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Introducao

Os varios mecanismos moleculares associados ao controlo da expresséao do potencial
genético de uma célula sdo fundamentais para a sua homeostasia e para o desempenho
das suas funcdes. Desregulacfes nestes mecanismos estdo usualmente implicados em
diversas patologias e problematicas associadas, tal como no caso da retinite pigmentosa
(RP) — uma doenca que afeta a retina e em particular a sua capacidade de receber e
processar os estimulos visuais. Muitas vezes, o processamento de RNA via splicing
alternativo resulta em produtos génicos anormais, que podem estar, por sua vez, na
base de patologias, como no caso da RP. Neste trabalho, iremos explorar o caso
particular de um destes genes — o regulador GTPase da retinite pigmentosa (RPGR) —
cujas formas anormais de splicing contribuem para o aparecimento e desenvolvimento
da RP. Em resumo, 0 nosso trabalho exorta a importancia particular do splicing como
elemento regulador da expressao génica e potencial causador de doencga, assim como
de que modo a compreenséo das bases moleculares das patologias podem direcionar

e promover o0 aparecimento de novas terapias.
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Retina, visdo e transducéo de estimulos visuais

O olho humano é uma estrutura anatomica altamente especializada constituida por
diferentes tipos de células que permitem a transducao de estimulos visuais (recebidos
como radiacdo electromagnética na gama do visivel) em estimulos elétricos, que podem
ser entdo interpretados pelo cérebro. De entre os varios componentes do olho, destaca-
se o papel da retina, localizada na parte interna do globo ocular. Em termos simplistas,
a retina é composta por 3 tipos de células distintas — os fotoreceptores (como 0s
bastonetes e os cones), cuja principal funcédo é captar a luz que chega ao olho, as
células bipolares e as células nervosas ganglionares, das quais os axénios formam o
nervo optico (figura 1) (Ludwig & Czyz, 2019). Os bastonetes sd@o particularmente
importantes no processo da visao noturna, porque regulam a excitabilidade das células
bipolares e, por conseguinte, das células ganglionares em condi¢cdes de fraca
luminosidade. J& os cones contribuem maioritariamente para a acuidade visual diurna.
A transducéo de sinal que ocorre nestas células €, contudo, muito semelhante. De forma
basal (na auséncia de estimulo), os bastonetes/cones secretam glutamato (um
amino&cido neurotransmissor) que mantém as células bipolares hiperpolarizadas. Como
veremos de seguida, a percecao de luz tem por consequéncia Ultima a diminuicao da

secrecao de glutamato.
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Figura 1 — Estrutura anatémica do olho humano e principais tipos de células da retina.

O principal mecanismo de transdugdo do estimulo luminoso envolve uma proteina
transmembranar presente nos discos dos bastonetes (segmento outer) denominada
rodopsina (um membro da familia dos recetores acoplados a proteinas G). Ao ser
exposta a luz de um determinado comprimento de onda, o seu cofator — cis-retinal
(ligado covalentemente a cadeia polipeptidica) — isomeriza o trans-retinal na ligagdo

entre os carbonos n° 11 e 12 (fig. 2A e B). Este acontecimento induz uma alteracéo
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conformacional na proteina, que se converte em metarodopsina—Il (Kong & Karplus,
2007; Ludwig & Czyz, 2019; Solomons, Fryhle, & Snyder, 2017). Nesta forma instavel,
a componente proteica dissocia-se do trans-retinal e interage com uma outra proteina —
a transducina. A acdo da transducina resultara na ativacdo de um fosfodiesterase de
cGMP. Quando nédo exposta a luz, o cGMP (GMP ciclico) no citoplasma dos bastonetes
medeia a abertura de canais i6nicos dependentes de cGMP que mantém despolarizada
a membrana destas células. Ao ser degradado, os canais idnicos (tipicamente de Na* e
Ca?") fecham, o que leva a uma hiperpolarizacédo dos bastonetes (fig. 2A). A diminuicdo
destes ides (particularmente de célcio) impede o recrutamento das vesiculas de
glutamato para a membrana, o que permite a despolarizagdo das células bipolares e
ganglionares, que por seu turno irdo propagar o sinal até ao cérebro, pelo nervo 6tico
(Kong & Karplus, 2007; Ludwig & Czyz, 2019). Nos cones, existe um analogo funcional
da rodopsina — a iodopsina. O cis-retinal presente na iodopsina dos cones pode ainda
absorver fotdes a comprimentos de onda distintos, dependendo do ambiente quimico
em que esta inserido na proteina (e que ird condicionar as diferencas de energia das
suas orbitais moleculares) — este facto € particularmente importante para a visdo

