el nimero de lecturas (n) totales alineadas, asi como con la presencia de
inserciones, deleciones y sustituciones; representandose el porcentaje (%) de lecturas modificadas
respecto al total. Se indica el % de modificaciones totales y de indel (inserciones/deleciones).
Informacion tanto de las regiones on-target (On) como off-target (Off) asociados a cada gRNA.
Aparece encuadrado las dos regiones On-target de la muestra transfectada.

Esta informaciéon se muestra de células DMD transfectadas con los plasmidos que contienen los
elementos CRISPR-Cas9 asi como en células DMD no transfectadas (control negativo).
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ANEXO lIl. Figuras adicionales

Delecidn 1:

> Asassiasssasanas

—_— Y —
Intron 44 AAATTTATTAATGTAATGATTTARCTTGATTTTTTCATTGGCATGTTTCCCTGARGTCGTCATGCARAATTGAARARRAARAAAMAGTATAGTGTGTGATTCT
IIITTITTIIITIIITITITIITIIIIIIIIITIIITIITIITIITIIIIIINITNIIIT 1 I I I 111 I I I11
Dl AAATTTATTAATGTAATGATTTAACTTGATTTTTTCATTGGCATGTTTCCCTGGAAGTTTTCARACTAGGTTTTTARAGTGTATTTGACATTAAATCTTCA
II IT I I1I I I I II 1 I IIIIITITITIIIITIITITIITIIIIITIITITIINIIIIIIIIIITIIINIIIIII

Intron 55 TTGTTMTGCACCATGGGTTAAGCCACACTACGACATGTGCTAAATAGACCTGEAAGTTT'TCJ-'LAACTAGGTT'I'TTAAAGTGTATTTGACATTAAATCTTCA

Delecién 2:

Intron 44 CTTGAMGE“[:I;E:C:AGGAGAAGCGGCAGGAGACGGAGCCGAGAAGGCAG;‘G‘EE}’G‘.;GMGAGGAGG}\TGGTCCTTTCCATGCTCCCTGTTGTACTAACATGT
ITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIITIITIIIIIIIIINIIINII II I II II I ITII I

D2 CTTGAAAGTGAGGAGGAGAAGCGGCAGGAGACGGAGCCGAGAAGGCAGTGTATAGTTTCAGGAAAGGTGAARACTTCCCTTCAATGTGTARACCATTARAG

IT 1 I I11 I I I I ITITITIITITITIITITIIIIIIIITIIITIITITIITIITIIIIIIIIITIITIINIIT

Intron 55 TAAATAAATTGTTAATTTCTA}\GGCTTTTTGAGATTACTGTGAAAGGGGGEATAG'I‘TTCAGGAAAGGTGAA.ACTTCCCTTCAATGTGTAAACCATTAAAG

Delecidn 3:

44t P LTI

Intron 44 TAATTTAARRTARATAGTGGITTATICCATATATCANTATACACTGGAN--ACARAGAATTTETAGAATACTCENGATTCANTGATAACATCATTGARATTA
ITITITITIIIIIIIITIITITITITIITITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII II II I I I I I I II II

D3 TAATTTAAAATAAATAGTGGTTTATTCCATATATGAATATACACTGGAAGCTTGATGTGTTCATCATGATATCAGGTAAGCTGGCCGAAGACTCTAAGCTGE
1 11 1 IIII 1111 1 I I  IIIIIIIIITITITITITITITITITITICITITITITITIIITIIIIILL

Intron 55 TCTCTGCAGTGTTCCTCAGTCTTTTTGATATCATGATGAACAGATTAAG“ fTTGA’E_GTGTTCATCATGATATCAGGTAAGCTGGCCGAAGACTCTAAGCTGC

Delecién 4:

