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Discussio

5.1. ESTUDI DEL GEN RLBP1 (retinaldehyde-binding protein 1)

El gen RLBP1 huma es localitza en la regié cromosomica 15926 (Sparkes i col.,
1992). S’ha determinat una Unica copia del gen huma RLBP1 que codifica per la
proteina CRALBP caracteritzada per expressar-se en 'EPR i en cél-lules de Miiller
participant en el cicle visual necessari per la regeneracido de la rodopsina. El gen
RLBP1, amb un tamany de 29 Kb, esta dividit en 8 exons i 7 introns. El rang de
tamany dels exons varia entre 111pb i 555pb, i pel qué fa als introns esta comprés
entre 255pb a 3152pb. El primer exé i part del segon i del vuité no sén traduits a
proteina.

L’analisi mutacional del gen RLBP1 en families amb diferents distrofies de la
retina, ha permes identificar mutacions associades a RPAR i a diverses variants
fenotipiques considerades entitats cliniques diferenciades de la RP com son la
retinosi punctata albescens (RPA), fundus albipunctata (FA), distrofia de Bothnia
(DB) que es defineix com un tipus de retinosi punctata albescens procedent d’'una
area geografica del nord de Suécia amb una alta freqiéncia de distrofies retinals, i
distrofia de bastons-cons de l'illa de Newfoundland (NFRCD) (Taula 10).

Taula 10. Mutacions descrites en el gen RLBP1 i els fenotips associats descrits.

Mutaci6 1 Mutaci6 2 Fenotip Referéncia

R150Q R150Q RPAR, FA, RPA Maw i col., 1997; Katsanis i col., 2001b
R233W R233W DB, RPA (E:S(;T:stlessggiacol., 1999 i 2001; Morimura
9483delC 9483delC RPA Morimura i col., 1999a

M225K IVS3+2 T>C |RPA Morimura i col., 1999a

IVS3+2 T>C [IVS3+2 T>C |NFRCD Eichers i col., 2002

IVS3+2 T>C 324 G>A NFRCD Eichers i col., 2002

324 G>A 324 G>A NFRCD Eichers i col., 2002

R151W 91delGA RPA Fishman i col., 2004

Els diferents fenotips associats al gen RLBP1 difereixen per I'edat d’aparicio, la

progressio i el grau de severitat de la malaltia, pero tots ells es caracteritzen per una
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mala adaptaci6 a les condicions de foscor i presenten una degeneracié dels
fotoreceptors que condueix a la pérdua de visio.

S’han descrit sis mutacions causants de la patologia retinal en el gen que
codifica per la proteina CRALBP (Taula 10), de les quals tres sbn mutacions que
impliguen un canvi d’aminoacid i per aquest motiu és dificil determinar com afecten a
l'estructura i a la funcionalitat de la proteina. Maw i col. (1997) van identificar en el
gen RLBP1 la mutacié de canvi de sentit R150Q en homozigosi en una familia amb
RPAR. L’analisi molecular in vitro de la proteina CRALBP amb preséncia de la
mutaci6 R150Q va permetre determinar l'efecte d'aquesta mutacié sobre la
funcionalitat de la proteina CRALBP en el cicle visual. Els resultats van revelar que la
proteina CRALBP mutada presentava una solubilitat cinc vegades menor que la
proteina normal i que la proteina amb la mutaci6 no s'unia a I'l1-cis-retinal,
confirmant que aquesta mutacio afectaria al domini d’'unié als retinoids alterant la
funcié de la proteina CRALBP, i causant en els pacients amb RP una deficiéncia en
el cicle visual i per tant en la regeneracio6 de la rodopsina.

A partir de I'estudi a nivell estructural de la proteina, de les propietats d’'unio al
lligand i de I'analisi de parametres cinetics per avaluar la funcionalitat de la proteina
CRALBP que contenia les mutacions R233W i M225K, es va concloure que la
mutacio M225K aboleix la unié de la proteina amb el retinoid, mentre que la mutacio
R233W potencia aquesta unié de la proteina CRALBP pel lligand. Tot i que els
efectes produits sén diferents, ambdues mutacions alteren la funcionalitat de
CRALBP en el cicle visual afectant la cinética d’associacio i dissociacio del lligand
amb la proteina, quedant alterades les reaccions enzimatiques acoplades i afectant
al flux global dels retinoids que va dirigit a la regeneracio de la rodopsina (Golovleva i
col., 2003).

Burstedt i col. (1999) van determinar l'existéncia d'un fort desequilibri de
lligament entre els dos haplotips trobats en la poblacié afectada de distrofia de
Bothnia, indicant un origen fundador per la mutacié identificada R233W. En un treball
posterior amb un nimero més elevat de casos amb distrofia de Bothnia, procedents
de la mateixa area geografica, mostraven que la prevalenca de la mutaci6 R233W
era de 1:4500 (Burstedt i col., 2001).

En I'estudi de pacients amb distrofia de bastons-cons de la illa de Newfoundland
(NFRCD) van trobar dos haplotips diferents per cadascuna de les dues mutacions,
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suggerint que les dues eren introduides en la poblacié de forma independent i que la
mutacié 324 G>C era I'adquirida inicialment per tenir una prevalenca més gran en la
poblacié control d’aquesta area geografica aillada genéticament.

Un treball recent ha portat a la identificacié de dues noves mutacions (R151W i
91delGA) en un pacient amb RPA en forma de doble heterozigot. L'estudi clinic a
nivell familiar ha revelat la preséncia de diposits blancs en la retina en aquells
membres familiars que eren portadors de les mutacions en estat heterozigot.
D’aquest estudi es dedueix que, malgrat no manifestar la patologia, els individus
portadors d’una mutacié en heterozigosi poden presentar alteracions caracteristiqgues

en el fons d’ull (Fishman i col., 2004)

En el present treball (apartat 4.1.1.) s’ha analitzat el compromis del gen RLBP1
en el procés de la degeneracio retiniana en 50 families espanyoles amb criteris de
RPAR i en 4 families addicionals amb un diagnostic clinic de retinosi punctata
albescens (RPA).

Mitjangcant una estrategia d’estudi indirecte del gen RLBP1, es van estudiar
marcadors polimoérfics extragenics (D15S116, D15S127 i D15S130) i un marcador
intragénic (polimorfisme de restriccio Pvull). L'analisi d’homozigositat en families
consanguinies i l'estudi de cosegregacio en les families no consanguinies van
permetre excloure la implicacié del gen RLBP1 en 24 families, representant el 44%
de les families amb RPAR incloses en el present treball. En les altres 30 families
(9 RPAR consanguinies, 17 RPAR no consanguinies i les 4 amb diagnostic de RPA)
es va seleccionar un individu afectat de cadascuna d’aquestes i es va efectuar un
estudi mutacional de tots els exons incloent les seqiiéncies que delimiten les regions

ex0/intré del gen RLBPL1. Els resultats obtinguts van evidenciar la presencia de:

1. la substitucié d’'una G>A en el lloc acceptor de I'splicing en lintr6 1, que
correspon a I'extrem 5’ del gen que no es tradueix a proteina (5’ UTR —101
G>A). Aquest canvi que es va detectar Unicament en una familia, no
segregava amb la malaltia. Tampoc es va identificar en l'estudi de 100
cromosomes control. Al no complir els criteris que determinen quan un canvi

és patologic, s’ha considerat com una variant genética poc frequent.

2. la substitucié d’'una A>C en el nucleotid localitzat a la posicié 654, afecta a la
tercera base del cod6 218 i no comporta canvi en 'aminoacid corresponent
(S218S), considerant-la com una variant silenciosa. Aquesta alteracio es va
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identificar en una sola familia mentre que no va ser detectada en la mostra
control (100 cromosomes).

3. dos polimorfismes frequients no descrits localitzats en la part no codificant de
I'intr6 6 i en la part 3' no traduida del gen, IVS6 +20 T>C i 3'UTR +167 G>T,

respectivament.

Aquest treball evidencia que les mutacions en el gen RLBP1 no son les
responsables del procés de degeneracid retiniana que pateixen les families
espanyoles incloses en aquest estudi. Per altra banda, els diferents treballs publicats
que s’han esquematitzat a la Taula 10 i que inclouen un nombre important de
pacients, indiquen que les alteracions en el gen RLBP1 s6n molt poc freqlients en
malalts amb la forma autosomica recessiva de la RP. La majoria de les mutacions
identificades s’han descrit en altres entitats cliniques diferenciades, manifestant una
clara heterogeneitat genética al-lélica associada al gen RLBP1.