cromatica.
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Figura 2 — (A, em cima) Mecanismo de transducdo de sinal nos segmentos outer dos bastonetes, envolvendo
modificagdes conformacionais na rodopsina através da isomerizagdo do 11-cis retinal. (B, em baixo) Isomerizagao
do 11-cis retinal por absor¢do de um fotdo com comprimento de onda na zona do visivel.
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Aspetos pato-fisioldgicos da retinite pigmentosa

Retinite pigmentosa (RP) é a designacao atribuida a um conjunto de doencas genéticas
hereditarias caracterizadas pela degeneracdo progressiva dos fotorrecetores do olho
humano. Estima-se que, em todo o mundo, uma em cada 4000 pessoas sofra de retinite
pigmentosa, fazendo desta uma desordem genética relativamente rara (Milam, Li, &
Fariss, 1998). Apesar de universal na comunidade médica e cientifica, a aplicacdo do
termo “retinite” para descrever esta patologia € semanticamente incorreta. “Retinite” é
sindnimo de “inflamacao retinal,” a qual ndo €, usualmente, sintomatica desta doenca.
No que respeita a segunda parte do nome, o termo “pigmentosa“ refere-se aos
pequenos depdsitos negros de melanina que se formam na retina durante as fases mais
avancadas da doenca (Milam et al., 1998). A nivel sintomatoldgico, esta patologia é
altamente variavel, sendo que alguns pacientes sofrem perda de visdo significativa
durante a infancia enquanto outros permanecem sem manifestacdes da doenca até a
idade adulta. A maioria dos afetados tende a seguir um padrdo de desenvolvimento
relativamente bem definido, iniciando-se os sintomas com dificuldades de adaptacdo ao
escuro e por vezes até cegueira noturna durante a adolescéncia e primeiros anos da
idade adulta. A medida que a doenca se desenvolve, os pacientes tendem a perder
visdo periférica, acabando eventualmente por desenvolver uma viséao tunelada. Perda
de visdo central (conduzindo a cegueira total) pode também ocorrer, sendo mais
frequente em pacientes com mais de 60 anos de idade (Hartong, Berson, & Dryja, 2006).
Ambos os tipos de fotorrecetores presentes no olho humano (cones e bastonetes) sao
afetados pela doenca, embora a degeneracdo dos bastonetes tende a iniciar-se
primeiro, sendo largamente responsavel pela perda inicial de acuidade visual e a ser
mais exacerbada na maior parte das variantes da doenca do que a degeneracdo dos
cones. Tipicamente, a perda de foto retores de ambos os tipos inicia-se na regido da
periferia média da retina, sendo a posterior eventual perda dos recetores maculares a
principal responséavel pela perda de visdo central (Hartong et al., 2006). O espectro da
retinite pigmentosa inclui variantes sindrémicas (simultaneas a outra patologia) e nao
sindrémicas, sendo que se acredita que apenas 20-30% dos casos sejam sindrémicos.
A sindrome de Usher, na qual a retinite pigmentosa aparece associada a deficiéncias
auditivas, representa 20-40% de todos os casos de RP recessiva (10-20% dos casos
totais), sendo assim a forma sindrémica mais frequente desta doenca. Ja a sindrome de
HardlI-Biedl, na qual a retinite pigmentosa € variavelmente concomitante com obesidade,
dificuldades cognitivas, polidactilia, hipogenitalismo e doencas renais, corresponde a
cerca de 5-6% dos casos de RP (Hartong et al., 2006).Outro aspeto que varia consoante

