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Resum

Les distrofies de retina (DR) formen un ampli grup dins les patologies
hereditaries de la visié que es caracteritza perque cursen amb afectacio retinal i
per la seva elevada heterogeneitat clinica i genética. A nivell clinic les DR es
classifiquen entre formes estacionaries o progressives i formes maculars o
generalitzades 1, en general, son dificils de diagnosticar. A nivell genetic s’han
identificat més de 260 gens causals, associats a formes sindromiques i no
sindromiques, que s’hereten seguint els patrons coneguts d’heréncia mendeliana.
A més, algunes DR, particularment les que afecten el nervi Optic, son causades
per gens mitocondrials.

Els avencos realitzats aquests darrers anys en les metodologies de seqiienciacid
massiva han contribuit molt positivament a la identificacié de nous gens i noves
mutacions, millorant molt el rendiment del diagnostic genétic de les DR i obrint
noves vies per assegurar el diagnostic clinic, predir I’evolucié de la patologia i
identificar noves dianes terapeutiques.

El treball que es presenta en aquesta tesi s’emmarca en una linia d’investigacio
del grup que té com a objectius: 1) Millorar I’eficacia i facilitar el rendiment del
diagnostic genétic de les DR 1, 2) contribuir a la identificaci6 de nous gens
causals. En relacio6 al primer punt, en el primer capitol de la tesi es descriu la
versio optimitzada i ampliada (100 gens) d’un xip que havia dissenyat préviament
el grup per al diagnostic genétic de les DR, basat en 1’analisi cosegregacié amb
marcadors de tipus SNP. Emprant aquest xip s’analitza una cohort de 36 families
espanyoles afectades de DR.

En els darrers anys, les metodologies de seqiienciacié massiva, especialment
I’estudi de I’exoma o WES, han revolucionat el diagnostic genétic i han
esdevingut especialment rellevants per a 1’estudi de malalties com les DR,
geneticament molt heterogénies, 1 per tant inabordables amb la seqiienciacid
capil-lar convencional (Sanger), pels costos i temps que implicaria aquest tipus
d’estudi. El segon capitol de la tesi descriu el diagnostic genétic per WES de 33
families afectades de DR. Aquest treball ha conduit a la identificaci6 de nous
gens 1 noves mutacions causals, i no només demostra que la seqiienciacid massiva
¢s D’eina adient per aquest tipus de diagnodstic genetic, molt més eficag, rapida i



fiable que els xips emprats anteriorment, sind que obre noves perspectives
d’estudi de les bases genctiques d’aquestes patologies.

Finalment, es recull I’estudi de dues families, inicialment diagnosticades a nivell
clinic com a retinosi pigmentaria, la DR més freqiient, i on 1’analisi amb el xip
DR va donar resultats negatius. El diagnostic genétic mitjangant WES ha revelat
la preséncia de noves mutacions en el gen que causa la coroiderémia, CHM, i la
necessitat d’una reavaluacidé diagnostica confirmatoria. Aquest estudi aporta
dades rellevants per establir relacions genotip-fenotip en relaci6 a la contribucid
d’altres variants patogéniques en gens DR que actuen de modificadors i de la
inactivacio del cromosoma X en el cas de femelles portadores.
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1. L'organ de la visio

L'ull és I'drgan responsable del sentit de la visi6 als humans. Es capac de detectar
la llum i transformar-la en impulsos nerviosos que son conduits al cervell a través
del nervi optic. Esta format per un globus ocular que es manté gracies als mtsculs
extraoculars. La paret de 1’ull consta de tres capes (Welsch 2010):

e Capa externa: inclou l'esclerdtica, capa blanca i resistent caracteristica
de l'ull amb funcié protectora i la cornia, estructura hemisférica
transparent localitzada al capdavant de I'ull, que permet el pas de la
llum i que protegeix l'iris i el cristal-li.

e Capa mitja: formada per l'iris, el cristal-li, el teixit conjuntiu del cos
ciliar, i1 la coroides, membrana molt irrigada amb vasos sanguinis que
permet mantenir la temperatura de 1'ull constant i nodrir les estructures
internes del globus ocular.

e Capa interna o retina, on es troben les cel-lules sensibles a la llum.

1.1. La retina

La retina és una capa molt prima i transparent situada a la part posterior de I'ull,
en contacte amb la coroides i 1humor vitri. La seva funcid principal és la
percepcio de la llum i el processament d'aquesta senyal perque arribi al cervell.
Per aixo es tracta d'un teixit neuronal molt especialitzat i estructurat en vuit capes
clarament diferenciades (Figura 1) (Sung and Chuang 2010). La part més externa
esta formada per una sola capa de cel-lules que formen I'epiteli pigmentari (RPE),
mentre que la part interna consisteix en un teixit format per neurones i les seves
connexions, donant lloc a la retina nerviosa. Aquesta esta formada per diverses
capes nuclears i plexiformes (on es donen les interaccions sinaptiques). A la capa
nuclear externa o ONL hi ha les cél-lules fotoreceptores que interaccionen, a
través de la capa plexiforme externa (OPL), amb la capa nuclear interna (INL)
formada per les cel-lules bipolars, horitzontals, amacrines i de Miiller. Per ultim
s'observa que les cel-lules del INL entren en contacte a la capa plexiforme interna
(IPL) amb les c¢l-lules ganglionars (GCL) que, mitjangant axons molt llargs,
formen el nervi optic responsable de portar la senyal visual al cervell (Figura 1)
(Ross and Pawlina 2008).

L'RPE ¢és una monocapa de cel-lules molt especialitzada que resulta fonamental
pel funcionament dels fotoreceptors. Per una banda conté melanina, pigment que
li dona una coloracio6 fosca i que li permet absorbir I'excés de llum, protegint els
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fotoreceptors d'una exposicid excessiva.

Per l'altra, forma la barrera hematoretinal, tot aillant les cél-lules de la retina de
les substancies transportades per la sang. Les c¢l-lules del RPE estan en contacte
directe amb el segment extern dels fotoreceptors i s'encarreguen de fagocitar els
discos d'aquestes cel-lules per la seva renovaci6 (la taxa diaria de fagocitosi de
discos per 1'RPE ¢és del 10%, de tal manera que les cél-lules del RPE son les que
tenen més activitat fagocitica de tot el cos huma) (Rattner, Sun, and Nathans
1999). A més, també participen en el cicle visual, tot restaurant els pigments
dissociats en resposta a la llum, i tenen un paper important en el manteniment de
la integritat estructural de la retina ja que secreten diversos factors de creixement
(Strauss 2005).

Cel. epiteli pigmentari o/ejo|ejo/e[e[oje]/e[e[e|e[e[e[e]e[e[e)]RPE

Cel. amacrina

Basté
Con PhR
‘ JONL
Cél. de Miller — ‘ JopL
Cel. horitzontal )
Cel. bipolar f INL
Vas sanguim |

® JIPL
I ( 1
cel. ganglionar rg:r el
Cap al nervi optic "‘ NFL

f Llum

Figura 1. Estructura de la retina i les seves capes. L'esquema mostra els diferents tipus de
cel-lules que hi ha a cada capa i les connexions entre elles. La llum entra per la zona de les
fibres que formen el nervi optic i travessa totes les capes de la retina fins arribar als
fotoreceptors. RPE: epiteli pigmentari; PhR: fotoreceptors; ONL: capa nuclear externa,
OPL: capa plexiforme externa; INL: capa nuclear interna; IPL: capa plexiforme interna;
GCL: capa de cel-lules ganglionars; NFL: capa de fibres nervioses. Adaptada de Wilkinson-
Berka 2004.



Les cel-lules de la INL transmeten la informaci6 dels fotoreceptors a les cel-lules
ganglionars. Per aix0, s'estableixen diferent connexions entre elles. Les cél-lules
bipolars connecten directament els fotoreceptors amb les cel-lules ganglionars i,
juntament amb la informacié addicional que reben de les cél-lules horitzontals,
processen una imatge inicial, més aviat borrosa, i la converteixen en una imatge
més nitida (Kolb 2003; Wiéssle 2004). Les cel-lules horitzontals, per la seva
banda, estableixen connexid, a més de amb les c¢l-lules bipolars, amb els bastons
i amb molts cons alhora, actuant com a receptores d'estimuls de molts camps de
visio. Per altra banda, les c¢l-lules amacrines estan molt ramificades i estableixen
connexions tant amb les cél-lules bipolars com amb les ganglionars, tot exercint
una funcié moduladora. Per tltim, a la INL hi ha un altre tipus cel-lular, les
cel-lules de Miiller, que son cél-lules glials encarregades de mantenir l'estructura
i protegir el teixit neuronal a través de les seves prolongacions, que s'estenen per
totes les capes de la retina (Kolb 2007a).

Finalment, les cél-lules de la capa ganglionar s'encarreguen de processar la
informacié que prové inicialment dels fotoreceptors i d’enviar-la al cervell.
Aquestes formen normalment una monocapa pero a la macula poden arribar a
formar vuit capes cel-lulars (Kolb 2007b).

1.2. Els fotoreceptors

La retina dels vertebrats té dos tipus de cel-lules fotosensibles: els cons i els
bastons (Kolb 2012). L'estructura d'aquests dos tipus cel-lulars és molt similar.
Estan formats per:

e Elsegment extern (OS), en contacte amb I'RPE i que esta format per discos
membranosos on es troba el fotopigment 1 altres proteines estructurals. En els
bastons els discos es troben separats de la membrana plasmatica mentre que en
el cas dels cons es troben units. Es en els discs on té lloc la fototransducci6 (veure
apartat 2.3.1, Gens DR). La forma d'aquesta estructura serveix per diferenciar els
dos tipus de fotoreceptors ja que en el cas dels bastons, I'OS té forma allargada i
en els cons té forma conica i és més curt. Aquesta estructura esta en constant
renovacid ja que per l'extrem basal es van formant nous discos membranosos
mentre que a l'apical els vells son fagocitats per 'RPE, a causa del gran estres
luminic que pateixen. Aquest és 1Wnic mecanisme de renovacid dels
fotoreceptors, ja que en tractar-se de cel-lules nervioses, no es divideixen ni
regeneren (Kolb 2003; Strauss 2005).

El segment intern (IS), connectat amb el segment extern per un cili modificat,
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conté el nucli i els organuls cel-lulars, especialment molts mitocondris, donat el
gran requeriment d'energia que tenen els fotoreceptors. Aqui tenen lloc tots els
processos metabolics, la sintesi de proteines i I'endocitosi cel-lular, i s'origina un
axo0 que estableix connexid sinaptica amb les cel-lules bipolars i horitzontals de
la INL de la retina (Wright et al. 2010).

La proporci6 dels dos tipus de fotoreceptors no és equitativa, amb un con per
cada 20 bastons en humans. A més, aquestes cel-lules presenten una distribuciod
peculiar al llarg de la retina, ja que els cons es concentren a l'area central, en una
zona anomenada fovea, 1 van disminuint en nombre a mesura que s'avanga cap a

la periféria de la retina on predominen els bastons (Rattner et al. 1999) (Figura
2).

, B Eix Visual
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\ .
Nucli

Bastones Bastones

Terminal
Sinaptica e
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Figura 2. A) Estructura dels dos tipus de fotoreceptors dels vertebrats. Els cons son més
curts, i tots els discs estan units a la membrana plasmatica formant un continu, cosa que no
s’esdevé en el cas dels bastons. BB: cos basal; CC: cili connector. Figura adaptada de
(Slijkerman et al. 2015). B) Distribucio de les cél-lules fotoreceptores a la retina. Els cons
estan concentrats a la part central de la retina, en un punt anomenat fovea. El punt d’on surt
el nervi optic és un punt cec, ja que no hi ha fotoreceptors. Imatge adaptada de
www.medciencia.com.

A nivell funcional, també hi ha diferéncies funcionals entre aquests dos tipus

cel-lulars. Els bastons son responsables de la visid nocturna, essent molt sensibles
6



a condicions baixes de llum, mentre que els cons permeten la visid en color i
determinen l'agudesa visual, que és maxima a la fovea donada la gran
concentraci6 de cons. Aquesta diferéncia ve donada pel pigment fotosensible que
conté cada cel-lula. Els bastons tenen la rodopsina, que pot detectar fins a un sol
foto de llum, mentre que els cons presenten diferents tipus d'opsines que
reaccionen a diferents longituds d'ona (Masland 2001) i que necessiten uns 100
fotons de llum per excitar-se i enviar un senyal. L'elevada sensibilitat dels bastons
a la llum explica per que es veu millor un estel si es fixa la mirada a una regio del
seu voltant, de manera que els fotons incideixen en els bastons, que si s'enfoca
directament, fent que la llum incideixi en els cons que no sén prou sensibles per
processar una intensitat de llum tan baixa (Lamb 2013). En primats hi ha tres
tipus d'opsines als cons: l'opsina L, que reacciona a longituds d'ona llargues
(corresponent a la llum vermella), 1'opsina M, que detecta ones de longitud
mitjana (color verd) i l'opsina S, que respon a longituds d'ona curtes (color blau).
Cada cel-lula només expressa un tipus d'opsina i aquestes estan repartides per
tota la retina formant un “mosaic de colors”, de manera que es poden percebre
altres tonalitats a part del verd, blau i vermell (Imamoto and Shichida 2014; Rowe
2002; Swaroop, Kim, and Forrest 2010).

2. Distrofies de retina

Les distrofies de retina (DR) hereditaries son un grup heterogeni de malalties
corioretinals provocades per la degeneracio de les cel-lules de la retina, I'RPE i/o
la coroides. Afecten 1 de cada 2000 individus, amb un total de més de 2 milions
de persones afectades arreu del mon, representant la primera causa de ceguesa no
traumatica. Es caracteritzen perque presenten una gran heterogeneitat clinica i
genetica, caracteristiques que donen un gran interés -i dificultat- al seu estudi
(Berger, Kloeckener-Gruissem, and Neidhardt 2010).

2.1. Caracteristiques genctiques

Les distrofies de retina son malalties monogeéniques que poden presentar una
heréncia autosomica dominant (~30%), autosomica recessiva (~60%) o lligada al
sexe (~10%). Hi ha casos d'heréncia materna causats per mutacions en '"ADN
mitocondrial (< 1%) (Hartong, Berson, and Dryja 2006; Sadun, La Morgia, and
Carelli 2011). A aquest ventall de modes d'heréncia cal afegir altres peculiaritats

genetiques d'aquest conjunt de patologies, com ara la preseéncia de portadors
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asimptomatics en families amb mutacions dominants o de dones amb afectacid
en families amb mutacions al cromosoma X (pseudodominancia) (Rozet et al.
2002; Vithana et al. 2001). Totes aquestes possibilitats fan dificil, en families
petites, establir el patr6 d'heréncia 1 dictaminen que, per exemple, només es pugui
descartar totalment una heréncia lligada al sexe en aquells casos en que hi ha
transmissio home-home de la malaltia (Churchill et al. 2013) (Figura 3) S'han
descrit uns pocs casos d'heréncia suposadament digénica, en que la causa de la
malaltia sén dos gens mutats en heterozigosi, perd soén situacions molt
infreqiients dins del conjunt de les DR (Dryja et al. 1997; Kajiwara, Berson, and
Dryja 1994).

Una de les principals caracteristiques d'aquest grup de patologies és la seva gran
heterogeneitat. A nivell genétic, avui en dia ja es coneixen més de 250 gens
causants de DR amb més de 5000 mutacions descrites (Falk et al. 2012; Stenson
etal. 2012). Aix0 vol dir que diferents individus amb la mateixa patologia clinica
poden tenir una causa genctica diferent, ja sigui per diferents mutacions en el
mateix gen (heterogeneitat al-l¢lica) o per mutacions en gens diferents
(heterogeneitat génica o no al-l¢lica). En general, cada gen explica un nombre
petit de casos, tot i que hi ha alguns gens majoritaris en certes patologies com
RHO, que es troba mutat en més del 25% de pacients amb adRP, els gens CEP290
1 GUCY2D que expliquen entre tots dos gairebé la meitat de casos de LCA, o el
gen ABCA4, que ¢és el principal candidat en distrofies de cons i1 bastons, sobretot
en pacients amb la malaltia de Stargardt (Chacon-Camacho and Zenteno 2015;
den Hollander et al. 2006; Roosing et al. 2014). Tot 1 aixi, en el 35% dels casos
de DR no es coneix la causa genetica de la patologia. Aquest percentatge varia
molt segons la malaltia, oscil-lant entre un 20% en acromatopsia i un 90% en
distrofia de cons recessiva (arCD). Hom creu que una proporci6 d'aquests casos
es creu que s'explicaria per mutacions en regions introniques o no codificants de
gens coneguts que no s'acostumen a analitzar per seqiienciacid, pero s'hipotetitza
que la majoria s6n causats per mutacions en gens encara no associats a distrofies
de retina (Den Hollander et al. 2010). Aquesta darrera hipotesi es veu refor¢ada
per la continua incorporacié de nous gens a la llista de gens responsables de DR
(Conte et al. 2015; El-Asrag et al. 2015; Gillespie et al. 2015; Kohl et al. 2015;
Marfany and Gonzalez-Duarte 2015).

Pero, les distrofies de retina presenten a més una gran heterogeneitat clinica. Pot
passar que mutacions diferents en un mateix gen causin patologies diferents (p.
ex. CRBI causa RP i Amaurosis Congénita de Leber (LCA) (Bujakowska et al.
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2012), que donin lloc a patrons d'heréncia diferents (RHO causa RP en
dominancia i recessivitat (al-Maghtheh et al. 1993; Kartasasmita et al. 2011;
McAlear, Kraft, and Gross 2010)) i fins i tot, poden ser responsable de malalties
sindromiques i no sindromiques (USH24 pot causar RP no sindromica i sindrome
d'Usher (Eudy et al. 1998; Rivolta et al. 2000); /FT172 causa RP i el sindrome
de Bardet-Bield (Bujakowska et al. 2015)) (Figura 4). A més, alguns individus
portadors de la mateixa mutacid en el mateix gen poden presentar cliniques
diferenciades (Nishiguchi and Rivolta 2012; Wang et al. 2014), fins i tot en un
mateixa familia (Daiger, Sullivan, and Bowne 2013). Tot aix0 s'explica per la
complexitat funcional que acostumen a tenir aquests gens, sovint implicats en
diferents vies funcionals, pel tipus de mutacié que presenta la proteina (les
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Figura 3. Estructures familiars que il-lustren els tipus d'heréncia de les distrofies de retina
per ordre de probabilitat. a) Donada la consanguinitat dels pares, s'assumeix una heréncia
recessiva amb homozigositat. b) Es considera un cas d'heréncia dominant ja que hi ha
individus afectats en dues generacions amb transmissio entre homes. ¢) i d) En tenir només
un individu afectat és dificil definir el tipus d'herencia; el més probable és que es tracti d'una
heréncia recessiva pero podria ser un cas de dominancia amb una mutacio de novo, o,
sobretot en el cas del noi afectat, podria tractar-se d'una heréncia lligada al sexe. e¢) Donat
que hi ha individus afectats en diverses generacions consecutives, s'hipotetitza una heréncia
dominant, pero no es pot descartar una herencia lligada al sexe o fins i tot l'heréncia
materna. f) En haver-hi només homes afectats i dones portadores obligades (#), es refor¢a
la idea d'una heréncia lligada al sexe, pero també es podria tractar d'una heréncia dominant
amb penetrancia incompleta. AR: autosomica recessiva;, AD: autosomica dominant; XI:
herencia lligada al sexe (cromosoma X) (de ’anglés X-linked); MI: heréncia materna (de
["anglés maternal inheritance). Figura modificada de Neveling et al. 2013.



mutacions de truncament prematur acostumen a causar fenotips més severs que
les de canvi d’aminoacid) i per la seva localitzacio en diferents dominis
funcionals (veure seccid 2.3.2. Mutacions als gens DR), o per la interaccié que
aquestes proteines poden tenir amb d’altres proteines associades, sovint
modificada pel context genctic de cada individu (Berger et al. 2010). La

7 gens VR
NB .

1 gen

gen
ln 2 LCA
9 geps 6 gens

3

CORD/ 9™ gens
Ach ggns COD / 3 gens 11 1§gBe§s

— gens 5
3 gens 17 gens ~ 1 gen gens
9 gens
1 gen
2 gens RP 2 USH
54 gens gens/ 11
M D gens
| 4
4 gens 1/ Yelnis

\9%‘/ 2 gens NB
VR

7 gens

Figura 4. Principals distrofies de retina i numero de gens associats. Es pot observar la gran
heterogeneitat fenotipica que presenten aquestes patologies, amb un mateix gen essent el
responsable de fins a quatre malalties diferents. Ach: acromatopsia;, BBS: sindrome de
Bardet-Biedl; CORD/COD: distrofia de cons i bastons o distrofia de cons; LCA: amaurosi
congenita de Leber; MD: degeneracio macular;, NB: ceguesa nocturna (de [’anglés night
blindness); RP: retinosi pigmentaria, USH: sindrome d’Usher; VR: vitreoretinopaties
exsudatives i erosives. Figura adaptada de Berger et al. 2010 i actualitzada a 2017.
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influéncia de determinats factors ambientals també pot ser rellevant, com per
exemple, la exposici6 diferencial a la llum (Athanasiou et al. 2013). Tot plegat fa
dificil, en la majoria de casos, establir correlacions genotip-fenotip clares que
simplifiquin el diagnostic genétic.

2.2. Caracteristiques cliniques

Hi ha més de 25 DR caracteritzades clinicament, que es poden classificar segons
el tipus de fotoreceptors afectats i I'edat d'aparici6 i la progressio de la malaltia
(Sundaram et al. 2011) (Figura 5). També es tenen en compte altres aspectes
clinics, com ara la participacio6 de la patologia en una sindrome en que I'ull no és
"inic organ afectat (Berger et al. 2010; Glockle et al. 2013; Sahel, Marazova, and
Audo 2015; Sundaram et al. 2011). Tot i que en les fases inicials les diferents
malalties presenten alteracions diferenciades de la retina, apreciables a través de
l'observaci6 del fons de 1'ull, en estadis avancats aquesta degenera gairebé en la
seva totalitat, i aix0 fa que resulti sovint dificil discernir entre les diferents
distrofies.

pro-
gres-
sion
with
age

A

cone involvement rod involvement

.

Figura 5. Representacio de diferents DR segons el tipus de fotoreceptors
que estan afectats (eix horitzontal), l'edat d'aparicio i la progressio (eix
vertical). Moltes d'aquestes malalties presenten trets fenotipics semblants,
sobretot a l'inici i en estats molt avangats de la patologia, per la qual cosa
es poden arribar a confondre. ACHM: acromatopsia; CD: distrofia de
cons; CRD: distrofia de cons i bastons; CSNB: Ceguesa nocturna
estacionaria congenita; LCA: amaurosis congenita de Leber; RP: retinosi
pigmentaria; STDG: malaltia de Stargardt. Extret de Neveling et al. 201 3.
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Entre les patologies que afecten inicialment els bastons, i que per tant provoquen
una alteracio inicial de la retina periférica, hi ha la retinosi pigmentaria (RP),
I'"Amaurosi Congénita de Leber (LCA) (tamb¢ anomenada RP severa) i la ceguesa
nocturna estacionaria congénita (CSNB). En canvi, altres patologies afecten
sobretot els cons i per tant provoquen l'alteracié de la macula. Dins aquest grup
hi ha la distrofia de cons (CD) i la distrofia de cons i bastons (CRD) que engloben
patologies com la malaltia de Stargardt i I'acromatopsia.

A part d'aquestes dues categories principals hi ha altres patologies que, tot i que
no tenen el seu origen en les cel-lules de la retina, provoquen la seva degeneracid
i acostumen a ser incloses en el conjunt de les DR. En aquest grup hi ha la
coroiderémia, que ve donada per l'afectacid primerenca de la coroides, les
vitreoretinopaties, amb origen en 1'alteracié de I'humor vitri i la neuropatia optica
hereditaria de Leber, que afecta el nervi optic.

Tot seguit es fa una descripci6 més acurada de les caracteristiques de cada
distrofia, aixi com de les principals sindromes que cursen amb afectacio retinal.

Retinosi pigmentaria

Es la DR més comuna, amb una prevalenca de 1:4.000 i un milié de persones
afectades arreu del mon. Presenta una edat d'aparicié molt variable, ja que pot
anar des de la infantesa fins més enlla dels 50 anys. Es caracteritza inicialment
per la perdua de l'adaptacio 1 visid nocturna causada per la degeneracid dels
bastons i evoluciona amb el constrenyiment del camp visual, que es coneix com
a visio en tunel. Amb el temps, els cons també queden afectats i es pot arribar a
una ceguesa total per la restriccid del camp visual. De la mateixa manera, les
cel-lules de la INL i les ganglionars acaben degenerant en estadis avancats de la
malaltia (Hartong et al. 2006). En molts casos els simptomes inicials son dificils
de detectar donada la gran quantitat de llum artificial que hi ha a molts llocs
durant la nit, que fa que sigui suficient la visi6 amb els cons, i al fet que la pérdua
del camp visual no es nota fins que aquest no baixa dels 50°. Sovint els pacients
descriuen l'etapa inicial de la malaltia com un periode de falta de destresa en que,
per exemple, ensopeguen i topen amb altres objectes més sovint d’alld que seria
normal, perod sense arribar a identificar que la causa n’és la disminucié del camp
visual (Szlyk et al. 2001).

La retinosi pigmentaria és una malaltia molt variable, de manera que hi ha casos
amb una evolucid rapida en que s'arriba a la ceguesa total en dues décades, mentre
que altres vegades l'evoluci6 és lenta i no s'arriba a perdre la visié totalment.
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Actualment, pero, és molt dificil predir 1'evolucié de cada cas (Hartong et al.
2006).

El fons d'ull d'un pacient amb RP no presenta gaires canvis en les fases inicials,
perd amb el temps apareixen diposits en forma d'espicules Ossies a la zona
periférica de la retina. Aquesta pigmentacio €s el resultat de la migraci6 de les
cel-lules del RPE cap a la retina neural en resposta a la mort dels bastons, i dona
el nom a la malaltia. A més, es pot observar una atenuacié dels vasos sanguinis i
pal-lidesa papil-lar (Hamel 2006).

Geneticament, hi ha més de 60 gens que causen RP amb tots el patrons d'heréncia
coneguts. En general es pot dir que no hi ha un gen majoritari, tot i que RPGR
explica el 80% de les RP lligades al sexe, RHO esta mutada en aproximadament
el 25% dels casos de RP dominant i USH24 és el responsable del 10-15% dels
casos de arRP. Tot i aix0, en la meitat dels pacients no s'ha identificat la causa
molecular de la malaltia (Daiger et al. 2013; Fahim, Daiger, and Weleber 2013;
Den Hollander et al. 2010).

Distrofia de cons i distrofia de cons i bastons

Al contrari que la RP, la distrofia de cons (CD) es caracteritza per una afectacio
primerenca dels cons, que es tradueix en una pérdua inicial de 1'agudesa visual,
defectes en la visid en color, fotofobia i perdua de la visié central. A vegades
pero, juntament amb l'afectacio dels cons es dona també una degeneraci6 dels
bastons, malaltia que s'anomena distrofia de cons i bastons (CRD) i que €s més
severa. Tenen una prevalenga conjunta de 1 en 30.000/40.000, essent la forma
recessiva la més comuna. Tot i que es coneixen més de 20 gens responsables
d'aquestes distrofies, un 75% del casos no tenen una causa genética coneguda. A
nivell del fons d'ull, en els estadis inicials s'observa l'aparici6 de diposits
pigmentaris a la macula. Amb el temps, pero, la malaltia segueix un curs clinic
similar a la RP, fent que en els estadis avancats sigui molt dificil diferenciar-les
clinicament (Hamel 2007; Roosing et al. 2014).

D’entre les distrofies de cons, la malaltia de Stargardt o distrofia macular
juvenil, és la forma més comuna de les DR juvenils, amb una prevalenca de 1 en
10.000 individus i alhora menys severa a causa de la seva progressio més lenta..
T¢ una edat d'aparicié més primerenca que altres CD (entre els 10 i els 20 anys)
1 es caracteritza per l'aparicié de diposits de pigments groguencs a la macula
(lipofuscina) en observar el fons d'ull i per la foscor de la coroides en fer una
angiografia de fluorescéncia. La majoria de casos presenten una heréncia
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recessiva, essent el gen causal ABCA4, pero també s'han descrit uns pocs casos
amb heréncia dominant causats per variants a ELOVL4 (Haji Abdollahi and
Hirose 2013; Molday and Zhang 2010; North, Gelman, and Tsang 2014; Walia
and Fishman 2009).

L'acromatopsia, caracteritzada per la incapacitat de veure els colors, €s un tipus
de CD congenita i estacionaria. T¢é una prevalenca de 1 en 30.000 individus.
Fenotipicament, va acompanyada de nistagme (moviments involuntaris del
globus ocular) i fotofobia. Es una malaltia amb heréncia recessiva i que esta
causada majoritariament per mutacions als gens CNGA3 i CNGB3, implicats en
la cascada de fototransduccio dels cons (veure secci6 2.3.1. Gens DR) (Remmer
et al. 2015; Roosing et al. 2014).

Amaurosi Congenita de Leber

Es la forma més severa i primerenca de les DR. Causa ceguesa o impediments
visuals greus abans del primer any de vida, condicié que no acostuma a degenerar
gaire més amb l'edat. Representa el 5% dels casos de DR, pero el 20% de la
ceguesa en nens, amb una incidéncia mundial de 1 en 50.000. Clinicament
presenta algunes caracteristiques particulars com ara les pupil-les amaurotiques i
l'absencia de resposta electrica de les cel-lules de la retina. En canvi, I'aspecte del
fons d'ull és molt variable, des de una retina normal, aparicié d'espicules,
afectacid de la macula, etc. Aquest aspecte s'interpreta com que podria haver-hi
una certa correlacié genotip-fenotip en aquesta malaltia, ja que en tractar-se d'una
patologia que apareix durant el desenvolupament, aquest queda aturat en
diferents moments segons el gen alterat, donant un fenotip concret per a cada gen
(al contrari del que passa amb altres DR, ja que son malalties que apareixen un
cop la retina ja esta formada). Presenta en general una heréncia recessiva, amb
una vintena de gens associats fins ara, tot i que entre el 30 i el 50% dels pacients
no tenen diagnostic genétic. A Europa, aproximadament el 20% dels casos estan
causats per una mutacio intronica al gen CEP290 (c.2991+1655A>G), que crea
un lloc nou de splicing, tot provocant la inclusié d'un nou exo6 que altera la pauta
de lectura de la proteina normal, que queda interrompuda prematurament
(p-C998X) (Berger et al. 2010; Chacon-Camacho and Zenteno 2015; Collin et al.
2012; den Hollander et al. 2008).

Ceguesa nocturna estacionaria congenita

Com el seu nom indica, es tracta dun grup de distrofies estacionaries
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caracteritzades per problemes de visi6 i adaptacio a la foscor. Acostumen a anar
acompanyades de miopia, nistagme i estrabisme. L'aspecte del fons d'ull varia
considerablement. Tot i que és possible establir certa correlaciod genotip-fenotip,
¢és necessari realitzar un electroretinograma per poder diagnosticar correctament
la malaltia, donada la similitud dels simptomes amb altres DR. Fisiologicament,
el problema es dona en el processament de la senyal als fotoreceptors, en el
reciclatge del retinol al RPE o en la transmissi6 del senyal a través de les cel-lules
bipolars. Esta causada per mutacions en 18 gens, essent predominant 1'heréncia
lligada al cromosoma X (58%) (amb cert grau d'afectaci6 de les dones), pero
també¢ hi ha casos amb patrons d'heréncia autosomica dominant (2%) i recessiva
(40%). Tot 1 aixi, en un 20% dels casos no s'ha trobat la mutaci6 patogenica en
cap d'aquests 18 gens associats a la malaltia (Zeitz 2007; Zeitz, Robson, and
Audo 2015).