Pel qué fa a la relacié d’aquest gen amb el fenotip denominat retinosi punctata
albescens, s’hi ha descrit diferents mutacions associades detallades en la Taula 10,
perd sempre en un percentatge molt baix de pacients. En el treball de Morimura i
col., (1999a) només tres de 28 afectats de RPA presentaven alteracions del gen
RLBP1. En els quatre malalts espanyols estudiats, el resultat de l'analisi va ser
negatiu. Malgrat també s’han descrit mutacions en el gen de la periferina (Kajiwara i
col. 1993) i de la rodopsina (Souied i col. 1996) associades al mateix fenotip, s’ha
postulat que el terme retinosi punctata albescens, més que descriure una patro clinic
homogeni, correspon a un grup d’anomalies de la retina que resulten de les

alteracions genetiques heterogenies.
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5.2. ESTUDI DEL GEN CRBP1 (retinol-binding protein 1)

El gen CRBP1 s’ha localitzat en la regié cromosomica 3g21-gq22 (Colantuoni i
col., 1985; Colantuoni i col., 1986; De Baere i col., 1998). La regio codificant del gen
CRBP1 esta constituida per 4 exons (de 24, 59, 33 i 16 aminoacids respectivament) i

ocupa una extensio genomica de 21 Kb, de les quals 19Kb corresponen a l'intr6 2.

Aquest gen codifica per la proteina CRBP1 (ellular retinol-binding protein 1)
gue pertany a una familia de proteines citosoliques amb capacitat d’unir-se a lligands
hidrofobics. La proteina CRBP1 s’'uneix de forma especifica al derivat tot-trans-retinol
i és responsable del seu transport intracel-lular en 'EPR. La relaci6é d'aquest gen en
el procés visual i la manca d'estudis mutacionals en pacients afectats de RP

justifiquen I'analisi del gen CRBPL1 en els casos inclosos en el present treball.

L’analisi mutacional dels quatre exons i de les sequencies adjacents s’ha
efectuat en 88 pacients amb RPAR i 4 pacients amb un diagnostic de retinosi
punctata albescens no relacionats (apartat 4.2.1.). Unicament s’ha detectat en
lanalisi del gen CRBP1 dues transicions C>T en la regi6 5’UTR (ocupant les
posicions -37 i -134 respecte a l'inici de la traduccio). Es tracta de dos polimorfismes
no descrits préviament. La frequiencia dels al-lels menys frequents és de 6% i 10%,

respectivament.

El canvi C>T en la posici6 -37 afecta a una de les sequéncies CCGCCC (la més
propera a l'inici de traduccid) que s’ha postulat com a lloc d'unié a la proteina SP1
(Nilsson i col., 1988). L'alteracié que pot comportar el polimorfisme 5’'UTR-37 C>T en
la possible unio del factor de transcripcié SP1 seria poc transcendent considerant
que, s’ha descrit vuit seqiéncies d’hexanucleotids (CCGCCC) en la regi6 5’ del gen
CRBP1, i que a nivell familiar aquest canvi no cosegrega amb la patologia i és
frequient en la poblaci6é estudiada. El canvi C>T en la posici6 -134 (5'UTR-134 C>T)
no implica cap daquestes sequéncies dhexanucledtids riques en G-C

caracteritzades per presentar homologia als llocs d’uni6 a factors de transcripcio.

L’analisi mutacional del gen CRBP1 en les families incloses en aquest treball és
I'tmic estudi que s’ha efectuat per tal d’avaluar la possible implicacié d’aquest gen en
la RP amb un patr6 d’heréncia autosomica recessiva. Els resultats obtinguts
permeten descartar les anomalies d’aquest gen com la causa directa de la patologia
retiniana en I'ampli grup de pacients analitzats.
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5.3. ESTUDIDEL GEN RGR (RPE-G protein-coupled-Receptor)

El gen RGR huma s’ha mapat en la regié cromosomica 10923 (Chen i col.
,1996). Aquest gen ocupa una extensié genomica de 14.8Kb i la regio codificant que
el forma esta dividida en set exons, existint una bona correlacié dels exons amb els
set dominis transmembrana que constitueixen la proteina (apartat 1.5.1.3., Figura
14). El primer ex0 codifica per I'extrem N-terminal i part del primer segment
hidrofobic de la proteina; el segon exd6 codifica la resta del primer i tot el segon
domini transmembrana del receptor RGR, els exons 3, 4, 5 i 6 codifiguen pels
segments transmembrana lll, IV, V i VI respectivament i finalment el seté ex6
codifica pel VIlé segment hidrofobic i la part C-terminal de la proteina (Shen i col.,
1994). El gen RGR codifica per I'opsina RGR expressada en 'EPR i en les cél-lules
de Mdller.

Morimura i col. (1999b) van efectuar I'analisi mutacional del gen RGR en un
namero elevat de pacients amb diferents distrofies de la retina, distribuits en: 182
casos no relacionats de RP amb heréncia autosomica dominant, 182 amb RP
autosomica recessiva, 383 casos esporadics, 45 pacients amb amaurosi congénita
de Leber, 28 pacients amb retinosi punctata albescens, 22 casos amb un diagnostic
d’esclerosi coroidal i 95 controls. En aquest estudi, els quatre germans afectats d'una
familia no consanguinia amb RP autosomica recessiva, eren homozigots per la
mutacié de canvi de sentit S66R. Tot i que la familia no coneixia lligams de
consanguinitat, els estudis amb diferents marcadors de la regi6 del gen RGR
indicaven que els al-lels mutats dels progenitors tenien un origen comu. En un segon
pacient que tenia un diagnostic inicial d’esclerosi coroidal, es va identificar la insercié
d’'una guanina (G275insG) molt a prop del extrem 3’ de la regi6 codificant. No es va
detectar el segon al-lel mutat i I'estudi clinic posterior va permetre rectificar el
diagnostic inicial, determinant que es tractava d’'una familia no consanguinia

afectada de RP amb un patré d’heréncia autosomic dominant.

En aquest treball es van descriure també, altres alteracions en la sequéncia del
gen RGR que comporten substitucions d’aminoacids o canvis localitzats en les
regions implicades en el mecanisme de I'splicing (Taula 11). Els autors les van
considerar com canvis poc probable de tenir caracter patologic. La resta de canvis
identificats es consideren polimorfismes per la seva elevada frequéncia (Taula 12).
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Taula 11. Canvis en el gen RGR descrits per Morimura i col. (1999b) considerats poc

probables de ser patologics en la RP. Aquests canvis van ser detectats en una mostra de
pacients formada a partir de 182 afectats amb RPAR (364 al-lels) i 383 amb RPS (RP

simplex) (766 al-lels), i també van ser avaluats en 95 controls. No es van fer estudis de

cosegregacio familiar amb tots aquests canvis detectats.

Canvis considerats no

RPAR+RPS (n=565)
(n° al-lels=1130)

Control (n=95)

patologics (n° al-lels=190)
nucleotid aminoacid n° n° n° n°
afectat alterat heterozigots | homozigots | heterozigots | homozigots

394 G>T Vall32Leu 1 0 0
454 C>A His152Asn 1 0 0 0
IVS5-12 A>G |- 1 0 0 0
700 G>A Ala234Thr 1 0 0 0
IVS6+3 A>G |- 1 0 0 0
722 C>T Ser241Phe 4 1 1 0
IVS6+5 A>G | - 4 0 1 0

Taula 12. Polimorfismes identificats en el gen RGR i les freqliéncies al-leliques corresponents

detectades en diferents poblacions estudiades.

Polimorfismes del gen RGR

nucleotid alterat

19 C>T
27 C>T
459 C>T

IVS5+16 C>T

aminoacid
Leu 7 Leu

Thr 9 Thr
Tyr 153 Tyr

frequencia al-lelica (%)

47
37

frequencia al-lélica (%)

8
49
38

0

Len poblacié americana segons Morimura i col. (1999b)

2 detectades en aquest treball a partir de poblacio espanyola

En el present treball s’han estudiat un total de 92 families, de les quals 88

families presentaven RPAR i les 4 families restants un diagnostic de retinosi

punctata albescens (apartat 4.2.1). L'estudi mutacional del gen RGR s’ha realitzat

seguint una estrategia d’analisi directe mitjancant les tecniques moleculars de PCR-

SSCP dels set exons del gen amb la posterior sequenciacié dels fragments que

presentaven un patré de mobilitat anormal.
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En aquest grup de families s’han identificat 6 substitucions. Dos d’aquests
canvis eren transicions G>A constituint, una nova variant silenciosa (Lys205Lys)
detectada en estat heterozigot en els membres afectats d’una Unica familia, i un
canvi en lintré6 6 (IVS6+5 A>G) detectat en un pacient amb retinosi punctata
albescens, ja descrit previament per Morimura i col. (1999b) en 4 casos amb RP
simplex i un control, sempre en estat heterozigot. L’estudi familiar d’aquest darrer
canvi no mostrava cosegregacié amb la malaltia. Aquestes substitucions no van ser
detectades en 190 cromosomes controls.