os diversos tipos de retinite pigmentosa é o modo de hereditariedade da doencga, sendo
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gue cerca de 30-40% dos casos sao herdados de forma autossémica dominante, 50-
60% de forma autossémica recessiva e 5-15% por hereditariedade ligada ao
cromossoma X (X-linked) (Hartong et al., 2006). Abordagens terapéuticas para este
conjunto de patologia incluem o transplante de fotorrecetores e células retinais
funcionais, a injecdo intraviterial de fatores que prologam a sobrevivéncia dos
fotorreceptores e, notoriamente, a terapia genética. Para esta Ultima em particular, um
bom conhecimento das bases genéticas e moleculares da patologia é indispenséavel
(Milam et al., 1998)

Bases genéticas da doenca e papel da RPGR

Estéo identificados mais de 50 genes distintos cuja alteracdo pode resultar em retinite
pigmentosa, sendo, portanto, uma doenca bastante heterogénea (“Facts About Retinitis
Pigmentosa | National Eye Institute,” n.d.). Como ja foi referido, a RP pode ser herdada
tanto por via autossOmica dominante como recessiva, e ainda associada ao
cromossoma X (recebendo o nome de X linked retinitis pigmentosa, ou XLRP, neste
ultimo caso). Uma das formas mais comuns (e com maior severidade) de RP envolve
mutagbes no gene que codifica para a proteina reguladora de GTPase da retinite
pigmentosa (RPGR), com transmissdo associada ao cromossoma X (localiza-se na
banda 11.4 do brago curto deste cromossoma). Pensa-se que mutacfes no gene da
RPGR contribuam para 70-90% dos casos de XLRP e para 10-20% dos casos de RP
em geral (Buraczynska et al.,, 1997; Lyraki, Megaw, & Hurd, 2016). O regulador de
GTPase da retinite pigmentosa é uma grande proteina da qual existem, em humano,
pelo menos 10 isoformas funcionais. Para além de possuir atividade de guanine-
nucleotide releasing factor, esta intimamente relacionada com o processo de ciliogénese
(formacdo de cilios) — caracteristica fundamental para a integridade estrutural dos
bastonetes — e também de trafego de proteinas entre os segmentos dos bastonetes.
Dados recentes sugerem que a RPGR promove a formacéao de cilios ao desestabilizar
os filamentos de actina nas regides periciliares da membrana, permitindo uma maior
flexibilidade estrutural da célula nestas regifes (Gakovic et al., 2011; Lyraki et al., 2016).
Devido ao facto da presenca dos cilios de conexao ser fundamental para a comunicacao
entre a extremidade outer (que contém os discos fotossensiveis ricos em rodopsina) e
a extremidade inner dos bastonetes, a perda de funcdo da proteina RPGR (mediante
uma mutacdo, alteragdo de estrutura, truncagem...) tem por consequéncia a sua
incapacidade de transportar, por exemplo, proteinas entre ambos os dominios celulares
(entre as quais a propria rodopsina). Com efeito, outras hipoteses sobre as provaveis
funcdes da RPGR sugerem que esta participa no targeting da rodopsina por ativacéo de
proteinas RAB (figura 3) (Lyraki et al., 2016).
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Figura 3 — Estrutura celular de um bastonete (esquerda). Potenciais efeitos da proteina RPGR na ciliogénese e
trafego proteico nos bastonetes (direita).