Coroideremia

La coroiderémia ¢és una malaltia que provoca inicialment la degeneraci6 de la
coroides pero que s'acaba estenent als fotoreceptors i a I'RPE, ra¢ per la qual en
estadis avangats s'acostuma a confondre amb d’altres DR, com ara I'RP, encara
que no s'observen diposits pigmentaris. Els pacients experimenten una pérdua de
visi6 periférica progressiva que no acostuma a ser total abans dels 50 anys. Es
una malaltia lligada al sexe, 1 per tant afecta principalment els homes, amb una
incidencia de 1 en 50.000, encara que hi ha també una afectaci6 variable a les
dones, que és objecte d'estudi actualment. Al contrari que en la majoria de DR,
aquesta patologia esta causada per mutacions en un Unic gen, CHM, un dels
primers gens identificats com a responsables de DR. S’hi han descrit més de 200
mutacions diferents, la majoria de peérdua de sentit. Aquest gen codifica la
proteina Rab Escort protein 1 (REP-1), un activador de la proteina Rab, implicada
en el transport vesicular (Coussa and Traboulsi 2012; Cremers et al. 1990;
MacDonald et al. 2015; MacDonald, Russell, and Chan 2009).

Vitreoretinopaties

Les vitreoretinopaties son un conjunt de trastorns en que la principal
caracteristica és l'alteracidé congenita de 'humor vitri, junt amb la preséncia de
cataractes prematures i una alta predisposicio a partir un despreniment de retina.
Entre elles hi ha la sindrome de Stickler, la malaltia de Best, la sindrome de
Goldmann-Favre, la retinosquisi juvenil i la sindrome de Wagner, entre d’altres.
La majoria d'aquestes patologies s'expliquen per mutacions en un niimero petit
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de gens (1-3) i a vegades, per diferenciar-les, és necessari con¢ixer la causa
molecular (Edwards 2008; Kloeckener-Gruissem and Amstutz 2012; Pachydaki
and Young 2007; Robin, Moran, and Ala-Kokko 2014).

Distrofies de retina sindromiques

En el 20-30% dels casos, les distrofies de retina estan associades amb altres
trastorns sistémics, en que la retina no és I'inic organ afectat. Aixi, hi ha
sindromes en que¢ la DR esta acompanyada de pérdua auditiva, problemes
neurologics, afectacid renal, obesitat o trastorns musculoesquelétics, entre
d’altres. S'acostumen a agrupar aquestes sindromes segons 1'estructura cel-lular
que afecten, de manera que tenim ciliopaties (Bardet-Bield, Joubert, Alstrom,
Meckel), malalties lisosomiques (malalties d’acumulacié lisosomica,
lipofuscinosis neuronals ceroidees), trastorns peroxisomics (Zellweger, Refsum)
i malalties mitocondrials (Kearns-Sayre), entre d’altres. Es molt important tenir
present I'existéncia d'aquestes sindromes, ja que molts cops la degeneracid de la
retina és el primer simptoma i1 pot portar a un diagnostic clinic erroni de la
patologia del pacient (Werdich, Place, and Pierce 2014).

La malaltia sindromica més comuna és la sindrome d’Usher. T¢ una heréncia
autosomica recessiva i afecta 1-4 de cada 250.000 persones. Es caracteritza per
la pérdua de 1'audicio, pérdua de la visi6 i possibles problemes de balanceig. Es
subdivideix en tres grups, segons la severitat i l'edat d'aparicié dels diferents
simptomes, essent el tipus I el més coml (56-67% dels casos). Aquest subtipus
es caracteritza per una RP que apareix en l'adolescéncia i una hipoactsia
congenita que acostuma a ser for¢a severa. Es coneixen 13 gens i 3 /oci associats
a la sindrome, essent el gen majoritari USH2A, que es troba mutat en el 75-80%
dels casos (Bonnet and El-Amraoui 2012; Mathur and Yang 2015).

Una altra sindrome important és la sindrome de Bardet-Biedl. Es tracta d'un
trastorn genctic pleiotropic d'’heréncia recessiva i una incidencia de 1:140.000-
160.000. Presenta un espectre ampli de caracteristiques fenotipiques tals com
degeneraci6 de la retina, obesitat, polidactilia, dificultats d'aprenentatge i
problemes renals, entre d’altres. S'han descrit també més de 20 gens que
expliquen el 70-80% dels casos diagnosticats, perd no hi ha un gen majoritari.
Aquests gens tenen en comu el seu paper en la formacid, manteniment o funcid
del cili. Segons el gen mutat, la penetrancia dels diferents simptomes varia, perod
¢s molt dificil establir relacions genotip-fenotip a causa del gran nombre de gens
implicats. A més, aquesta sindrome acostuma a presentar molta variabilitat
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intrafamiliar (M’hamdi, Ouertani, and Chaabouni-Bouhamed 2014; Novas et al.
2015).

Neuropatia optica hereditaria de Leber

Es tracta de la principal DR amb heréncia materna i és provocada per la
degeneracio de les cel-lules ganglionars de la retina, que son altament sensibles
a la disfunci6 mitocondrial i als desajustos metabolics. Presenta una prevalenca
d'l entre 35.000 individus, essent de 1:14.000 en el cas dels homes, ja que
presenta un alt nivell de penetrancia incompleta. Va ser la primera patologia
mitocondrial descrita (Wallace et al. 1988). Clinicament, es caracteritza per un
comencament agut i sobtat de perdua de visidé entre els 15 i els 30 anys.
Normalment s'acostuma a donar primer en un dels ulls, pero es reprodueix a les
poques setmanes en l'altre. Evoluciona cap a una atrofia del nervi optic molt
severa amb una disminucio6 de l'agudesa visual, 1 acostuma a anar acompanyada
d'una pérdua de la visid en color. Esta causada per mutacions al genoma
mitocondrial, en gens que codifiquen les subunitats del complex I de la cadena
respiratoria, amb tres mutacions que expliquen el 95% dels pacients:
m.11778G>A p.R340H al gen MT-ND4 (responsable del 50-70% dels casos),
m.14484T>C p.M64V a MT-ND6 (10-15%) 1 m.3460 G>A p.A52T a MT-ND1
(8-25%) (Meyerson, Van Stavern, and McClelland 2015; Yu-Wai-Man 2015).

2.3. Gens causants de les distrofies de retina 1 mutacions

Gens DR

Des de la troballa del primer gent causant de retinosi pigmentaria, la rodopsina
(RHO), I’any 1990 (Dryja et al. 1990), el nombre de gens associats a les distrofies
de retina no ha parat de créixer fins 'actualitat, quan ja es coneixen més de 250
gens (Figura 6; Taula 1).

Des de l'inici aquests gens s han anat classificant segons el seu paper a la c¢l-lula,
i s’han arribat a descriure fins a vuit vies o processos cel-lulars en qué tenen una
funci6 important (Figura 7).L’estudi funcional dels gens responsables de les DR,
a part d'ajudar a comprendre els mecanismes patogeénics de la malaltia, ha servit
en nombroses ocasions per assenyalar gens candidats a 1'hora de fer una cerca
funcional de gens alterats en DR i obre camins per al disseny de noves estratégies
terapeutiques. A continuacio s'expliquen breument les principals vies funcionals
en que intervenen els productes dels gens responsables de les DR.
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Figura 6. Nombre de gens causants de DR mapats i identificats al llarg del temps. Extret de
Retnet (https://sph.uth.edu/retnet/).

La fototransduccid és el procés mitjancant el qual la informacié captada per les
cel-lules fotoreceptores es converteix en senyal eléctrica i es transmet al cervell.
Es dona al segment extern de les cél-lules fotoreceptores i, actualment, es
coneixen més de 15 gens alterats només en RP que participen en aquest procés.
Entre aquests hi ha gens que codifiquen fotopigments (RHO, OPNILW,
OPNIMW), fosfodiesterases (PDE6A, PDE6B) i diferents subunitats de canals
ionics (CNGAI, CNGBI, CNGA3, CNGB3), elements molt importants perque es
doni la cascada de senyalitzacid i posterior recuperacid de la cél-lula (Yau and
Hardie 2009). Per mantenir la cascada de la fototransducci6 cal reciclar el
cromofor activat per la llum, procés que es coneix com a cicle visual o
metabolisme del retinol. En aquesta via intervenen gens com ABCA4, proteina
transportadora implicada en un nombre important de casos de CRD, i RPE6S,

gen causant de LCA 1 RP, entre d’altres (Lee and Garg 2015; Molday, Rabin, and
Molday 2000).

Una altra via amb molts gens implicats en les DR ¢és la del transport ciliar. El
moviment de proteines entre el segment extern i intern dels fotoreceptors es dona
a través del cili connector (CC) i1 és un mecanisme molt ben regulat. En aquest
procés intervenen proteines com TULPI, RPGR, RPGRIPI i RAB2S, entre
d’altres. Alteracions d'aquests gens donen lloc al conjunt de malalties

anomenades ciliopaties, que inclouen diverses DR (Roosing et al. 2014; Won et
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al. 2009; Zhao et al. 2003).

Molts dels factors de transcripcid fonamentals pel desenvolupament de les
cél-lules fotoreceptores també s'han trobat mutats en les DR. Es el cas de CRX i
OTX2, factors essencials per a la diferenciacio dels fotoreceptors durant el
desenvolupament, o NR2E3 i NRL, factors necessaris per dirigir les cel-lules cap
a la formaci6 especifica dels bastons (Karali and Banfi 2015; Schorderet and
Escher 2009; Wang et al. 2004). El mateix passa amb proteines essencials per a
la morfogenesi i el manteniment de I'estructura del fotoreceptor, sobretot dels
discos dels OS, a causa del seu alt grau de renovacid. Aqui trobem, entre d’altres,
les proteines de membrana RDS (PRPH? si ens referim al gen), ROM1 i PROM1,
importants per a la formacio dels discs; 1 FSCN2 i ELOVL4, que tenen un paper
en el manteniment de la funcio fisiologica de les cel-lules. Curiosament aquests
gens causen DR majoritariament amb heréncia dominant (Ambasudhan et al.
2004; Dryja et al. 1997; Wada et al. 2003).

Altres proteines tenen un paper important en I'adhesio i interaccio cel-lular. Es el
cas de CRBI, proteina transmembrana implicada en les unions entre els
fotoreceptors i les cel-lules de Miiller, i de la Usherina (codificada pel gen
USH24), que es localitza a la regid apical del IS, embolcallant el CC. Els gens
MERTK, RIMSI, BESTI i IMPGI son components de la matriu extracel-lular 1
s'expressen al RPE, amb el qual els fotoreceptors interaccionen continuament.
Tots ells son gens que es troben mutats amb freqiiéncia en les DR (Roosing et al.
2014).

Finalment, hi ha un conjunt de gens que, tot i tenir una expressié molt ubiqua en
I’organisme, en mutar només afecten la retina. Es el cas de diversos gens que
codifiquen proteines que formen part de la maquinaria de splicing: PRPF3,
PRPF4, PRPF6, PRPFS, PRPF31 1 SNRNP200. No esta clar per que 1’alteracio
d’aquests gens només té conseqiiencies a la retina. S'hipotetitza que és degut a la
gran activitat de processament de transcrits que es dona en aquest teixit, molt per
sobre que a la resta de teixits i organs, i que faria que s'acumulessin transcrits
aberrants quan aquests factors estan mutats, tot provocant aixi la mort de les
cel-lules. Cal destacar que aquests gens sempre causen la malaltia en dominancia,
de tal manera que la preséncia de mutacions en homozigosi seria possiblement
letal, ja que també afectarien altres teixits (Tanackovic et al. 2011). Un altre grup
de gens amb expressio a tots els teixits son els que es troben mutats a I'ADN
mitocondrial, ja que codifiquen les diferents subunitats que formen el complex I
de la cadena respiratoria (Sadun et al. 2011).
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Tot 1 aix0, hi ha un grup de gens associats a les distrofies de retina pels quals
encara no esta clar el paper que tindrien en aquests teixit o simplement no
s'engloben en cap dels grups funcionals esmentats (CERKL, PRCD, RD3...),1que
son actualment objecte d'estudi de molts grups (Fathinajafabadi et al. 2014;
Molday, Jefferies, and Molday 2014).

Mutacions als gens DR

La implicacio de cada gen en les diferents DR varia considerablement. Excepte
en alguns casos que ja s’han comentat, no acostuma a haver-hi un gen majoritari
associat a les patologies, perd si que és cert que en alguns gens s'han descrit
moltes més mutacions que en d’altres (Taula 1). Un dels principals factors que hi
contribueixen, logicament, és la mida dels gens. Gens com ABCA4 i USH2A,
molt més grans que la majoria, presenten un nombre de mutacions molt més
elevat que la resta de gens, fet que, alhora, els fa responsables d’un nombre més
gran de casos. Un altre factor rellevant és el temps que ha transcorregut des que
es va descriure la relaci6 entre el gen i la patologia, que fa que el gen en qiiestio
s'hagi avaluat en un nombre molt més gran de pacients (p. ex. RHO i CHM). A
mesura, pero, que van millorant les técniques de seqlienciacié i que es van
coneixent més gens associats a les DR, aquests escenari s'ha anat i s'anira
modificant, tot apropant-se més a la realitat genctica poblacional. El gen EYS,
associat a les DR I’any 2008 (Collin et al. 2008), n’¢s un bon exemple. Des del
seu descobriment, s'ha trobat mutat en una elevada proporcié dels casos, tot
passant a ser fins i tot el gen amb més variants descrites en diversos estudis (Arai
etal. 2015; Iwanami et al. 2012).

Es troben tot tipus de mutacions en el gens causants de DR. Tot i aixi, certs
gens/patologies tenen tendéncia a estar enriquits en certs tipus de variants
patogeniques, que poden explicar en certs casos el seu grau d'implicacié en cada
distrofia. Es interessant, per exemple que CHM acostumi a causar coreiderémia
per mutacions sense sentit o d'alteracié de la pauta de lectura (delecions,
insercions o mutacions de splicing) havent-hi només tres mutacions de canvi de
sentit descrites com a patogeniques (de més de 200). Aixo0 suggereix que la causa
de la malaltia en aquests casos seria I'abséncia de proteina, i en general els
transcrits mutats serien degradats pel mecanisme conegut com a nomnsense-
mediated RNA decay (NMD), o decaiment del RNA mediat per mutacions sense
sentit (Furgoch et al. 2014). Aquest mecanisme reconeix les alteracions que
donen lloc a codons d’aturada de la traduccidé prematurs i promou la degradacio
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del transcrit corresponent perque no es generin proteines truncades, la preséncia
de les quals podria tenir efectes més negatius per a la cel-lula que la seva abséncia
(Kurosaki and Maquat 2016).

Generalment, les mutacions de truncament prematur de la proteina tenen un
efecte molt més sever, com ¢€s el cas de CRB1. Aquest gen causa majoritariament
RP si presenta mutacions de canvi de sentit, perd acostuma a estar associada amb
LCA, patologia més greu, quan la mutacid provoca el truncament prematur de la
proteina (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php). Un altre exemple de
variacions en el fenotip segons la mutacié és RHO. Roman-Sanchez et al.
descriuen que mutacions sense sentit que no provoquen la degradaci¢ del transcrit
per NMD estan associades amb RP dominant, mentre que altres mutacions sense
sentit que si que estan sotmeses a aquest procés i que, per tant, resulten en la
degradacio del transcrit portador de la mutacio, causen la malaltia amb heréncia
recessiva (calen dos al-lels mutats per provocar la patologia), o amb heréncia
dominant perd amb un fenotip for¢ca més lleu (Roman-Sanchez, Wensel, and
Wilson 2015). A més, la localitzacié de la mutaci6 en un domini proteic o un altre
pot determinar també variacions en el fenotip. Aixi, GUCY2D causa
majoritariament LCA, pero quan la mutaci6 es troba en uns aminoacids concrets,
entre els residus 837 i 917, que corresponen al domini de dimeritzaci6 de la
proteina, el pacient presenta CD/CRD en dominancia (Lazar et al. 2015).

A part, certs gens tenen tendeéncia a patir grans delecions, que sovint afecten
exons sencers. Aquest és el cas, per exemple, dels gens EYS i OPA1, on més del
8% de les mutacions son d'aquest tipus, o PRPF31, amb un 15% de grans
delecions. Es molt important tenir en compte la possible preséncia d'aquestes
mutacions quan es fa diagnostic genétic ja que, com es comentara més endavant,
la deteccio d'aquestes variants no €s gens trivial i, segons la teécnica utilitzada,
passen desapercebudes. També s'han descrit certes mutacions introniques (més
enlla dels llocs donadors i acceptors de splicing) amb un clar efecte patogenic,
perd representen un nombre molt petit de les mutacions donat que €s molt més
complicat demostrar l'efecte que aquestes tenen sobre la proteina. Els casos
acceptats fins ara sobn mutacions que donen lloc a un transcrit madur aberrant,
normalment com a resultat de la creacié d'un lloc de splicing que provoca la
inclusié d'un pseudoexd o ’omissi6 d’un ex6 (den Hollander et al. 2006;
Sangermano et al. 2016; Vaché et al. 2012). Aquests tipus de mutacions també
poden passar desapercebudes facilment ja que la cerca de variants s'acostuma a
centrar en les regions codificants dels gens i, per tant, no s'analitzen les
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seqiiencies introniques.

Pel que fa a les mutacions a I'ADN mitocondrial, aquestes presenten un alt grau
de penetrancia incompleta. Els mecanismes subjacents no estan clars, pero es
creu que hi intervenen tant factors genetics com ambientals. S’ha observat que
un dels principals determinants és 1’heteroplasmia de ’ADN mitocondrial. La
coexisteéncia de diferents genomes mitocondrials en un mateix individu fa que el
percentatge de mitocondris amb la mutacio difereixi entre persones i entre teixits,
amb conseqiiencies diferents en cada cas. Per aixo és molt important poder
determinar el grau d’heteroplasmia en cada individu i tenir-ho molt en compte a
'hora de fer el diagnostic genétic (Meyerson et al. 2015; Wallace et al. 1988).
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Taula 1. Relacié de gens que causen distrofies de retina, patrons d'heréncia i

nombre de mutacions diferents identificades fins ara. Dades extretes de Retnet

(https://sph.uth.edu/retnet/) i the Human Gene Mutation Database
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/) (Maig 2017).
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3. Diagnostic genétic

3.1. Importancia del diagnostic genetic

Con¢ixer la causa molecular d'una patologia pot semblar irrellevant per una
persona que ja ha desenvolupat la malaltia, pero al contrari d'aquesta creenca,
tenir un diagnostic genétic pot oferir moltes avantatges tant per als pacients com
per als seus familiars. En primer lloc, precisa i confirma el diagnostic clinic del
pacient, la qual cosa permet fer una prognosi i anticipar 1’evolucio6 del trastorn.
Aix0, en un grup de malalties com les DR, és molt important, ja que es tracta
d’un grup molt heterogeni de patologies genétiques en que sovint és dificil fer
distincions a partir de les dades cliniques. També és molt important en el cas de
les sindromes, en qué les DR acostumen a ser el primer simptoma que apareix, i
per tant obtenir el diagnostic molecular anticipa la futura aparici6 de la resta de
simptomes, tot ajudant a la seva possible prevencid (p. ex. en la malaltia de
Refsum). A la vegada, ajuda a la definici6 del patré d'heréncia de la malaltia, que
la majoria de les vegades, com ja s'ha comentat abans, només €s una estimacio.
D'aquesta manera, les families obtenen un consell genétic adequat, tant per
aquells membres que d’entrada no presenten cap simptoma pero que poden haver
heretat la/es mutacio/ns (germans, cosins...), com per a futures generacions. Quan
un membre afectat o portador de la mutaci6 causal vol tenir descendencia, pot
saber quina probabilitat tindran els seus fills de desenvolupar la malaltia i/o
evitar-la gracies al diagnostic prenatal o preimplantacional. Aquests diagnostics
només son factibles si es coneix la mutacid causal que segrega a la familia (Lee
and Garg 2015).

Actualment s'esta treballant molt en el desenvolupament de terapies géniques per
a les DR. Ja s'han comengat estudis clinics en patologies com la coroiderémia
(MacLaren et al. 2014) i la LCA causada per mutacions en RPE65 (Bainbridge
et al. 2015). No obstant, aquestes terapies son sempre dirigides a un gen concret
o, fins i tot, a una mutacié particular, com ¢és el cas de la mutacié més freqlient a
CEP290, c.2991+1655A>G (Collin et al. 2012), i per tant disposar d’un
diagnostic genetic pot obrir les portes, en un futur no massa llunya, a 1'is
d'aquestes terapies (Boye et al. 2013).

A part del clar benefici pel pacient i la familia, con¢ixer la causa molecular d'una
patologia permet avangar en 1’estudi de les seves bases moleculars, tot ajudant a
entendre els mecanismes que la causen i obrint noves vies de recerca tant per al

diagnostic com per a la terapia.
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3.2. Métodes de diagnostic

Avui dia hi ha molts métodes experimentals que permeten abordar el diagnostic
genetic. Cada aproximaci6 té avantatges i inconvenients, de manera que cal tenir
en compte les caracteristiques de cada cas per fer la tria més adequada.

Les diferents metodologies es poden agrupar segons l'estratégia utilitzada. Per
una banda, els metodes directes tenen com a objectiu la identificacié de la
mutacié causant de la patologia a partir, generalment, de la seqiienciacié d’una
part concreta del genoma de I’individu afectat. Per altra banda, els métodes
indirectes consisteixen en l'analisi de marcadors de localitzaci6 coneguda en el
genoma per tal d’acotar una regi6 candidata a contenir la mutacié patogénica. En
aquest ultim cas, pero, cal realitzar algun tipus de seqilienciacio de la regid
acotada (analisi directa) per identificar la causa molecular de la malaltia en el
provant. Tot seguit s'explica amb més deteniment cadascuna d’aquestes
metodologies.

Metodes directes

Actualment, el principal metode de deteccié de mutacions utilitzat per al
diagnostic genetic és la seqilienciaci6 manual directa dels gens. Aquesta
consisteix en l'amplificacid de les regions codificants (exons) dels gens
mitjancant PCR 1 la posterior seqiienciacid capil-lar Sanger dels productes
obtinguts. La seqiiencia que s’obté, en forma de cromatograma, es compara amb
la seqiiéncia de referéncia del gen (Figura 8). Aix0 permet la deteccio de
possibles mutacions puntuals i petites delecions o insercions. Aquest metode
s'utilitza per a la cerca de mutacions patogeniques en gens candidats, ja siguin
gens previament descrits com a causants de distrofies de retina o candidats
funcionals que es creu que poden estar implicats en la malaltia (Napier et al.
2014; Tanackovic et al. 2011). Tamb¢ és el metode escollit a I'hora de validar
variants detectades per qualsevol procediment.

Un altra estrategia utilitzada en el diagnostic de les DR ¢és la deteccid de
mutacions conegudes mitjangant la tecnologia APEX (de 1’angleés Allele-Specific
Primer Extension). Consisteix en la hibridaci6 de ’ADN del pacient amb una
petita seqiiencia de nucleotids unida a un suport solid (xip) i la seva posterior
amplificaci6, incorporant un nucleotid marcat amb un fluorocrom que permet
determinar la variant del pacient en aquella posicio (Kurg et al. 2000; Zernant et
al. 2005). Tot 1 que el temps d'analisi per aquesta tecnologia és forga curt (hores)
i la plataforma és prou flexible com per anar incorporant noves mutacions a
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mesura que es van descobrint, les caracteristiques de les DR fan que sigui un
metode amb una eficacia diagnostica limitada (~15 %) (van Huet et al. 2015).
Aix0 es deu al fet que, excepte en comptades ocasions, les mutacions acostumen
a ser forca privades, amb molt poques coincidéncies entre pacients. A més, tot i
la flexibilitat del sistema, no hi estan incloses totes les mutacions identificades
fins ara. Aixi per exemple, de les més de 2300 mutacions descrites com a causants
de arRP fins ara, I’ltima actualitzacié del xip de diagnostic APEX per aquesta
patologia només en contempla 710 (http://www.asperbio.com/asper-
ophthalmics/autosomal-recessive-retinitis-pigmentosa-genetic-testing/
autosomal-recessive-retinitis-pigmentosa-apex-based-test-detailsA més, els xips
estan dissenyats per a cada distrofia de retina i per a cada patrd d'heréncia per
separat, de manera que en casos en que el fenotip o I'heréncia no estan clarament
definits, pot ser necessari realitzar I'analisi amb diferents xips per descartar totes
les possibilitats.
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Figura 8. Cromatogrames obtinguts per seqiienciacio Sanger. La seqiiéncia
superior presenta un canvi en homozigosi C>T, mentre que la inferior mostra el
canvi en heterozigosi

Amb l'adveniment de les técniques d’analisi “high-throughput” que permeten
seqiienciar a gran escala, el panorama ha canviat radicalment. Una d'elles és la
“reseqiienciacio”. Inicialment es van desenvolupar diversos xips de
reseqiienciacio basats en la tecnologia dels microarrays. Mitjangant la hibridacio
d’ADN procedent del pacient amb sondes especifiques, es pot genotipar
cadascuna de les posicions de les regions codificants dels gens d'interes, tot
detectant la preséncia de variants nucleotidiques puntuals. Tot i que aquesta
tecnologia permet seqiienciar un gran nombre de regions a la vegada, detectant
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tant mutacions conegudes com noves, presenta diverses limitacions. Una de les
més importants és la no deteccid de delecions ni d’insercions, mutacions molt
freqiients en les DR. A més, el nombre de posicions que es poden analitzar
simultaniament és limitat, per la qual cosa no és possible incloure tots els gens
en un Unic xip (Jaakson et al. 2003; Mandal et al. 2005).

Pero l'arribada de les técniques de seqlienciacid massiva de nova generacid
(NGS, per Next Generation Sequencing) ha deixat enrere la utilitzacié d'aquest
xips. Aquest nou tipus de tecnologia permet la seqilienciaci6 de milions de
fragments de DNA de forma paral-lela i automatitzada. A partir d'una petita
quantitat de ADN (~5 pg), el genoma ¢s fragmentat a I’atzar per un procés fisic
o enzimatic, normalment en fragments petits de 100-150 pb, i unit a uns
adaptadors que permeten unir els fragments a uns encebadors fixats a una
superficie solida. Els adaptadors també permeten la uni6 d’una polimerasa
d’ADN, que amplifica els fragments formant grups amb la mateixa seqiiencia
nucleotidica. Durant 1’amplificacié es van unint els nucleotids marcats amb
fluorocroms especifics que son llegits pel seqiienciador. D’aquesta manera, d’un
mateix fragment d’ADN s’obtenen moltes lectures (Goodwin, McPherson, and
McCombie 2016). Posteriorment cal mapar i alinear les seqiiéncies obtingudes
contra el genoma de referéncia, per aixi, mitjangant eines bioinformatiques,
identificar les variants especifiques de cada individu, procés conegut com a
“variant calling”, 1 anotar el tipus de canvi que provoquen sobre la proteina
(Glockle et al. 2013; Metzker 2010) (Figura 9).

La seqiienciaci6 de I’exoma (WES, de I’angleés Whole Exome Sequencing) és una
de les aproximacions basades en la metodologia NGS que més s’utilitza avui dia
per al diagnostic de les DR. Consisteix a seqiienciar només les regions codificants
de tots els gens coneguts en el genoma huma, que representen menys del 2% de
tot el genoma (Bamshad et al. 2011). Per seleccionar aquestes regions, un cop
I’ADN ha estat fragmentat 1 lligat als adaptadors, aquest s’hibrida contra sondes
especifiques de les regions d’interes, en aquest cas uns 180.000 exons, i son
separats de la resta d’ADN.

D'aquesta manera es detecten i s’estudien totes les variants presents en regions
codificants del genoma, ja siguin en gens coneguts com a responsables de DR o
en altres gens (Neveling et al. 2012). Aquesta metodologia oberta permet estudiar
la preséncia de variants que, tot i no ser la causa principal de la patologia, poden
tenir un paper en la modulacié del fenotip del pacient (variants modificadores).

Pero, tot i que en principi s'analitzen tots els gens del genoma, sempre hi ha
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alguns segments amb poca cobertura (nimero de vegades que es llegeix cada
nucleotid), ja sigui per problemes en la hibridacié amb les sondes que seleccionen
les regions d'interes o per problemes teécnics en el procés de seqilienciacio, havent-
hi posicions que no queden ben “llegides”. Aixo és degut al tipus de seqliéncies
d'aquestes regions, que acostumen a tenir un contingut elevat de CG o moltes
repeticions d'un o dos nucledtids (Siemiatkowska et al. 2014). En el cas de les
DR s'ha descrit que el 10% de les regions codificants dels gens causants de RP i
LCA no queden cobertes per 1'exoma (Ajmal et al. 2014). Per intentar solucionar
-en part- aquest problema, hi ha una variant de ’exoma anomenada “Targeted
next-generation sequencing” o seqlienciaci6é dirigida de nova generaci6, que
consisteix en l'amplificacié per PCR multiple (en comptes de captura per
hibridacid) i seqiienciacié d'un nombre concret de gens o de regions d'interes. El
fet que aquest procediment se centri en una regié gendomica (o conjunt de regions)
més petita, permet optimitzar més facilment el protocol experimental i
s'aconsegueix una millor cobertura de les zones desitjades. D'aquesta manera
s'han posat a punt diferents dissenys, des de panells amb els gens causants d'una
distrofia de retina concreta o sindrome (Bujakowska et al. 2014), fins a panells
amb la majoria de gens associats a les DR (Wang et al. 2013). També es poden
fer dissenys en que s'analitzen regions promotores i introniques dels gens
d'interés, anant més a fons en 1’analisi dels gens i augmentant la probabilitat
d’identificar la mutacié causal (Fernandez-San Jose et al. 2015; Schorderet et al.
2013).

Per ultim, es pot recorrer a la seqiienciaciéo del genoma complet (WGS, de
I’anglés Whole Genome Sequencing), que permet explorar totes les variants
genctiques d'un individu en qualsevol regio del genoma. No obstant, a causa de
la gran quantitat de bases a seqiienciar, es perd cobertura respecte a les altres
aproximacions. A més, tot i qué obviament s’obté molta més informacio6 (~ 3,5
milions de variants per individu), avui dia encara resulta molt dificil avaluar
I’impacte funcional de les variants situades fora de les regions codificants dels
gens, i per aixo (i pel cost elevat que encara té) no acostuma a ser 1'opcid principal
a I'hora de cercar canvis patogénics en malalties monogéniques com les DR
(Nishiguchi et al. 2013; Royer-Bertrand and Rivolta 2015). Tot 1 aixi, presenta
considerables avantatges, ja que permet la detecci6 de variants estructurals grans
com duplicacions, inversions o reorganitzacions cromosomiques complexes,
dificilment detectables mitjancant WES o targeted sequencing.
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Metodes indirectes

El diagnostic indirecte pot resultar una bona opcié en malalties amb una
heterogeneitat genctica elevada, ja que permet avaluar la possibilitat que un locus
contingui la mutacid patogenica analitzant només uns pocs marcadors. Es basa
en el lligament genetic, pel qual dues regions properes en el genoma tenen
tendéncia a transmetre’s conjuntament a la descendeéncia ja que la probabilitat
que es doni una recombinaci6 entre elles és molt petita (Dueker and Pericak-
Vance 2014). Un cop s'estableix la regié més probable que contindria el gen
responsable de la malaltia, cal utilitzar una técnica d'analisi directa per identificar
la mutaci6 causal, pero amb l'avantatge que la regid candidata és molt més petita.