Intron 44 ACATTTGCAGTGGGCTCTTCTGTAA}-\AGA’[‘GCTCAATCAGAAATGATT'I‘gTTTTAGAAAAAGAGATGATATAA}—‘\CATATATATCCCCTG’[‘CTCGGI-\AGTG
IITITITITIIIIIIIIIIIIIIIINIITIITIIIIINIIIIIIIIINIIIIIIT III III II I1T I II I
D4 ACATTTGCAGTGGGCTCTTCTGTARAAGATGCTCAATCAGAAATGATT TADTTCCTARATGCATATTGARAATTAATARTATTAGCCATCTGTATGATAR
I IIII I III II I 11 T IITIIITITITIIIIIITIIIIITITITITITITIIIITITITIIINIILT
Intron 55 TCTACATTACTGTGACAATAGCTAATTGAAATAGTAAATATACTTTGGTTITECCTARATGCATATTGARAATTAATAATATTAGCCATCTGTATGATAR
s A —_—

Delecién 5:
—_— v —_—
Intron 44 CTAATTATGATATTAATCTCTCTGCCAGCAAATGARAATAATACATATTA-GATGTAGCAAATGTCAATAATGACAAAATTAGTCATCATGCAGATACTCA
ITTITITIIIIIIIIIIIIIIIIIIITILITITITICITIIIICIIIIIIIL I I 1 IT 11 11 11 IITI IT1
D5 CTAATTATGATATTAATCTCTCTGCCAGCARATGAAAATAATACATATTAATCTTCATGTTGGCTTTTGAACTARATTTTARAGGAACCGCCARAATTTAA
I 11 1 I ITIIITITITIIIIIIIITIIITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Intron 55 ACTTATTATCTGCTTGGTAGCTCTTCCATGTGACAGTCATTCCATCTGAC TCTTCATGTTGGCTTTTGAACTAAATTTTAAAGGAACCGCCAAAATTTAA
— =" p—
Delecién 6:
— — X . _ ., I
Intron 44 GCTATAAATGTTACAATTTCTGTTTAAGCTGTIAATATAAGCTTTGIAAGH == == === e e e e e e e AGCAATTCTGTATARATATAGAATTGTCA'
e IIIIIIIIIIIIIII I I I I
Dé GCTATARATGTTACAATTTCTGTTTAAGCTGTTAATATAAGCTTTGTAAGCTTTGTTAATATAAGCTT TG AATATAAGCT TTGTAAGAGCART TC TETATART TTTGT TACATGCA
1 II I II IIIII II II II I1I ITITIIIITIIITITIIIINL
Intron 55 ATTTATTTTGGGAGGCATTGAGTTTATTTGTTTTATTTATATARA T TTA T~~~ ——— - m e e e GAGGTRCAAGTATAA"TTTTGTTACF\TGCA'

Delecién 7:

—_— — v
Intron 44 AATATGCCCACACATACTGACAATGCTTACCATTTATTGTGTGAATGARAAGCAGTGTARATATTGTTTGTTCTACTAGGGARGCTCCACATTTTAATCA
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIINIINIIIIN I I I I IIII I I I ITII
D7 AARTATGCCCACACATACTGACAATGCTTACCATTTAT TGTGTGAAT GARATGATTGAT TTTTTAGACTAACTTTATTTTTTGATATTT TTAAACTATTAT
IITIII I I I II II I IIT I ITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIINIINIIII

Intron 55 ACTTTACTAGTCTCTCAAATACAATTTGGATAT. TTATAATAAGATGAT TTTAGACTAACTTTATTTTTTGATATTTTTAAACTATTAT
_ ELerer Y — —F = FHE O — —

Delecién 8:
— —_—
Intron 44 GCT'['TATATTAAATGGATTTTTMTTCATAGACAGCATRTTGTGATGI&ATTTCCCC}\TGA GCTTCACATTTTGTTTCAATAGCAGAAACT
IIITIITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIINIIIIIIIIIIIIINIIIII IITIII III I III
Dé GCTTTATATTAAATGGATTTTTAATTCATAGACAGCATATTGTGATGARATTTTTAGCAATAATTTTTGCAAATRATTTTTAGCAAT|I CTT TAaAATAAGTCTTGGCCACCTARAGG
IIII I II I II I IITIIIIIIIIII IIIIII IIIITIIIIIIIIIIINIIININIII

********************** "]'ETTTAGAATAAGTCTTGGCCACCTAAAGG
= ==

- =

Intron 55 TCTTTTCTGCTCCTCTCTCTCCTCCCGGCATCTCTTTTAAAA
—_. b

Delecién 9:

—_— ] —
Intron 44 TGTTBGCTTGGTCCTACAGACTCCTAATCAGAGCTTTGCCTTTGA&!GCATGGGGCCCAAGGGCABGGACCCTACTTGTTMGGTCTAAATTTTTTTTCT
IITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIINIIIINIL I I I I I 11 I

D% TGTTGGCTTGGTCCTACAGACTCCTAATCAGAGCTTTGCCTTTGARRAGCACTTTGGGAGGCCGAGGCAGGCGGATCACGAGGTCAGGAGATCGAGACCAT
I1I I1 I1I I I1I I IIIIITIITITIITIIIIITIITIIININIIIINIIININIININIINININNNNII

Intron 55 AGATM\TCC'[‘TTGCAGCCGGGCACAGTGGCTCACACCTGTMTCCCAGC%.‘TTTGGGAGGCCGAGGCAGGCGGATCACGAGGTCAGGAGATCGAGACCAT

Delecién 10:

[t —hwE

Intron 44 TGGTTTGGTGGACAACTGTCATTATCCCTGTTRCC;‘E&%‘G’P‘JCCCT& ————— GTCTTAGGGAGACTTCTTGACTTCTCARGGTCATGAAGGTGCTARCTC

IITTITITITITIITITIICITIIITITIICIITIIITITTICITIITINT 1 II 11 11 I 11 T

Dlo TGGTTTGGTGGACAACTGTCATTATCCCTGTTACCTGGAGCCCCTGGATCCAGAT CTGGATCTGGAGGGATACCAAAAAAAAARAARAAAAAAARAANCC

i1 I II1IT1I I I I 1 I I ITITIIIITIITIIIIIITIITITIITIIIITIITITIIIIIIIIIIIIIIIIITL

Intron 55 TGTAATCCAAGTCAGCCCCCTGGAAGGTGGAAAAAGAAGGGAARATGE—-—— G TCT G GATGTGGAGGGATACCARAARARAAARARARAARARARAACC
P —xennn

Figura Al. Caracterizacion de las secuencias genodmicas alrededor del neo-intré6n 44-55 en las
10 deleciones encontradas en la serie del44-55. A parte de la secuencia encontrada en los sujetos
de cada grupo de delecion (D1-D10), se muestra el alineamiento con las secuencias de referencia de
los intrones 44 y 55. Las flechas negras indican la posicidn de los punto de rotura, cuya posicion puede
variar en los casos que presentan microhomologia (subrayada en gris). Los nuevos nueclettidos
insertados estan representados en negrita. En el caso de las deleciones D6 y D8, los nucleétidos
insertados son repeticiones cortas en tandem de la secuencia de referencia adyacente (indicado en
cuadros del mismo tipo). En el caso de las inserciones, se han introducidos espacios (-) para mantener
correctamente el alineamiento y identificar microhomologias. Las flechas del mismo tipo representan
palindromos de 6 0 mas pares de bases. La secuencia consenso de delecién TG(A/G)(A/G)(G/T)(A/C)
se representa con ******* y |3 secuencia TTTAAA con ++++++.
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>

gRNA_44.1 off-target 1
TGCAGGAAAGGAGGTAACCCTG
TGCGGGAAAGGAGGTAACCC|TG
TGCGGGAAAGGAGGTAACCCITG
TGCGGGAAAGGAGGTAACCAITG
TGCGGGAAAGTAGGTAACCCITG
TGCGGGAAAGGAGGTAACCCITG
TGCTGGAAAGGAGGTAACCCITG

gRNA_44.1 off-target 2
CCTATCCAACAAGATAACCCT
CCTATCCAACAAGATAACCC|TG
CCTATCAAACAAGATAACCCITG
ACTATCCAACAAGATAACCCITG

gRNA_55.2 off-target 1
TGAAGGAAAATGAGCAGACAGG
TGAAGGAAAATGAGCAGACAEGG

gRNA_55.2 off-target 2
TTCAGGAAAATTTACAGACAGG
TTCAGGAAAATTTACAGACAEGG
TTAAGGAAAATTTACAGACAEGG
TTCAGGAAAATTTACAGACAIGG
TTCAGGAAAATTTAC GACA!GG
TTCAGGAAAATTTACAGACAEGG