Na figura 4, estdo representadas as estruturas das duas isoformas mais comuns do
RPGR - a RPGR 1-19 (proteina resultante da traducéo dos 19 exdes do gene da RPGR)
e a RPGR ORF-15, na qual foram excisados todos os exdes 16-19 e retida uma porgéo
intrénica a jusante do exdo 15 (que inclui uma grande regido repetitiva rica em
glutamatos e glicinas) — tal ocorre por skipping de um local dador de splicing no exdo
15. A RPGR ORF-15 é particularmente abundante na retina. As mutagcfes que ocorrem
ao longo desta forma da RPGR parecem estar mais intimamente implicadas nos
fendtipos patofisioldgicos de XLRP (Megaw, Soares, & Wright, 2015).
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Figura 4 — Sequéncias das isoformas RPGR 1-19 e RPGR OFR 15, com representagdo dos dominios proteicos. Os
dominios RCC1-like sdo responsaveis pela atividade de fator de troca de nucleétido da RPGR.

Sao, portanto, varias as mutacdes que conduzem a formas nao funcionais da proteina
RPGR. Apesar do foco deste trabalho incidir sobre as formas geradas por splicing
alternativo, também mutacdes pontuais missense (troca de um Unico nucleétido),
nonsense (coddo stop prematuro) e delecdo podem contribuir para proteinas RPGR

mutadas, como esquematizado no quadro 1 (Buraczynska et al., 1997).
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Quadro 2 — Exemplos de mutagGes no gene humano da RPGR que estdo envolvidos na XLRP.

RPGR Mutations in Patients with XLRP

Mutation** Parient(s) Exon(s)/IVS" Nucleotide Change* Effect of Mutation

Nonsense:

Gi2X A520 Exon 2 G—T ar 213 Gly—stop
Wile4X Al01 Exon 6 G—A ar 551 Trp—stop
Q236X A224 Exon 7 C—T at 765 Gln—stop
E374X ARR3 Exon 10 G—=Tar 1179 Glu—stop
Missense:
Gelv A307, A%10 Exon 3 G—T ar 238 Gly—Val
Deletion:
430delC A434 Exon § Car 430 Frameshift
928delA Al109, Ad63 Exon 8 A at 928 Frameshift
Deletion of A380 Exons 8-10 Exons 8-10 Splice defect and
exons $-10 frameshift
del1320/1338 ASe7 Exon 11 19 bp at 1320-1338 Frameshift
del1571/1572 A924 Exon 13 CA ar 1571-1572 Frameshift
dell1641/1644 Af62 Exon 14 ACAA ar 1641-1644 Frameshift
Splicing:
IV§4+3 A779 IV54 donor site A—G at 369+3 Exon 4 skipping,
in-frame deletion
IVS7+5 A387 IVS7 donor site G—A at 837+5 Exon 7 skipping,

in-frame deletion

e ot

Para que se possa compreender de melhor forma o papel do splicing (e em particular
do splicing alternativo) para a expressdo génica, iremos referir algumas das
caracteristicas deste processo. O splicing € um dos fenébmenos que ocorre durante o
processamento do mRNA transcrito em eucariotas, e corresponde a excisao regulada
de sequéncias ndo codificantes (intrbes) seguida da juncdo das regides codificantes, as
guais contém a informacéo necessaria para dirigir a sintese de uma proteina (exdes).
Todavia, um s6 transcrito de RNA pode dar origem a diferentes RNAs maduros (e
consequente a diferentes proteinas) mediante as varias formas de como podera sofrer
splicing — a este fendbmeno da-se o nome de splicing alternativo. Tipicamente, o splicing
alternativo ndo esta necessariamente relacionado com nenhum processo anormal ou
patolégico, sendo um mecanismo de extrema importancia para a sintese de alguns
produtos génicos indispensaveis ao normal funcionamento celular — estima-se,
inclusivamente, que cerca de metade dos genes humanos sofram splicing alternativo
(Quintas, Freire, & Halpern, 2008). Todavia, determinadas mutacbes (cujas
caracteristicas serdo detalhadas mais a diante), originam RNAs maduros ndo canénicos
resultantes de splicing alternativo, que podem dirigir a sintese de proteinas sem funcao
ou com ganho de fungdo téxica. Muitas das formas alteradas geradas por splicing
alternativo correspondem a estruturas onde um ou mais exdes foram excisados durante
0 processo, ou foram incorporadas regifes pertencentes a intrées no transcrito final (Liu
& Zack, 2013; Mordes et al., 2006).