El metode principal d'analisi indirecta és el linkage o 1ligament, en que es busca
una regio cromosomica que s'hereti conjuntament amb el fenotip de la malaltia (i
per tant amb el gen que la causa) en una familia. Partint de la premissa que la
malaltia és monogenica i que, per tant, en una familia concreta tots els membres
afectats son portadors de la mateixa alteracid genética, es pot arribar a acotar la
regid gendmica compartida per tots els pacients de la familia (Dawn Teare and
Barrett 2005). Després cal analitzar tots els gens de la regid per identificar la
mutacié o mutacions causals. Aquesta estratégia es pot fer servir tant per
identificar els gens coneguts que cosegreguen amb la patologia a la familia com
per buscar nous gens causants de DR (Chakarova et al. 2002; Tuson, Marfany,
and Gonzalez-Duarte 2004; Xu et al. 1996; Zhao et al. 2006, 2009). La limitacio
d'aquest tipus d'analisi és que calen families grans amb uns quants individus
afectats, ja que sin6 el poder estadistic és insuficient per identificar la regid
implicada en el trastorn. Com més petita és la familia, més regions candidates
apareixen, i per tant més falsos positius hi ha.

Una segona estrategia basada en l'analisi indirecta és el mapatge per
homozigositat. En families amb consanguinitat coneguda en que la malaltia es
transmet de forma recessiva s'espera trobar una mutacié en homozigosi heretada
d'un ancestre comu per via paterna i materna; és el que s’anomena identitat per
descendencia (IBD, de I’anglés identity by descent). El mateix s'espera dels
marcadors propers a la mutacid causal, de manera que, a partir de la genotipacio
de marcadors polimorfics, es poden identificar les regions del genoma que sén
homozigotes en el pacient i per tant, candidates a contenir la variant patogénica.

Aquesta estratégia també es pot aplicar en families sense consanguinitat
coneguda pero pertanyents a poblacions en que el grau de consanguinitat és més
gran del que hom podria esperar, per factors com I’aillament fisic (pobles molt
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allunyats de la resta), politic (comunitats petites amb poca immigracié o poca
relaci6 entre persones de diferent origen) o fins i tot religios, en que s’afavoreixen
els aparellaments entre membres d’una mateixa comunitat (Broman and Weber
1999; McQuillan et al. 2008).

Aquesta aproximaci6 s'ha utilitzat amb ¢éxit en poblacions com I'holandesa, en
families sense consanguinitat aparent (Collin et al. 2011), perd també en
poblacions on els aparellaments entre membres de la mateixa familia son
freqiients, com la pakistanesa i la india (Saqib et al. 2015; Srilekha et al. 2015).

Tant per a I’analisi de cosegregacié com per al mapatge per homozigositat
s'utilitzen marcadors genétics comuns. Es tracta de seqiiéncies polimorfiques
(variables) distribuides idealment per tot el genoma. Les més utilitzades
actualment son els SNPs (de 1’angles Single Nucleotide Polymorphism), variants
polimorfiques d'un sol nucleotid, i els microsatel-lits, petites repeticions en
tandem d'un nombre petit de nucleotids. Els primers sén molt abundants al
genoma, 1 per tant asseguren una bona cobertura de totes les regions
cromosomiques, mentre que els microsatel-lits, tot i ser molt més informatius per
I’elevat nombre d'al-lels diferents que poden arribar a tenir (numero de
repeticions) no s6n tan comuns, i per tant no sempre n’hi ha prop del lloc d'interes
(Barh, Zambare, and Azevedo 2013; Cheng and Zhang 2010). D’altra banda, la
genotipacio dels microsatel-lits no és tan facilment automatitzable com la dels
SNPs. Per aquests motius actualment s'acostuma a utilitzar la genotipacio de
SNPs en els estudis de cosegregaci6. Aquesta es duu a terme mitjangant
plataformes d'hibridacié de microarrays a gran escala, on es poden arribar a
genotipar al voltant de 2,5 milions de SNPs a la vegada, una variant cada 1,3 Kb
(https://www.illumina.com/).

Donada la complexitat de les DR és for¢a habitual combinar estratégies de
diagnostic directe i indirecte quan es fa diagnostic genétic, sobretot en la cerca
de nous gens causants de DR. En molts casos es comenc¢a per una técnica de
diagnostic indirecte i, segons el resultat, se segueix amb algun metode de
seqiienciacié directa. Si la regid de cosegregacidé apunta clarament a un gen
conegut, s'acostuma a seqiienciar aquest gen directament (Dvir et al. 2010; Weil
2003). Pero si I’analisi indirecta no apunta a un candidat clar, se sol continuar
amb técniques de NGS que permetin analitzar alhora totes les variants de les
regions acotades préviament per lligament genctic o per homozigositat.
D’aquesta manera es rebaixa el nivell de complexitat que suposa discernir quina
de totes les variant genétiques identificades en un individu és la patogenica
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(Nikopoulos et al. 2010; Sullivan et al. 2014).

El grup va desenvolupar durant I’any 2007 un xip per facilitar el diagnostic de la
RP i la LCA basat en l'estratégia de 1’analisi de lligament. Es tracta d'un
microarray que inicialment permetia analitzar la cosegregacio en families de 22
gens descrits com a responsables d’arRP i/o arLCA (Pomares et al. 2007). L’any
2010 es van incloure 18 gens més responsables d’aquests trastorns amb heréncia
dominant (Pomares et al. 2010). Aquest xip permet, d'una manera molt senzilla i
rapida, analitzar si un gen en concret cosegrega amb la malaltia en una familia,
de manera que permet descartar els gens que segur que no contenen la mutacié
patogenica i seleccionar els candidats a ser seqiienciats. En el marc d’aquesta Tesi
s’han analitzat 4 families dominants i 61 families recessives amb el xip, tot
identificant la causa molecular en quatre d'elles i descartant tots els gens inclosos
en el xip en nou casos, en que probablement la causa genética es troba en un gen
no identificat fins ara.

4. Estudis funcionals i de patogenicitat

En un moment en que és possible generar una gran quantitat de dades genétiques
en poc temps 1 a un cost cada cop més baix, €s necessari interpretar correctament
l'impacte funcional de les variants rares identificades en els pacients. Aquestes
variants de baixa freqiiéncia no es consideren polimorfismes ja que no superen
freqiiencies de 1’1% a la poblacio6. D’altra banda, establir la funci6 i el paper dels
nous gens associats a les DR resulta fonamental tant per verificar la seva
implicacid en la malaltia com per ajudar a entendre el funcionament d'un teixit
tan complicat com la retina. Per aix0, cal realitzar diferents assajos que permetin
corroborar la relaci6 entre les mutacions identificades, tant en gens coneguts com
no, amb la patologia que presenta 1'individu.

Es important considerar la diferéncia conceptual que hi ha entre una variant
responsable d'una malaltia i una variant que té¢ un efecte nociu sobre la proteina
pero que no té perque ser necessariament patogénica en aquest individu. Per aixo,
cal tenir en compte altres dades genctiques com son la preséncia d'altres
mutacions en altres gens, la concordanga amb el patré d'heréncia, la cosegregacid
de la variant amb la patologia a la familia i la freqiiéncia de la variant a la poblacié
control.
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4.1. Analisis in silico

D’entrada, quan s’identifica una variant genética en un individu, cal comprovar
si aquesta ha estat descrita préviament com a mutacid en algun altre pacient amb
la mateixa patologia o amb una patologia similar. Per aixo hi ha bases de dades,
com la Human Gene Mutation Database (HGMD, www.hgmd.org) que recull
totes les variants patogeniques publicades; o la Leiden Open Variation Database
(LOVD, (Fokkema et al. 2011) que a més permet consultar la freqiiéncia amb que
s'ha identificat la mutaci6 en pacients.

En el cas dels canvis no descrits préviament com a mutacions, cal fer una
avaluacio de la seva possible patogenicitat. Les variants de pérdua de sentit o de
truncament prematur son generalment assumides com a patogéniques ja que
sovint condueixen a la degradaci6 del transcrit dirigida per la cel-lula, i per tant
a ’abséncia de proteina, o bé deixen fora del producte final dominis importants
per a la seva funci6. Perd en el cas de mutacions de canvi de sentit o que alteren
llocs de splicing, calen eines per tal de predir I'impacte del canvi sobre la proteina.

Hi ha una gran varietat d’eines bioinformatiques que permeten avaluar la
patogenicitat d'una variant genética. Es poden dividir en dues categories segons
si prediuen canvis en l'estructura o funcié de la proteina o si analitzen el possible
efecte en el splicing del gen.

L'impacte d'una variant de canvi de sentit es pot avaluar seguint diferents criteris:
la conservacio evolutiva del residu aminoacidic, la seva localitzacié en els
dominis de la proteina i les conseqiiencies bioquimiques del canvi d'aminoacid.
Els algoritmes més utilitzats sén PolyPhen2 (Adzhubei et al. 2010), SIFT
(Kumar, Henikoff, and Ng 2009) i Mutation Taster (Schwarz et al. 2010). En
general, els programes son forga sensibles en les seves prediccions, donant
resultats correctes entre un 65 i un 80% dels cops per a les variants de canvi de
sentit ja descrites, perd en canvi tenen una especificitat baixa, de manera que
tendeixen a predir en excés canvis com a deleteris (Richards et al. 2015). De la
mateixa manera també hi ha molts programes que permeten analitzar variants de
splicing, tant exOniques com introniques. Aquests tenen una sensibilitat molt
elevada, 90-100%, pero no tanta especificitat, 60-80%. Els més comuns son
NetGene2 (Hebsgaard et al. 1996) 1 Human Splicing Finder (Desmet et al. 2009).
En tots els casos també es pot tenir en compte la conservacid nucleotidica,
calculada per GERP (Cooper et al. 2005) o PhastCons (Siepel et al. 2005)(Siepel
et al. 2005).
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4.2. Analisis in vitro

Els estudis en cultius cel-lulars estan molt estesos en el camp de les distrofies de
retina. Donada la practica impossibilitat d'obtenir aquest teixit dels pacients, cal
utilitzar altres aproximacions a I’hora d'estudiar mutacions i gens nous. Entre els
metodes utilitzats hi ha la transfeccié de cel-lules en cultiu amb construccions
geniques portadores de la mutacié o bé 1'estudi de mutacions a partir de cél-lules
del propi pacient. En el cas de les linies cel-lulars, s'utilitzen cél-lules de
transfeccio facil, com ara les HEK293 (c¢l-lules humanes embrionaries de ronyo)
(Thomas and Smart 2005) o cel-lules derivades de retina com ara les ARPE-19 i
les " TERT-RPEI (cel-lules humanes derivades de I'RPE) (Dunn et al. 1996; Gong
et al. 2014) que s’acosten més a les condicions reals. En el cas de les cel-lules del
pacient, que solen ser limfocits sanguinis o fibroblasts de pell, pot passar que el
gen d’interés no s’hi expressi, 1 en aquest cas es pot recorrer a la generaci6 de
cel-lules mare pluripotents induides (iPS) i rediferenciar-les al tipus cel-lular
d’interés. Aquest procés, pero, ¢s encara molt llarg i laborids. En tots els casos
cal comparar el fenotip cel-lular que dona el gen mutat amb 1’obtingut amb el gen
salvatge.

Una de les aplicacions més comunes ¢és en 1'estudi de mutacions que afecten el
mecanisme de splicing, ja que podem analitzar 1'efecte real que tenen els canvis
sobre el mRNA codificat pel gen alterat i comprovar si es produeix alguna
alteracid en I’estructura/seqiiéncia del transcrit. Si partim de teixit del pacient, és
imprescindible que el gen s’hi expressi, o optar per metodologies com la de les
iPS. Si utilitzem c¢l.lules en cultiu que no provenen del pacient es pot fer I’analisi
del splicing mitjangant la transfeccido de “mini-gens”. Els “mini-gens” son
construccions plasmidiques en que s'inclou un cert nombre d'exons del gen
d’interes i les regions introniques flanquejants (~200 pb). En ser transfectats dins
la cel-lula (en la seva versio normal i mutant), son transcrits i es pot analitzar si
hi ha diferéncies en el splicing d’un i altre (Pomares et al. 2009).

Una altra metodologia experimental permet estudiar variants genctiques
localitzades en promotors o en factors de transcripcid. Per aixo es clona la regio
5" d'un gen en un vector que expressi un gen reporter (p. ex. la luciferasa, una
proteina que emet llum, activitat facilment mesurable). En transfectar la
construccid en cel-lules eucariotes, sola 0 amb construccions que codifiquen
diferents factors de transcripcid, es poden avaluar, entre altres coses, la regié
minima necessaria perqueé un gen s'expressi, l'efecte de diferents factors de
transcripcid sobre 1'expressio del gen i els canvis que diferents variants en la
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seqiiencia promotora o en un factor provoquen sobre la transcripcio, ja que es
tracta d'un assaig quantificable.

Per valorar la relaci6 entre un nou gen i les DR també es poden dur a terme assajos
in vitro, com ara I’estudi de la localitzaci6 subcel-lular de la proteina mitjangant
immnunohistoquimica o el silenciament del gen mitjancant siRNA o Gapmers
per analitzar el fenotip cel-lular. De la mateixa manera, es pot intentar recuperar
després el canvi fenotipic tot introduint el gen clonat amb la seqiiéncia salvatge
(Lee et al. 2012).

4.3. Analisis in vivo

Les DR no només afecten I'home, sin6 que es donen també en animals. Hi ha
models animals, tant naturals com transgeénics, per un gran nombre dels gens
causant de DR. Aquests models constitueixen una eina molt valuosa tant per a
l'estudi dels mecanismes fisiopatologics de la malaltia com per al
desenvolupament de terapies. Actualment, els models més utilitzats son els
murins i els de peix zebra, tot i que n’hi ha també en mico, rata, gos, gat, porc,
ovella i gall (Slijkerman et al. 2015).

Els ratolins es van escollir perque¢ presenten una série d'avantatges respecte
d’altres mamifers: el seu temps generacional ¢s molt curt, sén molt prolifics i
s’adapten facilment a la vida als estabularis, fet que permet controlar les
variabilitats ambientals durant 1’experimentacio. El seu genoma esta molt ben
establert 1 presenta més d’un 90% d’homologia amb I’huma. A més, hi ha
sistemes molt eficients i estandarditzats de cultiu de cel-lules embrionaries
pluripotents facilment manipulables a nivell genétic per a la generacio de
transgeénics (Rivas and Vecino 2009). Actualment, el descobriment del
mecanisme CRISPR/Cas9 esta suposant una revolucid en la generacié de models
animals, ja que permet editar el genoma d’una manera rapida i senzilla. Introduint
una molécula de ARN guia del gen a modificar, la cel-lula altera el gen de manera
autonoma. A més, la técnica permet editar més d’un gen a la vegada (Doudna et
al. 2014). Tot i aixi, hi ha certes diferéncies entre la retina humana i la del ratoli,
de tal manera que en alguns casos, com amb els gens causants de ciliopaties, els
models murins no mimetitzen el fenotip huma.

En els darrers anys, el desenvolupament de models knockdown en peix zebra ha
tingut un creixement molt gran en l'estudi de les malalties de la visio. Els
principals tipus cel-lulars i ’estructura de 1’ull es troben altament conservats amb
I’huma i, a més, la transparéncia de 1’embrid i el seu rapid desenvolupament
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permeten 1’observacido a temps real de ’evolucié de la patologia amb un
microscopi i sense la necessitat de matar 1'animal. La generacio d'aquests models
es pot fer per mutagenesi a 1’atzar, tot exposant els mascles a etilnitrosourea, que
indueix l'aparicié de mutacions puntuals, o per la microinjeccié en embrions
d'una seqiiéncia nucleotidica anti-sentit (morfolino) que silencia el gen d'interés
(Lieschke and Currie 2007; Slijkerman et al. 2015). Acostumen a ser el model
escollit per I'estudi de nous candidats associats a les DR. El Wellcome Trust
Sanger Institute estd duent a terme un projecte per generar un repositori de
mutants de peix zebra (http://www.sanger.ac.uk/resources/zebrafish/zmp/) amb
I’objectiu d’aconseguir un mutant per a cada gen codificant del seu genoma, tot
facilitant també el fenotip associat a la variant. De moment s’han generat ja 36284
al-lels (Kettleborough et al. 2013).
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Obijectius






El treball d'aquesta tesi t¢ com a objectiu principal aprofundir en la identificacio
de les causes genétiques 1 moleculars de les diferents distrofies de retina (DR),
mitjangant la descripcié de mutacions en gens ja coneguts com a responsables
d’aquestes patologies i la identificacidé de nous gens causals. Les noves
metodologies de seqilienciacid massiva han revolucionat el diagnostic gencétic,
especialment el de les malalties monogeniques que presenten heterogeneitat
al-1elica i no al-I¢lica, com és el cas de les DR. En aquest treball, per incrementar
I’eficacia diagnostica, hem combinat aquestes metodologies de seqiienciacié amb
aproximacions de genética convencional en families.

Al principi d’aquesta tesi la realitat del diagnostic genétic de les DR era molt
diferent de l'actual. Les técniques de NGS acabaven d'aparcixer i tot just I’any
2010 s'havia descrit el primer cas de diagnostic molecular d'una malaltia
mendeliana per seqiienciacid de ’exoma (Ng et al. 2010). No obstant, 1’elevat
cost d’aquesta metodologia i les dificultats existents llavors en 1’analisi de dades
massives complicaven la seva translacio a la rutina diagnostica. Aquest escenari
determinava que el diagnodstic genétic es dugués a terme mitjancant la cerca
directa de mutacions o per seqiienciacio dels exons dels gens candidats més
probables, tasca molt tediosa i també¢ cara. Per tant, es feia palés que calia un
metode que prioritzés, en cada familia, els gens DR ja coneguts que havien de ser
seqiienciats 1 que alhora permetés identificar families candidates a presentar
mutacions en nous gens. En aquest context ens vam marcar el primer objectiu:

1. Construccié 1 implementacié d’un xip de cosegregacio per al diagnostic
genctic de families afectades de DR.
e Seleccid de 100 gens principals causants de les DR i dels marcadors de
tipus SNP adients per a I’analisi de cosegregacio.
e Estudi de 36 families afectades, principalment amb RP i CRD, mitjangant
el xip de cosegregacid 1 posterior seqiienciacié Sanger dels gens
candidats.

Amb els anys, les noves técniques de seqiienciacido massiva han canviat molt la
perspectiva del diagnostic genetic: el cost ha disminuit considerablement i s’ha
avancat molt en les metodologies bioinformatiques per a 1’analisi de les dades.
Per aquest motiu ens vam plantejar el segon objectiu de la tesi:
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2. Incorporacio6 dels métodes de seqiienciacié massiva al diagnostic de les DR.
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Diagnostic genetic d’un panell de families 1 casos aillats de pacients
afectats de DR.

Identificacié de nous gens associats a la RP i la CRD.

Estudi funcional dels nous gens DR identificats.

Diagnostic genetic mitjangant WES de dues families amb diagnostic
clinic incert. Reavaluacié del diagnostic clinic.
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PUBLICACIO 1

Titol

«Combined genetic and high-throughput strategies for molecular diagnosis of
inherited retinal dystrophies»

Resum

Les Distrofies de Retina (DR) son un conjunt de patologies degeneratives de la
visi6 amb una gran heterogeneitat clinica i genética, heterogeneitat que planteja
reptes importants a I’hora de definir una estratégia diagnostica viable 1 eficag.
Quan vam iniciar aquest treball es coneixien més de 100 gens associats a aquestes
malalties, i la major part de les mutacions que s havien descrit eren molt poc
freqilients, moltes d’elles privades. En abséncia de pistes cliniques clares per
prioritzar I’estudi dels gens candidats, i donada la impossibilitat d’analitzar per
seqiienciacié manual (Sanger) tots i cadascun dels exons d’un nombre tan elevat
de gens, vam decidir ampliar els xips de diagnostic genétic familiar de adRP i
arRP dissenyats anteriorment per I'equip per analitzar un nou panell de families
espanyoles afectades. Els criteris emprats per a la construccié del nou xip (xip
DR) i els resultats diagnostics obtinguts es presenten en el treball esmentat.
L'objectiu principal va ésser dissenyar un xip de diagnostic que inclogués els 100
gens principals causants de les distrofies de retina no sindromiques hereditaries,
considerant els diferents patrons d'heréncia possibles (autosomic dominant,
autosomic recessiu i lligat al sexe) i emprar aquest xip per fer un estudi de
cosegregacio de marcadors de tipus SNP en families afectades.

La primera part de l'estudi va consistir en una seleccié curosa de marcadors
moleculars (entre 7 i 10 marcadors de tipus SNP per cobrir cadascun dels100
gens més prevalents) en base a 1) la seva localitzacio fisica respecte el gen diana,
en concret, en posicions flanquejants a 5' 1 3' del gen i en la regi6 interna del
mateix; 2) que presentessin un grau d'informativitat elevat i; 3) que pertanyessin
a grups haplotipics diferents. La segona fase va consistir en I’estudi de I'heréncia
d'aquests marcadors mitjancant la plataforma Golden Gate Array (Illumina) en
36 families afectades de diverses distrofies de retina (RP, LCA, CRD, CD) per
identificar els gens que no cosegregaven amb la patologia i que per tant quedaven
descartats com a causals. Si el nombre de gens no descartats era baix (< 10) i la
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seva extensio era petita-mitjana, es duia a terme un estudi mutacional directe per
seqiienciacié Sanger. La tercera fase del treball va consistir en estudiar per WES
dues families que no s'havien pogut diagnosticar amb el xip DR.

La utilitzaci6 del xip DR en 36 families va permetre identificar la causa molecular
de la patologia en 17 d’elles, amb 12 mutacions noves i 12 mutacions conegudes
en 9 gens DR, essent USH24 i CRBI els gens causals majoritaris. Entre les
qualitats més rellevants del xip cal destacar: la robustesa de la informacid
genctica que s’obté i per tant la fiabilitat dels candidats assenyalats, la possibilitat
d’identificar haplotips associats amb una mutacié concreta en individus no
emparentats que indiquen la preséncia d’un efecte fundador i la d'ampliar la
segregaci6 dels haplotips als gens propers, reforcant la seleccié dels candidats.
En definitiva, I’eficacia diagnostica del xip DR és del 47%. Aquesta varia segons
el patr6 d’heréncia de la familia, essent molt efectiva en casos d'heréncia
recessiva (80%) 1 no tant en casos dominants (16%), on sén necessaris més
individus per tenir prou informacié genetica. Aquest percentatge esta en linia
amb el rang d’exit de la majoria d’estratégies diagnostiques basades en la
seqiienciacié massiva disponibles en el moment en que es va realitzar el treball,
tot certificant la validesa del xip DR en casos familiars i el seu s en laboratoris
mitjans-petits de diagnostic rutinari.

Referéncia

Marta de Castro-Mird, Esther Pomares, Laura Lorés-Motta, Raul Tonda, Joaquin
Dopazo, Gemma Marfany, and Roser Gonzalez-Duarte. Combined genetic and
high-throughput strategies for molecular diagnosis of inherited retinal
dystrophies. PLoS One. 2014 Feb 7;9(2):e88410. Erratum in: PLoS One.
2014;9(6):e101641
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Abstract

Most diagnostic laboratories are confronted with the increasing demand for molecular diagnosis from patients and families
and the ever-increasing genetic heterogeneity of visual disorders. Concerning Retinal Dystrophies (RD), almost 200
causative genes have been reported to date, and most families carry private mutations. We aimed to approach RD genetic
diagnosis using all the available genetic information to prioritize candidates for mutational screening, and then restrict the
number of cases to be analyzed by massive sequencing. We constructed and optimized a comprehensive cosegregation RD-
chip based on SNP genotyping and haplotype analysis. The RD-chip allows to genotype 768 selected SNPs (closely linked to
100 RD causative genes) in a single cost-, time-effective step. Full diagnosis was attained in 17/36 Spanish pedigrees,
yielding 12 new and 12 previously reported mutations in 9 RD genes. The most frequently mutated genes were USH2A and
CRBI1. Notably, RD3-up to now only associated to Leber Congenital Amaurosis— was identified as causative of Retinitis
Pigmentosa. The main assets of the RD-chip are: i) the robustness of the genetic information that underscores the most
probable candidates, ii) the invaluable clues in cases of shared haplotypes, which are indicative of a common founder effect,
and iii) the detection of extended haplotypes over closely mapping genes, which substantiates cosegregation, although the
assumptions in which the genetic analysis is based could exceptionally lead astray. The combination of the genetic
approach with whole exome sequencing (WES) greatly increases the diagnosis efficiency, and revealed novel mutations in
USH2A and GUCY2D. Overall, the RD-chip diagnosis efficiency ranges from 16% in dominant, to 80% in consanguineous
recessive pedigrees, with an average of 47%, well within the upper range of massive sequencing approaches, highlighting
the validity of this time- and cost-effective approach whilst high-throughput methodologies become amenable for routine
diagnosis in medium sized labs.
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Introduction

Retinal dystrophies (RD) are a group of more than 25 genetic
visual disorders [1]. Although RDs rank among mendelian rare
diseases, taken together, they occur at an estimated prevalence of
1-2 patients per 1000 individuals. In fact, the most frequent form
of RD, retinitis pigmentosa (RP), affects 1.5 million individuals
worldwide [2]. The clinical traits underlying these disorders
disturb from the macular region (central vision) to the outlying
retinal area (peripheral vision). In addition, at least 30 different
syndromes (such as Usher and Bardet-Biedl) share some of these
phenotypic alterations [3,4]. On the genetic side, more than 5000
mutations in almost 200 genes are causative of retinal dystrophies
so far [1,5,6]. Yet, around 35% of the cases remain unassigned [7].
The extreme heterogeneity of RDs at the clinical and genetic levels
hinders the accurate clinical assessment, patient management, and
genetic counseling. Within this context, molecular diagnosis,
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however challenging, is instrumental to improve the diagnosis
and prognosis of RDs and guide future therapies [7-9].
Currently, the most demanding issue in RD molecular diagnosis
is the prioritization of methodological strategies, where the main
parameters to be balanced are cost, time and vyield. These
parameters strongly depend on phenotypic clinical assessment,
pedigree information, sample availability and methodological
resources. Most genetic laboratories resort to direct mutational
screening when the clinical traits and/or the genetic information
associated to the disease limit the number of candidates to be
analyzed. Unfortunately, this is not a common case for RDs, and
this type of analysis would imply screening more than 1500 exons.
The search for an alternative cost-effective approach is mainly
being performed using high-throughput platforms, in particular
massive sequencing, which require powerful and sophisticated
bioinformatics tools for analyzing and filtering the data [10,11].
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To improve diagnosis, we have focused on a comprehensive
strategy based on the clinical phenotype and all available genetic
data prior to either analyze a reduced manageable number of
candidate genes or resort to massive sequencing. We have
generated and optimized a SNP-based chip for haplotype
cosegregation analysis [12,13] to genotype 7-10 SNP markers of
one hundred genes associated to the most prevalent RDs: Cone
Dystrophies (CD), Cone-Rod Dystrophies (CRD), Congenital
Stationary Night Blindness (CSNB), Leber Congenital Amaurosis
(LCA), Macular Degeneration (MD) and RP. Based on this
methodology, a multi-tiered approach has been devised to cost-
effectively diagnose [14] a panel of 36 Spanish families with non-
syndromic retinal dystrophies plus 5 patients with Usher’s
syndrome. As a result, we have identified the pathogenic mutation
of 17 out of the 36 families, and 3 of the 5 isolated Usher patients,
overall reporting 14 novel mutations. After the RD-chip analysis
discarded all known RD genes, Whole Exome Sequencing (WES)
was undertaken in two pedigrees. The pathogenic mutations were
unexpectedly identified in two RD candidates, which had been
previously discarded as non-cosegregating on the basis of
homozygosity by descent in consanguineous families, and infre-
quent recombination of closely mapping SNPs.

Methods

Patients

Thirty-six Spanish families diagnosed with RP, LCA, CRD or
CD plus 5 isolated Usher’s syndrome patients were recruited for
this study. Written informed consent from the patients and
relatives was obtained following the tenets of the Declaration of
Helsinki. Patient recruitment and sample collection procedures
had been previously approved by the Bioethics Committee of the
University of Barcelona (Barcelona, Spain). Peripheral blood DNA
was obtained using the MoleStrips DNA Blood kit with the
GeneMole instrument (Mole Genetics, Mole, Lysaker, Norway).
DNA from Spanish control individuals was obtained from
peripheral blood using the same methodology.

SNP Selection

The RD chip for the molecular diagnosis of Mendelian non-
syndromic retinal dystrophies was an optimized version of a
previous cosegregation chip for RP-LCA disorders [12,13]. Seven
to ten SNPs were selected for each candidate (100 genes in total),
and genotyped on a customized Golden Gate Genotyping Assay
(Illumina). The SNPs were selected following: i) high informativity
according to SNPbrowser Software Version 4.0.1 and dbSNP
database (www.nlm.nih.gov/projects/SNP/); ii) physical location
(covering upstream, intragenic and downstream regions); iii)
inclusion in different haplotypic blocks. The genes analyzed by
this RD chip are listed by chromosome position in Figure 1. In
addition, some common mutations in ABCA4, CERKL, COL8A2,
CRBI, LRP5, NR2E3, PRPF31, RHO and USH24, were included
for direct genotyping.

High-throughput SNP Genotyping

One microgram of sample DNA (at 20 ng/pl) was laid in 96-
well plates. SNPs were genotyped using the Golden Gate Array
(Illumina) platform following the instructions, protocol and
software provided by the manufacturers. Haplotype and cose-
gregation analyzes were performed by hand from the raw data
genotypes.
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Mutational Screening

In Usher syndrome samples, where a major causative gene is
involved, the Arrayed Primer Extension (APEX) approach plus
direct gene sequencing was the molecular diagnosis procedure of
selection. In all other cases, cosegregation analysis with the RD-
chip allowed to highlight the best candidates for mutational
screening. All the exons and exon-intron boundaries of selected
genes were directly screened for mutations in each patient.
Genomic DNA was amplified, purified on High Pure 96 UF
Cleaning Plates (Roche) and sequenced using the BigDye v3.1 kit
(Applied Biosystems, Inc.) in the ABI PRISM 3730 DNA
sequencer (Applied Biosystems, Inc.).

All missense changes identified were verified in control
population using the dbSNP database (Build 137, www.ncbi.nlm.
nih.gov/projects/SNP/), the 1000 Genomes Project data (http://
browser.1000genomes.org/index.html), and ESP6500 data of the
National Heart, Lung, and Blood Institute GO Exome Sequencing
Project (http://evs.gs.washington.edu/EVS). To validate unre-
ported missense genetic variants, over one hundred matched
controls were analyzed to discard rare non-pathogenic polymor-
phisms restricted to the Spanish population.

Bioinformatic Analyses

All the sequences were analyzed using the sequence assembly
software Seqman (DNAStar, Madison, WI) and aligned to the
reference gene sequence (Genome Reference Consortium human
genome build 37, human genome 19).

The pathogenicity of all new missense changes identified in
patients was evaluated using the i silico predictors SIFT (http://
sift jevi.org/[15]) and PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.
edu/pph2/[16]). When the putative mutations affected splice sites,
the splicing site score values of the wild-type and variant sequences
were predicted online with NetGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/
services/NetGene2/[17,18]), Human Splicing Finder [19], and
MaxEntScan (http://www.umd.be/HSF/[20]) prediction servers.

Whole-Exome Sequencing

Genomic DNA from peripheral blood was prepared using the
QIAamp DNA Blood Maxi Kit (Qiagen). Exome capture was
performed at the CNAG using SureSelectXT All Exome v4 kit
(Agilent), following the manufacturer’s protocol. Libraries were
sequenced on a HiSeq2000 (Illumina) to at least 80x average
coverage of the target region.