Els quatre canvis restants eren transicions C>T, dels quals tres corresponien a
polimorfismes descrits i el darrer comportava la substitucié Ser241Phe. Aquest darrer
canvi s’ha identificat en 9 pacients amb RPAR de diferents families (8 heterozigots i
un homozigot). Els subseglents estudis familiars indicaren que, en les quatre
families no consanguinies, tots els membres afectats eren portadors del canvi
Ser241Phe, mentre que en les cinc families consanguinies no existia cosegregacio
d’aquest canvi amb la malaltia. En el grup control, es van identificar 5 al-lels amb la
substitucié Ser241Phe. Morimura i col. (1999b) van identificar aquest canvi en dos
casos de RPAR (2/364 al-lels), tres casos de RPS sense antecedents familiars dels
guals només un presentava el canvi en homozigosi (4/766 al-lels) i en un dels 95
controls (1/190 al-lels) (Taula 11). D’aquest estudi es dedueix que la freqiéncia
al-lélica del canvi Ser241Phe és similar entre els pacients i la poblacié control
analitzada. Amb les dades obtingudes en el present treball realitzat a partir de
poblacié espanyola, constatem que la freqiéncia d’aquesta variant en pacients amb
RPAR (10/184 al-lels) és significativament més alta que la trobada en poblacié
control (5/190) (p=0.0005). També podem concloure que la substitucid Ser241Phe es
presenta en poblacido espanyola amb una frequencia superior a la detectada en la
poblacié analitzada per Morimura i col. (1999b). Considerant les dades disponibles
actualment, el significat patologic de la substitucié Ser241Phe és dificil d'interpretar

de forma categorica.

Els polimorfismes detectats en aquest treball en families espanyoles
presentaven frequencies al-leliques similars a les descrites en I'estudi realitzat per
Morimura i col. (1999b), no existint diferencies significatives entre poblacions
d’origens diferents (Taula 12). Els resultats obtinguts permeten concloure que el gen
RGR no és la causa de la patologia en el grup de families espanyoles estudiades en

aquest treball.
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5.4. ESTUDI DEL GEN CRB1 (crumbs homologue 1)

El gen CRB1, localitzat en la regié cromosomica 1q31-g32.1, correspon al locus
associat al fenotip RP12. Aquest gen codifica per una proteina designada Crumbs
homologue 1 (CRB1) per la seva homologia amb la proteina crumbs de Drosophila
melanogaster (gen crb). La regio codificant del gen CRB1 huma esta dividida en 12
exons i ocupa una extensié genomica de 40Kb.

Es coneixen 50 mutacions diferents identificades en diferents distrofies retinals
severes i d'aparicié precog, quedant incloses la RPAR, la RP amb PPRPE (0 RP12),
el LCA, i la RP amb preséncia d'una complicaci6 associada caracteritzada per
anormalitats vasculars, diposits de lipids extravasculars i desprendiment de retina
(coats-like exudative vasculopathy) (Taula 13). Aquestes mutacions expliquen
aproximadament el 59% de la RP amb PPRPE, entre el 10-13% dels casos amb LCA
i el 56% de la RP amb la complicacié vascular associada (den Hollander i col., 1999;
den Hollander i col., 2001a; Lotery i col., 2001a; Lotery i col., 2001b; Gerber i col.
2002; Khaliq i col., 2003; Hanein i col., 2004).

De I'estudi realitzat en un total de 92 families espanyoles, 88 caracteritzades per
presentar RPAR i 4 families diagnosticades de retinosi punctata albescens, s’ha
identificat (apartat 4.2.1) un total de 19 variants en la sequiéncia del gen CRB1 que
es classifiquen en:

7 mutacions que compleixen els criteris de cosegregacié amb la malaltia i de
no existir en poblacié control. Sis d’aquestes mutacions no havien estat
préviament descrites. En la figura 25 es mostra la localitzacié d’aquestes

mutacions en la proteina codificada pel gen CRB1.

8 variants poc frequients que tot i que no s’han detectat en poblacié control,
no cosegreguen amb la patologia. Una d’aguestes variants no havia estat
descrita en la literatura.

4 polimorfismes intronics, dels quals tres no havien estat previament descrits
(IVS2+42 T/A, IVS4-53 TIG, IVS4-64 T/G).
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Figura 25. Localitzacié de les mutacions identificades en les families estudiades en aquest
treball a nivell dels diferents dominis de la proteina CRB1. (*) Mutacions descrites per primera

vegada.

En el gen CRB1, la mutacié p.Cys948Tyr és la més frequent i s’ha descrit en
malalts que presentaven diferents fenotips: LCA, RP amb preservacio para-arteriolar
de 'EPR (PPRPE) i RP amb presencia d’'una vasculopatia exudativa tipus coats
(coats-like exudative vasculopathy). Els quatre pacients homozigots descrits en la
literatura tenen un diagnostic d’amaurosi congénita de Leber (LCA) (Lotery i col.,
2001a; den Hollander i col., 2001a, Hanein i col., 2004). Aquest fenotip s’ha descrit
també associat a la preséncia de p.Cys948Tyr en combinaciéo amb altres mutacions
de canvi de sentit, mutacions que alteren la pauta de lectura i en casos en que no
s’ha pogut identificar I'altre al-lel mutat. El fet que en el present treball s’ha identificat
aguesta mutacié en estat homozigot en dos germanes amb un fenotip sever de LCA
(M-69) avala el fet que la mutacié p.Cys948Tyr comporta una expressié fenotipica

greu de la malaltia com a resultat d’'una pérdua de funcié de la proteina CRB1.

En una branca diferent d’aguesta mateixa familia, un afectat amb una RP d’inici
preco¢ sense signes de PPRPE, presentava el canvi p.Cys948Tyr en forma de doble
heterozigot amb una altre mutacié de canvi de sentit (p.lle1100Thr). En una altre
familia (M-641) la mutacié p.Cys948Tyr va ser identificada en forma de doble
heterozigot amb una nova mutacié, caracteritzada per la pérdua de tres nucleotids en
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Taula 13. Mutacions identificades en el gen CRB1.

Localitzacio Canvi de nucleotid Fenotip associat

Tipus Mutacio

Efecte en proteina

Canvi de sentit

1 cd. 144 TTC >GTC Phel44Val a
2 cd. 161 GCC >GTC Alal61Val b
3 cd. 250 TGT > TGG Cys250Trp b
4 cd. 383 TGT > TAT Cys383Tyr a
5 cd. 433 TAT >TGT Tyrd33Cys d
6 cd. 480 TGT > CGT Cys480Arg a
7 cd. 480 TGT > GGT Cys480Gly a
8 cd. 584 GAC > TAC Asp584Tyr a
9 cd. 681 TGT > TAT Cys681Tyr a
10 cd. 745 ACG >ATG Thr745Met b
11 cd. 764 CGT >TGT Arg764Cys a, b, d
12 cd. 837 GAC > CAC Asn837His d
13 cd. 846 GGA > AGA Gly846Arg b
14 cd. 894 AAC > AGC Asn894Ser d
15 cd. 948 TGT > TAT Cys948Tyr a, b, d
16 cd. 989 ATA > ACA 11e989Thr a
17 cd. 1041 ATG > ACG Met1041Thr b
18 cd. 1071 CTC > CCC Leul071Pro b
19 cd. 1100 ATA>AGA lle1100Arg a
20 cd. 1103 - Gly1103Arg a
21 cd. 1181 TGC > CGC Cys1181Arg d
22 cd. 1205 GGA > AGA Gly1205Arg a
23 cd. 1317 AAC > CAC Asn1317His a
24 cd. 1321 TGC >TCC Cys1321Ser c
25 cd. 1321 TGC > GGC Cys1321Gly a
26 cd. 1354 GCC >ACC Alal1354Thr d
Sense sentit