Durante o processo de remocéao de um intrdo, destacam-se trés regides principais, todas
pertencentes ao segmento de RNA a ser excisado. Numa das extremidades do intréo
existe o local doador, que consiste num dimero guanina-uracilo (inserido na sequéncia

consensus A/C-A-G-G-U-Pu-A-G-U) e que ira sofrer uma reacao de trans-esterificacéo
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com um residuo de adenina presente no interior do intrdo (branch site), usualmente
inserido na regido consensus CUP,APy, e que precede uma sequéncia de polipirimidina
com 18-40 nucleétidos. Desta reacao, resulta a formacado de uma estrutura a qual se da
0 nome de lariat e na libertacdo de um dos exfes. O exdo livre ira sofrer uma nova
reacao de trans-esterificacdo com um motivo adenina-guanina (inserido na sequéncia
consensus Py,-N-C-A-G-G) na parte terminal do intrdo (local aceitador). Da-se entéo a
juncéo dos dois exdes e a libertacdo do lariat. Todo o processo é facilitado pela a¢éo do
spliceossoma — complexo constituido por cinco pequenas ribonucleoproteinas
nucleares, ou snRNPs, usualmente representadas por Ul, U2, U4, U5 e U6 e ainda
numerosas proteinas com fun¢des reguladoras. Para além de serem o nucleo catalitico
das reac6es que ocorrem durante o splicing, as sSnRNPs podem também auxiliar no
direcionamento dos locais a serem processados, uma vez que a componente
ribonucleica das snRNPs permite que estas se emparelhem eficazmente com as
sequéncias consensus. No inicio do processo, Ul emparelha com o local dador e U2
com o branch point. De seguida, juntam-se as proteinas U4, U5 e U6 (esta Ultima que
substitui o papel da U1 no local doador). Pensa-se que o dinamismo das snRNPs dentro
do spliceossoma (levado a cabo a custa da hidrolise de ATP) assegura a fiabilidade do
processo (figura 5) (Quintas et al., 2008). Estas rea¢Bes ocorrem somente entre grupos
quimicos do esqueleto ribose-fosfato do RNA em particular entre os grupos hidroxilo 3-
OH e os fosfatos), servindo as bases azotadas somente como marcadoras para o

recrutamento do spliceossoma e outros fatores.
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Figura 5 — Mecanismo de splicing, reac6es de transesterificacao e entidades do spliceossoma envolvidas.
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No que respeita ao splicing alternativo, existe ainda alguma incerteza sobre quais os
mecanismos exatos que dirigem diferencialmente as formas de processar um transcrito
primario — ou, por outra palavras, o “cédigo do splicing”. Tem sido atribuido um papel de
extrema importancia as proteinas reguladoras que, juntamente com as SnRNPs,
participam em todo o processo, e modulam a eficiéncia de a¢do do spliceossoma huma
dada regido do RNA (figura 6). Sabe-se hoje que o produto de RNA processado fica
perfeitamente determinado pela acdo regulatéria conjunta e sinergistica de todos os
elementos atuadores em cis (que compreendem as sequéncias classicas de splicing e
ainda sequéncias intrénicas ou exénicas que funcionam como enhancers e repressoras
do splicing) e os elementos atuadores em trans (que incluem, por exemplo, as proteinas
ativadoras/silenciadoras que se ligam aos enhancers e sequéncias repressoras,
respetivamente) (Wang et al., 2015). Um tipo de proteinas jA& bem caracterizado que
atuam como ativadoras (ligando-se a sequéncias enhancer) sao as fosfo-proteinas
nucleares ricas em serinas/argininas, ou proteinas SR. Por seu turno, as
ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNPs) estdo maioritariamente
implicadas no reconhecimento de regides repressoras — acredita-se que que o papel
destas proteinas seja particularmente decisivo na escolha dos locais de splicing, uma