Reads were aligned to the human reference genome build
GRCh37 (hgl9) using the Burrows-Wheeler Aligner (BWA) [21]
in family E5 and GEMMapper [22] in family 9RE. Mapped reads
were filtered (leaving only those mapping in unique genomic
positions with enough quality), sorted and indexed with SAMtools
(version 0.1.18) [23]. Identification of single nucleotide variants
and Indels was performed using GATK standard hard filtering
parameters [24] (family E5) or SnpEft [25] (family 9RE). In house
Perl scripts were used to select the variants shared by all affected
individuals, predicted to produce a high or moderate impact,
including intron-exon junctions, non-annotated variants (synony-
mous, non-synonymous, and non-sense mutations) in coding
regions, or short coding insertions or deletions. Variants mapping
to the candidate genes were selected for further validation. For the
final WES report the VARIANT [26] annotation tool provided
the putative functional consequence, as well as other additional
relevant information of the identified variants for the final
candidate gene selection.
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3 RHO 130.533.633 - 131.033.267 14 NRL 23.455.999 - 23.661.732
3| opa1 | 194.782.019 - 194.905.089 14| omTx2 56.319.531 - 56.367.417
4 | PDEGB 424.079 - 805.055 14| RDH12 67.136.312 - 67.431.984
4| PrROM1 15.577.672 - 15.692.948 14| SPATA7 87.896.594 - 88.016.375
4| cNeAl 47.374.685 - 47.884.898 14| TTC8 88.356.598 - 88.415.263
4| LRAT | 155.873.871-155.924.594 15| TRPM1 29.077.739 - 29.185.374
4| cypav2 | 187.346.860-187.385.127 15| NR2E3 69.524.477 - 70.353.669
5| VCAN 82.798.333 - 82.914.835 15| RLBP1 87.482.020 - 87.674.801
5| PDE6A | 149.218.109 - 149.427.821 16 | CNGB1 56.311.769 - 56.576.754
5 | GrRM6 | 178.328.456-178.362.981 16| CDH3 67.227.572 - 67.303.342
6 | TULPL 35.530.732 - 35.816.612 17| PRPF8 1.457.008 - 1.568.927
6 | GUCAIA | 42.206.073-42.267.535 17| AeL 6.252.280 - 6.303.111
6 | GUCA1B | 42.256.658 - 42.305.894 17| PITPNM3 6.295.689 - 6.402.825
6 | PRPH2 42.752.601 - 42.861.382 17| Gucy2p 7.580.474 - 7.956.738
6 EYS 66.096.322 - 66.352.493 17| UNC119 | 23.885.279-23.923.629
6 | RiIMs1 72.646.723 - 73.168.175 17 cA4 55.371.053 - 55.937.320
6| Lcas 80.233.216 - 80.336.597 N 17| RGS9 60.578.935 - 60.674.048
6 | ELovia | 80.667.558 - 80.731.013 17| PRCD 72.030.753 - 72.132.418
7 | KLHL7 23.106.624 - 23.186.975 17| FscN2 77.057.292 - 77.185.156
7 RP9 33.082.770 - 33.139.684 17| PDE6G 77.207.216 - 77.291.775
7 | TsPaN12 | 120.213.054 - 120.299.196 19| RAX2 3.706.266 - 3.734.070
7 | MPDH1 | 127.760.369 - 127.876.209 19| RGS9BP 37.839.497 - 37.891.623
7 | opnisw | 128.195.549 - 128.208.371 19 CRX 52.942.132 - 53.261.521
8 | RPILL 10.496.410 - 10.552.688 19| PRPF31 59.245.509 - 59.338.102
8 | ADAMY | 38.923.050-39.165.544 20| IDH3B 2.569.998 - 2.604.328
8 RP1 55.674.229 - 55.756.140 | W 22| TIMP3 31.521.373 - 31.589.104
8 | cnGB3 87.627.399 - 87.838.015 X | RPGR 37.992.315 - 38.101.193
9 | KCNV2 2.700.537 - 2.725.415 X RP2 46.549.608 - 46.671.740

Figure 1. Genes included in the RD-chip. The RD-chip contains the most relevant RD genes at the time of the array design (100 genes). Genes are
listed by chromosome and physical location. The interval between the first and last genotyped SNP is shown as “Covered region” (the chromosome
position is based on human reference sequence NCBI 36/hg18). Colored boxes indicate association with particular retinal dystrophies. CD/CRD: Cone
or Cone-Rod Dystrophy; CSNB: Congenital Stationary Night Blindness; LCA: Leber Congenital Amaurosis; MD: Macular Degeneration; RP: Retinitis
Pigmentosa; OR: Other Retinopathies.

doi:10.1371/journal.pone.0088410.g001
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RT-PCR Expression Analysis

Blood samples from patients, relatives and unrelated controls
were mixed with an RINA stabilizer solution (RNALater; Ambion)
in a 1:4 ratio. Total RNA was obtained from 3 ml of blood using
the RiboPure-Blood Kit (Ambion, Austin, TX), and retrotran-
scribed using the Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit
(Roche Applied Science, Indianapolis, IN) with a mixture of
random hexamers and oligo(dT)18, according to the manufactur-
er’s instructions. RPGRIP! and G3PDH (used as control)
transcripts were amplified using specific exon primers and the
GoTaq Flexi DNA polymerase (Promega, Fitchburg, WI) in a final
volume of 50 pl. The G3PDH PCR conditions were: denaturation
for 5 min at 94°C followed by 35 cycles of 20 s at 94°C, 30 s at
60°C, and 1 min at 72°C, using 2 pl of cDNA. For RPGRIPI,
primers were located in exons 14 and 16, and the PCR conditions
were: denaturation for 5 min at 94°C followed by 38 cycles of 20 s
at 94°C, 30 s at 60°C and 40 s at 72°C, using 5 ul of cDNA.
Amplified bands were excised, purified from the gel using the
Expin GeneAll Gel SV kit (GeneAll) following the manufacturer’s
protocol, and sequenced.

Plasmid Constructions and Expression Assay

The reconstructed RPGRIPI minigene encompassed exons 12 to
18, plus at least 200 bp of each intron-exon boundary, after
amplification of genomic DNA from patient 1 of the 59RE
pedigree (heterozygote for the ¢.2367+23del mutation). The
minigene was cloned in-frame at the C-terminus of the HA
cpitope into the pcDNA3.1 expression vector. Wild-type and
mutated clones were confirmed by sequencing.

HEK293 cells were seeded on 12-well plates (4x10° cells/well)
and grown in DMEM (Invitrogen, Barcelona, Spain) supplement-
ed with 10% of fetal bovine serum. After 12 hours, cells were
transiently transfected with, either the pcDNA3.1-wild type (wt)
RPGRIP! minigene, the pcDNA3.l1-mut RPGRIP! minigene
(containing the ¢.2367+23del mutation), or the empty vector
(Clontech-BD), using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Forty-eight
hours after transfection, cells were collected, lysed, and total
mRNA was used for RT-PCR (same protocol as above). RPGRIPI
c¢DNA amplification was performed using primers of exons 15 and
18 as follows: denaturation for 5 min at 94°C, followed by 35
cycles of 20 s at 94°C, 30 s at 62°C, and 1 min 30 s at 72°C, using
1 pl of cDNA. G3PDH amplification was used as a control.

Results

Classification of the Patients According to Phenotype
and Family Information

Our initial cohort comprised 41 families, 36 affected with non-
sydromic RDs and 5 affected by Usher syndrome type II. We
attained full diagnosis for 22 of them, whose pedigrees are
displayed in Figure 2. Cosegregation with the novel mutated alleles
identified is shown in Figure SI.

Analysis of Usher Syndrome Cases

Usher syndrome is characterized by specific phenotypic traits
that allow a clear clinical characterization in three main forms,
being USH II the most frequent type (between half and two thirds
of all cases), and USH24 the major causative gene (75-80% of
USH II cases) [27]. Our cohort had 5 USH II cases as isolated
patients or small pedigrees, which when directly tested for
described mutations in USH24 (Asper Biotech), only 4 out of 10
mutated alleles were identified, all in heterozygosis. As no
complete molecular diagnosis was achieved, direct mutational
screening of all USH2A exons was then undertaken, prioritizing
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the analysis of exons where reported mutations cluster. Overall,
three of the five patients (pedigrees shown in Figure 2) were
completely diagnosed, with 3 missense mutations identified:
c.1751G>T in heterozygosis (p.C584F), ¢.10636G>A in homo-
zygosis  (p.G3546R), and ¢.12574C>T in heterozygosis
(p-R4192C) (Table 1 A). The pathogenicity of the two novel
variants, p.C584F and p.R4192C, was supported by the PolyPhen
and SIFT algorythms (Table 2). In the remaining two patients only
one mutated allele was identified (Table 1 A).

Genotyping of RD Families

Contrary to Usher syndrome, most RDs show high clinical and
genetic heterogeneity, which greatly hampers molecular diagnosis.
Our approach was to use genetic information and cosegregation
analysis to decrease the number of candidate genes for mutational
screening. When pedigrees were available, the use of an
automated and robust SNP-based genotyping microarray greatly
diminished the number of candidates. To this aim, 36 families
(with at least four available samples) affected with retinal
dystrophies (Retinitis Pigmentosa, Leber Congenital Amaurosis,
Cone-rod Dystrophy or Cone Dystrophy) were analyzed with our
optimized in house RD-chip that genotyped 768 SNP markers
spanning the 100 most prevalent RD genes reported at that
moment (Figure 1). Six families showed autosomal dominant
inheritance and a large number of affected individuals; twenty-
nine were autosomal recessive pedigrees with a low number of
affected members, and the remaining two were compatible with
X-linked inheritance.

After RD-chip genotyping, haplotypes were constructed for
each family to assess cosegregation under the presumed inheri-
tance pattern. In pedigrees where 90 to 99% of candidates were
discarded, direct mutational screening was performed in the
remaining non-excluded genes. For each case, the candidates were
prioritized according to previous gene assignment to: 1) the same
clinical diagnosis and mendelian pattern; 2) a closely related
retinal dystrophy with the same inheritance pattern; 3) the same
clinical phenotype irrespective of the inheritance pattern, and
finally 4) the remaining RD candidates.

This approach allowed us to identify the pathogenic mutation in
17 families out of 36 (47,2%), depicted in Figure 2:2/2 in X-linked
families, 6/18 of recessive non-consanguineous families (33,3%),
8/10 recessive consanguincous families (80%) and 1/6 of
dominant families (16,6%).

Inferred Haplotypes and Subsequent Mutation Screening
of the Prioritized Candidates in X-linked and Dominant
Pedigrees

The genotyping results for each family were first analyzed under
the most probable mendelian pattern of inheritance to exclude
non-cosegregating genes and prioritize the remaining candidates.
The final results are presented by family and summarized in
Table 1 B.

Seven pedigrees were compatible with an autosomal dominant
(ad) pattern, but one (1INCE) could also be explained by an X-
linked inheritance, as all affected women showed a less severe
phenotype. In this case, the haplotypes were first analyzed under a
X-linked hypothesis (see below). Of the six AD families, only 2
(60RG and 2NCE) were amenable for mutational screening,
while in the rest more than 10 candidates remained. Indeed, in
dominant diseases a large number of samples is required to attain
genetic informativity, which seldom occurs. In family 60RG, the
RD-chip highlighted seven candidates, three of them responsible
for adRP: SEMA4A4, SNRNP200 and TOPORS. We prioritized the
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Figure 2. Spanish pedigrees diagnosed in this study. Families were categorized as arUSH I, arRP, adRP, XL-RP, arLCA, arCRD and adCD
according to mendelian pattern of inheritance and phenotype. Bold numbers indicate samples available for analysis.

doi:10.1371/journal.pone.0088410.g002
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analysis of SNRNP200, as the cosegregating haplotype extended to
three neighbouring RD genes (GNNM4, CNGA3, MERTE), overall
covering more than 16 Mb (Figure 1). Direct exonic sequence
revealed a novel missense mutation in SNRNP200, ¢.2042G>T
(p-R681L) (Table 1 B) in a codon also mutated in other adRP cases
(c.2041C>T, p.R681C and ¢.2042G>A, p.R681H) [28]. Bioin-
formatics analysis showed that this residue was highly evolutionary
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Table 1. Summary of the diagnosed families in this study.
A) USH Il families
Family Phenotype Inheritance Gene Nucleotide change Protein change Zygosity References
400RG Usher Il recessive USH2A c1751G>T p.C584F Het [a]
€.2299delG® p.E7675fs*20 Het [50]
54RE Usher Il recessive USH2A €.10636G>A p.G3546R Hom [34]
50RG Usher Il recessive USH2A €.9799T>CP p.C3267R Het [33]
c12574C>T p.R4192C Het [a]
56RE Usher Il recessive USH2A €.2299delG? p.E7675fs*20 Het [50]
n.i n.i
94RE Usher Il recessive USH2A €.2299delG? p.E7675fs*20 Het [50]
n.i n.i
B) Families analized by the RD-xip with identified mutations (sorted by gene).
120RG RP recessive CRB1 c.1702C>T p.H568Y Hom [a]
10RE LCA recessive CRB1 €.3749+2_3749+3del splicing Homo/Het [a]
C.2843G>A p.C948Y Het [30]
23NCE RP recessive CRB1 €.2290C>T p.R764C Hom [30]
25NCE RP recessive CRB1 €.2843G>A p.C948Y Hom [30]
T5 RP recessive CRB1 €.2843G>A p.C948Y Hom [30]
17NCE RP recessive MERTK c.2189+1G>T splicing Hom [31]
22NCE RP recessive PROM1 c.1984-1G>T splicing Hom [al
83RE RP recessive RD3 C.259A>G p.K87E Hom [a]
TINCE RP X-linked RP2 c.409_411del p.1137del Hemi [29]
20NCE RP X-linked RP2 All gene deletion Hemi [a]
59RE LCA recessive RPGRIP1 ¢.895_896del p.E2995fs*21 Het [a]
€.2367+23del® intronic Het [a]
60RG RP dominant SNRNP200 €.2042G>T p.R681L Het [a]
18NCE RP recessive USH2A €.2276G>T p.C759F Het [32]
€.9799T>C p.C3267R Het [33]
21NCE RP recessive USH2A €.1434G>C p.E478D Het [51]
c.2276G>T p.C759F Het [32]
75RE RP recessive USH2A €.2209C>T p.R737X Het [52]
€.8693A>C p.Y2898S Het [a]
5NCE RP recessive USH2A C.652-2A>G splicing Het [a]
€.2276G>T p.C759F Het [32]
93RE CRD recessive ABCA4 €.3988G>T p.E1330X Het [a]
Cc.6410G>A p.C2137Y Het [a]
C) Families with identified mutations by WES
9RE (@] dominant GUCY2D c.2747T>C p.1916T Het [a]
E5 RP recessive USH2A c.2167+5G>A splicing Het [53]
c.4325T>C p.F1442S Het [35]
C.7364G>A p.W2455X Het [a]
For each family, the phenotype, inheritance model, the altered gene, the identified mutation, the homozygosity/heterozygosity state, and the reference of previously
described mutations are indicated. [a] This study, PMutations previously identified by APEX “Unknown pathogenicity, ™ Not identified.
doi:10.1371/journal.pone.0088410.t001

conserved (data not shown) and predicted a damaging effect
(Table 2). Moreover, none of the healthy siblings did carry the
pathogenic variant, supporting its pathogenicity. In family 2NCE,
after the RD chip analysis, ten candidates remained. Extended
haplotypes with neighbouring RD genes decreased the number of
candidates to five. Unfortunately, no mutation was found in any
candidate (the pedigree is not included in Figure 2).
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Table 2. Pathogenicity predictions for new missense
mutations.

SIFT PolyPhen-2
Gene M Score Predi Score Predi
CRB1 p.H568Y 1 Tolerated 0,999 Probably damaging
GUCY2D p.1916T 0,002 Damaging 1 Probably damaging
RD3 p.K87E 0,01  Damaging 0,997 Probably damaging
SNRNP200 p-R681L 0 Damaging 1 Probably damaging
USH2A p.C584F 0 Damaging 1 Probably damaging
USH2A p.F1442S 0 Damaging 1 Probably damaging
USH2A p.Y28985 0 Damaging 0,998 Probably damaging
USH2A p.R4192C 0 Damaging 0,998 Probably damaging
ABCA4 p.C2137Y 0 Damaging 1 Probably damaging
Dash(—) means no splice site predicted.
doi:10.1371/journal.pone.0088410.t002

X-linked inheritance was assumed for 20NCE and 11NCE, the
latter being also compatible with AD inheritance. SNP genotyping
revealed a common deleted region comprising the full RP2 locus in
all male patients of 20NCE, clearly underscoring RP2 as the
disease-causing gene. Indeed, mutational screening confirmed the
deletion of the whole coding region. Concerning pedigree 1 1NCE,
the milder affectation of women -suggestive of an X-linked trait-,
added to the cosegregation of the RP2 haplotype, both pinpointed
this candidate for mutational screening. Exon sequencing identi-
fied a previously reported mutation, c.409_411del causing
pI137del, in all the family patients (Table 1 B) [29].

Recessive Consanguineous Families

In five of ten known consanguineous families (10RE, 120RG,
23NCE, T5, and 25NCE), CRBI was the candidate of choice.
Prioritization was established based on either an extended
haplotype comprising the adjacent CFH locus in four pedigrees,
or a shared haplotype with a previously diagnosed family,
suggesting a founder effect.

The patient IL6 in the family 10RE (Figure 2) carried an
homozygous unreported deletion in the intron 9 splice donor site
of CRBI, c.3749+2_3749+3del, which ablated the splice signal.
This outcome was confirmed by i silico predictions (Table 3). His
nephew was a double heterozygote for this mutation plus a
frequent pathogenic variant, ¢.2843G>A p.C948Y [30].

In family 120RG, all but four RD genes were discarded, of
those, CRBI showed an extended haplotype. Direct sequencing
revealed a novel missense mutation in homozygosity, ¢.1702C>T
p-H568Y, whose pathogenicity was supported by in silico analyses
(Table 2). On the other hand, families 23NCE and T5 showed
homozygosity for the known missense mutations ¢.2290C>T
p-R764C, and ¢.2843G>A p.C948Y, respectively [30]. Of note,
the haplotype of family T5 affected members was also shared by
the patients of another family (25NCE). Subsequent sequencing
analysis of CRBI confirmed the
supporting common ancestry.

Family 83RE showed an extended haplotype spanning USH2A4
and RD3. Given that the clinical diagnosis of the family was RP,
USH24 was prioritized for direct mutational screening but was
excluded after sequencing 72 exons. Screening of the RD3
candidate, previously reported only as a LCA-causative gene,
revealed a new missense mutation ¢.259A>G p.K87E in
homozygosity. In silico predictions supported its pathogenicity

same causative mutation,
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(Table 2). Notably, this variant had been identified in 4 out of
13.002 control chromosomes (NHLBI Exome Sequencing Proj-
ect).

The consanguineous family 75RE was first analyzed assuming
homozygosity by descent, and under this assumption, all
candidates were discarded. However, if non-consanguinity was
assumed an extended haplotype spanning candidates USH24 and
RD3 emerged. Subsequent mutational screening of USH24
identified two disease-causing mutations in the patients: the
reported nonsense ¢.2209C<T p.R737X and the novel missense
¢.8693A>C p.Y2898S. The pathogenicity of the latter was fully
supported by i silico predictions (Table 2).

The non-discarded genes of family 17NCE were prioritized
according to: 1) cosegregation and phenotype, pointing to LRAT,
or 2) shared haplotype with a previously diagnosed Spanish family
in MERTRK [31]. LRAT was discarded after sequencing of all exons,
whereas direct screening of MERTK exon 16 identified the
expected mutation ¢.2189+1G>T in homozygosis, again support-
ing a founder effect.

Two remaining families were not further considered due to the
lack of genetic informativity.

Recessive Non-consanguineous Families

After cosegregation analysis, three candidate genes remained in
the 22NCE family (PROMI, RPI and TEADI). Although
consanguinity had not been reported, the mutational screening
of PROM1 revealed a novel homozygous mutation, ¢.1984-1G>T,
which ablates the consensus acceptor splice site of intron 17. Its
pathogenicity was fully confirmed by i silico predictions (Table 3).

In family 59RE, seven candidate genes cosegregated, although
the clinical phenotype of the patients pointed RPGRIPI and
TULP]I as the best candidates. TULP! did not bear any mutation,
whereas two previously unreported variants in RPGRIPI were
identified. The variant ¢.895_896del, p.E2995£s*21, was clearly
pathogenic and produced a truncated protein. The other variant
was intronic, ¢.2367+23del, and the possible pathogenic effect was
unknown. In silico predictions for splice sites, splice enhancers and
silencers did not reveal any strong molecular alteration. Besides,
in vivo analysis of patient’s mRNAs was restrained by the RPGRIP!
low expression levels in blood. Finally, the transfection in cultured
cells of minigenes bearing either the WT or the variant sequence
did not conclusively support its pathogenicity. As the analysis of
434 control chromosomes identified this variant once, the ¢.2367+
23del variant could be presumably classified as a rare indel, and its
pathogenicity remains to be proved.

Table 3. Pathogenicity predictions for new splicing
mutations.
NetGene2 MaxEnt HSF
(0-1) (score) (0-100)
CRB1 wt 0,37 9,6 96,67
C.3749+2_3749+3del - = .
MERTK wt 0,86 5,58 86,8
Cc.2189+1G>T - - -
PROM1 wt 0 8,36 84,3
c.1984—-1G>T - - -
USH2A wt 0,83 4,89 90,92
C.652—-2A>G - 0,56 -
doi:10.1371/journal.pone.0088410.t003
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Figure 3. Cosegregation of USH2A mutations identified in
family E5. Three heterozygous USH2A mutations cosegregate with the
disease in this consanguineous family. Patient II-4 carried two mutated
alleles M2 (c.4325T>C) and M3 (c.7364G>A), whereas his affected son
(IlI-2) inherited the M3 paternal allele plus the reported M1 (c.2167+
5G>A) mutation from his mother.
doi:10.1371/journal.pone.0088410.g003

Three families compatible with a recessive RP inheritance
(5NCE, 18NCE and 21NCE) showed cosegregation with 5-12
candidates, USH2A4 among them. Given that direct genotype of
mutations in the RD-chip had already detected a frequent USH24
pathogenic allele ¢.2276G>T, p.C759F, in heterozygosis [32],
direct sequencing of the full coding sequence was undertaken.
Data revealed one novel pathogenic allele in family 5NCE, ¢.652-
2A>C, which ablates the acceptor splice site, and two reported
mutations ¢.9799T>C p.C3267R (18NCE) and c.1434G>C
p-E478D (21INCE); although the pathogenicity of this last variant
is still controversial [32-34].

Family 93RE whose clinical diagnosis was compatible with
either CRD or recessive Stargardt disease showed cosegregation
with GNATZ2, INF513, OPAI, RPILI and ABCA4. Based on the
type of inheritance and phenotype, we prioritized the analysis of
GNAT2, ZNF513 and ABCA4. Two unreported mutations in
ABCA4 were identified, the nonsense ¢.3988G>T p.E1330X and
the missense ¢.6410G>A p.C2137Y variants. In silico predictions

Combined Strategies for RD Molecular Diagnosis

by PolyPhen2 and SIFT of the latter supported its pathogenicity
(Table 2).

WES Families

After exclusion with the chip of the one hundred RD
candidates, WES was undertaken in suitable remaining families.
Concerning family E5, most recessive RD genes were discarded
under the assumption of claimed consanguinity (I.1 and 1.2), and
the rest of candidates was excluded by Sanger sequencing. WES
was then undertaken for patients 1.4 and IIL2 (Figure 2).
Unexpectedly, one novel (c.7364G>A) and one recently reported
mutation (c.4325T>C) [35] in USH2A were identified in patient
I1.4, whereas his affected son (patient IIL.2) carried the ¢.4325T>
C mutation from his father plus the reported pathogenic ¢.2167+
5G>A allele inherited from his mother. Haplotype analysis of the
pedigree confirmed cosegregation of these pathogenic variants
(Figure 3). In this family, the exceptional non-compliance with the
homozygosity-by-descent assumption had excluded USH24 as the
causative gene in the RD chip analysis.

The 9RE pedigree (Figure 2) showed an autosomal dominant
cone dystrophy. In this large cohort, the high genetic informativity
allowed us to exclude most candidates after the RD cosegregation
chip, and Sanger sequencing ruled out the few remaining genes.
Exome sequencing was then undertaken and identified a new
mutation in GUCY2D, ¢.2747T>C. This candidate had not been
previously considered because the SNP haplotype analysis showed
recombination within the 3’ flanking region in one affected
member IV 5). Although the selected SNPs are closely linked to
the genes to minimize it, recombination, however infrequent, may
occur and mislead the analysis.

RD-Chip Efficiency

Table 4 summarizes the percentage of complete molecular
diagnosis attained with the RD chip, categorized by inheritance
pattern and the number of samples available per family. Six
autosomal dominant families with at least 4 available samples (and
a minimum of three patients) were analyzed, yet only one family,
60RG, (7 samples with three affected members) was successfully
diagnosed. Indeed, when dealing with dominant diseases, the main
drawback for successful diagnosis is the large number of samples
required to attain discriminative genetic informativity. In contrast,
in recessive families, the percentage of success doubles to 33% (6
out of 18) in non-consanguineous, and dramatically raises up to
80% (8 out of 10), in consanguineous pedigrees. We conclude that
the highest informativity of recessive pedigrees, particularly under
the homozygosity-by-descent assumption in consanguinity, in-
creases the efficiency of the RD chip and highlights its reliability
for RD molecular diagnosis.

Table 4. Families solved by the RD-chip according to the number of samples available and the inheritance pattern.

Number of families solved/Total number of families

4 pl 5 pl 6 pl 7 pl 8 pl >8 pl Total
Dominants 0/1 0/1 1/2 0/2 1/6
Recessives 4/7*% 2/6 0/1 0/2 0/1 0/1 6/18
Consanguineous 2/2 13 7 2/2 2/2 8/10
X-linked 1 11 2/2
Total 7/10 3/10 13 2/5 2/3 2/5 17/36

*One allel identified by direct genotiping in 3 cases.
doi:10.1371/journal.pone.0099354.t004
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Table 5. Comparison of efficiencies of different methods for RD molecular diagnosis.

N° Genes analyzed Yield Reference
APEX 1-16 15-44% [44, 54]
Long-PCR 9 33% [43]
Autozygome 16-100 42-52% [48, 55]
Target Capture 105-179 36-56% [11, 44-47, 56]
WES All 44-83%* [43, 48, 49, 57]
WGS All 50% [10]
RD-chip 100 47% This study

doi:10.1371/journal.pone.0099354.t005

Finally, two X-linked cohorts were successfully diagnosed. The
RD chip included markers for cosegregation analysis of the two
known X-linked causative loci (RP2 and RPGR), given that X-
linked inheritance can only be discarded in pedigrees with male-
to-male transmission [36], and as a means to avoid the
burdensome task of sequencing the hot-spot ORF15 of RPGR
whenever cosegregation analysis does not support it.

Discussion

To meet the increasing demand for genectic diagnosis from
clinicians and patients, we have devised and optimized an RD chip
that allows us to extract maximum genetic informativity from
pedigrees, exclude a large number of non-cosegregating candi-
dates and focus on the most probable causative genes. Moreover,
the exclusion of all analyzed candidates by the RD chip highlights
the families suitable for next generation sequencing (NGS) and
subsequent identification of novel RD genes.

To improve the efficiency and the scope of the RD-Chip with
respect previous attempts [12,37] we have: i) increased the number
of SNPs (7-10) per gene to maximize the genetic informativity, ii)
extended the cosegregation study to 100 retinal dystrophy genes,
and iii) included some prevalent pathogenic point mutations in the
Spanish population for direct genotyping. The RD-chip allows to
genotype 768 selected SNPs in a single cost- and time-effective step
and is designed to use on families, not on simplex cases.

With this optimized RD-chip version, 17 out of 36 Spanish
pedigrees have been fully diagnosed. Twelve new and 12
previously reported pathological variants have been identified in
9 RD genes, adding to the high genetic diversity in retinal
disorders. The fact that as much as half of the mutations identified
are new underscores the efficiency of our RD chip compared to
direct mutational screening., particularly in non-homogenous
genetic populations. Concerning the major candidates in our
cohort, CRBI and USH2A explain 10/19 families overall, in
accordance with other reports [38,39] and consistent with their
contribution to several clinical entities. CRBI is responsible for RP
and LCA (a more severe form of RP), and more than 150
mutations have been described so far (http://www.hgmd.org). In
our panel, the LCA pedigree (10RE) carried a novel splicing
mutation, whereas the RP pedigrees (120RG, 23NCE, 25NCE,
T5) were all associated to missense variants (Table 1). Our results
agree with the CRBI-assigned phenotype-genotype correlations,
where null alleles are mainly associated to the LCA phenotype
[39,40]. Also in agreement with previous reports, p.C948Y is the
most prevalent CRBI mutation in our family panel (3 of the 5
CRBI families) [39].

PLOS ONE | www.plosone.org

*Higher efficiency percentages are obtained when few families or cases are analysed.

Five non-syndromic RP families presented 4 new (2 missense,
one nonsense and one splicing mutation) and 7 reported (5
missense, one nonsense and one splicing mutation) pathogenic
alleles in USH2A. In the Usher cohorts, analysis of USHZ2A
rendered 2 new missense and 3 known (one frameshift and 2
missense) mutations. In two families, only one of the pathogenic
alleles was identified. In fact, some reports support that as much as
35% of the second USH2A4 mutant alleles are duplications,
deletions and deep intronic variants, which are extremely difficult
to detect by DNA sequencing [27]. On the other hand, no clear
phenotype-genotype correlation could be established between RP
and Usher cases. The most prevalent USH24 mutation in non-
syndromic RP, p.C759F [32,41], was also present in three families
of our cohort. Notably, double heterozygosis in USH2A was
unexpectedly found in two consanguineous families. In fact, in
pedigree E5, three pathogenic alleles were identified in two
generations. In this particular case, the assumption of homozy-
gosity by descent led us to wrongly assume non-cosegregation with
all RD genes and undertake WES analysis, which eventually
identified an unexpected double heterozygous genotype. A
seemingly higher number of mutation carriers had also been
reported for other syndromic RPs, such as Bardet-Biedl, with no
solid evidence for this finding [42].

The inclusion of X-linked markers in the RD-chip has proved to
be extremely useful to diagnose families compatible with both
autosomal and X-linked inheritance patterns. In fact, in pedigree
1INCE, the milder affectation of the female patients was already
suggestive of a pseudo-dominant effect, as it was indeed confirmed
(RP2 was the causative gene). On the other hand, family 20NCE,
with an unassigned mendelian pattern, cosegregated with X-linked
markers, which prompted to focus on the X-linked candidates. A
deletion comprising the RP2 locus was identified (Table 1).

Remarkably, the clinical heterogeneity of retinal disorders was
highlighted by the identification of RD3—up to now associated only
to LCA- as causative of RP (Table 1), increasing the phenotypes
associated to the gene mutations. This case would have remained
unassigned by conventional methods had it been not for the
comprehensive analysis of our RD chip, whose main asset is the
robustness of genetic information to highlight the most probable
candidates, avoiding the yet burdensome task of big data analysis.
Particularly, identification of shared (which indicate a common
founder effect) or extended haplotypes over closely mapping genes
(which strengthen cosegregation) are invaluable clues to directly
pinpoint the causative mutation, unveil unexpected candidates,
and/or prompt re-evaluation of clinical features.

Recently, a variety of NGS-based procedures have been
developed for molecular diagnosis of RDs, from targeted long-
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range PCR coupled to NGS [43,44], targeted capture and
sequencing of one or several RD genes [45-47], to full WES
analysis [11,48,49]. Although powerful tools, they still yield limited
complete diagnostic success: from 37%-52% in non-related
cohorts to 80% in cohorts with high consanguinity levels [48]
(Table 5). Aside high costs, the restraints of NGS-targeted
approaches are due to the high genetic heterogeneity of retinal
disorders, whereas the main drawbacks of WES are the high
sequence coverage requirement and the functional interpretation
of the identified variants (WES). Within this context, the RD-chip
cfficiency ranges from 16% in dominant to 80% in consanguin-
cous recessive pedigrees, with an average of 47%, well within the
upper range of the NGS approaches. Besides, the design of this
chip is extremely flexible, which allows to incorporate new SNPs to
expand the gene repertoire after new discoveries or upon demand.
Before NGS paves the future of personalized diagnosis, our cost-
and time-effective strategy allows a quick and reliable prioritiza-
tion of candidates, which is suitable and affordable for middle-size
diagnostic labs with moderate to high number of family cases.
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PUBLICACIO 2

Titol

«Novel candidate genes and a wide spectrum of structural and point mutations
responsible for inherited retinal dystrophies revealed by exome sequencing»

Resum

Les metodologies de seqiienciacié massiva del DNA (NGS) han revolucionat el
camp del diagnostic genétic, particularment el de les patologies que, com les
distrofies de retina hereditaries (IDR), poden estar causades per un nombre de
gens molt elevat, i no hi ha criteris clinics en la major part de casos que permetin
fer una prioritzacié de candidats. Avui dia es coneixen més de 260 gens que
causen IDR, entre les formes sindromiques i les no sindromiques, que es
transmeten seguint tots els patrons d'heréncia mendelians possibles, i molt
probablement resta encara un nombre elevat de nous gens per identificar.