gRNA_55.2 off-target 3
TCCAGGAAGATACGAAGACAGG
TCCAGGAAGATACGAAGACAEGG

gRNA_55.2 off-target 4
CAAAGGAAAATTCACATACAGG
CAAAGGAAAATTCACATACAEGG
CAAAGGAAAATTCACATACAEGG
CAAATGAAAATTCACATACAGG
CAAAGTAAAATTCACATACAEGG
CAAAGGAAAATTCACATACA!GG
CAAAGGAAAATTCACATACAGG
CAAAGGAAAATTCACATACAEGG
CAAAGGAAAATTAACATACAEGG
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-Referencia

0.10% (492 reads) 0.11% (591 reads)
96.05%( (485663 reads) 98.62% (549844 reads)
0.21% (1052 reads) 0.02% (116 readsg

0.21% (1080 reads) 0.02% (106 reads

0.22% (1096 reads) 0.02% (95 reads;

0.35% (1756 reads) 0.01% (73 reads

- Referencia
9.10% (474131 reads) 97.99% (395757 reads)
0:

104% (184 reads) 0.16% (654 reads)
054 103 Teaas) b.1% (173 reads)

c-Referencia
©-98.55% (501029 reads) 98.80% (61 2868 reads)

-Referencia

A
A-98.52% (595092 reads) 98.29% (540747 reads)
A 32 Ao R Teads) 6.18% (1036 reads)
A-0.10% (618 reads) 0.15% (844 reads;
A-(0.08% (472 reads) 0.12% (687 reads

A-0.1

-0
-0
9
-0.11% (640 reads) 0.20% (1105 reads)

A-Referencia
A-98.49% (748507 reads) 99.06% (635584 reads)

A-Referencia

A-94.85% (548897 reads) 99.17% (660625 reads)
0.21% (1240 reads) 0.01% (99 reads
0.26% (1515 reads) 0.01% (91 reads
0.36% (2069 reads) 0.02% (110 reads
0.45% (2617 reads) 0.02% (139 reads
0.67% (3901 reads) 0.06% (372 reads
0.95% (5518 reads) 0.05% (353 reads
0.91% (5259 reads) 0.05% (305 reads

Figura A2. Uso de la herramienta CRISPResso Compare para el andlisis de los off-targets.

Representacion de las lecturas obtenidas del andlisis de secuenciacion masiva en las potenciales
regiones off-targets asociados a los gRNA_44.1 (A) y gRNA_55.2 (B) Para cada regién se indica la
secuencia de referencia, asi como las principales modificaciones y los porcentajes de lecturas (reads)
para cada una de ellas tanto en la muestra sin transfectar (valores de la izquierda) como en las muestras
transfectadas con los dos gRNAs (valores derecha). La representacion de las modificaciones y el sitio de
corte de la Cas9 esta explicado en la leyenda. Imagen adaptada de los resultados obtenidos con el
programa CRISPresso2 Compare.
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Figura A3. Analisis de los sitios off-target en el clon editado. Secuenciacion Sanger de los sitios off-

target predichos, asociados a los gRNAs_44.1 (A) y 55.2 (B), indicando el nombre del gen. No se
encontraron diferencias en las secuencias de las regiones de los off-target predichos entre las células

DMD no editadas y el Clon Editado con la del45-55-D1.
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Los resultados obtenidos en el desarrollo de los objetivos 1y 2 de la presente

tesis doctoral vienen recogidos en la siguiente publicacion:

Poyatos-Garcia J, Marti P, Liquori A, Muelas N, Pitarch |, Martinez-Dolz L, Rodriguez
B, Gonzalez-Quereda L, Damia M, Aller E, Selva-Gimenez M, Vilchez R, Diaz-Manera
J, Alonso-Pérez J, Barcena JE, Jauregui A, GAmez J, Aladrén JA, Fernandez A, Montolio
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