vez que podem ser facilmente reguladas por outras entidades da célula.
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Figura 6 — Diferentes elementos em cis e fatores em trans responsaveis pela regulacao do splicing alternativo.

Dado este cenério, é simples perceber que ha dois tipos de muta¢des primordiais que
comprometem o normal processamento: as que afetam os elementos em cis e os fatores
regulatorias em trans. Com efeito, alteracdes de nucleotidos nas regides consensus ou
de ligacédo a proteinas reguladoras, podem impedir o splicing nessas zonas (conduzindo
a modificagdes como a de exon skipping ou reteng&o de intréo). Por outro lado, algumas
mutagdes podem formar novos locais de splicing no interior das sequéncias dos exdes,
levando a maquinaria celular a excisar erroneamente porcdes exonicas. Algumas destas

formas de mis-splicing sdo apresentadas na figura 7 (Liu & Zack, 2013).
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No caso particular da XLPR, e do gene RPGR, foram e continuam a ser identificadas

inUmeras mutacdes que geram formas nao funcionais da RPGR com perfis idénticos
aos anteriormente descritos (quadro 2) (Liu & Zack, 2013; Vervoort & Wright, 2002).

Quadro 2 — MutagGes em splice sites no gene da RPGR (com implicagdes na XLRP).

Predicted effect

Reference Patient/family Base change Effect on splicing on protein

Zito et al. [1999] RP106 IVS51+1G—=A - -

Sharon et al. [2000] 099-007 - -

Zito et al. [2000a] A - -

Zito et al. [1999] RP1120 IVS1+5G—A - -

Miano et al. [1999] XLRP-401 IVS2-2A—G IVS2 retention FS

Sharon et al. [2000] 004-202 IVS3-6T—A - -

Sharon et al. [2000] 004-169 VS4+1G—A - -

Buraczynska et al. [1997] AT79 WS4+3A—G c.EXddel No FS

Dry et al. [1999] P9145 IVS5+G—T Cryptic FS, at residue 124

Zito et al. [2000b] NZ1 IVS6+5G—A - -

Zito et al. [2000a] B

Buraczynska et al. [1997]; A3B7 WS7+5G—=A c.EX7del p.EX7del, no FS
Bauer et al. [1998] XLRP142

Miano et al. [1999] XLRP-DA IVS8+1G—A c.EX8del p-EX8del, no FS

Guevara-Fujita et al. [2001] Al021 IVS8+1G—=C c.EX8del p.EX8del, no FS

Fujita et al. [1997]; XLRP122 IWS10+3A—=G Normal and cryptic p.del, no FS
Andréasson et al. [1997] ¢.1285-1395del

Fujita et al. [1997]; XLRP127 IVS13-8A—G Cryptic, insert of 7 FS
Andréasson et al. [1997] residues

Miano et al. [1999] XLRP-192 IVS13-2A—G c.EX14del p.EX14del, no FS

Sharon et al. [2000] 004-100 IVS13-1G—=A -

Vejamos a titulo de exemplo da mutagdo pontual A — G identificada por Fujita et al.

(1997), que ocorre no 3° nucledtido do intrdo n° 10 (IVS10+3) (quadro 2). A disrupgéo

deste local doador favorece o splicing em locais intra-exénicos ndo candnicos que

originam um mRNA truncado que ndo codifica 37 residuos de aminoacidos — a grelha
de leitura é, todavia, mantida (figura 8) (Liu & Zack, 2013; Vervoort & Wright, 2002).