Les metodologies NGS permeten dur a terme estudis del genoma complet (WGS,
Whole Genome Sequencing), de les regions codificants del genoma (WES, Whole
Exome Sequencing) o de regions d’interes, principalment regions codificants dels
gens que estan directament implicats en entitats cliniques definides (Customized
Targeted Sequencing).

L'objectiu del treball ha estat abordar el diagnostic genétic mitjancant WES de
33 families afectades de IRD (sindromiques i no sindromiques) de les quals 4
presenten heréncia dominat, 17 heréncia recessiva (7 amb consanguinitat
coneguda) i 12 son casos Unics a la familia.

Mitjancant analisi WES s'han identificat els gens alterats en 18 casos (18/33, un
55%) 1 en 10 més s’han trobat variants probablement patogeéniques en gens
candidats (10/33, un 30%). S'han identificat 21 mutacions noves en gens IDR, i
4 grans alteracions estructurals, dues d’elles a la mateixa familia, que involucren
des de un parell d’exons a més d’un gen. Aquestes dades recolzen els resultats
obtinguts per altres autors i per aquest equip en treballs anteriors que demostren
que la major part de mutacions puntuals patogéniques son especifiques per a cada
familia (60%) i que les mutacions que impliquen delecions i duplicacions
probablement expliquen una fracci6 important dels casos de diagnostic molecular
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no resolts. En dues families, la identificacié de la causa molecular per WES ha
permes diagnosticar una patologia sindromica que havia passat desapercebuda
clinicament, tot forcant la reavaluacio clinica dels pacients.

Finalment, és important destacar que la metodologia WES emprada pel
diagnostic molecular ha permes la identificacié de quatre nous gens causals:
SEMAG6B, responsable de CRD, i tres gens relacionats amb la funcio ciliar,
CEP250, CEP781SCLTI, causants de RP. Aquestes dades subratllen la poténcia
de la metodologia WES per identificar nous gens responsables de la patologia, i
posen de manifest que probablement el nombre de gens implicats en les DR
s'incrementara en el futur. La identificacid de nous gens no només millora
l'eficacia del diagnostic genétic d'aquestes patologies sind que també contribueix
substancialment al coneixement de les bases moleculars de la neurodegeneracié
de la retina i, per tant, obre vies al desenvolupament de noves aproximacions
terapeutiques.

En resum, mitjancant la metodologia WES s'han resolt el 85% dels casos
analitzats (ja sigui totalment o amb variants rares en gens candidats), s'ha
incrementat el nombre de mutacions i el nombre de gens associats a les DR, i,
s'han obert noves perspectives d'estudi de la relacié genotip-fenotip en aquest
conjunt de patologies.
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Abstract

Background

NGS-based genetic diagnosis has completely revolutionized the human genetics field. In
this study, we have aimed to identify new genes and mutations by Whole Exome Sequenc-
ing (WES) responsible for inherited retinal dystrophies (IRD).

Methods

A cohort of 33 pedigrees affected with a variety of retinal disorders was analysed by WES.
Initial prioritization analysis included around 300 IRD-associated genes. In non-diagnosed
families a search for pathogenic mutations in novel genes was undertaken.

Results

Genetic diagnosis was attained in 18 families. Moreover, a plausible candidate is proposed
for 10 more cases. Two thirds of the mutations were novel, including 4 chromosomal rear-
rangements, which expand the IRD allelic heterogeneity and highlight the contribution of pri-
vate mutations. Our results prompted clinical re-evaluation of some patients resulting in
assignment to a syndromic instead of non-syndromic IRD. Notably, WES unveiled four new
candidates for non-syndromic IRD: SEMA6B, CEP78, CEP250, SCLT1, the two latter
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previously associated to syndromic disorders. We provide functional data supporting that
missense mutations in CEP250 alter cilia formation.

Conclusion

The diagnostic efficiency of WES, and strictly following the ACMG/AMP criteria is 55% in
reported causative genes or functionally supported new candidates, plus 30% families in
which likely pathogenic or VGUS/VUS variants were identified in plausible candidates. Our
results highlight the clinical utility of WES for molecular diagnosis of IRD, provide a wider
spectrum of mutations and concomitant genetic variants, and challenge our view on syndro-
mic vs non-syndromic, and causative vs modifier genes.

Introduction

Massive sequencing, particularly Whole Exome Sequencing (WES), has completely revolution-
ized genetic diagnosis of highly heterogeneous monogenic disorders. In the field of inherited
retinal disorders (IRD), more than 20 novel genes, mostly identified by WES, have been
reported since the beginning of 2014 (an average of one novel gene per month). This success
relies on the power of primary sequence DNA data at a genomic scale, the increasing number
of suitable up-to-date databases of SNP allelic frequencies in different populations, the relative
simplicity of standardized WES protocols and the availability of powerful and increasingly
refined bioinformatics tools [1-4].

The molecular diagnosis yield of WES is highly empowered by complementary genetic data
(e.g. homozygosity mapping and linkage analysis), which greatly favours the identification of
the causative gene in recessive cases. In contrast, finding the pathogenic mutation in dominant
cases amidst the high number of heterozygous variants identified by WES is far from trivial,
and often requires cosegregation analysis in large pedigrees, which are not always available nei-
ther necessarily conclusive [5-8].

Molecular diagnosis of IRD is one of the main aims of our research. Currently, aside WES,
other massive sequencing-based approaches have been also implemented in IRD genetic diag-
nosis laboratories, such as targeted-sequencing of a limited set of causative/candidate genes
[9-12]. These approaches have proved useful to study large cohorts in order to identify
reported or novel mutations in known genes, but they may fall short when the pathogenic
mutation maps in an unreported candidate. Increasing the number of analysed genes greatly
redounds in the final diagnostic efficiency, broadens the spectrum of the cellular pathways
underlying the retinal pathological state, provides invaluable insights into phenotype-modifier
genes and opens new venues for therapy [13,14].

We have used WES to diagnose a cohort of families affected of a wide spectrum of IRD,
including syndromic and non-syndromic cases, recessive and dominant families as well as spo-
radic cases. Initially, a single individual from each family was assessed by WES, followed by
Sanger sequencing as well as cosegregation analysis in available members. A total of 18 out of
33 cases were finally diagnosed, 17 showing causative mutations in already reported genes. In
other 10 families, plausible candidates complying with some of the ACMG/AMP criteria were
identified. Since most of the mutations are novel, including gross deletions and duplications,
our results illustrate the high allelic heterogeneity of IRD and highlight the contribution of pri-
vate mutations. Most important, we propose four new IRD candidates based on the WES data,

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0168966 December 22, 2016 2/19

70



@ PLOS ‘ ONE

Novel IRD Genes and Mutations by WES

genetic cosegregation, in silico and functional analyses, thus increasing the genetic factors and
cellular pathways underlying neurodegeneration.

Materials and Methods
Subjects

A total of 33 families from Argentina, Saudi Arabia and Spain with patients diagnosed with
IRD were recruited from reference ophthalmological institutions or patient’s associations.
Peripheral blood DNA from patients and available relatives was obtained using the QIAamp
DNA Blood Maxi Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Written informed consent from all patients
and relatives was obtained following the tenets of the Declaration of Helsinki. Procedures for
patient recruitment and sample collection were previously approved by the Bioethics Commit-
tee of the University of Barcelona (Barcelona, Spain).

Library preparation and sequencing

Exome sequencing was performed at the Centro Nacional de Analisis Gendmico (CNAG, Bar-
celona, Spain). Paired-end multiplex libraries were prepared with Illumina TruSeq DNA Sam-
ple Prep kit (Illumina, San Diego, California, USA) and enriched with the Agilent SureSelect
Human AllExon v5 (Agilent, Santa Clara, California, USA). Libraries were loaded onto Illu-
mina flowcells for cluster generation prior to producing 100 base read pairs on a HiSeq2000
instrument. Base calling, quality control and data processing was performed with the Illumina
RTA sequence analysis pipeline as previously described[15]. Detected mutations were verified
by Sanger sequencing. Coverage of the target region and the subset of retinitis related genes
were assessed with DepthOfCoverage from GATK. Subsets of variants falling in the capture
region were obtained using Bedtools[16] and common unix commands.

Prioritization of genetic variants

First, variants that altered the coding region of IRD genes were retrieved when the allelic fre-
quency in public databases (ExAC[17]) was lower than or equal to 1%. Therefore, only infre-
quent null, missense, frameshift and splicing mutations were considered. The second filter was
that the number of identified mutations complied with the expected Mendelian pattern of
inheritance. Third, the missense variants were considered pathogenic when at least two of the
in silico prediction algorithms (MutationTaster[18] SIFT[19], PolyPhen2[20] and CADD|21])
gave a positive score. Selected variants were validated by Sanger sequencing, and confirmed by
cosegregation whenever possible. Pathogenicity was considered according to the ACMG/AMP
standards and guidelines, which take into account.

Detection of chromosomal rearrangements

Coverage analysis was visualized using IGV[22]. For pedigrees 10NCE and 680RG, cosegrega-
tion of SNPs mapping at the expected deleted region was analysed by PCR amplification and
sequencing as aforementioned. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)
analysis of PRPF31 was carried on 23 individuals of family E4, using the MLPA Retinitis Pig-
mentosa kit SALSA-P235-B2 (MRC Holland, Amsterdam, The Netherlands) with probes for
every PRPF31 exon. MLPA products were separated by capillary electrophoresis and analysed
using the software Coffalyser v8 (MRC Holland) to evaluate CNVs, considering a deletion
when the probe ratio between sample and control was under 0.7, and duplication when it was
over 1.3. The breakpoint of the CRX deletion in family 10NCE was mapped using common
SNPs between CRX and SULT2A1 for PCR-amplification and Sanger-sequencing to identify
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heterozygosity in affected probands (inferring non-deletion) or homozygosity for different
alleles in mother and child (inferring deletion). Adjacent regions were aligned using Pairwise
Sequence Alignment[23]. In family E4, we considered and finally demonstrated a tandem
duplication of PRPF31 exons 2 to 5, by genomic DNA amplification using specific PCR prim-
ers and subsequent sequencing.

Immunodetection of CEP250 in the mouse retina

Adult C57BL/6] mice (IMSR_JAX:000664) were sacrificed in accordance with National

and European regulations. For immunocytochemistry, eyes from adult C57BL/6] mice
(IMSR_JAX:000664) were removed and fixed in 0.1 M phosphate buffer, containing 4% form-
aldehyde for 4 hr at RT. Tissues were cryopreserved overnight in 30% sucrose, embedded in
OCT (Sakura Finetek, Leiden, The Netherlands) and snap-frozen. Cryosections (12 pm) were
incubated with 0.3% Triton X-100 and 2% sheep serum in PBS at 4°C with the corresponding
primary antibodies: anti-CEP250 1:100 (AB_2076918, Proteintech, Chicago, USA), anti-rho-
dopsin 1D4 1:200 (AB_304874, Abcam, Cambridge, UK) and anti-acetylated a-tubulin 1:3000
(AB_477585, Sigma, St. Louis, Missouri, USA). After incubation with Alexa Fluor 488 and 568
secondary antibodies and DAPI (5 pg/ml) (Sigma) for 2 h at room temperature, slides were
mounted with Mowiol. Confocal images were obtained using a TCS SP2 confocal microscope
(Leica Microsystems, 63x objective, 1.4 NA).

Expression of wt and mutant CEP250 constructs in ARPE19 cells

The mammalian expression vector (P CMV6 backbone) containing the human Wt-CEP250
full-length coding region was obtained from OriGene. Site-directed mutagenesis was then per-
formed on the Wt-CEP250 sequence to generate the A609V mutant (Mt-CEP250). The IT6
epitope (Antibody BCN, Cerdanyola del Vallés, Spain) sequence was fused at the C-terminus
of each coding region. All constructs were sequenced to confirm integrity. Human ARPE-19
cells (1.5x10°/well) were plated (40% confluence) onto poly-L-lysine coated coverslips in 1:1
Ham’s F10 and DMEM containing 10% fetal bovine serum and 1% penicillin-streptomycin.
After 24 h, cells were transfected with 0.8 pg/well of either wild-type or mutant CEP250-1T6
expression constructs using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Heidelberg, Germany). On
reaching confluence, cells were deprived of serum for 48 h and then fixed with paraformalde-
hyde for 30 min at room temperature. Coverslips were washed 3 times with PBS and processed
for immunofluorescence staining. Labelling was performed with anti-IT6 antibody 1:100
(kindly provided by Antibody BCN), anti-acetylated o.-tubulin 1:3000 (AB_477585, Sigma)
and DAPI nuclear counterstaining. Confocal images were acquired sequentially using a TCS
SP5 confocal microscope (Leica Microsystems, 100x objective, 1.4 NA). Cilia length was mea-
sured using Fiji implementation of Image J[24] and statistical analysis was carried on with
GraphPad Prism.

Results
WES results and genetic analysis of pedigrees

A total of 33 families affected by syndromic and non-syndromic IRD were recruited and ana-
lysed by WES for genetic diagnosis after clinical evaluation. Fourteen patients were simplex
cases with no reported genetic precedent. Four families showed a dominant Mendelian pattern
of inheritance, whereas fourteen were compatible with recessive inheritance. We were able to
identify the genetic cause of the disease in 18 families (out of 33). Moreover, credible candi-
dates are proposed for 10 more cases. Therefore, the strict global diagnostic efficiency was 55%
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to which an additional 30%, based on the identification of plausibly pathogenic variants, could
be added.

For all tested samples (46 individuals belonging to the 33 pedigrees), median coverage in
the whole capture region was 54.90 + 11.26 (mean 60x) with more than 96% of the targeted
bases covered by 10 or more reads. Equivalent coverage results were observed when looking
only at the IRD genes (based on RetNet[25]). We designed systematic filtering steps for the
selection and prioritization of variants, within the framework proposed by ACMG/AMP stan-
dards and guidelines for evaluating pathogenicity. Only 5 cases remained undiagnosed because
no clear disease-causing candidate was(were) identified.

Overall, the results of the WES analysis globally revealed a mean of 43597 variants in the
whole exome per individual, of which 958 were located in known IRD genes. In several fami-
lies, patients were carriers of additional IRD-pathogenic recessive mutations in heterozygosis,
which could certainly add to the phenotypic severity and variability.

Detailed genotype analysis

The results of WES are shown in Table 1. Concerning the syndromic cases, only one pedigree
(790RG), affected by Usher, had a correct clinical diagnosis. The two other pedigrees, previ-
ously diagnosed as non-syndromic IRD cases, turned out to be syndromic after WES-mediated
identification of the causative genes and mutations. A young patient (simplex case, 64ORG)
carried two mutations in the PHYH gene, encoding a peroxisomal enzyme associated to the
Refsum syndrome. Retinitis Pigmentosa (RP) is an early-onset symptom of this syndrome fol-
lowed later on by other pathological traits (e.g. deafness, skin alterations, peripheral neuropa-
thy and ataxia). One allele was a frameshift mutation leading to protein truncation, and the
second allele (P223R) caused a damaging missense substitution in a conserved residue embed-
ded in a highly evolutionarily conserved PhyH domain (S1 Fig). Clinical and metabolic re-
evaluation of the pre-symptomatic patient (phytanic acid levels in serum measured by gas
chromatography were 32 times the normal threshold values) totally confirmed the Refsum
syndrome diagnosis, which had been previously unnoticed, and allowed to implement a pre-
ventive treatment for late-onset Refsum disorder traits, by decreasing the ingestion of phytanic
acid. According to the clinician, the patient has since greatly improved in some phenotypic
traits, mainly reducing the ichthyosis bursts and the anosmia. Similarly, two novel mutations
in the C21orf2 gene, a frameshift and a damaging missense substitution in a highly conserved
position within the leucine-rich repeats (S1 Fig), re-classified a non-syndromic cone-rod dys-
trophy to the recently reported spondylometaphyseal dysplasia syndrome (SMD), where RP is
associated to severe thoracic abnormalities. Patients in this family (A10) showed both RP and
skeletal dysplasia, initially considered as unlinked traits. Again, our results prompted clinical
re-evaluation, and supported C21orf2 association to this syndrome[26].

With respect non-syndromic cases, WES identified the causative mutations in IRD reported
genes in 21 cases/families (Table 1). Mild mutations in syndromic genes have already been
reported as causative for non-syndromic phenotypes. This is also the case in our cohort for
mutations in BBS2 (pedigree A18), CEP290 (pedigree 650RG) and USH2A (510RG and
730RG). The BBS2 and CEP290 mutations are novel, contrary to those of USH2A. Mutations
in CEP290 are associated to severe ciliopathies, except for a prevalent intronic mutation that
affects the splicing pattern and decreases the pool of full-length molecules. Remarkably, the
two mutations here identified in heterozygosis expand the panoply of non-syndromic CEP290
mutations. Since one allele is null (Table 1), the missense substitution H50Y, residing in a
non-strictly conserved peptide stretch within the homo/heterodimerization domain, should be
relatively mild (S1 Fig).
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shown. Pedigrees where mutations in several genes co-segregate with the disease are also depicted. Alleles and carrier status are indicated
below each analysed individual. Grey symbols (in H) shown patients bearing a different chromosomal rearrangement. The rest of the

pedigrees are available as S3 Fig.

doi:10.1371/journal.pone.0168966.9001

Although most of the identified alleles were novel mutations in genes already assigned to a

defined clinical entity, clinical assignment was sometimes reconsidered after genetic diagnosis,
e.g. patients previously assigned as arLCA were re-classified as affected from autosomal reces-
sive achromatopsia, after identification of mutations in CNGA3 and CNGB3.

Simplex cases are usually assumed to be recessive. However, in our cohort, four simplex
patients (nearly 20%) were either hemizygous or heterozygous for genes associated to X-linked
or dominant mutations. For instance, a male patient showed a pathogenic indel in exon 7 of
the RPGR gene. Besides, we identified a heterozygous deletion in exon 1 of UNC119in the
820RG case, further supporting this gene as candidate for dominant IRD. Remarkably,
reported dominant mutations in CNGB3 and PDE6B were respectively identified in families
220RG and 390RG (Fig 1). However, this mutational assignment is controversial according
to our results, since cosegregation analysis showed other carrier members that were unaffected,
even after clinical re-evaluation. Notably, the affected individuals also carried heterozygous
missense mutations in other reported genes, which were absent in the non-affected carriers of
CNGB3 and PDE6B dominant mutations (Fig 1, Table 1), suggesting that incomplete pene-
trance could be due to independent segregation of two different mutations, only detectable
after WES.
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Fig 2. Identification of EYS and CRX deletions. A-F) Two different gross heterozygous deletions in genes EYS and CRX were
respectively identified as the causative mutation in families 680RG and 10NCE. The probands (B and D) showed a reduction in the
coverage of some exons compared to the respective controls (A and C). The segregation of SNPs located in the expected deleted region
showing that mother and child were homozygous for different alleles is indicated below. (E and F). G) Chromosomal deletion in family
10NCE is defined by genotyping common SNPs between CRX and SULT2A1 genes in the affected probands. Heterozygous SNPs are
indicated by A, whereas SNPs where mother and child were homozygous for different alleles are indicated by V. Adjacent breakpoint
regions with high sequence similarity are boxed in orange and green and preserved sequences in the rearranged allele are indicated with
orange and green lines. H) Sequence chromatogram of the rearranged allele is shown below. Alignment of the highly similar sequences of
CRXintron 2 (CRX 1VS2) and the intragenic region involved in the rearrangement is also indicated. Again, orange and green lines are the
adjacent sequences to the breakpoint, which is indicated by a red square.

doi:10.1371/journal.pone.0168966.9002

Large deletions and chromosomal rearrangements were identified by WES in three families.
In the arRP 680RG family, a single nonsense pathogenic allele in the EYS gene was first identi-
fied. A careful coverage analysis along all the EYS exons unveiled a novel deletion encompass-
ing the initial 10 exons as a second allele. This deletion was confirmed by homozygous SNP
haplotype in the affected mother and carrier son (Fig 2). In two very large dominant pedigrees,
WES did not render any plausible candidate. In family 10NCE, a very rare and mild polymor-
phism mapping in a gene adjacent to CRX, cosegregated with the disease. A careful coverage
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analysis of CRX in the patients identified a heterozygous deletion encompassing exons 3 and 4
(Fig 2), which was finely mapped by genomic DNA PCR and Sanger sequencing. The flanking
regions shared high sequence similarity probably account for illegitimate homologous recom-
bination. This result prompted us to re-evaluate the WES coverage data in all dominant
unsolved pedigrees. Remarkably, the large E4 pedigree showed an unusual chromosomal rear-
rangement (Fig 3), since one side of the family showed increased exon coverage in the PRPF31
gene, whereas the other side of the family showed a decrease. To confirm and map the exons
involved, a complete PRPF31 MLPA analysis was performed and two rearranged pathogenic
alleles segregating in the same family were identified: an internal duplication affecting exons 2
to 5 (inclusive) and a gross deletion involving exon 1 to 13 of PRFP31. Since WES coverage in
the upstream genes was also decreased, this deletion could include nearby genes, at least TFPT
NDUFA3, and a part of OSCAR.

New candidates

When no pathogenic variants were identified in IRD genes, we expanded the mutational
search to all the WES data. Following the ACMG/AMP guidelines, four novel recessive candi-
dates were proposed based on the mutational effect at the molecular level, the predicted in sil-
ico pathogenicity and the assigned gene function. These four candidates are SEMA6B and
three members of the centrosomal/ciliary protein family CEP78, CEP250, SCLT1. In all these
cases, the clinical assessment of the patients was only RP (S2 Fig).

SEMA6B, mutated in homozygosis in a simplex case, is highly expressed in the development
of the murine retina and belongs to a family of transmembrane proteins with multiple roles in
signalling and axon guidance[40,41]. The G165R missense variant is located within the sema-
phorin domain, close to the plexin binding sites. This substitution changes the size and charge
of a conserved amino acid in vertebrates (S1 Fig), and is predicted in silico as pathogenic
(Table 1). Moreover, the mutation strictly cosegregates with the disease in the family (Fig 1).

CEP78 encodes a centrosomal protein of unknown function. Our rationale behind propos-
ing this gene as probably causative of arRP is: i) affected individuals are homozygous for the
mutation, which causes a frameshift that generates a truncated protein, ii) mutations on several
centrosomal protein genes cause IRD, and finally, iii) cosegregation with the disease in the
family (Fig 1).

SCLT1 was also proposed to be causative of early-onset RP since: i) this gene causes oro-
facial-digital syndrome type IX, a very rare and severe ciliopathy with congenital eye defects;
ii) patients are heterozygotes for one missense and one splicing altering mutations; and indeed
iii) the variants cosegregate with the disease in the family (Fig 1). The missense mutation,
R276H, alters a relevant residue in the Smc multidomain (chromosome segregation ATPase
domain) shared with many other proteins, many of them centrosomal, involved in cell cycle
control[42]. Therefore, we here describe a new phenotype for a previously reported ciliopathy
gene.

Concerning CEP250, previously associated to atypical Usher syndrome, the homozygous
missense A609V is a seemingly mild amino acid substitution embedded in a long evolution-
arily conserved stretch of the Smc domain. Its presumed pathogenicity was based on i silico
prediction algorithms and cosegregation with the disease. However, since this substitution
only affected size but not the charge or other chemical properties of the amino acid, we
decided to test CEP250 expression in the retina, and assay the phenotypic effects of the muta-
tion. Endogenous CEP250 in mouse retinal cryosections (P60) was mostly detected in the
outer photoreceptor segment (Fig 4A), supporting its localization in the photoreceptor axo-
neme (Fig 4B). Other centrosomal proteins that cause IRD, such as OFD1, share a similar
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Fig 3. Identification of independent PRPF31 deletion and duplication segregating in pedigree E4. Exome
data indicated significant coverage differences of PRPF31 exons in the E4 family, pointing to chromosomal
rearrangements. Some patients (A) showed higher coverage in exons 2—5 compared to a control sample (C)
whereas patients from another family branch showed a significant decrease of exons 1-13 (B). CRX; located a few
Mb away from PRPF31 gene, was used as a control gene (D-F). MLPA analysis confirmed a nearly full deletion of
PRPF31 (exons 1 to 13) in some patients of the family (G) and an internal duplication involving exons 2 to 5 in other
affected members (H) (shown in grey in Fig 1). I) Chromosomal region of PRPF31 involved in the duplication, where
the duplicated exons are coloured in orange. Green and red lines below indicate the extent of the duplication.
Chromatogram of the rearranged allele is shown below. Alignment of the flanking sequences (boxed in orange and

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0168966 December 22, 2016

79

11/19



@ PLOS ‘ ONE Novel IRD Genes and Mutations by WES

green) involved in the rearrangement shows no clear homology. Orange and green lines are the adjacent
sequences to the breakpoint, which is indicated by a red square.

doi:10.1371/journal.pone.0168966.9003
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Fig 4. Inmunodetection of endogenous CEP250 in mouse retinal cryosections. Immunostaining of
CEP250 with rod photoreceptor marker rhodopsin (A) and acetylated a-tubulin (B). CEP250 stained mainly
the outer segment of photoreceptors (CEP250 is in red, Rhodopsin and acetylated-a-tubulin in green,
nuclear counterstaining by DAPI in blue). Cells expressing A609V CEP250-1T6 show longer cilia. (C)
Wild-type (Wt) and mutant (Mt) CEP250-IT6 (green) co-localize with acetylated a-tubulin (red) to primary
cilia in serum-starved ARPE-19 cells. Immunolabelling of CEP250 and acetylated a-tubulin show longer cilia
in cells transfected with the mutant A609V CEP250-IT6 compared to Wt-CEP250-IT6. (D) Cilia length
quantification in Wt- and Mt- CEP250-IT6 transfected cells. Graph shows that cilia from cells expressing
mutant CEP250 were one third longer than cilia from cells expressing Wt-CEP250 (n>30). Mean and error
are shown. *** indicates high statistical significance by the t-Student test, p<0.001. (E) Distribution of cilium
length represented as a cumulative frequency chart of the percentage of total cilia. OS—photoreceptor
outer segments; CC—connecting cilium; IS—photoreceptor inner segments; ONL—outer nuclear layer; INL
—inner nuclear layer; GCL—ganglion cell layer.

doi:10.1371/journal.pone.0168966.9004
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localization pattern in the retina[43]. Furthermore, localization of the wild-type and A609V
CEP250 proteins was studied in transfected human ARPE19 cells where cilia formation was
promoted after serum-starvation. To avoid steric hindrance we used a new epitope specifically
designed for innocuous protein tagging (IT6, Antibody BCN). The endogenous CEP250
expression was not silenced, but the use of the IT6 antibody allowed us to identify transfected
cells. Remarkably, cells expressing the A609V CEP250 (Mt-CEP250) protein consistently
showed elongated primary cilia compared to Wt-CEP250 transfected cells (Fig 4C). Cilium
length was measured and quantified. On average, Mt-CEP250 cilia were one third longer than
the wild-type counterparts, with high statistical significance (Fig 4D and 4E). Overall, our
results support involvement of CEP250 in retinal ciliogenesis, and highlight this gene as a new
IRD candidate.

In many patients, besides the causative variants, additional rare variants, predicted as dam-
aging by at least two in silico algorithms, were identified in known IRD genes. These variants
were mostly unreported in the Human Gene Mutation Database[44]. We did not consider
them as causative on the grounds of heterozygosis in recessive probands, lack of cosegregation
in dominant cases, relative frequency of homozygotes in the reported normal population
(ExAC), and because of the identification of two mutations in a more plausible pathogenic
candidate in the proband. We deem these variants (S1 Table) are likely modifiers of the pheno-
typic traits of the patients.

Discussion

The WES analysis (mean coverage around 60x) of our cohort of 33 unrelated families has iden-
tified the causative gene in 18 cases and proposed a plausible candidate in 10 additional cases.
Only five cases (15%) remained unsolved. Overall, we have identified 21 unreported mutations
in known IRD genes and additionally proposed four novel candidates, CEP250, CEP7S,
SEMAG6B and SCLT1. Functional support for the pathogenicity of the homozygous A609V mis-
sense mutation in CEP250 s also provided. Our prioritized analysis of WES is very efficient
and comparable to other NGS-based methods, such as NGS-customized targeted sequencing
[45]. However, syndromic genes which would be rarely included in gene panels can be easily
analyzed. Besides, when no mutations in the prioritized genes are found, the search for patho-
genic variants in new candidates can be performed using the same data by changing the search
parameters. This new search can: 1) highlight presymptomatic patients of severe late-onset dis-
orders, 2) uncover new phenotype-genotype associations in milder alleles of syndromic genes,
3) propose new IRD candidates.

Concerning clinical re-evaluation, pathogenic variants in PHYH (a syndromic gene usually
absent in customized targeted panels) were identified in patient 64ORG, which questioned the
initial diagnosis of RP, informing the clinician and the patient of the disease before other
Refsum syndrome traits appeared and most importantly, leading to a preventive treatment. In
family A10, the mutations in C21orf2 also changed the initial CRD diagnosis to axial spondylo-
metaphyseal dysplasia, associating RP to previously unrelated skeletal traits. Besides, WES also
uncovered new mutations in very low prevalence genes, not usually included in targeted pan-
els, e.g. UNC119, in our cohort [11,46,47].

The ever increasing number of novel mutations—even in previously reported genes—
highlighted by massive sequencing is changing the scenario of established genotype-phenotype
correlations and patterns of mendelian inheritance[48] and calls for an in-depth re-evaluation
of our genetic knowledge[49]. Double heterozygosity of private mutations may be more fre-
quent than expected in recessive cases of “rare-but-not-so-rare” diseases (prevalence 1:3000),
barring the cases of highly consanguineous populations, where homozygosity mapping has
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been the basic genetic tool. On the other hand and concerning dominant cases, two previously
reported dominant mutations affected a single member of the family in contrast to a larger
number of asymptomatic carriers. These contradictory results might be explained by either
misassignment of the pathogenicity of the genetic variant or incomplete gene screening in past
reports.

We have identified several pathogenic duplications and deletions of large chromosomal
regions in already reported genes in two dominant (affecting CRX and PRPF31) and in one
recessive pedigree (altering EYS). Remarkably, in the E4 dominant pedigree (Fig 1), both a
deletion and a duplication in PRPF31 were identified in two branches of the same family.
PRPF31 pathogenic alleles due to internal deletions/duplications are not infrequent and
amount up to 20% [50]. The remarkable finding is that two of such highly disruptive chromo-
somal rearrangements segregated in two branches of the same family. The rearranged genomic
regions differed in size, involved different exons, and did not share any apparent flanking
sequence, which would suggest independent genetic events (Fig 3). These structural mutations
are still difficult to identify in heterozygosis unless specific dosage analysis tests or careful eval-
uation of coverage are performed. However, our results strongly support the relevant contribu-
tion of structural variation to disease (50% of our dominant cases). We deem it likely that the
list of pathogenic alleles involving chromosomal rearrangements will increase in the following
years.