1 cd. 403 TCA>TGA Ser403Stop b, d
2 cd. 801 AAG > TAG Lys801Stop a
3 cd. 827 GGA > TGA Gly827Stop a
4 cd. 995 GAG > TAG Glu995Stop a
5 cd. 1111 GAA > TAA Glul111Stop a
6 cd. 1293 - Trp1293Stop a
7 cd. 1332 TGC > TGA Cys1332Stop a
8 cd. 1333 GAG > TAG Glu1333Stop a
Canvi de pauta de lectura

1 cd. 37 del T - a
2 cd. 86-87 ins GT - a
3 cd. 143-144 del GATTC - a
4 cd. 204-206 del AAATAGG - a
5 cd. 205-207 del TAGGAAG - a
6 cd. 774 ins Alu - b
7 cd. 812-813 ins polyA - a
8 cd. 850-851 del GGCT - a
9 cd. 871 ins T - a
10 cd. 952 ins T - a
11 cd. 1115 del GGTTTCATTA - a
12 cd. 1115 del T - a
13 cd. 1330 del G - a
splicing

1 nt. 2978+5 G>A - b, d
2 nt. 4005+1 G>A - a
3 nt. 4013+1 G>T - a

a (amaurosi congénita de Leber), b (RP amb PPEPR), ¢ (RP), i d (RP associada a una
complicacié coneguda com coats-like exudative vasculopathy).
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la seguiencia del gen que implica una delecié d'una serina en el 2°" domini laminina
AG de la proteina CRB1 (p.749delSer). La cosegregacio d’aquestes mutacions amb
la patologia retinal va permetre rectificar el diagnostic clinic inicial, determinant que
es tractava d'un fenotip RP12 amb la tipica PPRPE associada. Les dades obtingudes
en aquest treball confirmen que la mutacié p.Cys948Tyr en combinacié amb diferents
mutacions de canvi de sentit presenta una expressio fenotipica variable associada
gue podria estar relacionada amb el nivell de proteina funcional residual existent en
cada cas. Les dues mutacions de canvi de sentit identificades en aquest treball en
forma de doble heterozigot amb la mutacié p.Cys948Tyr coincideixen en alterar el
mateix tipus de domini laminina AG a nivell de la proteina CRB1, malgrat els fenotips

presentats pels pacients i els dominis laminina AG afectats son diferents.

La proteina CRB1 esta formada per dominis EGF, caracteritzats per la preséncia
de residus conservats de cisteina que, al participar en la formacié dels ponts disulfur,
sbn decisius en I'estructura secundaria i en la conformacié que adopta la proteina. La
mutacié p.Cys948Tyr determina l'alteracié d’'un dels vuit residus conservats de
cisteina localitzat en el 14° domini EGF de la proteina CRB1 i podria, per tant,

interferir en la conformacio correcta de la proteina.

La mutacio p.lle1100Thr, va ser identificada en dues families diferents (M-69 i
B-102), en forma de doble heterozigot amb un segon al-lel mutat que en els dos
casos implicava el canvi d’'un residu de cisteina (p.Cys948Tyr i p.Cys891Gly
respectivament). Ambdues families presentaven una RP d’aparicio preco¢ i de
progressié severa. En el codé 1100 també s’ha descrit un canvi del residu
d’isoleucina per un aminoacid d’arginina en un unic cas de LCA detectat en forma de
doble heterozigot amb una mutacié sense sentit que introdueix un codé de parada
prematur, aguesta combinacié s’associava a un fenotip sever de la patologia retinal
(den Hollander i col.,, 2001a). La mutacid6 p.Cys891Gly altera un dels residus
conservats de cisteina del 13° domini EGF de la proteina CRBL1 i, per tant, afectaria

a la formacié dels ponts disulfur generant una proteina estructuralment anomala.

La inserci6 d'una guanina entre els nucleotids 478-481, identificada en estat
homozigot en l'afectat d’'una familia consanguinia (M-717), comporta I'aparicié d’'un
cod6 de parada prematur en la posicié 168, generant la sintesi alterada d’'una
proteina CRB1. Els estudis oftalmologics d’aquest cas evidencien una RP d'inici
preco¢ amb una pérdua de visi6 molt severa en la segona década de vida. L’estudi
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del fons d'ull en aquest cas amb la malaltia avancada, no permet excloure
I'existencia prévia d'un patré de RP amb PPRPE.

El pacient afectat de la familia B-15 complia tots els criteris diagndstics de RP
(ceguesa nocturna, disminucié progressiva del camp visual, ...) excepte el fons d'ull.
Els diposits de pigment no tenien la configuracié espicular caracteristica ni la
distribucié per tot el fons d'ull tipica de la RP. La imatge era compatible amb la que
caracteritza la coroideréemia (CHM). En l'analisi del gen CRB1, es va detectar, en
estat heterozigot, una delecié de tres nucleotids que comporta la pérdua d’un residu
de leucina en la posici6 962 (p.962del Leu), en el 3°" domini laminina AG de la
proteina. La sequenciacié de tots els exons del gen CRB1 no va evidenciar la
presencia de cap altra mutacio, perd no es pot descartar I'existéncia de mutacions en
regions introniques. L’estudi de marcadors intragenics tipus SNP’s determina
l'abséncia de grans reordenaments genomics. Considerant el patré “CHM-like”
observat en el fons d'ull, es va estudiar la segregacié de tres marcadors intragenics
del gen REP-1 en els membres de la familia. Al no existir cosegregacié entre els
marcadors analitzats i la malaltia es va descartar el diagnostic de coroideremia i la

possibilitat d’'una heréncia digenica CRB1/REP-1.

Un canvi d’aminoacid en el codd 205 en estat heterozigot va ser identificat en
els dos germans afectats de la familia M-489, aquest canvi implicava el
reemplagament d’un residu apolar d’isoleucina per un aminoacid polar de treonina
(p.Ile205Thr), localitzat a nivell del 5° domini EGF de la proteina CRB1. L'estudi
familiar demostra que existeix cosegregacio de la mutacié amb la malaltia i I'estudi
oftalmologic exhaustiu va confirmar el diagnostic clinic de LCA. Mitjan¢ant I'analisi
mutacional de les regions codificants i de les sequiencies corresponents al promotor
del gen CRB1 no es va detectar el segon al-lel mutat. En aquesta mateixa posicio,
s’han identificat dues mutacions diferents, originades cadascuna per la deleci6é de 7
nucleotids (den Hollander i col., 2001a; Lotery i col.,, 2001a; Hanein i col., 2004),
aquesta situacio reflecteix un augment de mutacions detectades afectant aquesta

posicié del gen CRBL.

Tenint en compte que en I'amaurosi congeénita de Leber s’ha identificat, a part
del gen CRB1, 6 gens diferents (GUCY2D; RPE65, CRX, TULP1, AIPL1 i RPGRIP1)
(Perrault i col., 1996; Marlhens i col., 1997; Freund i col., 1998; Lewis i col., 1999;
Sohocki i col., 2000; Dryja i col., 2001), i considerant, per altra banda, I'existéncia

d’heréncia digénica en la patologia de la RP (Kajiwara i col., 1994), es va incloure
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aquesta familia en un posterior estudi molecular centrat en el gen GUCY2D. Aquest
gen es caracteritza per codificar la proteina guanilat ciclasa expressada en
fotoreceptors i que participa en els mecanismes d'adaptacié a la foscor després
d’'una prévia fotoexcitacio. En els afectats de la familia M-489 s’ha detectat en el gen
GUCY2D un canvi d'aminoacid en el codé 701 (p.Pro701Ser) en heterozigosi.
L’estudi familiar indica que els dos germans afectats hereten l'al-lel patern amb
aquest canvi d'aminoacid en el gen GUCY2D i la substitucié d’'aminoacid p.lle205Thr
en el gen CRBL1. El canvi p.Pro701Ser en el gen GUCY2D va ser descrit per primera
en una unica familia, i només un dels membres afectats amb LCA presentava aquest
canvi d’aminoacid en el gen GUCY2D, coincidint amb la preséncia d'una forma més
severa de la patologia. Aquest canvi no va ser detectat en els 100 controls analitzats.
Tot i no existir cosegregacié de p.Pro701Ser amb la malaltia van definir aquesta
alteraci6 com una rara variant, sense ser la causa determinant de la malaltia pero
suggerint que podria estar associada a un fenotip més sever, i especulant una
possible explicacid a la heterogeneitat clinica observada dins la mateixa familia
(Dharmaraj i col., 2000). La similar clinica presentada pels dos germans afectats de
la familia (M-489) analitzada en aquest treball permet confirmar l'absencia de
significat patologic del canvi p.Pro701Ser amb la malatia de LCA.