Normal genomic DNA

Normal transcript

Mutated genomic DNA

Mutant transcript

Exon 10

I TCA GCA CGT ATG CGG CGA AGA GAG AGGJU( acca

1280
N

1300
I

Exon 11

rmaaaag|cAG AG

CTC CCC AAT TCA GTC TTT GCA. ]

1390 1400
1 L

1
TCA GCA CGT ATG CGG CGA AGA GAG AGG |GAG AGG

CTC CCC AAT TCAGTC TTTCCACGAT

Exon 10

TCA GCA C GT ATG CGG CGA AGA GAG AGG [gtg cca

X

Exon 11

taaaagGAG AGG.

/..CTC CCC AAT TCA G TC TTT CCA

TCAGCAC|TCTTTCCACGAT

1280 1400

Figura 8 — Implicagées da mutagdo no local doador do intrdo 10 (IVS10+3) no gene da RPGR.
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Modulacao do splicing do gene RPGR

Dada a forte correlacéo entre deficiéncias no splicing do gene RPGR e certas variantes
retinite pigmentosa (em particular XLRP), diversas abordagens terapéuticas procuram
induzir a maquinaria spliceossomal a processar 0 mRNA de forma correta. Esta
modulagdo do splicing pode ser feita de diversas formas, incluindo, por exemplo, a
utilizacdo de oligonucledtidos antisense (pequenos segmentos de RNA linear
complementares com por¢cdes exonicas do pré-mRNA que permitem impedir a
incorporacdo de por¢cdes exdnicas no MRNA maduro — exon skipping), a inibicdo ou
ativacao de proteinas que interagem com a maquinaria de splicing (tais como os cinases
gue catalisam a fosforilacdo das proteinas SR), ou do fornecimento de pequenas
moléculas de DNA que se ligam ao mRNA para exercer um efeito inibidor ou ativador
do splicing (como é o caso dos ESEs, ESSs, ISEs e ISSs) (Bates, Morris, Oltean, &
Donaldson, 2017). No entanto, no que toca particularmente ao gene RPGR, uma das
estratégias terapéuticas mais promissoras envolve a utilizacdo de um snRP U1 artificial
para a correcdo de um defeito de splicing. Encontrando-se ja bem documentado o papel
da mutagao c.1245+3A>T no splice donor site do intrdo 10 do gene RPGR, a qual leva
ao skipping do exdo 10 e a uma proteina RPGR truncada, o fornecimento de uma snRNP
U1 adaptada & mutacao (capaz de reconhecer o local doador mutado) poderd aumentar
0s niveis de RPGR funcional, contribuindo assim para mitigar alguns sintomas da RP
em individuos com esta mutagéo (figura 9) (Glaus, Schmid, Costa, Berger, & Neidhardt,
2009).

a RPGR: c.1245+3A>T
5'mssss| Exon 9 ==Exon 10L1 Exon 11]==+ 3’
186 bp
Cc _ s 2 s £
Q | | | | Q
< c o o =
« - O O @ - O O @ I3
e s FEEE S, zFEEE o N
bp 253553528 £555535 238 N— 441 bp
1000 — .
500 —— N ﬂ 421 bp
200 —— AN 300
T e

Control Patient 255 bp

Exon9 Exon10 Exonii

Figura 9 — Localizagdo da mutacdo responsavel pelo mis-splicing (a) e resultados do tratamento com um snRNP
U1 modificado por RT-PCR - U1 modificada recupera uma fragdo do mRNA maduro funcional, contendo os exdes
9, 10 e 11, ainda que outras formas mis-spliced, inclusive distintas do perfil gerado pela mutagio c.1245+3A>T
sejam também detetadas (52 pogo a contar da direita do gel respeitante ao paciente com RP (c).
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