Four new candidates for non-syndromic IRD were also highlighted by WES. Remarkably,
three of them are related to cilia and ciliogenesis (SCLT1, CEP250 and CEP78). Severe gene
mutations involved in ciliogenesis are either lethal or cause severe syndromic ciliopathies,
whereas milder alleles show a more restricted phenotype and affect only particular ciliated
organs (retina, cochlea, renal tubules. . .)[51], e.g. CEP290 cause Leber Congenital Amaurosis
[52], and OFD1 is responsible for severe X-linked RP[53] as well as oro-facial-digital syndrome
I, characterized by craniofacial, oral and skeletal abnormalities[54] or other syndromic dis-
eases[55]. We have identified a mild missense substitution and a mutation in the consensus
acceptor splicing site (intron 10) of SCLT1, another member of the oro-facial-digital syndrome
gene family[56]. These previous reports highlight SCLTI as a new arRP candidate, and illus-
trate the tenuous line between genes involved in syndromic and non-syndromic disorders.

Our WES results further support the involvement of two CEP proteins in IRD. A homozy-
gous frameshift mutation in CEP78 in two siblings of a consanguineous family pointed directly
to this gene as a plausible new candidate for arRP. Concerning CEP250 involvement in retinal
neurodegeneration, previous reports described a close interaction with NEK2 (a centrosomal
RP gene)[57,58], and it was also suggested as a modifier gene in an atypical Usher syndrome
family where nonsense mutations in CEP250 in homozygosis and in C2orf71 in heterozygosis
showed an additive effect[59]. Our results support that a homozygous missense mutation in
CEP250 may cause arRP by altering the structure and length of cilia. Of note, in this family
another arRP mutation segregated in heterozygosis, the reported C948Y CRBI mutation (fre-
quent in the Spanish population[60,61]), which could also contribute to the severity of the
phenotype.

WES data allows the identification of the causative mutations plus incidental findings in
other relevant retinal genes. When focusing solely on IRD genes, many patients are heterozy-
gous carriers of both, known pathogenic recessive alleles (average of 0.3 mutations per
patient), and rare predicted pathogenic variants (average of 5.25 variants per patient). Similar
values of heterozygous carriers of pathogenic variants in IRD genes have been identified in
control individuals (1:4) after NGS-analysis[62]. Most of these recessive alleles correspond to
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prevalent mutations in the geographical population of origin and thus, heterozygous carriers
should be expected among controls. Therefore, databases of human genetic variation of
healthy individuals used as controls for new pathogenic variants may in fact contain true
mutations. Indeed, caution should be recommended in genetic diagnosis to avoid misinterpre-
tation of these findings. On the other hand, when drawing genotype-phenotype correlations in
relation with the clinical prognosis, these additional recessive genetic variants might act as
hypomorphic alleles that induce or enhance the phenotypic effects of the causative mutations,
accounting for the phenotypic differences within carriers of the same mutations. For instance,
the 220RG pedigree showed heterozygous variants in CRBI and ROM1 besides the reported
dominant mutation in CNGB3. The patient bears the CNGB3 mutation together with the
ROM1 mutation, whereas the non-penetrant sibling only carries the CNGB3 mutation (Fig 1).
Similarly, the patient in family 39ORG carried a heterozygous mutation in USH2A additionally
to the previously reported dominant mutation in PDE6B, in contrast to several non-penetrant
members of the family who only carried the PDE6B pathogenic variant. Therefore, the defini-
tion of modifier or susceptibility genes may be widened to include heterozygous mutations in
already known causative genes, which probably underlie reduced penetrance and variable
expressivity, and calls for reconsideration of the concepts of causative, susceptibility and modi-
fier genes.

Overall, our work supports WES as a highly informative and effective approach for patient
molecular diagnosis in retinal dystrophies provided there is qualified genetic counselling.
Besides, our data contributes to the databases that aim to address personalized genotype-phe-
notype correlations. Genomic data from carefully clinically diagnosed patients are required to
build a comprehensive human genomic landscape and elucidate how the interactions and
complex tradeoffs between mutations, additional genetic variants—and environmental factors
—tip the scales towards pathogenicity or resilience to disease.
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S1 Fig. Conservation of missense mutations. Clustalw alignment of protein sequences of dif-
ferent species: Human, Macaque, Rabbit, Mouse, Opossum, Chicken, X. tropicalis, Stickleback,
Zebrafish, D. melanogaster and C. elegans (when available) are shown. The position of the
mutated amino acid is highlighted with a red box.

(PDF)

S2 Fig. Fundus eye photographs. Right and left fundus eye images are shown from affected
members of families A3 (A and B), 620RG (C and D) and 560RG (E and F) with mutations in
CEP250, SCLT1 and CEP78, respectively. All these patients have been diagnosed with Retinitis
Pigmentosa.

(PDF)

S3 Fig. Cosegregation analysis of the mutations identified by WES in our cohort (comple-
mentary to Fig 1). Probands sequenced by WES are indicated with an asterisk (*).
(PDF)

S1 Table. Summary of exome data per sample. For each sample, total coverage as well as data
restricted to IRD genes is shown. For IRD genes, the number of known heterozygous recessive
mutations (excluding the causative mutations in the family) and the number of unreported
heterozygous variants predicted as pathogenic at least by two different algorithms, are indi-
cated. C10 and C30 are the percentage of bases with a minimum coverage of 10x and 30x,
respectively.

(XLS)
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S1 Fig. Conservation of missense mutations.

Clustalw alignment of protein sequences of different species: Human, Macaque, Rabbit,
Mouse, Opossum, Chicken, X. tropicalis, Stickleback, Zebrafish, D. Melanogaster and
C. Elegans (when available) are shown. The position of the mutated amino acid is
highlighted with a red box.

S2 Fig. Fundus eye photographs.

Right and left fundus eye images are shown from affected members of families A3 (A
and B), 620RG (C and D) and 560RG (E and F) with mutations
in CEP250, SCLTI and CEP7S, respectively. All these patients have been diagnosed
with Retinitis Pigmentosa.

S3 Fig. Cosegregation analysis of the mutations identified by WES in our cohort
(complementary to Fig 1).
Probands sequenced by WES are indicated with an asterisk (*).

S1 Table. Summary of exome data per sample.

For each sample, total coverage as well as data restricted to IRD genes is shown. For
IRD genes, the number of known heterozygous recessive mutations (excluding the
causative mutations in the family) and the number of unreported heterozygous variants
predicted as pathogenic at least by two different algorithms, are indicated. C10 and C30
are the percentage of bases with a minimum coverage of 10x and 30x, respectively.

S2 Table. Criteria used to classify pathogenic variants according ACMG guidelines.
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S2 Table. Criteria used to classify pathogenic variants according ACMG guidelines
Gene Mutation 3;151;’11‘;’_ ACMG criteria for classifying pathogenic variants
cation
Colorf? ¢.286G>A p.E96K Likely P. PM2 PM3  PP3 PP1
c.631_632del p.R211Hfs*46 Pathog. PVS1 PM2 PP3 PP1
PHYH ¢.668C>G p.P223R Likely P. PM2 PM3  PP3 PP2
¢.683dupG p.V229Sfs*2 Pathog. PVS1 PM2 PP3  PP5
USH24 €.2299delG p.E767Sfs*21 Pathog. PVS1 PM2  PM3 PP5 PP1
¢.9119G>A p.W3040* Pathog. PVSI  PM2 PP3  PP5 PP1
ABCA4 ¢.3386G>T p.R1129L Likely P. PM2 PP3  PP5 PP2 PPI
¢.4539+2064C>T vUs PP5 PPI1
BBS2 ¢.334T>C p.F112L vuUs PM2 PP3 PP2 PP1
C2orf71 ¢.1067_1068del p.N356Rfs*101 Pathog. PVS1 PM2 PP3
CEP290 ¢.148C>T p.HS50Y A4 PM2 PP3 PP2
c.1322T>A p.L441* Pathog. PVS1 PM2 PP3
CERKL ¢.613+5_613+8del VUS PM2
CNGA3 ¢.1768G>A p.ES90K VUS PM2 PP3  PP5 PP2
CNGB1 ¢.2762_2765delACGA p,Y921Cfs*15 Pathog. PVS1 PM2 PP1
CNGB3 c.1148delC p.T3831fs*13 Pathog. PVS1 PM2 PP5
CRBI ¢.2688T>A p.C896* Pathog. PVS1 PM2 PP3  PP5
¢.2842T>C p.C948R Likely P. PM5 PM2 PP3 PP2
CRX Deletion exons 3-4 Pathog. PVSI PM2 PP1*
EYS ¢.2380C>T p.R794* Pathog. PVS1 PM2 PP3
Deletion 10 initial exons Pathog. PVS1T PM2 PM3
GUCY2D  c¢.914delA p.H305Pfs*90 Pathog. PVS1 PM2 PP3 PP1
NRL ¢.339C>G p.Y113* Pathog. PVS1 PM2 PP3 PP1
OPAl ¢.800_801delAA p.K267Rfs*4 Pathog. PVS1 PPl PP4
PRPF31 Partial deletion & duplication Pathog. PVS1 PM2 PP1
RPGR ¢.762_777delinsCA p.T255Rfs*23 Pathog. PVS1 PM2 PMI
UNCI19 c.7delG p.V3* Likely P. PVS1 PM2
USHA ¢.1724G>A p.C575Y Likely P. PM2 PP3 PP5 PP2 PPI
¢.2276G>T p.C759F Likely P. PM2 PP3  PP5 PP2 PPI
USH2A ¢.2276G>T p.C759F Likely P. PM2 PP3  PP5 PP2 PPl
¢.13010C>T p.T4337M Likely P. PM2 PP3 PP5 PP2 PPl
CNGB3 c.1672G>T p.G558C VUus PP3 PP5 PP2
CRBI ¢.1702C>T p.H568Y A4 N PM2 PP3 PP5 PP2
ROM1 ¢.668G>A p.R223Q vUs PM5 PP3
PDEG6B ¢.928-9_940dup p.Y314Cfs*50 Pathog. PVS1 PM2 PP5
USH24 ¢.1246G>T p.A416S vUs PM2 PP3 PP2
CEP250 ¢.1826C>T p.A609V Likely P. PS3 PM2 PP3
CEP78 ¢.1056delT p.T353Lfs*5 VGUS PVSI  PM2 PP3
SCLTI c.778-2A>T Pathog. PVS1 PM2 PP3
¢.827G>A p.R276H VUS PM2 PM3  PP3
SEMA6B ~ ¢.493G>A p.G165R VGUS PM2 PP3

*Consider as stonger evidence as the huge number of afected members in the family

VUS: Variant of uncertain significance; VGUS: Variant in a gene of uncertain significance






PUBLICACIO 3

Titol

«Novel mutations in the choroideremia gene and a complex severe phenotype
due to additional mutations in ocular genes in two Spanish families »

Resum

Les distrofies de retina (DR) representen un grup de patologies causants
d’alteracions visuals amb una gran heterogeneitat clinica i genética, la qual cosa
complica molts cops el diagnostic, sobretot en estadis avangats de la malaltia. La
determinacié de la causa molecular en aquests casos pot ser crucial per
complementar el diagnostic clinic 1 per oferir un consell genétic i una prognosi
de la patologia adequades.

En aquest treball s’han estudiat dues families inicialment diagnosticades amb
retinosi pigmentaria on no es va identificar cap mutacid patogenica després d’una
analisi exhaustiva mitjancant un xip de cosegregacié que incloia els 100 gens
majoritaris causants de DR no sindromica. A continuacid es van analitzar
diversos membres afectats de cada familia mitjangant seqiienciacio de 1’exoma
(WES), tot identificant una mutacid6 nova en cada familia en el gen CHM,
responsable de coroiderémia i amb heréncia lligada al sexe. Aquest gen no estava
inclos en el xip. Per tal de confirmar aquest diagnostic, es van revaluar
fenotipicament els individus afectats i les dones portadores de la mutacio, i es va
demostrar que, tot i que elles no manifestaven la patologia, si que presentaven
alteracions corioretinianes que variaven entre els diferents individus,
presumiblement a causa de la inactivaci6 aleatoria del cromosoma X.

A més, una de les dones portadores de la mutacioé al gen CHM presentava un
fenotip molt més sever que la resta de dones. Aquesta dona era portadora de dues
mutacions patogéniques més, en el gen P4X6, responsable d’aniridia i a PDEG6B,
causant de ceguesa nocturna estacionaria congenita.

D’aquesta manera es fa palesa la utilitat del WES en el diagnostic de patologies
molt heterogenies, ja que permet analitzar de forma simultania un gran nombre
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de gens, tot ajudant a resoldre casos en qué hi ha més d’un gen que contribueix
al fenotip.

Referéncia

Marta de Castro-Mir6, Raul Tonda, Gemma Marfany, Ricardo P. Casaroli-
Marano and Roser Gonzalez-Duarte. Novel mutations in the choroideremia gene
and multi-mendelian phenotypes in Spanish families.
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ABSTRACT

Purpose: We aimed to perform the genetic diagnosis of families with patients
clinically diagnosed of generic retinitis pigmentosa (RP) showing complex
phenotypes, for accurate disease assignment.

Methods: Whole Exome Sequencing (WES) of selected patients within each
family was undertaken, followed by Sanger sequencing and cosegregation
analysis to validate the genetic findings. Accurate clinical reevaluation was also
performed by electrophysiology and visual field records, as well as new imaging
techniques, such as swept source -optic coherence tomography (SS-OCT) and
fundus autofluorescence (FAF).

Results: Bioinformatics analysis of WES results highlighted two novel causative
mutations in the X-linked choroideremia gene (CHM). These findings prompted
a reevaluation of the clinical traits, which confirmed the choroideremia diagnosis.
Carrier females showed affectation at different degrees, even in twin sisters,
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probably due to the lyonization effect. A severe multi-mendelian phenotype was
associated to dominant pathogenic mutations in other genes besides CHM,
namely, PAX6 and PDEG6B, segregating in one family.

Conclusions: Genetic diagnosis by massive sequencing proves to be invaluable
to identify causative mutations in retinal dystrophies and identify additional
genetic variants that impact on the phenotype, thereby securing clinical
diagnosis. Exome analysis will increasingly unveil multi-mendelian phenotypes
previously ascribed to rare syndromic features. Besides, the implementation of
new non-invasive clinical imaging techniques facilitates early diagnosis and
follow-up of alterations in the neurosensory retina and the retinal pigment
epithelium-choriocapillary-choroid complex. Overall, the combination of
powerful genetic and clinical diagnostic strategies is instrumental for efficient
patient management and prioritization for the upcoming gene-specific therapies.
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INTRODUCTION

Choroideremia (CHM), first
described by Mauthner in 1872 ', is an
X-linked retinal
characterized by progressive
degeneration of the choriocapillaries,
photoreceptors and retinal pigmented
epithelium (RPE), with a distinctive
atrophic fundus characterized by
visualization of the sclera through a
depigmented RPE and choroid. CHM
estimated prevalence is 1:50,000 to
1:100,000 *. Unlike the high genetic
heterogeneity reported for retinitis
pigmentosa (RP) and many other
inherited retinal dystrophies (IRD),
CHM is caused by mutations in a
single gene, CHM. The CHM gene
encodes a ubiquitously expressed

disorder

intracellular protein named Rab escort
protein-1 (REP-1), which is a
component of the post-translational
modification machinery of lipid-
containing proteins involved in
intracellular vesicular trafficking. Rab
escort  proteins are  cytosolic
chaperones that promote post-
translational Rab prenylation, which
in turn enable reversible anchoring of
Rab proteins to the cell membranes °.
The majority of the mutations
reported in CHM include large
deletions and nucleotide substitutions
causing nonsense, frameshift and
splicing variants, generally associated
to absence of the gene product, or
dysfunction caused by premature

truncation. Nonetheless, the
ethiopathological ~mechanisms of
retinal degeneration due to CHM
mutations are still poorly
characterized. Clinical diagnosis is
based on fundus
electrophysiology and optical
coherence  tomography  (OCT).
Affected males show similar clinical
phenotypes and usually develop night
blindness at early age, progressive

examination,

loss of peripheral vision in the second
and third decades of life and finally
reach a stage of total blindness *.
While all male carrying mutations in
CHM develop the disease, female
carriers are mostly  clinically
asymptomatic, with no serious visual
impairment and normal visual fields,
although they wusually show eye
fundus changes, patchy
depigmentation of the RPE and
scattered pigmented areas in the
peripheral retina, whose extension
depends on lyonization (random X
chromosome inactivation) in retinal
cells. Proper clinical diagnosis of
CHM has been hampered by the
overlapping features with other retinal
disorders, mainly, recessive or X-
linked forms of RP. As it happens with
other retinal dystrophies, genetic
diagnosis  secures the clinical
diagnosis and is crucial for eligibility
criteria for gene therapy trials that are
currently underway. To that end, high-
throughput whole exome sequencing
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(WES) strategies have allowed to
identify new CHM disease-causing
mutations in patients that otherwise
would have remained undetected >
Our WES results highlight the
contribution of concomitant
mutations in IRD genes that may add
to the severity of the phenotype, and
most important, may impair the
successful outcome of CHM single
gene therapy trials.

METHODS

Family pedigrees and samples

Samples from healthy and affected
members of two Spanish families
(2NCE and 8NCE) initially diagnosed
with RP were collected for genetic
testing. Pedigrees were generated
after each family history. In family
2NCE, 5 affected members and 7 non-
affected were studied. After a
molecular diagnosis was achieved,
three more non-affected women were
added to the study. In family 8NCE,
samples of 8 individuals
available and included in the study.
After a genetic diagnosis was
achieved, 5 more family samples were
analyzed to confirm cosegregation.
The tenets of the Declaration of
Helsinki were followed and informed
consent was obtained from all
individuals who participated in this
study prior to donation of blood
samples. All research procedures

wEre

were approved by the Bioethics
106

Committee of the Universitat de
Barcelona (Barcelona, Spain).
Peripheral blood DNA was obtained
using the MoleStrips DNA Blood kit
with the GeneMole instrument (Mole
Genetics, Mole, Lysaker, Norway) or
using the QIAamp DNA Blood Maxi
Kit (Qiagen).

RD chip analysis

A custom high-throughput single
nucleotide  polymorphism  (SNP)
genotyping chip (RD-chip) that

included 760 SNPs located close or
within 100 retinal dystrophy genes
used to exclude
cosegregating candidates from further
mutational analysis in the two
families. Information on selected
SNPs, genes and other technical
details are described elsewhere ®.

WwWEre non-

Library preparation and sequencing

Exome sequencing was performed at
the Centre Nacional d'Analisi
Genomica  (CNAG,  Barcelona,
Spain). Paired-end multiplex libraries
prepared  according  to
manufacturer's  instructions  with
[llumina TruSeq DNA Sample Prep

Ww€Ere

kit (Illumina, San Diego, California,
USA) and enriched using the he
NimbleGen SeqCap EZ Human
Exome Library v3.0 that targets ~64
Mb, which correspond to ~20,000
genes. Libraries were loaded onto
lumina  flowcells for cluster
generation prior to producing 100



base read pairs on a HiSeq2000
instrument following the Illumina
protocol. Base calling and quality
control was performed with the
Illumina RTA sequence
pipeline according to manufacturer's
instructions.

analysis

Data analysis

Sequencing reads were trimmed from
the end of the read up to the first base
with a quality of at least 10. Resulting
reads of at least 40 nt long were
mapped to the Human genome
version 37 with decoy sequences from
Broad Institute using the GEM toolkit
? allowing up to 4 mismatches when
necessary. Alignment files (BAM
format) containing only properly
paired, uniquely mapping reads were
processed using Picard tools version
1.110 " to add read groups and
remove duplicates. The Genome
Analysis Tool Kit (GATK) version 3.1
""" was used for local realignment.
Processed BAM files were submitted
to variant calling for single nucleotide
variants and small insertions and
deletions using Samtools version
0.1.19 . Functional annotations were
added to the resulting VCF using
snpEff " with the GRCh37.75
database. Human dbSNP version 137
IDs, population frequencies from the
1000 Genomes Project '* and Exome
Variant Server '°, and several
conservation and  pathogenicity

prediction algorithms from dbNSFP '®

were annotated using snpSift .

In house bash scripts were used to
select shared variants in all affected
members which: 1) showed a MAF <
0,01, 2) were predicted to produce
high or moderate impact in coding
regions, including non-synonymous,
non-sense and frame-shift variants,
intron-exon junctions, and short
coding insertions/deletions (indels).

Mutation analysis

Variants mapping to already reported
IRD genes were selected for further
validation by PCR and Sanger
sequencing. A direct mutational
screening of PAX6 was undertaken by
Sanger sequencing of all exons in
patient III-8 (pedigree 8NCE).
Additionally, a Multiplex Ligation-
dependent  Probe  Amplification
(MLPA) assay was also performed in
this patient to assess structural
rearrangements of PAX6 using the
commercial kit SALSA MLPA P219
PAX6 (MRC Holland, Amsterdam,
The Netherlands) with probes for
every PAX6 exon. The gene CHM was
also amplified and sequenced by
Sanger in 21 additional probands.
PCR and sequencing primers are
available upon request. Pathogenicity
scores for identified variants were
evaluated by MutationTaster '°,
PolyPhen2 '°, SIFT * and NetGene2
*! Pathogenicity was also assessed by
cosegregation analysis in the family.
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Clinical examination

Complete ophthalmological
examination was performed in all
available individuals. All medical
records assessed the following clinical

features: age at onset of visual
disturbance, clinical
ophthalmological  history,  best-

corrected visual acuity (BCVA),
refractive error (auto-refractometry),
fundus examination (macular, mid-
periphery and peripheral retina, and
optic ~ disc  appearance)  with

pharmacological pupil dilatation,
anterior segment slit-lamp
biomicroscopy  with  Goldmann

tonometry. Fundus color photographs
were acquired with non-mydriatic
retinography (TOPCON TRC-NWS,
Tokyo, Japan). Macular optical
coherence tomography (OCT) scans
were evaluated with sewpt-source
Atlantis (TOPCON DRI OCT-1,
Tokyo, Japan). Visual fields were
examined with the Humphrey Field
Analyzer HFA II 750 (Carl Zeiss,
Meditech, Dublin, CA, USA) with the
24-2 FASTPAC or 24-2 SITA
standard program. Ultra-wide-field
photography and autofluorescence
analysis of ocular fundus were carried
out using Optomap (Optos plec,
Scotland, UK). Electroretinography
(ERG) and electrooculography (EOG)
were performed according to the
standards of the International Society
for Clinical Electrophysiology of
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RESULTS

An accurate genetic diagnosis was
requested for two families clinically
diagnosed with RP. They were first
genotyped using the RD-chip * based
on SNP-cosegregation analysis of 100
major non-syndromic IRD genes.
Dominant inheritance was assumed in
family 2NCE, since three daughters
(IV-3, IV-4 and IV-5) of proband I1I-8
showed slight retinal
without visual impairment (Figure
1A). Thirteen members of this family
(numbers in bold in the pedigree)

alterations

were genotyped, and under autosomal
dominant assumption most genes but
five were directly excluded by lack of
cosegregation. These remaining genes
were also excluded after Sanger
sequencing.

Eight members of family 8NCE
(numbers in bold in the pedigree,
Figure 1B) were genotyped with the

RD-chip assuming autosomal
recessive  inheritance based on
suspected consanguinity and

geographical proximity. Again, most
genes but five were directly excluded
by lack of cosegregation, and
subsequent ~ Sanger  sequencing
allowed to exclude the remaining
candidates.

As anext step to identify the causative
gene, WES was undertaken in 4
probands of family 2NCE and 3 of



family 8NCE (marked with * in
Figure 1A and B, respectively). WES
data was analyzed following the
commonly adopted criteria for variant
filtering (Figure 2): 1) alteration of a
protein-coding sequence; i1)
minimum allele frequency (MAF)
<0.01 in control population; 1iii)
cosegregation in sequenced patients
of the same family; iv) localization in
one of the 300 reported IRD genes
(see Material and Methods for
details). As indicated in Figure 2,
these criteria allowed to substantially
decrease the number of initial
identified variants (around 200,000
per family) down to a manageable 2
variants in family 2NCE, and 4 in
family 8NCE. Surprisingly, the two
families carried a different unreported
but clearly pathogenic mutation in the
CHM gene, mapping at the X
chromosome, thereby prompting the
reassignment of autosomal to X-
linked inheritance.

The new CHM pathogenic variants
identified were: ¢.1769C>T p.Q590*
in family 2NCE, a nonsense mutation
that generates a premature stop codon;
and c.116+1G>C in family 8NCE, a
nucleotide substitution that disrupts
the splicing donor consensus site and
generates an aberrant splicing event
(Figure 3). In fact, mutations in this
position have already been reported in
other patient cases (c.116+1G>A and

c.116+1G>T ***). Indeed, the
pathogenicity of the identified
variants was fully supported by both,
in silico prediction algorithms and full
cosegregation with the disease in each
family (Figures 1A and B).

Therefore, after these molecular
results, the initial clinical diagnosis of
RP was reassessed and the diagnosis
of CHM was confirmed. Table 1
shows the clinical features of affected
males and carrier women of the two
families. The identification of CHM
as the causative gene led us to redefine
the inheritance pattern and thus
identify carrier women (III-12, IV-3,
IV-4, TV-5, IV-6 and IV-7 in family
2NCE; and III-1 and IV-2 in family
8NCE), which could transmit the
disease to their male progeny. When
carefully examined, these carrier
women show several degrees of mild
retinal alterations although without
any detectable reduction in the visual
field. Random X-inactivation in the
retina may account for these
alterations in carrier women, similarly
to what has been described for other
X-linked retinal dystrophies >
Detailed images of the three obligate
carrier daughters of proband III-8
(family 2NCE) with different retinal
symptoms are shown below.

Special mention deserves patient V.3
in family 8NCE, where additional —
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already reported— mutations in two
autosomal dominant genes add to a
more severe phenotype. In fact, her
mother (II-8), diagnosed with
aniridia, carries the pathogenic PA4X6
c.1310A>T p.*437L ¥, as well as a
dominant mutation in PDE6B (c.928-
9 940dup p.Y314Cfs*50) associated
to Congenital Stationary Night
Blindness (CSNB), ** (Figure 3). Her
sister IV-2, instead, only carries the
CHM pathogenic variant.

Detailed clinical study

Male patients in pedigree 2NCE,
although initially diagnosed with RP,
were clinically re-evaluated after the
genetic  diagnosis. A detailed
assessment of the least affected male,
proband III-8, is shown in Figure 4.
The eye fundus, FAF and OCT
observations revealed characteristic
phenotypic traits of CHM, such as
profound chorioretinal atrophic areas
(Figure 4a and b) with extensive loss
of retinal pigmented epithelium
(Figure 4c and d) with no affectation
of either the central macula or
peripapillary retina. A central thinned
choroid remnant was detected by OCT
(Figures 4e and f), all together
supporting the residual retinal
function observed by conserved
central visual acuity and constricted
visual field with a restricted central
island (Table 1). The oldest brother,
111-2, similar

patient showed

110

peripheral affectation and very poor
vision (Table 1). After reassignment,
the clinical traits were in agreement
with the genetic diagnosis of CHM, an
X-linked condition. The milder
phenotype in the daughter carrier
females and the variability in the
macular affectation, even between the
twin sisters (Table 1 and Figure 5),
could be now attributed to random X
chromosome inactivation. For a
detailed comparison of the ocular
phenotype of the three daughter
probands (IV-3, IV-4, and 1V-5), see
Figure 5 and the corresponding figure
legend. Proband IV-5 was
considerably less affected than her
sisters,  although some partial
symptoms were revealed by OCT,
with some slight and regionally
restricted choroid narrowing (Figure
5e and f).

Notably, the genetic diagnosis in
pedigree 8NCE was instrumental to
reveal both, segregation of different
gene mutations and assignment to
distinct clinical entities in the different
family branches. Fundus images and
OCT of affected males, III-5 and III-
7, showed  severely atrophic
chorioretinal areas, with pigment
clusters in the macula, and vascular
narrowing (Table 1, and Figure 6,
showing the images from proband III-
7). All these traits clearly supported
the genetic diagnosis of CHM instead
of the initial clinical diagnosis of RP.



Of note, the unexpected differences
between the clinical traits of obligate
female carriers IV-2 (non-affected)
and I'V-3 (extremely affected) (Figure
7), prompted us to undertake a more
exhaustive genetic study. Proband I'V-
3 presented nystagmus, strabismus
and iris alterations, symptoms that
were not present in her sister that
carried the same CHM mutation. WES
revealed that patient IV-3, not only
carried the pathogenic =~ CHM
mutation, but had also inherited two
dominant mutations causative of
aniridia (P4X6) and congenital
stationary night blindness (PDEG6B).
This  proband  showed
affectation of the retina as well as
congenital relatively mild bilateral

Severe

Axenfeld anomaly and sectorial iris
atrophy (Figure 8). Indeed, the
additive or synergic contribution of
the three mutations accounted for the
severity of this blended retinal
phenotype in this proband. The two
additional ~mutations had been
transmitted by her mother (as
ascertained by Sanger sequencing),
condition
accurate  fundus
examination and masked the
progressive  retinal  degeneration
associated with the PDE6B mutation.
Deletions in PAX6 (which are a
frequent cause of aniridia) were
discarded by MLPA  assays.
Therefore, the identified variant PAX6

whose aniridia

precluded an

Severe

c.1310A>T  p.*437L  (reported
elsewhere *’) was the sole cause of the
aniridia disorder in this family.
Differences in the severity of the
aniridic phenotype between mother
and daughter (sharing the same
genetic defect) can be attributed to

variable expressivity, a common

feature of dominant congenital
conditions.
DISCUSSION

Probands of two different families
with a clinical diagnosis of RP
demanded genetic diagnosis. Our
initial analysis using an RD-chip
based on RP and Leber congenital
amaurosis genes was inconclusive
because the CHM gene, causative of
choroideremia (CHM), had not been
included. WES was undertaken using
several patients from each family
(marked with an asterisk in Figure 1),
and pathological mutations
(previously unreported) in the CHM
gene were unambiguously identified
as the cause of the disease in male
patients, supported by both the
pathogenic molecular effect of the
mutations and cosegregation within
each family. Therefore, genetic
diagnosis clearly pointed to patients
being affected of CHM instead of RP,
and the clinical re-evaluation fully
confirmed this reassignment.
Although the two visual disorders are
considered different clinical entities,
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the overlapping retinal phenotypic
traits often lead to a wrong
assignment, more even so since some
carrier females show mild phenotypic
traits that blur the X-linked
inheritance pattern. These results
prompted us to directly screen CHM
in search of mutations in 21 RP
families compatible with an X-linked
inheritance, which remained
undiagnosed after the mutational
screening of known RP genes. Indeed,
we identified a reported pathogenic
variant in CHM in one family,
¢.715C>T p.R239* ¥, also supported
by cosegregation in the family (See
Supplementary Figure S1). Our
results further support the claims from
several authors that suggest a higher
prevalence of CHM than previously
considered, and more cases will be
unveiled once massive sequencing
approaches are being increasingly
incorporated for clinical
diagnosis Indeed,

imaging assessment in patients at
early stages of the disease will greatly
contribute to define specific early-

genetic
accurate

onset features and stages of CHM
(e.g. thickening of the fovea, followed
by widespread pigment clumping at
the retinal pigmented epithelium,
eventually evolving to chorioretinal
and peripapillary atrophy), which will
help the clinician to secure diagnosis,
establish the key steps of disease

progression, and define potential
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biomarkers for future therapeutic
trials ****'. In fact, in CHM patients,
choroid atrophy precedes the thinning
of the neurosensorial retina, which is
also prior to neurodegeneration and
total loss of visual acuity. The advent
of new imaging
techniques, such as spectral domain-
OCT, swept source-OCT and FAF,
early diagnosis and the evolutionary
follow-up of alterations in the

non-invasive

neurosensory retina and the RPE-
choriocapillar-choroid complex make
accurate prognosis feasible. Indeed,
early diagnosis, when central vision is
still preserved, is essential to an
optimal outcome in gene/cell therapy
trials.