Una de les variants poc frequents identificades en aquest estudi (p.Thr289Met)
va ser inicialment considerada com una mutacié causant de LCA (Lotery i col.,
2001a). L'ampliaci6 de I'estudi a nivell familiar va permetre descartar la cosegregacio
d’aquest canvi amb la RP i, per tant, aguest canvi d’'aminoacid s’ha de classificar
com una variant no patologica (p.Thr289Met). Una situacié similar és la que
correspon a la substituci6 p.GIn679Glu, descrita per primera vegada en aquest
treball.

Les dades obtingudes en l'estudi mutacional del gen CRB1 en les families
espanyoles incloses en aquest treball permeten associar les diferents alteracions de
CRB1 amb un ampli ventall de fenotips de degeneraci6 de la retina, tots ells
caracteritzats per una aparicié preco¢ i una progressio severa de la patologia.
L’heterogeneitat fenotipica associada al gen CRB1 suggereix que I'existéncia d’altres
factors genetics o ambientals podrien ser importants per determinar la patologia
desenvolupada. Aquesta situacid reflexa com la interpretaci6 de les relacions
genotip/fenotip esdevé extraordinariament complexa en aquesta patologia.
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5.5. ESTUDI DEL GEN USH2A

5.5.1. En families amb RP no sindromica seguint un patré d’herencia autosomic

recessiu.

Els resultats obtinguts per Rivolta i col (2000) evidenciaven que un 4,5% dels
pacients amb RPAR sense pérdua d’audicid, presentaven la mutacio p.C759F en el
gen USH2A. Aquesta informacié va promoure l'estudi de 196 pacients espanyols
amb aquestes mateixes caracteristiques cliniques (apartat 4.3.2), per tal de confirmar
el compromis del gen USH2A en la Retinosi Pigmentaria autosomica recessiva no
sindromica en una poblacio de procedéncia diferent. La freqiéncia de la mutacié de
canvi de sentit p.C759F en aquest grup de malalts va ser de 4,6%, mostrant una
situacié molt similar a la descrita en poblacié nord-americana. En tots els 9 casos
gue presentaven aguesta mutacio es va efectuar I'estudi mutacional complert de la
restant regié codificant del gen USH2A, el qué va permetre identificar : i) la preséncia
de p.C759F en forma de doble heterozigot amb un segon al-lel mutat constituit per
diferents tipus de mutacions (canvis sense sentit, de canvi en la pauta de lectura, de
llocs conservats implicats en el mecanisme d’'splicing i altres mutacions de canvi de
sentit) en pacients amb RPAR no sindromica i ii) quatre homozigots amb la mutacio
p.C759F que pertanyien a dues families consanguinies no relacionades. Dos
d’aquests casos eren malalts afectats de RPAR sense afectacié auditiva (familia M-
286) mentre que els altres dos casos homozigots p.C759F (familia S-23) no
presentaven cap simptoma de RP no sindromica ni de perdua d’audicio. L'estudi
familiar dels individus portadors de la mutacié p.C759F comparteixen un haplotip
amb un al-lel comu associat al canvi p.C759F, aquest haplotip s’ha obtingut de
I'estudi realitzat a partir de 6 marcadors intragénics tipus SNP’s (Single-Nucleotide
Polymorphisms) préviament descrits per Dreyer i col. (2000).

La preséncia de la mutacié p.C759F també s’ha descrit en la literatura en
malalts amb la sindrome d’'Usher tipus Il i, per tant, es fa evident una heterogeneitat
fenotipica remarcable associada a mutacions en el gen USH2A (Dreyer i col.,2000;
Najera i col., 2002).

Les anomalies en el gen USH2A descrites en aquest treball (apartat 4.3.2.)
s’han evidenciat tant en afectats amb RPAR sense problemes de pérdua d’audicio
com en casos d’individus sense cap manifestacio clinica de RP ni de sordesa. La
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hipotesi d’'una heréncia trial-lelica, ja descrita en la sindrome de Bardet-Biedl
(Katsanis i col., 2001a), permet plantejar que els homozigots p.C759F simptomatics
serien portadors d’'una mutaci6 addicional no identificada en un altre gen, mentre que
els casos d’homozigots assimptomatics no haurien heretat aquest tercer al-lel mutat
necessari per manifestar la malaltia. Seguint aquesta hipotesi, els portadors
simptomatics de p.C759F haurien heretat també dos al-lels mutats del gen no
identificat, mentre que en els casos de portadors simptomatics amb dos mutacions
en forma de doble heterozigot presentarien un tercer al-lel mutat en el gen sense
identificar.

En la Figura 26 s’observa la localitzacié de les mutacions identificades en el gen
USH2A associades a RP no sindromica amb un patré d’heréncia autosomic recessiu.
L’analisi mutacional de la restant regié codificant del gen USH2A en els pacients
portadors de la mutacié p.C759F ha detectat diferents canvis addicionals:

Mutacions que condueixen directament o indirectament a una terminacio
prematura de la traduccio: 1) Una mutacié sense sentit, p.R63X, ja descrita
en la sindrome d'Usher IlI, que té lloc en una regio rica en dinucleotids CpG,
caracteritzada per ser un lloc calent (hot spots) amb una elevada
susceptibilitat a produir-se transicions, 2) la delecio ¢.2299delG més freqient
detectada en la sindrome d’Usher I, i 3) una mutacié no descrita que altera

el lloc acceptor del mecanisme de I'splicing en l'intr6 10 (IVS10-2 A>G).

Canvis d’aminoacids que es caracteritzen per afectar els dominis LE (laminin
epidermal growth factor-like) presents en la proteina usherina. El canvi d’'una
leucina per una valina en el codd 555 (p.L555V) ja descrit en la sindrome
d’Usher tipus Il, i la substitucié d’'un aminoacid d’histidina per un residu de
prolina en el cod6 610 (p.H610P) descrita per primera vegada en un pacient
amb RPAR, sense familiars disponibles per estudiar la cosegregacié dels
dos al-lels portadors de les mutacions de canvi de sentit (p.C759F i p.H610P)

amb la malaltia.

Finalment, hem identificat un canvi d’aminoacid (p.P761R) localitzat tres codons
després de la p.C759F en un pacient amb RP no sindromica, sense detectar 'altre
al-lel mutat en la restant regi6 codificant del gen USH2A.
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Fins al moment, la implicacié del gen USH2A en la RPAR no sindromica s’ha
associat a l'existéncia de diferents mutacions perd basicament heretades en
combinacié amb la mutacié de canvi de sentit p.C759F. Per aquest motiu ens hem
proposat avaluar el compromis del gen USH2A en un grup de 85 families afectades
de RPAR i 4 casos amb retinosi punctata albescens (apartat 4.4.) caracteritzades per
no presentar la mutacio p.C759F, segons l'estudi anterior (apartat 4.3.2). L'analisi
molecular del gen USH2A en aquest grup de families amb RPAR no sindromica i
caracteritzades per no presentar el canvi d’aminoacid p.C759F ha permes identificar
3 mutacions en 4 de les 85 families (apartat 4.4., Figura 22), només una d’aquestes
és descrita per primera vegada (apartat 4.4., Taula 8). D’aquests canvis detectats,
dos causen alteraci6 en la pauta de lectura amb aparici6 d'un codd de parada

prematur i el tercer produeix una substitucié d’aminoacid.

Tot i que tres de les quatre families amb RPAR sense problemes d’audicié son
consanguinies només s’ha detectat un dels al-lels causants de la malaltia en estat
heterozigot (apartat 4.4., Figura 22). En una d'aquestes families (M-140), els dos
germans afectats son portadors del canvi patologic més freqlientment detectat en la
sindrome d’'Usher tipus I, la mutacio ¢.2299delG. En els pacients afectats de RP
sense afectaci6 auditiva corresponents a les altres dues families consanguinies
(M-320 i M-509) presenten el canvi d’aminoacid d’'una glicina per una arginina en el
codo6 713 (p.G713R) en estat heterozigot. Aquest canvi s’ha descrit en la sindrome
d’'Usher 1l, en un pacient d'origen danés en forma de doble heterozigot amb la
mutacié ¢.2299delG (Dreyer i col., 2000), i en un pacient d’origen espanyol sense

detectar el segon al-lel mutat (Najera i col., 2002).

Finalment, en la familia no consanguinia restant (M-11), els dos germans
afectats de RPAR so6n portadors d’'una mutacié de canvi en la pauta de lectura
(c.544 _6delAA) no descrita abans, que consisteix en una delecié de dos nucleotids
d’adenina en el codd 182 que codifica per una lisina, aquesta alteracié incorpora una
segliéncia anomala que finalment condueix a I'aparicié d'un codd de parada 44
aminoacids després (p.K182fsX44).

L’analisi complert de la restant regié codificant del gen USH2A realitzat en els
pacients amb RPAR portadors d’'un unic al-lel mutat no ha revelat cap altre canvi
associat a la malaltia. L'estudi de diferents polimorfismes intragénics (SNP’s) ha
permés excloure una gran delecié del gen USH2A en tots aquests pacients amb una

Unica mutaci6 detectada.
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Per determinar si els canvis d’aminoacids (p.L555V, p.H610P, p.G713R,
p.C759F i p.P761R) identificats en la RP no sindromica autosomica recessiva estan
implicats en la patologia es van analitzar 190 cromosomes controls. S’ha detectat
Unicament dos al-lels portadors de la mutacié p.C759F i dos al-lels portadors de

p.G713R, tots ells en estat heterozigot, i mostrant una freqiiéncia al-lelica de 1'1%.

Tots aquests canvis d’'aminoacids identificats en el gen USH2A estan situats en
dominis LE de la usherina. Dreyer i col. (2000) van determinar a través de I'estudi
comparatiu de mdltiples alineaments amb dominis proteics que les mutacions
p.G713R i p.C759F ocupen llocs conservats en els dominis LE. Aquests dominis es
caracteritzen per presentar una sequencia d’aminoacids conservada formada per 8
residus de cisteines, que son importants per participar en els ponts disulfurs que
mantenen I'estructura de la proteina. Per aguest motiu, per la mutacié p.C759F es va
postular que el fet d'implicar un canvi del tercer residu de cisteina situat en el 5
domini LE de la proteina, podria conduir a I'alteracié de les propietats estructurals de
'usherina. Considerant que la mutacié p.G713R determina un reemplagcament d’'un
residu hidrofobic per un aminoacid amb carrega positiva, van proposar que aquesta
alteracio en la carrega de la proteina podria causar una possible desestabilitzacio de
les propietats estructurals de l'usherina (Dreyer i col., 2000). La mutacié p.G713R
descrita per Dreyer i col. (2000) no va ser detectada en poblacié control d’origen
danés i noruec, mentre que en poblacié espanyola va ser identificada en 2 dels 200
cromosomes controls analitzats (Ndjera i col., 2002) coincidint amb la freqiiéncia
detectada en el present treball. Els estudis familiars per la mutacié p.G713R indiquen
cosegregacio d'aquest canvi amb la patologia de la RP no sindromica (apartat 4.4.,
Figura 22). Malgrat tot, caldrien estudis addicionals per determinar el significat
patologic d’aquests canvis que impliquen la substitucié d’'un aminoacid.

L'ample ventall de fenotips associats amb les mutacions descrites en el gen
USH2A evidencia, una vegada més, la complexitat de les relacions genotip/fenotip.
Aquests resultats confirmen el compromis del gen USH2A en la patologia de la RP
no sindromica amb un patr6 d’heréncia autosomic recessiu, i posa de manifest la

gran heterogeneitat genética presentada per aquesta malaltia.
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Figura 26. Distribuci6 de les diferents mutacions a nivell de la proteina usherina, i en funcié de
les diferents patologies associades (incloses la sindrome d'Usher tipus Il i la RPAR no
sindromica). El requadre indica les mutacions que s’han identificat en els pacients procedents
de poblacié espanyola estudiats en aquesta tesi, i I'asterisc mostra les mutacions descrites

per primera vegada.
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5.5.2. En families amb la sindrome d’Usher tipus |l

Més de la meitat de tots els casos amb la sindrome d’Usher corresponen al tipus
I, i dins d’aquesta categoria clinica la majoria dels casos presenten lligament amb el
gen USH2A, tot i que existeixen variacions en funcié de la poblaci6 estudiada
(Kimberling i col., 1995; Hope i col., 1997; Rosenberg i col., 1997; Weston i col.,
2000). Tres delecions eren identificades en el gen USH2A associades amb la
sindrome d’Usher tipus Il, de les quals la mutacio ¢.2299delG era la més frequient
(Eudy i col., 1998).

En [l'estudi dissenyat per conéixer la prevalenca d'aquestes mutacions
(c.2299delG, ¢.2898delG i ¢.4338-9delCT) en pacients de poblaci6 amb origen
espanyol diagnosticats amb la sindrome d'Usher tipus Il (apartat 4.3.1.), es va
identificar inicament la presencia de la mutacio ¢.2299delG. En 15 de les 59 families
analitzades (25%) es va identificar aquesta mutacié. Quatre pacients de families no
relacionades (tres d’elles amb consanguinitat) eren homozigots mentre que els altres
11 casos estudiats eren portadors en estat heterozigot de la mutacié ¢.2299delG.
Dels 118 cromosomes analitzats en aquest treball, 19 (16%) eren portadors de la
mutacio ¢.2299delG. Tant si considerem el percentatge de la mutacio c.2299delG
trobat en pacients de poblacié espanyola com la freqliencia al-lélica associada a la
mutacio ¢.2299delG es ddna la mateixa situacid ja que els dos valors estan inclosos
dins els rangs descrits en pacients afectats amb la sindrome d’Usher tipus I
procedents de poblacions amb diferents origens (22-52% i 15-40% respectivament)
(Eudy i col., 1998; Liu i col., 1999; Dreyer i col. 2000). Recentment s’ha determinat
I'existéncia d'un origen comu i ancestral per la mutacié ¢.2299delG, i que I'efecte
fundador originat a Europa junt amb els posteriors moviments migratoris explicaria

'amplia distribucié geografica de la mutacio ¢.2299delG (Dreyer i col., 2001).

En un treball posterior (apartat 4.4) s’ha realitzat I'estudi del gen USH2A en un
grup de 27 families no relacionades i caracteritzades per presentar la sindrome
d’'Usher tipus Il. L’analisi mutacional del gen USH2A ha revelat la presencia d'11
mutacions diferents en 12 de les 27 families amb sindrome d’'Usher Il (44%). Sis

d’aguestes mutacions sén descrites per primera vegada (apartat 4.4. , Taula 8).

Cinc de les 27 families estudiades presenten la mutaci6 més frequent descrita
en la sindrome d’Usher tipus Il originada per la delecié d’'un residu de guanina en la
posicid 2299 (Eudy i col., 1998). En dues d'aquestes cinc families, la mutacio
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€.2299delG es troba en estat homozigot (B-90 i B-132) mentre que en les altres 3
families restants es presenta en estat heterozigot (apartat 4.4., Figura 23). Dues
d’aquestes darreres families no s’ha identificat el segon al-lel mutat (B-1 i M-184b).
En aquests casos no es pot descartar la possibilitat que I'al-lel mutat no identificat
pugui estar localitzat en les regions introniques no analitzades o en les regions del
promotor del gen encara no caracteritzades. L’existencia d’'una gran delecio del gen
USH2A com a segon al-lel mutat queda exclosa pels resultats obtinguts de I'analisi
de diferents polimorfismes intragenics tipus SNP’s (apartat 4.4., Taula 9). En la
restant familia, caracteritzada per no presentar consanguinitat (B-33), els dos
germans afectes presenten la mutacié ¢.2299delG en forma de doble heterozigot
amb combinacié amb dos mutacions meés, el canvi d’'aminoacid p.E478D i una nova
mutacio sense sentit p.E1492X. L'estudi a nivell familiar ha mostrat una cosegregacio
de les mutacions amb la malaltia, on els dos germans afectes han heretat I'al-lel
matern amb la mutacié ¢.2299delG i I'al-lel patern amb les mutacions p.E478D i
p.E1492X, mentre que la germana sana és Unicament portadora de la mutacio
€.2299delG.