Aside X-inactivation effects, different
affectation in CHM patients of the
same pedigree (thus bearing the same
mutation) can be attributed to the
contribution of modifier genes, with
an impact on age of onset, disease
progression and phenotypic severity.
In this context, it is worth noting that
WES has allowed us to identify
additional pathogenic variants in
family 8NCE, which would otherwise
have remained unknown. These
mutations most probably contributed
to the multi-mendelian
phenotype displayed by female IV-3,
who was an obligate CHM mutation
carrier and also had inherited both a
dominant RP mutation in PDE6B plus
PAX6

Severe

a dominant heterozygous



aniridia mutation (the latter affecting
iris, cornea and optic
development).  P4X6  mutations
usually show reduced penetrance and
variable expressivity. Particularly, C-
terminal pathogenic
variants (as that identified in this
family), which generate a longer
protein product, are associated to a
moderate-severe aniridic phenotype

with poor vision, keratopathy and
32,33

nerve

extension

cataracts . In this pedigree, the
mother III-8 showed an extremely
severe aniridia phenotype (which
precluded the diagnosis of RP),
whereas her daughter IV.3 presented a
milder aniridia phenotype that did not
compromise retinal fundus imaging.
Notably, to our knowledge this is the
first case of a CHM patient bearing
two additional dominant pathogenic
mutations showing multi-mendelian
instead of rare syndromic phenotype.
As has been claimed lately by several
authors, the implementation of
massive sequencing techniques will
blended
several

increasingly reveal
phenotypes caused by
concomitant single gene disorders
34,35

Finally, one of the remaining
challenges in IRDs is the
establishment of genotype-phenotype
correlations. Even in the same family,
different patients show distinct traits.
WES data would become instrumental
to relate incidental genetic variants in

other IRD genes with the severity of
private phenotypic traits and disease
progression. Since gene augmentation
trials for therapy of visual disorders is
being underway for specific genes and
mutations, among them CHM, WES
data should be included among the
patient eligibility and prioritization
criteria for successful gene therapy.
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Figure 1. Pedigrees of two Spanish families affected with choroideremia. A. Family 2NCE
showed cosegregation of the variant ¢.1768C>T with the disease; all affected males (II-3, II1-2,
I11-3, 11I-6, I1I-8) were hemizygous for this mutation, whereas non-affected males bore the WT
allele (III-1, III-5). Non-affected females were either homozygous for the WT allele (I11-7, I1I-9)
or heterozygous for the pathogenic variant (III-12, IV-3, IV-4, IV-5, IV-6, IV-7). B Family 8NCE
showed cosegregation of the CHM splice variant, ¢.116+1G>C with the disease. All affected
males (I11-2, I11-5, I1I-7) were hemizygous for the mutation whereas the non-affected males (I11-
3, I11-4) were hemizygous for the WT allele. Females were either heterozygous for the mutated
(I1I-1) or homozygous for the WT (III-8) variants. Female II-8 carried a mutation, ¢.928-
9 940dup, in the PDE6B gene. Daughters, IV-2 and IV-3, were obligate carriers of the
¢.116+1G>C mutation in CHM. Moreover, patient IV-3 also inherited the dominant pathogenic
PAX6 c.1310A>T p.*437L (aniridia) plus the PDE6B ¢.928-9 940dup (RP) variants. Individuals
in bold were genotyped with the RD chip. Patients marked with * were sequenced by WES.
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- Located within the protein-coding regions
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selection by - In 300 genes associated to IRD — 2 variants 4 variants
cosegregation analysis
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Figure 2. Workflow of the combined genetic and exome sequencing (WES) strategies for the
identification of the IRD causative gene in two Spanish families. After a comprehensive
cosegregation analysis by an RD-chip based on SNP genotyping of the 100 major RD-causing
genes (de Castro-Mir¢ et al. 2014), and direct Sanger sequencing of the non-discarded candidates,
WES analysis was undertaken. Pathogenic variants from WES data were highlighted following a
series of filtering steps. In both families, pathogenic mutations were identified in the CHM gene,
later confirmed by Sanger sequencing.
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Figure 3. Electropherograms of the pathogenic mutations in CHM, PAX6 and PDEG6B in the
two choroideremia Spanish families. In family 2NCE, the sequencing data shows a nonsense
mutation, ¢.1768C>T in CHM. Identified pathogenic variants (boxed or underlined in red) in
family 8NCE were the splicing-altering mutation c.116+1G>C in intron 2 in CHM, the
c.1310A>T p.*437L mutation in PAX6, and the duplication ¢.928-9 940dup in PDE6B. For
clarity, only the beginning of the duplicated sequence is shown (from nucleotide c.941).
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Figure 4. Fundus photograph, fundus autofluorescence (FAF) and optic coherence
tomography (OCT) of the male patient III-8 in family 2NCE. Patient I1I-8 (50-years-old
patient). Color macular retinography (a and b) showed symmetrical profound chorioretinal
atrophic areas with preservation of central macula and peripapillary retina, narrowed retinal
vessels and prevalent large choroidal vessels. FAF (c and d) revealed widespread chorioretinal

atrophy associated with extensive loss of retinal pigment epithelium. Central and peripapillary
area showed hypo-autofluorescence, although a central residual irregular area of hyper-
autofluorescence was still observed on the foveal region. Swept-source OCT (e and f) showed a
narrow central residual area of choriocapillaries and choroid. Right eye: a, ¢ and e. Left eye: b, d
and f.
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Figure 5. Fundus photograph, fundus autofluorescence (FAF) and optic coherence
tomography (OCT) of the carrier daughters IV-3, IV-4 and IV-5 in family 2NCE. Color
macular retinography of both eyes (a, b and s, s’) in a 16-years-old carrier female (IV-5) (with
scanty or very few/little) fundus macular affectation. In contrast, her non-identical twin sister (IV-
4, g, h and t, t’), and their older sister (IV-3, 18-years-old, m, n and u, u”) both showed macular
affectation (in detail: t, t’, u, u’). Affected macular regions showed a characteristic granular
pattern of pigmentation with scattered clumps of pigment in the posterior pole, mild paled optic
disk with some degree of peripapillary atrophy. Particularly, proband V-4 showed fundus
macular affectation, with extensive areas of atrophy with depigmentation and rough granular
pattern on the upper retinal regions of both eyes by wide-field retinography (g, h and t, t”). Clumps
of pigment in the lower retinal regions of mid-periphery fundus were also seen in both eyes.
Proband IV-3, with fundus macular affectation, showed similar features to her sister (IV-4) by
wide-field retinography (m, n and u, u’). Concerning FAF, a very fine reticular pattern (flecks) of
hypo-autofluorescence in the temporal side of the macular regions was observed in affected
sisters IV-4 (i and j) and IV-3 (o and p), but is seemingly non-affected in sister IV-5 (c and d).
Nonetheless, swept-source OCT of this same proband showed some phenotypic symptoms, since
a slight choroid narrowing in the nasal side of the macular region (e and f), particularly in the left
eye (f) could be observed. Swept-source OCT of probands IV-4 and IV-3 showed a diffuse
narrowing of central area of choriocapillaries and choroid, affecting mainly the large vessels layer.
Notably, OCT neurosensorial retina macular profiles appeared normal in all cases. Right eye: a,
c,e g1,k m,o0,q,s,tand u. Lefteye: b, d, f, h,j,,n,p,r,s’,t"and u’.

122



Figure 6. Fundus photograph, fundus autofluorescence (FAF) and optic coherence
tomography (OCT) in proband III-7 of family 8NCE. Wide-field red-free retinography (a and
b) showed severe chorioretinal atrophy of posterior pole and macular region associated to severe
narrowing of retinal vessels. FAF (c and d) revealed total loss of retinal pigment epithelium.
Swept-source OCT (e and f) showed absence of choriocapillaries and choroid, with an extended
thinning of the neurosensorial retina. Right eye: a, ¢ and e. Left eye: b, d and f.
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Figure 7. Fundus photograph, fundus autofluorescence (FAF) and optic coherence
tomography (OCT) in female carriers of family 8NCE. (a to f) Proband IV-2, a 18-years-old
carrier female, with very discrete fundus macular affectation. Wide-field retinography (a and b)
showed scattered alterations of the retinal pigment epithelium in posterior pole and mid-periphery
of both eyes, with a mild granular pattern. FAF (c and d) revealed a speckled pattern of hypo-
autofluorescence scattered in posterior pole and mid-periphery regions of both eyes. Swept-
source OCT (e and f) showed apparently normal features of central area of choriocapillaries and
choroid with a normal profile of neurosensorial retina. (g to 1) Proband IV-3, a 16-years-old carrier
female with fundus macular affectation. Wide-field retinography (g and h) showed extensive area
of atrophy and depigmentation of retinal pigment epithelium with rough granular pattern on the
upper retinal region, particularly in her right eye (g). Clumps of pigment were seen in posterior
pole and mid-periphery fundus of both eyes. FAF (i and j) exhibited spots and patches of hypo-
and hyper-autofluorescence. Swept-source OCT (k and 1) showed a diffuse narrowing of
choriocapillaries in her right eye (k) and choroid, affecting mainly the large vessels layer,
particularly in her left eye (1). OCT images of Proband IV-3 are not centered in the foveal region
due to severe nystagmus (k and 1). Right eye: a, ¢, e, g, i and k. Left eye: b, d, f, h, j and 1.
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Figure 8. Biomicroscopy of the ocular anterior segment of two aniridia-affected females in
family 8NCE. Patient I1I-8 (a-d) presented clear aniridia features with bilateral corneal haze and
iris hypoplasia, affecting de nasal sector of the eye anterior segment in approximately 180°. Note
bilateral Salzmann’s nodular corneal degeneration. Right eye (aphakic; a and b) and left eye
(pseudophakic; ¢ and d) exhibited partial limbic deficiency with fine corneal neovessels
formation (b and d) and abnormal corneal epithelium. Her daughter IV-3 (e-h) showed milder
aniridia traits with bilateral Axenfeld anomaly, posterior embryotoxon (details in f and h)
associated with corectopia (e and g), sectorial atrophy of iris (e, g and detail in h), and iris
remnants/bridges in pupil (detail in f).
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Supplementary Figure S1. Segregation of CHM mutation in family SOORG.
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Diagnostic de les distrofies de retina: del xip DR a ’exoma

Les distrofies de retina (DR) son un grup de malalties, en la seva majoria
degeneratives, que porten el pacient a una ceguesa, parcial o total, i irreversible.
Una de les caracteristiques més significatives d'aquest grup de patologies és la
seva enorme heterogeneitat genética, amb més de 250 gens causals descrits fins
ara (aproximadament un 1% dels gens del genoma), possiblement amb diversos
gens per identificar encara. També és important destacar que a nivell clinic les
DR presenten una gran heterogeneitat fenotipica, amb trets solapats que
compliquen molt el diagnodstic en estats avancats de la malaltia. A més, un mateix
gen, segons el tipus de mutacio, pot causar patologies substancialment diferents.

En els darrers anys s'ha avancat molt en 1'estudi d'aquestes patologies, i s’han
identificat un gran nombre de gens causals. D’entrada, aix0 té una gran
importancia pel pacient, ja que el diagnostic genétic fixa el diagnostic clinic,
permet identificar els portadors asimptomatics, ajuda a establir un pronostic
fiable i obre les portes a 1’accés de les futures generacions de les families tant al
consell genétic com a possibles vies de terapia genica, actualment en
desenvolupament per a alguns gens (com per exemple RPE65 (Bainbridge et al.
2015), CHM (Barnard, Groppe, and MacLaren 2014), MERTK (Ghazi et al.
2016)i la malaltia de LHON (Yang et al. 2016)). A més, permet aprofundir en els
mecanismes moleculars i bioquimics subjacents a la malaltia, tot contribuint a la
comprensio dels processos que tenen lloc i1 de les vies metaboliques implicades.
Aquesta informacio pot ajudar a identificar noves dianes terapeutiques.

Tot 1 aixo, avui dia les malalties que presenten una gran heterogeneitat genética,
com les DR, segueixen constituint un gran repte en el camp del diagnostic
gengtic: la gran quantitat de possibles gens i1 canvis causals, cap d’ells majoritari,
complica la identificacié de [D’alteracid, unica, responsable del trastorn.
Actualment, la seqiienciacié massiva va deixant de banda els metodes de
cribratge tradicionals (com ara la cerca de mutacions en candidats funcionals
mitjancant seqiienciaci6 manual Sanger o l'analisi directa de mutacions ja
conegudes per altres métodes), que son substituits per métodes de seqiienciacid
altament processius i totalment automatitzats que permeten inspeccionar el
genoma o ’exoma sencer d’un individu en poc temps. No obstant, aquests
metodes encara presenten certes limitacions: en primer lloc, el cost, perd també
la capacitat d'analitzar bioinformaticament les grans quantitats de dades que es
generen 1 de separar el gra de la palla, és a dir, els canvis patogenics d’aquells

que no ho sén.
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El desenvolupament d'estratégies per intentar facilitar I'abordatge del diagnostic
de les DR és un tema recurrent. Per aix0, en el grup es va dissenyar i desenvolupar
un metode d'analisi indirecta, basat en I’estudi de cosegregacid amb marcadors
SNP, que permetia, per una banda, analitzar simultaniament els 100 gens més
prevalents causants de DR no sindromiques, amb heréncia dominant, recessiva o
lligada al sexe, i de ’altra, descartar aquells que no eren causants de la malaltia,
per dirigir a continuacid I’estudi als gens no descartats mitjangant seqiienciacid
Sanger. Per aixo es van seleccionar entre 7 i 10 polimorfismes d’un tnic nucleotid
(SNP, de I’angles, Single Nucleotide Polymorphism) per cada gen, tenint en
compte que havien d’estar situats dins del gen o en regions properes per tal de
minimitzar les probabilitats de recombinacid entre el polimorfisme i la mutaci6
1, per tant, les probabilitats d’error en el diagnodstic. A més, les variants havien de
ser el més informatives possible (és a dir, que tinguessin una freqiiéncia de I’al-lel
minoritari 0 MAF el més propera possible a 0,5) i pertanyer a diferents blocs
haplotipics per evitar redundancies genctiques.

Com a resultat d’utilitzar el xip DR seguit de seqiienciacié Sanger a un conjunt
de 36 families, es van diagnosticar el 47% dels casos. La taxa d’exit d'aquesta
eina varia molt segons el tipus de families que s’analitzen, tant per la seva
grandaria com pel patrdo d'heréncia. L'analisi de cosegregacid és tant més
informativa com més mostres de la familia hi hagi disponibles, afectats o no, ja
que aixo facilita I'establiment de les diferents fases a cada generacio i per tant, la
determinacio dels al-lels heretats per cada individu. També se simplifica l'analisi
si es poden aplicar restriccions genetiques, referides al tipus d'heréncia esperada
o a D’existéncia de consanguinitat. Aixi, per exemple, és relativament facil
descartar gens en casos de families recessives amb consanguinitat, on esperem
trobar la mutacid i els marcadors que la flanquegen en homozigosi i només en els
individus afectats. En canvi, si 'heréncia és dominant la tasca es complica perque
els pacients només comparteixen un al-lel i no dos (calen, per tant el doble
d’individus que en una malaltia recessiva per obtenir la mateixa informacio) i, a
més, tot sovint hi ha individus que son portadors de la mutacié perd no manifesten
simptomes de la patologia (penetrants incomplets).

La principal limitacié d'aquesta eina, pero, €¢s que només es pot aplicar en casos
familiars, ja que perque l'aproximacié tingui exit, cal analitzar el resultat de
diverses meiosis i1 per tant de diversos individus. A més, tot i ser una eina molt
util per fer una primera aproximacié diagnostica, segueix requerint un pas
posterior de seqlienciaci6 de tots els gens no descartats, que en alguns casos son
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molt grans i en d’altres molt nombrosos. El xip, en general, no permet descartar
tots els gens analitzats: en el nostre estudi, tot i que en la majoria de families es
van descartar com a minim el 90% dels gens, en cinc casos quedaven entre 15 i
55 gens sense descartar (sobretot en families dominants amb pocs membres
afectats) i no es va procedir a la cerca de mutacions per seqiienciacio Sanger.

L'adveniment de les técniques de seqlienciacié massiva de nova generaci6 ha
revolucionat el camp del diagnostic de les malalties mendelianes genéticament
heterogenies com les distrofies de retina. La capacitat de generar dades de
seqiienciacié amb una cobertura profunda en un termini de temps curt esta
substituint els enfocaments centrats en regions especifiques per a la identificacid
de gens i mutacions. En concret, la seqiienciacié d’exomes (Whole-Exome
Sequencing, WES) permet analitzar els prop de 180.000 exons de tots els gens,
que representen aproximadament un 1% del genoma i on fins ara s'han identificat
el 85% de les mutacions causants de patologies, a un preu cada cop més
assumible pels laboratoris. D'aquesta manera ¢s redueix molt el temps i el cost
que requeria analitzar tots els possibles gens candidats en un individu amb DR
sense cap tipus de pista que ajudés a acotar les dianes de 1’estudi.

En el nostre cas vam aplicar la seqiienciaci6 WES a un total de 33 families,
identificant la variant patogénica en 18 d’elles, un 55% dels casos, percentatge
similar o superior a I’obtingut en molts treballs en que es fa servir una estrateégia
basada en NGS, on I'éxit diagnostic varia entre el 30 i el 60% (Bernardis et al.
2016; Ellingford, Barton, Bhaskar, O’Sullivan, et al. 2016; Ge et al. 2015;
Glockle et al. 2013; Li et al. 2014; Neveling et al. 2012; Wang et al. 2014; Zhao
etal. 2014). Amés, en 10 families més es proposa un candidat molt probable com
a responsable de la patologia. Si es confirma la relacié d’aquests gens amb el
fenotip, hauriem resolt 28 de les 33 families en estudi, un 85% del total. Aixi,
doncs, el percentatge d’exit obtingut en la nostra analisi de ’exoma se situaria
entre el 55% 1 el 85%, tot superant en 12-38 punts el que s’obtenia amb la
combinaci6 del xip DR i seqiienciacié Sanger, un 47%.

En conjunt, sumant les dues estrategies emprades (Figura 10), s’han analitzat 69
families, en 37 de les quals (53,6%) s’ha assolit un diagnostic molecular definitiu,
i s’ha proposat un candidat en 10 més (14,5%) amb la identificaci6 de la mutacid
causal en un gen préviament descrit com a responsable de la patologia. S’ha de
tenir en compte que de les 19 families no diagnosticades pel xip DR només en 9
s’ha seqiienciat ’exoma, ien 8 d’elles s’ha identificat la mutacié causal. Cinc
d’aquestes alteracions moleculars estan situades en gens que no es trobaven
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inclosos en el xip DR: BBS2 i C21orf2 no s’havien relacionat encara amb les DR
no sindromiques quan es va dissenyar el xip; CHM causa una patologia a priori
diferenciada de les altres DR, la coroiderémia, i per aquest motiu no es va
incloure al xip; i CEP250 és un nou gen candidat.

Familia afectada de DR A
(>3 mostres disponibles)? No *
‘ Si Whole Exome Sequencing
Filtrat de variants:
- Localitzades a la regid codificant de proteina i
‘ amb un efecte sobre la funcié (mutacions de canvi
de sentit, sense sentit, de truncament prematur o
Analisi de cosegregacid que alterin I'splicing)
per identificar gens - MAF < 0.01 .
candidats - Concordanga amb I'herencia esperada

- Prioritzacié d'acord amb la patogenicitat predita

{ o }

Sequenciacié Sanger. —
Mutacio? S'_» Gen causant de la patologia

Figura 10. Protocol utilitzat en el diagnostic de les families afectades de DR.

Els altres tres casos si que estan causats per gens inclosos en el xip DR. La causa
per la qual es va descartar el gen en cada cas és diferent. En la familia 9RE (amb
mutacié dominant a GUCY2D, Figura 2 de la Publicaci6 1) es va descartar el gen
per manca de cosegregacid d’un dels marcadors donat que en un membre de la
familia s'havia produit una recombinacié entre el marcador rs3027213 i la
mutacid, separats per 105 Kb. A priori, la probabilitat de recombinacio, assumint
la relaci6 1 Mb = 1% recombinaci6é (valor mitja en el genoma, subjecte a
variacions regionals) era inferior a 1/1000, perd en aquest cas s’ha produit
I’entrecreuament. En el cas de la familia ES (Figura 3 de la Publicacié 1), amb
tres mutacions a USH2A, es va assumir erroniament que hi havia consanguinitat
entre els progenitors del pacient i per aixo es va descartar aquest gen per manca
d’homozigositat a la regi6. Al final, no hi havia consanguinitat i el pacient era
portador de mutacions en heterozigosi. Per ultim, la familia I0NCE, de la qual
nomes es van analitzar cinc individus amb el xip DR, presentava la delecid parcial
del gen en heterozigosi, motiu pel qual la informacid obtinguda amb la
genotipaciode SNPs no es va interpretar correctament. En tractar-se d’una deleci6
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en heterozigosi, els SNPs localitzats dins la regi6 suprimida no estan genotipats
en 1’al-lel patogeénic, i per tant sén assumits erroniament com a posicions
homozigotes per la variant de 1’al-lel no patogeénic que si que hi és present. En
resum, aquests tres casos il-lustren perfectament algunes limitacions de la
metodologia emprada, que es basa en 1’analisi de cosegregacio: la possible
presencia de recombinacions, I’ambigiiitat que hi ha a vegades en la determinacid
del model genetic subjacent, i I’ocurréncia de determinades alteracions
moleculars, com les delecions, que poden conduir a interpretacions erronies dels
resultats.

Totes dues estratégies, analisi de cosegregacio seguit de seqiienciacié Sanger per
una banda i seqiienciacié d’exomes per 1’altra, tenen la gran avantatge que
permeten analitzar de forma simultania una gran quantitat de gens. Aixo, en un
grup de patologies com les DR, genéticament molt heterogénies i que a més
presenten solapament fenotipic entre elles, resulta molt util. De fet, en molts
casos no ¢és fins que s’assoleix el diagnostic genétic que s'acaba de definir el
diagnostic clinic del pacient.

En certs casos, el diagnostic genétic pot ser crucial per a la prognosis del pacient,
¢s a dir, per anticipar I’evolucié de la patologia. Tot i que la degeneracid
neurologica té dificil tractament, la coexisténcia de les DR amb moltes sindromes
que inclouen patologies que si que es poden beneficiar de certes intervencions
terapeutiques, fa que D’assignacié d’un diagndstic concret pugui tenir
conseqiiéncies positives per al pacient. L’individu 64ORG n’és un bon exemple.
Fou referit al nostre laboratori amb un diagnostic de retinosi pigmentaria. La
seqiienciacié del seu exoma va permetre identificar dues variants patogéniques
recessives al gen PHYH, responsable de la malaltia de Refsum, que cursa amb
simptomes neurologics i cardiacs importants (Wanders, Waterham, and Leroy
2015). Afortunadament, el desenvolupament de la patologia es pot aturar
mitjancant I’eliminacié de la ingesta de 1’acid fitanic, I’acumulaci6 del qual als
teixits, a causa de la inactivitat de I’enzim peroxisomal PHYH, és responsable
del trastorn. Com aquest cas, hi ha d’altres patologies que cursen amb DR i que
poden ser controlades mitjancant I’alimentacid; per exemple, el déficit de
biotinidasa causa atrofia Optica i mitjangant la ingesta diaria de biotina
s’alleugereixen considerablement els simptomes de la malaltia (Wanders et al.
2015; Wolf 2016).

Una altra de les caracteristiques de les DR ¢és I’heterogeneitat fenotipica, per la
qual mutacions en un mateix gen poden causar diferents patologies. Un exemple
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identificat en aquest treball és el del gen RD3, que fins ara només s'havia descrit
com a causant de LCA, pero que gracies a la utilitzacid del xip s'ha trobat mutat
en un pacient diagnosticat com a RP. El gen no hagués estat analitzat en aquesta
familia si s'hagués optat per un altre metode de diagnostic com la deteccié de
mutacions conegudes o la seqiienciacié de gens candidats, que eren les
alternatives en aquell moment. Aquest cas exemplifica la importancia d’obrir al
maxim el ventall de gens que s’analitzen en els protocols de diagnostic de les
DR, incloent al llistat de possibles dianes aquells gens que s’han relacionat amb
patologies similars.

El mateix succeeix amb el patré d'heréncia. Com ja s'ha esmentat, en cada cas
s'estima el patrd hereditari més probable, perd no sempre hi ha un tnic patrd
possible. Fins que no s’identifica la causa molecular i, si és possible, s'estudia la
cosegregacio de la mutacié o mutacions amb el fenotip, no es pot ratificar el tipus
d'heréncia. En el nostre cas, gracies a la utilitzacio del xip s'ha identificat una
mutacié al gen RP2, situat al cromosoma X, en una familia amb homes i dones
afectats en diferents generacions (11NCE), que inicialment s’havia etiquetat com
a RP amb heréncia dominant. Cal, doncs, ser oberts en 1’assignacié del patrd
d’heréncia i considerar més d’una opcio si €s el cas.

Alhora, mitjangant I’exoma s’han redefinit dos casos en que la malaltia apareixia
per primer cop en la familia, fet que fa pensar d’entrada en una heréncia
autosomica recessiva. El proband 820RG presenta una mutacio6 al gen UNC119
que s’hereta de forma dominant, mentre que el pacient 760RG té mutat el gen
RPGR, que s’hereta lligat al sexe. En cap dels dos casos es coneixien membres
de generacions anteriors afectats a la familia, de manera que el més probable és
que les mutacions siguin de novo o que, en el cas del gen RPGR, 1a mutacio s hagi
transmes entre dones passant desapercebuda. La determinacié del patro
d’heréncia canvia per complet el consell genétic que la familia pot rebre en tots
aquests casos, especialment en el cas de dones portadores asimptomatiques que
tenen un alt risc de tenir un fill mascle afectat.

Finalment, destacar la importancia d’un diagnodstic molecular acurat, que pot
permetre dirigir el pacient cap a solucions terapeutiques que depenen del gen que
esta alterat. En aquest sentit, hem identificat fins a tres casos diagnosticats com a
RP que presentaven mutacions al gen de la coroiderémia (CHM). Aquest gen és
un dels més avancats en el desenvolupament d’una terapia génica amb virus
adeno-associats. Hi ha tres assajos clinics en marxa i un d’ells ja esta en fase
clinica 2, on s’ha comprovat que I’agudesa visual de sis individus afectats
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millorava amb el tractament (Hohman 2016; MacLaren et al. 2014). Hi ha també
en curs un quart assaig clinic amb implants retinals intel-ligents (IRIS V2,
Prixium Vision).

Identificacio de nous gens candidats

A més d’identificar la causa molecular del trastorns en gens ja descrits com a
responsables de DR, I'analisi de I’exoma ens ha permes identificar mutacions en
tres gens candidats (SCLTI, CEP78 1 SEMA6B) que no s’havien associat
previament a les DR i en un quart gen (CEP250) que només s'havia relacionat
amb un cas atipic de Sindrome d’Usher que també¢ és portador d’una mutacio en
un altre gen, C20rf71 (Khateb et al. 2014). Aquests gens, tot i que cal dur a terme
proves funcionals per demostrar de forma definitiva la seva implicacié en la
patologia, son molt bons candidats, ja que estan implicats en la ciliogénesi, procés
essencial per al bon funcionament dels fotoreceptors, i/o estan relacionats amb
altres gens associats a les DR.

SCLT1 és una proteina que forma part dels apéndixs distals dels centriols, que
ancoren la base del cili a la membrana plasmatica mentre que CEP250 i CEP78
formen part dels centrosomes, estructures indispensables per la formaci6 del cili
als fotoreceptors. CEP250 1 SCLTI han estat descrits préviament com a causants
de ciliopaties en diferents sindromes (Adly et al. 2014; Failler et al. 2014; Tanos
et al. 2013), perd no s’havien associat a una DR no sindromica. A més, se sap que
CEP250 interactua directament amb NEK?2, codificat per un gen responsable de
RP en recessivitat (Fry et al. 1998; Nishiguchi et al. 2013). Finalment, SEMA6B
s'expressa al sistema nervids i intervé en el desenvolupament de la retina murina
tot actuant com a guia per al desenvolupament dels axons en c¢l-lules nervioses,
pero fins ara no s’ha relacionat amb patologies neurodegeneratives (Andermatt
et al. 2014; Matsuoka et al. 2013).

Recentment altres grups han confirmat la implicacié6 de CEP78 en les DR tot
identificant mutacions en el gen que la codifica en pacients afectats de CRD amb
perdua d’audicio (fenotip diferent al de la sindrome d’Usher) i confirmant la seva
presencia a la base del cili connector dels fotoreceptors, on interacciona amb
FAMI161A, codificat per un gen també causant de RP (Fu et al. 2016; Namburi
et al. 2016; Nikopoulos et al. 2016).

En el cas de CEP250, es van poder realitzar proves in vitro que demostren que la
mutaci6 identificada (p.A609V) augmenta significativament la longitud del cili.
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Aquest increment de la mida del cili ja s’havia observat anteriorment en mutar
altres gens involucrats en la funcid ciliar. La hipotesi més probable és que hi ha
una afectaci6 del transport retrograd intraflagel-lar, tot produint-se una
acumulacié de components de 1’axonema a 1’extrem del cili que provoquen la
seva elongacio (Asante, Stevenson, and Stephens 2014). Es possible que el
fenotip cel-lular dels pacients no sigui aquest, ja que en 1I’experiment in vitro no
s’ha anul-lat ’expressio del gen salvatge, mentre que els pacients desenvolupen
la malaltia quan tenen els dos al-lels mutats. No obstant, hem pogut comprovar
que la mutacié provoca una alteracio6 en la funcié normal del cili.

Limitacions de I’analisi de ’exoma

L'estudi de l'exoma no permet resoldre el 100% dels diagnodstics genétics, per
causes biologiques i també metodologiques. Comencem per les limitacions
biologiques. L’elevat percentatge de casos DR que no es resolen (un 15% o més
en el nostre cas) fa pensar que encara es desconeix un nombre substancial gens
responsables de la patologia. La cerca d'aquests gens no és gens facil, perque
d’una banda cadascun d’ells representa probablement un percentatge reduit del
total de casos 1 de ’altra calen evidencies solides a nivell molecular per assegurar
que un gen ¢€s responsable d'un fenotip patologic. Molts dels canvis identificats
en pacients afecten proteines que no s'han identificat com a components endogens
de la retina, ra6 per la qual és molt complicat establir una relacio causa-efecte. A
més, els gens que es coneixen avui en dia com a responsables de DR estan
implicats en funcions molt diverses, i en conseqiiéncia resulta dificil prioritzar
candidats funcionals d'entre tots els possibles candidats.

Per una altra banda cal tenir en compte les limitacions técniques que poden
afectar 1'exit del diagnostic. Les regions amb un alt contingut de GC o amb moltes
repeticions presenten problemes a l'hora de ser capturades i/o seqilienciades.
Aquest ¢s el cas de la seqiiencia ORF15 del gen RPGR. Es tracta d'una regié amb
repeticions CT que presenta moltes dificultats quan s’intenta seqiienciar-la amb
la metodologia Sanger i que fins ara no s'ha pogut capturar en la seqiienciaci6 de
I’exoma. Aquesta dificultat impedeix descartar el gen com a causant de la
patologia en els casos en que¢ no s'ha trobat cap mutacid en altres regions
codificants. S’han desenvolupat protocols especifics per poder analitzar la regio
ORF15 (Li et al. 2016), on fins ara s’han descrit fins a 220 mutacions, respecte
al total de 400 mutacions a tot el gen RPGR.
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Alhora, en relacid a la seqiienciacié per WES, cal tenir en compte que 1'exoma
no ¢és 'complet’. Només s'inclouen els exons reconeguts per certes bases de dades
com RefSeq, i per tant mai es podran identificar canvis en exons que no estiguin
anotats. A més, com ja s'ha dit, només s'amplifiquen les regions codificants,
quedant-ne excloses les regions promotores, reguladores i introniques. En
l'actualitat s'esta ampliant I'abast del WES per incloure algunes d'aquestes regions
d'interes i d'altres com els gens que codifiquen miRNAs, i aixi intentar no perdre
la possible informacié rellevant que aquestes regions poden aportar. Aixi, per
exemple, el kit de captura de seqiiéncies exoniques NimbleGen SeqCap EZ
Human Exome Library v1.0 kit, desenvolupat per I’empresa Roche, permet
capturar més de 700 gens de miRNAs, que constitueixen més d’una tercera part
del total (Toma et al. 2015). En el context de les distrofies de retina, s’han
identificat variants en exons no codificants i en regions 5’UTR descrites com a
mutacions causals (Coppieters et al. 2015; Eisenberger et al. 2013): USH24
c.7595-2144A>G, ABCA4 ¢c.4539+2001G>A, ¢.5196+1136C>A (entre d’altres),
i la mutacid6 més comuna en CEP290, c.2991+1655A>G. Aquestes regions son
actualment objecte d’estudi en pacients amb patologies concretes i poc
heterogenies, com ¢s el cas de la malaltia d’Stargardt, quan només s’ha trobat un
al-lel patogenic la regié codificant i falta identificar el segon (Bauwens et al.
2015; Bax et al. 2015; Zernant et al. 2014).