La transversio d’una guanina per una citosina en la posicié 1434 implica un canvi
d’'un acid glutamic per un acid aspartic en el codé 478 (p.E478D). Aquest canvi en el
gen USH2A va ser descrit per Adato i col. (2000) com una variant poc frequent
probablement no associada a la malaltia. Les alteracions que impliguen un canvi
d’aminoacid solen ser problematiques quan han de ser classificades en mutacions
associades a la malaltia o variants no patologiques. L'analisi de 190 cromosomes
controls no ha revelat la presencia d’aquesta variant i I'estudi familiar demostra
cosegregacio d'aquesta variant (p.E478D) amb la malaltia, definint aquest canvi
d’aminoacid com un possible canvi associat al fenotip patologic. Adato i col. (2000)
van detectar un anic al-lel portador d’aquest canvi en un sol pacient malgrat van
analitzar un total de 142 cromosomes, dels quals 120 corresponien a controls i els 22
restants a pacients. Els autors van questionar el significat patologic d’aquest canvi al
postular que tot i que aquesta variant p.E478D afecta un aminoacid localitzat en el
domini laminina N-terminal de l'usherina ocupant una posicié conservada, la
presencia de l'altre aminoacid implicat en el canvi també es trobava present en
alguns dels dominis de les proteines homologues. L'altre mutacidé (p.E1492X)
identificada per primera vegada en aquesta familia (B-33) en estat heterozigot

implica una transicié d'una G>T en el nucledtid 4474 del gen USH2A, que causa
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I'aparicié d'un codd de parada prematur. Aquesta mutacié permet atribuir una funcio
important a la regié6 localitzada en I'extrem C-terminal de la proteina usherina.

En aquesta familia (B-33) el diagnostic clinic inicial dels dos germans afectes
(1.2 i 11.3) definia la preséncia d’una hipoacusia neurosensorial moderada, congénita
i bilateral amb normalitat pel que fa a la funcio vestibular i associada a una forma
classica de RP, coincidint amb la simptomatologia tipica de la sindrome d’Usher tipus
Il (apartat 4.4., Figura 23). Les exploracions audiometriques al llarg del temps han
mostrat Gnicament en un dels dos germans afectats (11.2) una important progressio
de la hipoacusia fins assolir un grau profund de severitat tot i mantenir la funcié
vestibular dins els valors normals. Per contra, la hipoacusia presentada per la
germana afectada es manté estable en les successives exploracions. Amb les dades
cliniues i moleculars dels dos germans afectats podem concloure que malgrat
presentar les mateixes mutacions en forma de doble heterozigot s’evidencia una
important heterogeneitat clinica a nivell intrafamiliar. En aquesta situacié es podria
considerar tant I'existencia de possibles gens modificadors capacos de modular
I'expressio de la malaltia com l'efecte produit per factors ambientals. Una situacié
similar d’expressio variable del gen USH2A va ser descrita per Liu i col. (1999) en
bessons monozigotics portadors de la mateixa mutaciéo en homozigosi (¢.2299delG),
suggerint que aquesta variabilitat fenotipica en la sindrome d’Usher podria no estar
determinada Unicament per factors genetics. Considerant la possible implicacié dels
factors ambientals en el cas de la familia B-33 estudiada en el present treball, és
important destacar que el germa afectat (11-2) amb progressio de la hipoacusia havia
estat exposat a elevats decibels de soroll, a diferencia de la germana afectada sense
progressio de la malaltia. Amb totes les dades disponibles fins al moment, podem
especular que l'aparicié de progressié en la hipoacusia Unicament en un dels dos
germans afectats podria estar accelerada per I'efecte de factors ambientals.

El segon canvi més frequent detectat en les families incloses en aquest treball
és la mutacié de canvi de sentit p.C759F (detectada en 3 de les 12 families amb
mutacions (apartat 4.4., Figura 23)). Les dades cliniques indiquen que Unicament la
familia M-16 segueix els criteris de diagnostic corresponents a una forma classica de
la sindrome d’Usher Il, mentre que en les altres dues families existeix progressié de
la hipoacusia (B-114 i M-4). En els dos casos portadors de la mutacié p.C759F,
corresponents a les families M-4 i M-16, s’ha detectat el segon al-lel causant de la
malaltia, identificant dues noves mutacions que impliquen una alteracié en la pauta

de lectura (apartat 4.4., Taula 8): i) Una d’aquestes mutacions és produida per una
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delecié d’'un residu de citosina en el nucleotid 2135, reemplacant un aminoacid de
serina per un cod6 de parada en la posicio 712 del 4" domini EGF de la usherina,
resultant una proteina anomala. ii) L'altre mutacié detectada en forma de doble
heterozigot amb p.C759F és causada per una duplicaci6 de 8 parell de bases
situades entre els nucleotids 947 i 954 del gen USH2A, produint una alteracio en la
pauta de lectura després del codd 316 que determina la introduccié d’'una sequéncia
d’aminoacids aberrants que finalitza amb l'aparicié d’'un cod6 prematur de parada
localitzat a 20 residus del lloc duplicat. Aquesta duplicacié determinara una proteina
severament truncada. L'existéncia de diferéncies pel que fa a la progressié de la
patologia entre ambdues families (M-4 i M-16) suggereix que les proteines anomales
conduiran de forma diferent a una important alteracié de la seva funcionalitat en els
teixits afectats en la sindrome d’Usher Il, sense oblidar la possible existencia de gens
modificadors i I'efecte de factors ambientals.

El diagnostic clinic inicial del tercer pacient (Il.2, familia B-114) portador de la
mutacio p.C759F difereix del fenotip tipic de la sindrome d’Usher tipus Il pel qué fa al
grau de severitat ja que presenta una hipoacusia neurosensorial congéenita i bilateral
de grau lleu amb una forma tipica de RP associada. Successives examinacions
audiologiques han mostrat I'existencia d’'una progressio de la sordesa confirmant una
clinica atipica de la sindrome d’'Usher tipus Il. En aquest pacient s’ha detectat la
mutacio p.C759F en estat heterozigot, quedant sense identificar el segon al-lel mutat.
Una situaci6 similar és descrita per Najera i col (2002) en la que un pacient portador
de la p.C759F amb el segon al-lel mutat sense identificar també presenta un fenotip
definit per una progressio de la sordesa. Aquesta mutacié p.C759F s’ha associat a la
RP no sindromica quan es troba en combinacié amb altres mutacions de canvi en la
pauta de lectura (Rivolta i col., 2000). Com s’exposa en l'apartat anterior d'aguesta
tesi, s’ha mostrat una important variabilitat fenotipica associada a la mutacié
p.C759F del gen USH2A, en combinacié amb altres tipus de mutacions de canvi de
sentit, sense sentit i mutacions que alteren els llocs implicats en el mecanisme de
maduracié del RNAm (splicing). Liu i col. (1999) van determinar I'existencia de
variabilitat fenotipica associada a una mateixa mutacio en el gen USH2A
(c.2299delG) en la sindrome d’'Usher, aquesta variabilitat fenotipica variava entre la
forma classica de la sindrome d’Usher tipus Il i una forma atipica de la sindrome
d’Usher caracteritzada per una progressio de la hipoacusia, definicié que coincideix
amb el qué actualment es coneix com la tercera categoria clinica d’aquesta patologia

(sindrome d’Usher tipus lll). Per aquest motiu, van suggerir que aquesta variabilitat
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fenotipica observada, podria venir determinada per l'efecte produit per factors
genétics com son el background genétic, gens modificadors o bé altres mutacions
diferents addicionals en el mateix gen.

En dos families no consanguinies diferents (B-21 i B-55) diagnosticades
inicialment per presentar la sindrome d'Usher Il s’han identificat dues noves
mutacions en estat heterozigot (apartat 4.4., Figura 23): i) La delecié d’'un residu
d’adenina entre els nucleodtids 1211-1214, alterant la pauta de lectura a partir del
codo6 405, i aparicié d'un cod6 de parada situat dos aminoacids després (familia
B-21) i ii) una transversio d'una timina per una adenina en el nucleotid 1518 que
implica un reemplacament d’'una tirosina per un cod6 de parada en la posicid 506
(p.Y506X). Aguesta substitucio genera una proteina aberrant, a causa de la pérdua
dels 10 dominis LE i els 3 dominis FN3 (familia B-55). L'analisi de la restant regio
codificant del gen USH2A no ha revelat cap altre mutacié causant de malaltia en
aquests dos casos, acceptant la possibilitat que l'al-lel no identificat es trobi en
regions no codificants, 0 en zones encara no caracteritzades corresponents a la part
promotora del gen. Es descarta una gran delecié del gen USH2A a partir de les
dades obtingudes de I'estudi de polimorfismes intragenics tipus SNP’s (apartat 4.4.,
Taula 9).