S’ha comentat més amunt que no resulta facil a vegades establir una connexié
clara entre un gen portador d’'una mutacié suposadament causal i la funci6 de la
retina. A nivell técnic també hi ha dificultats a ’hora de demostrar que un canvi
identificat és patogenic. Aixi, per exemple, el genABCA4 no s’expressa en sang i
per tant cal recorrer a cultius de fibroblast desdiferenciats a c¢l-lules mares
pluripotents induides (iPS) i rediferenciades, mitjangcant una combinaci6 concreta
de factors de transcripcid i altres substancies, a c¢l-lules precursores de
fotoreceptors. D’aquesta manera es pot crear un model per analitzar el possible
efecte que les variacions provoquen en I’expressié del gen o en la funci6 de la
proteina (Sangermano et al. 2016).

D'altra banda, hi ha limitacions en l'analisi de les dades de seqiienciacid
obtingudes. Tot i que la deteccid de variants puntuals per WES esta molt
avangada (sempre que s'obtingui una bona cobertura de la regid), la deteccio de
variants estructurals en heterozigosi com les delecions, duplicacions,
translocacions, etc., que afecten exons sencers segueix essent una limitacid
important. Com que tot sovint no es pot detectar el punt de trencament o
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d'inserci6 mitjancgant 1'analisi de la seqiiencia ja que aquest pot estar situat en
regions introniques, cal fer una 'quantificacio de dosi' utilitzant els exons, procés
no sempre senzill a causa de la variabilitat que hi ha en la cobertura dels diferents
exons 1 entre mostres de diferents individus. A més, aixi com la deteccio de
variants puntuals en molts casos es pot fer amb una cobertura no massa alta (40x-
60x), I'analisi de dosi necessita que la cobertura dels exons sigui prou bona (100x)
per poder detectar variacions significatives de forma consistent. Aixo fa que
aquesta analisi no és pugui realitzar encara de forma rutinaria, complicant
sobretot la resolucid de families dominants, on hi ha poques pistes que senyalin
I’nic al-lel que esta mutat amb una possible alteracio estructural.

Identificacio d’alteracions estructurals

En aquest estudi hem aconseguit identificar quatre alteracions estructurals en tres
gens que serien responsables de la patologia en els pacients. La primera d'elles es
va poder trobar gracies a la confluéncia de diversos factors que feien probable la
preséncia d'una gran delecié no detectada en I'analisi de variants de 1'exoma: 1) la
presencia d'una primera mutaci6 d'aturada prematura en heterozigosi al gen EYS,
fins llavors sempre associat a DR amb heréncia recessiva, ii) l'abséncia
d'avantpassats i descendents de la pacient amb la patologia que feien que
I'heréncia dominant fos poc probable i, iii) l'elevada freqiiencia de delecions
patogeniques descrites en aquest gen (la figura 11A il-lustra les delecions
descrites fins ara a EYS).

De manera similar, es va poder identificar la delecid de dos exons al gen CRX en
un altre pacient. En aquest cas no hi havia cap mutacio prévia en el gen que oferis
una pista, ja que es tractava d'una familia amb heréncia dominant, pero la perfecta
cosegregacid amb la malaltia d'una variant molt rara no patogenica situada molt
a prop del gen va convidar a analitzar la cobertura del locus amb deteniment. Aixi
es va identificar la preséncia de la delecio i el punt de trencament.

En 1'altim cas, corresponent a la familia E4, amb una heréncia dominant, I’analisi
de I’exoma no va revelar cap mutacié potencialment patogeénica. Gracies a
I’experiéncia acumulada amb els casos anteriors, es va optar per analitzar els gens
dominants descrits préviament com a responsables de la patologia, tot detectant
alteracions estructurals en el gen PRPF31. En aquest cas, la sorpresa fou molt
més gran, ja que la patologia esta causada per dues mutacions diferents en
diferents branques de la familia (Publicaci6 2 d’aquesta tesi, Figures 1H i 3). Les
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dues mutacions son alteracions estructurals grans, que afecten més d'un exo, pero
que no sembla que presentin cap relacio ja que no comparteixen cap dels punts
d'insercid/delecio.

A PRPF31 s'han descrit fins ara 11 grans delecions que inclouen més d’un exo i
tres reorganitzacions complexes, cosa que fa pensar en una tendéncia d'aquesta
regid cromosomica a patir aquest tipus de reordenaments. Concretament, s'han
identificat delecions molt semblants que impliquen part del gen PRPF31 i
diversos gens situats a 5' (Abu-Safieh et al. 2006; Kohn et al. 2009; Sullivan et
al. 2006) (Figura 11B).
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Figura 11. Representacio de les grans alteracions estructurals descrites en els gens EYS (4)
i PRPF31 (B) (regio cromosomica chrl19:54,544,068-54,635,550 (hgl19)). En vermell i blau
s’indiquen les delecions i duplicacions, respectivament, identificades en els nostre treball.

Com ja s’ha esmentat, EYS i PRPF31 sén dos gens DR que tenen tendéncia a
patir grans alteracions estructurals. Perd mentre que en el cas de EYS les delecions
acostumen a ser de només un o dos exons, a PRPF3] acostuma a estar implicat
gairebé tot el gen i fins i tot altres gens situats a 5°. L’origen d’aquestes alteracions
esta condicionat per I’arquitectura genomica del gen i de les regions flanquejants,
que inclou elements repetitius i seqiiencies amb alta homologia. Si aquestes
seqiiencies promouen la recombinacié homologa no al-1¢lica (NAHR, de I’angles
Non-Allelic Homologous Recombination), es produeixen alteracions recurrents
amb els mateixos punts de trencament; pero si el que es dona és una unid
d’extrems no homologa (NHEJ, de 1’anglés Non-Homologous End Joining), els
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reordenaments son esporadics i no compateixen punts de trencament.

Els elements 4/u, molt abundants en el genoma, s’han associats amb la NAHR,
essent responsables d’un gran percentatge d’aquestes. PRPF31, on s’han detectat
moltes delecions que tenen punts de trencament similars (per exemple a I’intrd
13), esta enriquit en seqiiencies Alu i per tant és probable que aquestes siguin en
gran mesura les responsables de les alteracions. L’estudi detallat dels punts de
trencament hauria de permetre establir un mapa de seqiiéncies propenses a patir
aquest fenomen i ajudar en la cerca d’aquestes mutacions.

L’escenari del gen EYS, pero, és completament diferent. Les delecions no
acostumen a tenir punts de trencament comuns, pero el gran nombre d’alteracions
d’aquest tipus que s’hi han descrit fa pensar que no es tracta d’un efecte atzaros.
S’ha vist que certes seqiiéncies (per exemple quadruplex de G o petites inversions
repetides) afavoreixen la formacio d’estructures secundaries que obstrueixen el
procés de replicacid (col-lapse de la forquilla de replicacio) tot conduint al
trencament de les cadenes de DNA. També s’han descrit altres seqliéncies
(repeticions de A o TA) anomenades llocs fragils comuns (en anglés, common
fragile sites), que pertorben la progressio de la polimerasa durant la replicacio i
poden provocar que aquesta es dissocii de la maquinaria 1 vagi a buscar altres
llocs més estables. Aquests mecanismes son responsables de les delecions no
recurrents i €s probable que EYS estigui enriquit en aquest tipus de seqliéncies
(Cardoso et al. 2016; Carvalho and Lupski 2016). Donat que en aquest cas ¢€s
molt dificil establir punt calents i les delecions acostumen a afectar pocs exons,
s’ha de fer una analisi molt refinada per identificar-les a partir de les dades de
seqiienciacié massiva. Per sort, en tractar-se d’un gen que causa retinosi
pigmentaria en recessivitat, la preséncia d’una mutacid en heterozigosi pot ajudar
a senyalar el gen com a candidat i, si fos necessari recorrer a la utilitzacié d’altres
técniques de quantificacié de dosi, com la MLPA, per a la deteccié de grans
variants estructurals. La técnica de MLPA (de I’anglés Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification) és una técnica comercial que permet quantificar
la dosi d’entre 30 i 45 regions genomiques a la vegada. Esta dissenyada per
determinar si les regions exoniques de certs gens estan duplicades o delecionades.
El fet que estigui patentada fa que sigui una Unica empresa qui comercialitzi les
sondes necessaries, i que aquestes només s’hagin desenvolupat per a un nombre
de gens limitat. Afegit a aixo, hi ha el fet que cada disseny només analitza uns
pocs gens, 1 per tant no és una técnica d’alt rendiment que es pugui aplicar per
fer un escrutini mutacional en malalties genéticament molt heterogénies, com les

140



DR.

Un fet destacable respecte les delecions/duplicacions genomiques €s que
s’observa un nombre de delecions molt més gran respecte al de duplicacions (per
exemple, si tenim en compte els gens EYS i PRPF31 comptant els esdeveniments
que afecten com a minim un exo, tenim 19 delecions/2 duplicacions i 12
delecions/1 duplicacid, respectivament). Aquesta desviacié pot ser deguda a
diversos factors. En primer lloc, les recombinacions il-legitimes que es donen
entre dues posicions cromosomiques d’una mateixa cromatida només provoquen
delecions, en contra del que passa si aquesta es dona entre cromatides germanes
(o entre diferents cromosomes), quan es produeix alhora una duplicaci6 i1 una
delecid (Turner et al. 2008). Per aquest motiu ja s’ha d’esperar un nombre doble
de delecions que de duplicacions. Un altre factor a considerar és que la deteccid
de duplicacions és técnicament més complexa que la de delecions, ja que la
diferéncia de dosi a detectar en el primer cas €s de un 33% (passem de dues copies
a tres), mentre que en les delecions és del 50% (de dues copies a una). Aquesta
diferéncia podria explicar que el nombre de duplicacions estigui subestimat.

Altres estratégies de seqiienciacio massiva

Per intentar millorar l'eficacia diagnostica mitjancant WES s'estan desenvolupant
els anomenats “exomes clinics”. Aquests exomes estan dissenyats per cobrir totes
les regions codificants del genoma, pero millorant la cobertura dels gens que
estan implicats en malalties genétiques. D'aquesta manera es pretén facilitar la
utilitzacio d'aquesta metodologia en el diagnostic, ja que millora la deteccié de
variants en els gens d'interes sense deixar de banda la resta de gens del genoma
(Altmiiller et al. 2016). Aquesta major cobertura dels gens rellevants pot permetre
millorar la quantificacié de les regions capturades i, mitjancant la comparacio
entre moltes mostres, determinar la preséncia de delecions/duplicacions.

Amb un objectiu similar es fa servir la seqlienciacié massiva dirigida o “targeted
sequencing”. Aquesta estratégia permet fer un disseny personalitzat de captura
per seqiienciar només les regions d'interés en cada cas. En tractar-se de dissenys
particulars, ofereixen la flexibilitat de poder incloure regions no codificants, com
introns, especialment els llocs de splicing, o regions promotores. Normalment
aquests panells acostumen a representar regions de captura petites, de molt
poques Mb, i aix0 permet analitzar alhora un gran nombre de mostres obtenint
una molt bona cobertura a un cost significativament inferior de seqiienciacid. A
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més, 'analisi se simplifica forca ja que es redueix molt el nombre de dades a
analitzar. La principal desavantatge és que no permet analitzar variants en
possibles gens nous com si que es pot fer amb la seqilienciaci6 de ’exoma
complet. Per aquest motiu, aquests panells de seqiienciacié només es poden fer
servir per aplicacions diagnostiques i no de recerca, ja que mai s'identificaran
variants en gens que no siguin candidats a priori. En el context de les DR s’esta
estenent forga 1’s d’aquesta eina en el diagnostic rutinari, ja que, com s’ha dit,
es redueix molt el cost (Bernardis et al. 2016; Ramkumar et al. 2016).

Una altra opcié ¢€s la seqiienciacid del genoma complet (WGS, per Whole
Genome Sequencing), que permet detectar qualsevol variant tant en regions
exoniques o introniques com intergeniques. La principal avantatge d'aquesta
estratégia en relacio al WES ¢és que permet detectar les alteracions estructurals
que afecten exons sencers, no només delecions i duplicacions, sind també
inversions, insercions i translocacions, ja que s'obté una cobertura continua i
uniforme que permet quantificar i mapar els punts de trencament (Ellingford,
Barton, Bhaskar, Williams, et al. 2016; Tattini, D’Aurizio, and Magi 2015).
Alhora, el mapatge de la seqiienciacio WGS és molt més fi, ja que es disposa de
molt més context. Perd de moment aquesta técnica presenta un cost encara massa
elevat, si volem obtenir una cobertura minima comparable a la de la seqiienciacio
WES, i a més requereix una analisi posterior de les dades molt més complex a
nivell computacional i interpretatiu, ja que és molt dificil avaluar l'efecte de les
variants no codificants. Aixd fa que encara no estigui gaire estes el seu Us en
genetica diagnostica (Royer-Bertrand and Rivolta 2015).

Una de les principals mancances que presenten tant el WES com el WGS ¢és que
no capturen especificament el DNA mitocondrial. Les malalties que tenen com a
causa la disfuncié dels mitocondris poden estar causades tant per mutacions en
gens nuclears com mitocondrials, 1 en conseqiiéncia en certs casos pot resultar
important I’analisi del DNA d’aquest organul cel-lular. Hi ha kits especifics que
permeten capturar el genoma mitocondrial, i ja s’ha posat a punt un protocol per
realitzar alhora la llibreria del genoma mitocondrial i la de I’exoma nuclear a
partir d’una extracci6 de DNA estandard. En aquest cas s’ha de tenir en compte
que la proporcid dels dos tipus de material genétic no és equivalent i per tant
s’utilitza molta menys quantitat de sonda de captura del DNA mitocondrial que
de I’exoma. D’aquesta manera, la cobertura obtinguda en seqiienciar ¢és
equiparable entre els dos tipus de DNA  (http:/www.n-
genetics.com/file/TN 2015 Sep SeqCapEZ.pdf).
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En definitiva, pero, el WES és de les estratégies més completes per al diagnostic
genetic, ja que és molt més accessible que el WGS 1 té I’avantatge respecte els
panells dirigits que inclou molts més gens, permetent una analisi molt més
extensa 1 la possibilitat d’ampliar els gens candidats sense haver de refer la
seqiienciacio.

Interpretacio clinica de les dades obtingudes

La interpretacié clinica de les variants identificades en els pacients no és en
absolut trivial. Amb la seqiienciacié de gens candidats, la quantitat de variants
rares amb possible efecte sobre la proteina que s'identificaven era molt baixa, ja
que el numero de regions genomiques analitzades era petita. Perd quan es tracta
d’experiments de seqiienciacié massiva, en que s’estudien un gran nombre de
regions, uns 180.000 exons corresponents a més de 20.000 gens, el nombre de
variants obtingudes es dispara. Per a la correcta interpretaci6 del possible impacte
funcional d’aquestes variants, diversos col-lectius han desenvolupat guies que
permeten avaluar cadascun dels canvis i adjudicar-los un determinat grau de
patogenicitat, tenint en compte dades poblacionals, de segregacid, funcionals i
computacionals. En el nostres cas hem fet servir les pautes establertes per «The
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) and the
Association for Molecular Pathology (AMP)» (Richards et al. 2015). Els criteris
definits permeten classificar amb facilitat com a patogenica una variant a) sense
sentit, b) que canvii la pauta de lectura o c) que alteri els llocs canonics de
splicing, perd sén molt estrictes quan es tracta de variants de canvi de sentit.
L’argument principal és que no ¢és suficient, per considerar una variant rara de
canvi de sentit com a patogenica, trobar-la en un gen ja conegut com a causant
de la patologia si no es realitzen estudis funcionals que demostrin la seva
patogenicitat. El fet que aquesta variant ja s’hagi identificat en altres pacients o
que diversos algoritmes bioinformatics en prediguin un impacte funcional només
es consideren evidéncies febles (Figura 12). En canvi, ’estudi de la segregacio
de la/es variant/s es considera una evidéncia més forta (sempre que hi hagi un
numero suficient d’individus de la familia estudiats) i ajuda molt a 1’hora de
determinar el possible impacte del canvi identificat. D’aqui I’enorme importancia
de poder estudiar els pares i/o altres membres de la familia (fills, germans) per
establir fases, comprovar la cosegregacié de les mutacions amb la patologia i
identificar mutacions de novo, ja que en molts casos és ['inica manera de tenir
prou evidéncies per poder considerar una variant de canvi de sentit com a
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Figura 12. Classificacio de les possibles evidencies que permeten categoritzar una variant
com a patogenica. Adaptat de Richards et al. 2015.

patogénica.

Un aspecte important a tenir en compte €és que aquesta guia només es pot aplicar
en casos de variants en gens ja associats amb el fenotip del pacient. A I’hora
d’identificar gens nous associats a una patologia, els requisits son encara més
estrictes 1 les variants només es poden considerar com a candidates. Sén
necessaris altres tipus d’evidéncies, com altres variants en el mateix gen en
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individus amb el mateix fenotip, per considerar el gen com a causal i poder
classificar la variant com a patogénica. Aquesta casuistica, quan es tracta de
malalties rares, molt heterogenies i bastant estudiades, és molt dificil de trobar si
no es té accés a un nombre molt gran de pacients.

Reptes de futur

1. Relacions genotip-fenotip. Presencia d’al-lels modificadors

En el conjunt de les DR, continua essent una assignatura pendent la possibilitat
d’establir relacions genotip-fenotip de manera que es faciliti, per una banda, el
diagnostic genetic segons la clinica del pacient i, per I’altra, la determinaci6 de
I’evolucid i prognosi de la patologia a partir del diagnostic molecular. Aquestes
fites es compliquen encara més per la preseéncia en molts casos de variants rares
potencialment patogeniques o, fins i tot de mutacions ja descrites, en més d’un
gen associat a les DR (Biswas et al. 2017).

En malalties monogéniques, causades per mutacions en un gen major, pot haver-
hi altres variants en el mateix gen o en d’altres gens que tinguin una influéncia
sobre el fenotip. Es tracta dels anomenats al-lels modificadors, que contribueixen
a D’expressivitat variable de molts trastorns mendelians. Un exemple de la
primera situaci6 el trobem en una patologia com la malaltia de Gaucher, en que
s’ha descrit que una segona mutacié situada prop de 1’alteracié causal en el
mateix al-lel disminueix I’activitat de I’enzim beta-glucosidasa, essent per tant,
un possible modificador del fenotip (Montfort et al. 2004).

En el conjunt de les DR, pero, es dona més sovint la segona situacio. Per exemple,
en la sindrome de Bardet-Biedl (BBS), una malaltia recessiva, s’han descrit forca
casos de pacients portadors de tres mutacions en dos gens associats amb BBS,
dues en els dos al-lels d’un gen i una tercera en un segon gen, i s’ha hipotetitzat
que aquesta tercera mutacio pot ser la causa de les diferéncies fenotipiques entre
diferents pacients. Fins i tot s’han descrit casos en que la preseéncia de dues
mutacions en un gen no serien suficients per determinar 1’aparicio de la patologia,
tot plantejant-se la hipotesi que hi hauria una heréncia oligogénica de la malaltia.
No obstant, encara no hi ha prou evidéncies que recolzin aquest plantejament
(Beales et al. 2003; Chen et al. 2011; Gonzalez-Del Pozo et al. 2014; Katsanis et
al. 2001; Priya et al. 2016). Tot i aixi, s’han descrit gens no causals pero si
modificadors del fenotip en pacients amb BBS (Badano et al. 2006; Cardenas-
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Rodriguez et al. 2013). Aquest efecte ja s’havia observat en altres patologies amb
heréncia mendeliana com la fibrosi quistica (FQ) (amb una prevalenga molt més
elevada que les DR). Aixi, en comparar pacients que presenten exactament el
mateix genotip per la mutaci6 causal al gen responsable de la FQ, CFTR, certes
variants en els gens 7TGF 1 i MBL2 agreugen 1’afectacio pulmonar que pateixen
i condicionen la seva supervivencia. En el cas de MBL2, s’ha observat que el
nivell d’expressié del gen esta relacionat amb ’edat d’adquisicié de malalties
infeccioses respiratories que acceleren la pérdua de funci6 pulmonar (Buranawuti
et al. 2007; Dorfman et al. 2008; Drumm et al. 2005).

En el nostre cas, hem identificat pacients portadors de mutacions en més d’un
gen (Publicaci6 2, families 220RG 1 390RG). La familia 220RG presenta dues
mutacions ja descrites préviament en pacients amb DR, en heterozigosi, en els
gens CNGB3 i CRBI i una mutacié nova en ROM . Mentre que les dues primeres
estan presents també en una germana sana, la tercera només s’ha trobat a la
pacient. CRBI causa DR amb heréncia recessiva mentre que CNBG3 1 ROM1
causen DR amb heréncia dominant. A més, ROM1 s’ha descrit com a responsable
de DR amb heréncia digénica amb una altra mutaci6 al gen PRPH?2. En el cas de
la familia 390RG, diversos membres de la familia son portadors d’una mutacid
ja descrita amb heréncia dominant a PDE6B, perd només una filla ha manifestat
la patologia. Aquesta alhora presenta un canvi nou, predit com a patogenic, a
USH24, gen que s’havia descrit com a responsable de retinosi pigmentaria amb
heréncia recessiva. En aquest dos casos es podria hipotetitzar que els pacient ha
desenvolupat la patologia a causa de I’efecte additiu de dues mutacions (a
CNGB31ROM]I, en la familia 220RG; ia PDE6B 1 USH2A a la familia 390RG),
mentre que els membres sans de la familia presenten penetrancia incompleta per
la mutaci6 dominant (CNGB3 i PDE6B, respectivament).

L’efecte que aquestes «segones mutacions» poden tenir sobre el fenotip del
pacient no és facil d’avaluar, pero caldria obrir la porta a la definici6 de paisatges
genetics on no només es tinguessin en compte les mutacions desencadenants de
la patologia, sin6 també altres variants que poden estar exercint un efecte
modificador del fenotip, ja sigui en el mateix gen causal o en d’altres. Una
hipotesi €s que, en casos d’heréncia recessiva, aquestes variants siguin
responsables de les variacions en el desenvolupament i evolucio de la patologia,
fins 1 tot en individus de la mateixa familia. En els casos d’heréncia dominant
amb penetrancia incompleta, les segones mutacions que es produeixen en un gen
diferent del causal poden fins i tot ser factors desencadenants de la patologia,
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situacié que es podria considerar com a heréncia digénica. En el cas de PRPF31,
gen responsable de RP en dominancia degut a haploinsuficiéncia i amb
nombrosos casos de penetrancia incompleta, s’han descrit diferents variants en
gens situats al seu voltant (no relacionats amb DR) que modifiquen la seva
expressio 1 per tant determinen ’aparicio de la patologia (Rose et al. 2016; Rose
and Bhattacharya 2016; Venturini et al. 2012).

En diverses ocasions s’han descrit fenotips modificats per la preséncia de més
d’una mutacid en diferents gens de DR (Coppieters et al. 2010; Huynh et al. 2014;
Littink et al. 2010; Poloschek et al. 2010). Es indiscutible que la gran varietat
fenotipica que presenten aquestes patologies ha d’estar influida pel context
genctic de cada individu, que fa que I’edat d’aparicio, I’evolucid i I’estat final de
la malaltia en cada cas siguin molt variables, i que fins ara no s’hagin pogut
establir relacions genotip-fenotip clares. Per aixo, en el futur sera molt important
estudiar a fons les interaccions que aquestes variants poden tenir amb les
mutacions causals per tal d’identificar els gens realment rellevants en les
relacions genotip-fenotip, que permetran anticipar I’evolucio de la patologia i el
possible exit que les futures terapies puguin tenir en cada pacient en particular.
No es pot obviar, perd, que I’efecte ambiental també juga un paper en 1’evolucio
de la patologia i per tant és una variable més a tenir en compte a 1’hora d’establir
relacions.

D’altra banda, la preseéncia d’una variant patogenica en un individu no sempre
determina I’aparici6 de la patologia. En estudis realitzats gracies a la utilitzacid
de plataformes de seqiienciacidé massiva s’ha analitzat la freqiiencia de portadors
de mutacions potencialment patogéniques en poblacié no afectada. Aixi per
exemple, en un estudi realitzat sobre 589.000 individus (suposadament) sans
s’han identificat 13 portadors de variants patogeniques (en homozigosi o
heterozigosi en gens amb heréncia recessiva o dominant, respectivament) que
causen una patologia molt severa perod que no han manifestat mai cap simptoma
de la patologia. Aquesta dada fa pensar en la preséncia de variants ‘protectores’
que s’han de tenir en compte en I’estudi de les malalties mendelianes 1 que
podrien ser determinants en el desenvolupament d’estratégies terapéutiques
(Chen et al. 2016).

2. Malalties de la visio d’origen mitocondrial. Identificacio de les
causes genetiques.

Certes DR 1 altres patologies visuals estan causades per alteracions del DNA
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mitocondrial (mtDNA). Aquest dany pot ser causat tant per mutacions en gens
nuclears que tenen una funcidé al mitocondri i que provoquen 1’alteraci6 de
I’estabilitat del seu DNA, com per mutacions en el propi mtDNA. En el primer
cas, la deteccio d’aquestes mutacions ¢és idéntica a la de qualsevol altra mutacid
nuclear, perd0 quan la mutacido es troba en el mtDNA la situaci6 canvia
completament. Aix0 és degut a que aquest DNA no segueix les lleis mendelianes
de la genética. En primer lloc, es transmet exclusivament per via materna i, en
segon lloc, cada c¢l.lula pot tenir diversos mitocondris i cada mitocondri diverses
copies de mtDNA. Quan es produeix una mutacié al mtDNA, aquesta acostuma
a trobar-se en un estadi d’heteroplasmia, de manera que coexisteixen molécules
de mtDNA normal i molécules amb la mutaci6. Quan el grau d’heteroplasmia de
la mutaci6 supera un llindar determinat, es desenvolupa la patologia. El nivell
d’heteroplasmia, a més, varia en els diferents teixits, ja que durant el
desenvolupament embrionari la distribucié de la poblacio inicial de mitocondris
a les cel-lules en divisio és totalment atzarosa (Gorman and Taylor 2011).

En conseqiiéncia, la deteccid de variants causants de patologies de la visi6 en el
mtDNA és molt complicada, ja que no es pot analitzar el teixit afectat, que és on
s’espera trobar la mutacid en un percentatge d’heteroplasmia més elevat.
Actualment, la cerca de mutacions es fa mitjancant DNA obtingut a partir de sang
o a partir d’una biopsia de teixit muscular. El problema és que si en aquests teixits
el grau d’heteroplasmia de la variant és inferior al 20%, molt probablement no es
detectara la mutaci6. L’analisi del mtDNA per seqilienciacid massiva requereix
una elevada cobertura per poder detectar variants que tenen una proporcid
inferior al 50% respecte la variant normal. A més, el mtDNA també pot contenir
alteracions estructurals grans en heteroplasmia, situacié encara més complicada
d’analitzar i en que s’esta treballant avui dia per poder-ho resoldre amb garanties
(Carroll, Brilhante, and Suomalainen 2014).

Finalment, a I’hora d’interpretar les variants identificades en el mtDNA s’ha
d’anar molt en compte, ja que aquest organul presenta un codi genétic particular,
de manera que un canvi nucleotidic pot provocar un canvi aminoacidic diferent
al que es produiria si es tractés de DNA nuclear. Alhora, molts gens del mtDNA
codifiquen RNAs de transferéncia (tRNAs) que no son traduits a proteina i que
per tant no es poden avaluar amb els mateixos criteris que la resta de casos
(Diroma, Lubisco, and Attimonelli 2016; Gorman et al. 2016).
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Conclusions






Xip DR aplicat al diagnostic genétic d’una cohort de 36 families espanyoles
afectades de distrofies de retina (DR) hereditaries

L’aplicacio d’un xip de diagnostic indirecte basat en SNPs dissenyat pel
grup, el Xip DR, ha permes completar el diagnostic genétic de 17 families
(un 47% del total) afectades de diferents DR.

S’han identificat 16 mutacions noves i 13 ja descrites en un total de 10
gens DR ja coneguts.

L’exit del diagnostic mitjangant el Xip DR esta condicionat per les
recombinacions que es poden produir entre la mutacid i els marcadors
utilitzats, per la preséncia de mutacions estructurals i pel patré d’heréncia
assignat a cada familia.

L’eficacia del xip és tant més elevada com més gran és la familia. A més,
millora molt si aquesta presenta un patré d’heréncia recessiu amb
consanguinitat, casos en que s’ha arribat a un percentatge d’éxit del 80%.

Diagnostic genetic mitjancant seqiienciacio de ’exoma en 33 families
espanyoles

Mitjancant la seqiienciacié de I’exoma s’han diagnosticat genéticament
22 families o casos aillats d’un total de 37 (59,5%). A més, s’han proposat
gens candidats molt probables en 10 casos més.

S’han identificat un total de 21 mutacions noves i 15 conegudes en 22
gens préviament associats a DR.

El diagnostic genctic ha portat a la reavaluacid clinica de diversos
pacients. S’ha diagnosticat un pacient afectat de la malaltia de Refsum,
que pot ser tractada mitjancant un control de la dieta, tot evitant 1’aparicio
de simptomes neurologics i cardiacs greus. A més, s’ha identificat una
patologia sindromica en dos pacients en que s’havia diagnosticat
inicialment una DR aillada.

S’han detectat tres casos de coroiderémia, malaltia del grup de les DR que
compta amb una terapia genica en fase avangada de desenvolupament.

La seqiienciaci6 de I’exoma ha permes detectar quatre grans
reorganitzacions estructurals en heterozigosi (tres delecions i una
duplicacié) causants de DR. Tot i aixi, no sempre ¢és possible detectar
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aquest tipus de mutacions i llavors cal recorrer a altres metodologies
(MLPA, seqiienciaci6 del genoma).

S’han proposat quatre nous gens candidats a ser responsables de DR:
SCLTI1, CEP250, CEP78 i SEMAG6B. Caldria fer estudis funcionals que
demostrin la seva patogenicitat, com en el cas de CEP250, en qué s’ha
determinat mitjangant un assaig in vitro que la mutacio altera I’estructura
del cili. El gen CEP78 ha estat descrit recentment per altres autors com a
causant de DR.

Diagnostic genetic de les DR

152

En total, la utilitzacié de técniques que permeten analitzar de forma
simultania un gran nombre de gens associats a les DR ha permes
diagnosticar geneticament o identificar un candidat plausible en 49 de 64
casos (76,5%).

S’han identificat un total de 37 mutacions noves, tot expandint I’espectre
de mutacions causals en gens de DR.

L’obtencid del diagnostic genétic ha comportat que en fins a cinc casos es
redefinis el patrd6 d’heréncia que s’havia assumit inicialment, tot
permetent que els pacients i les families rebin a partir d’ara un consell
genetic adequat.
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