En els dos membres afectats de la familia no consanguinia B-129 (membres 1.1
i 11.4) s’ha detectat dues mutacions ja descrites en forma de doble heterozigot, una
mutacio de canvi en la pauta de lectura (c.2431_2delAA) i una mutacioé sense sentit
(p.R34X). La mutacié c.2431_2delAA va ser identificada per primera vegada en un
pacient espanyol afectat amb la sindrome d’Usher tipus Il en estat heterozigot en
combinacié amb la mutacié p.C759F (Najera i col., 2002). Fins ara, aquesta mutacio
només s’ha identificat en pacients procedents de poblacié espanyola.

L’examen clinic dels pacients de la familia B-55 i de la familia B-129 confirmava
el diagnostic de la sindrome d’Usher tipus Il, caracteritzada per una hipoacusia de
grau sever, sense poder establir I'existencia o no de progressio de la sordesa degut
a la manca d’exploracions audiométriques posteriors. Per contra, en el pacient de la
familia B-21 portador de la mutacié de canvi en la pauta de lectura, ¢.1211_4delA, el
diagnostic inicial va mostrar les caracteristiques cliniques corresponents al tipus Il de
la sindrome d’Usher amb una hipoacusia de grau sever i una RP associada molt
severa. En aquest cas, les successives exploracions cliniqgues van indicar una

important progressié de la pérdua d'audicié fins assolir una hipoacusia de grau
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profund a I'edat de 28 anys amb uns valors de la funcié vestibular inclosos dins el
rang de normalitat. Aquest cas seria un altre exemple de variabilitat fenotipica
associada al gen USH2.

Finalment, els dos membres afectats de la familia consanguinia B-148 sén
homozigots per una gran delecio. Tot i que no es coneixen els extrems delimitants
d’aquesta delecio, s’ha determinat que aquesta implica I'eliminacido de la regio
codificant del gen USH2A compresa entre els exons 9 i 14. Fins al moment no
s’havia descrit cap delecié d’aquesta magnitud en el gen USH2A. Les exhaustives
examinacions cliniques dels membres afectats d’aquesta familia per avaluar la
correlacié genotip-fenotip, determinen progressio de la hipoacusia amb la funcié
vestibular normal, definint un altre cas atipic de la sindrome d'Usher tipus II.
L’existéncia a nivell fenotipic de casos amb preséncia o0 no de progressio en la
hipoacusia indica que Unicament la funcié vestibular és la caracteristica clinica
comuna en la sindrome d’Usher tipus Il de tots els pacients amb mutacié estudiats
en aquest treball.

L’analisi molecular del gen USH2A va permetre detectar diferents polimorfismes
en el grup de pacients caracteritzats per presentar RP no sindromica o sindrome
d’Usher tipus Il inclosos en el present treball (apartat 4.4., Taula 9). D’aquests canvis
cal destacar la preséncia d’'una nova variant silenciosa (p.V191V) en una familia amb
RP no sindromica que implica un canvi d'una guanina per una adenina en el
nucleotid 573 sense afectar 'aminoacid de valina corresponent. També s’ha detectat
en un Unic pacient amb RP no sindromica un canvi d’aminoacid en el cod6 841 no
descrit abans, que doéna lloc al reemplacament d’'un residu de serina per un de
tirosina (p.S841Y). L'estudi familiar no mostra cosegregacio d’aquests canvis amb la
malaltia i per aquest motiu son classificats com a canvis no patologics. En cinc
pacients (només un amb sindrome d'Usher Il) es va detectar el canvi d’aminoacid
p.V230M préviament descrit com una mutacidé patologica per Dreyer i col. (2000),
I'estudi a nivell familiar va determinar abséncia de cosegregacié d’aquest canvi amb

la malaltia, el que permet considerar aquest canvi com una variant no patologica.

De forma global, considerant les diferents families estudiades en aquest treball
gueda evidenciada en la sindrome d’'Usher la clara heterogeneitat fenotipica
associada al gen USH2A, tant pel qué fa a la progressio de la malaltia com pel qué fa
al grau de severitat. En aquest estudi es mostra que les families amb la mutaci6

€.2299delG en homozigosi presenten una simptomatologia tipica del tipus Il de la
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sindrome d'Usher (Figura 23, families B-90 i B-132), mentre que les families B-21, B-
114, M-4 i M-184b manifesten un fenotip atipic de la sindrome d’Usher, caracteritzat
per una progressid de la sordesa, coincidint amb les caracteristiques cliniques que
defineixen el tipus lll. La preséncia de variabilitat fenotipica expressada a nivell
intrafamiliar queda confirmada si considerem les diferéncies cliniques observades
entre els germans afectats de la familia B-33 caracteritzats a nivell molecular per

compartir idéntiqgues mutacions en el gen USH2A.

El gen USH2A explica el 44% de les families amb sindrome d’Usher tipus I
incloses en aquest estudi. Aquesta freqiéncia és similar a la trobada en altres
treballs realitzats en pacients amb sindrome d’Usher I, tot i existir diferencies entre
les poblacions estudiades segons la consanguinitat i la procedéencia. La localitzacio
de totes les mutacions descrites en la sindrome d’Usher en la proteina codificada pel
gen USH2A es mostren en la figura 26, on s'observa que la distribucié d’aquestes
mutacions no mostra la presencia de regions on existeixi una major concentracié de
canvis patologics. Els resultats en el gen USH2A obtinguts en aquest treball indiquen
que la combinacié de diferents mutacions en el gen USH2A junt amb la variabilitat
fenotipica expressada dificulten la correlacié genotip-fenotip. Es important considerar
gue l'efecte produit per la combinacié de diferents mutacions dins d’'un mateix gen,
I'efecte de factors ambientals, I'existencia de gens modificadors o la combinacio de
tots aquests factors podrien contribuir de forma important a determinar
I'heterogeneitat clinica manifestada per les patologies de la visio i de I'oida pel qué fa
a l'edat d'aparicio, el grau de progressié i a la severitat de la malaltia, quedant
incloses la RP no sindromica i la sindrome d'Usher. Diversos casos com és
I'heréncia digenica descrita en la RP no sindromica (Kajiwara i col., 1994) i I'heréncia
trial-lélica identificada en el sindrome de Bardet-Biedl (RP sindromica) (Katsanis i
col., 2001a) suggereixen I'existéncia de gens modificadors, I'efecte d’aquests gens
podria ser determinant per explicar la clara heterogeneitat clinica presentada pel gen
USH2A.
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Conclusions

L’abséncia de mutacions en I'analisi molecular directe dels tres gens expressats
en 'EPR i caracteritzats per la seva implicacié en el cicle visual (RLBP1, CRBP1 i
RGR) i els resultats obtinguts dels estudis de cosegregacié de les variants no
patogéniques identificades, permeten excloure aquests gens com a responsables de

la RPAR en les families analitzades.

L’estudi dels gens expressats en la part neural de la retina, CRB1 i USH2A, ha
evidenciat la implicacié dels mateixos en els processos de degeneracio retiniana.

S’han identificat un total de 19 variants en la sequencia del gen CRB1. Set
d’aquestes son mutacions patogéeniques, de les quals sis es descriuen per primera
vegada. Els diferents fenotips dels pacients portadors d’aquestes mutacions
confirmen 'elevada heterogeneitat clinica associada a les alteracions del gen CRBL1.
En aquest estudi, les mutacions de CRB1 sbn responsables d'un 6,5% de les

families analitzades.

S’han caracteritzat un total de 34 variants nucleotidiques en el gen USH2A. Vint
d’aquestes tenen significat patologic. En el grup de pacients amb RPAR, s’ha
detectat I'existéncia de 9 mutacions en el gen USH2A, 4 de les quals s’han descrit
per primera vegada. La mutacié p.C759F s’ha evidenciat en el 4,6% de les families
amb RP no sindromica. En el grup de pacients amb sindrome d’Usher tipus II, s’han
identificat 11 mutacions en el gen USH2A, sis de les quals no havien estat
préviament descrites. Aquestes mutacions en el gen USH2A s’han detectat en el
44% de les families analitzades amb la sindrome d’Usher tipus Il. La mutaci6
€.2299delG s’ha identificat entre el 19-25% de les families estudiades, amb una
frequiencia al-lélica del 13-16%.

Les mutacions detectades en el gen USH2A confirmen el compromis d’aquest

gen tant en la RPAR no sindromica com en la sindrome d’Usher.

Les dades obtingudes en aquest treball evidencien I'elevada heterogeneitat tant
clinica com genética i I'abséncia d’un locus majoritari en la RP no sindromica amb un
patré d’heréncia autosomic recessiu.
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