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Introduccio

1.-INTRODUCCIO

1.1- Estructura i funcié de la retina

La vista és el més especialitzat i complex de tots els sentits. Els ulls sén els drgans
visuals a través dels quals, els individus perceben les realitats fisiques. Molts
organismes tenen receptors lluminosos que els fan reaccionar enfront diferent

situacions; pero la verdadera visid, consisteix en la formacié d’imatges al cervell.

L'ull és un organ anatdmicament molt complex, i una de les seves parts més
importants per a la formacioé d’imatges, és la retina. La retina és el teixit més intern
del globus ocular i és molt sensible a la llum. Quan la llum incideix sobre aquest
teixit, es desencadenen una série de fendmens quimics i eléctrics, que es

tradueixen en impulsos nerviosos que arriben al cervell a través el nervi optic.

Figura 1: secci6 sagital del globus ocular huma adult.

[De: John Moran Eye Center. University of UTAH]

La retina és una estructura complexa formada per 10 capes paral-leles que, des de

la més interna a la més externa, son:



10.
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Capa limitant interna: separa la retina de 'humor vitri

Capa de fibres del nervi optic: formada per axons de cél-lules ganglionars que
formen el nervi optic

Capa de cel-lules ganglionars: formada per nuclis de les cél-lules ganglionars.

Capa plexiforme interna: regié de connexié sinaptica entre cél-lules bipolars,
amacrines i ganglionars

Capa nuclear interna: formada per nuclis cellulars de les cél-lules bipolars,
horitzontals i amacrines. Sén interneurones que transdueixen els senyals.

Capa plexiforme externa: regié de connexio sinaptica entre cél-lules fotoreceptores i
cél-lules bipolars.

Capa nuclear externa: formada pels nuclis cel-lulars de les cél-lules fotoreceptores
Capa limitant externa: unions intercel-lulars tipus zonula adherens entre cél-lules
fotoreceptores i cél-lules de Miller.

Capa ceéllules fotoreceptores: formada pels segments externs de cons i bastons
Epiteli pigmentari: capa més externa de la retina, formada per cél-lules cubiques no
neuronals, que contenen granuls de melanina que li donen una pigmentacié

caracteristica. S’encarreguen del metabolisme dels fotoreceptors.

Figura 2: imatge de les 10 capes de la retina

[De: http://www.enciclopedia.cat/EC-GEC-0139162.xml]
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La funcié de la retina és capturar la llum externa i transformar-la en un estimul
visual. La llum entra per la capa més interna i ha de penetrar tots els tipus cel-lulars
fins arribar als fotoreceptors. Els segments externs dels fotoreceptors transdueixen
la llum i envien el senyal a través dels cossos cel-lulars des de la capa nuclear
externa cap als seus axons. Els axons (capa plexiforme externa) contacten amb les
cél-lules horitzontals que ajuden en el processament del senyal enviant-lo cap a les
cél-lules bipolars. Un cop en els axons de cél-lules bipolars (capa plexiforme
interna), aquests contacten amb les dendrites de les cél-lules ganglionars i
amacrines. Al final del recorregut, son els axons de les cél-lules ganglionars els que

envien el senyal cap a la capa de fibra que forma el nervi optic.

S’anomena foto-transduccio a la captacié d'un foté de llum i posterior conversio en
un senyal eléctric. Aquest procés té lloc als segments externs dels fotoreceptors:
cons i bastons. Els fotoreceptors sén un tipus de neurones altament
especialitzades i compartimentades en quatre regions: segment exterior, on es
troben el discs; segment interior, on es troba el cos cel-lular; nucli i regié sinaptica.
El segment exterior i linterior estan connectats per una estructura ciliar. Els
fotoreceptors sén les cél-lules més abundants de la retina i s’estima que a cada ull
hi ha aproximadament 120 milions de bastons i entre 3-10 milions de cons. Els
segments externs d’ambdds tipus cel-lulars sén la part sensorial on s’inicia la
cascada visual, i per tant, el procés de foto-transduccié. Des del punt de vista
anatomic, el segment extern és una prolongacio de la cel-lula que té forma de con o
de bastd, diferenciant aixi els dos tipus de fotoreceptor. La diferéncia no és
unicament anatdomica, si no que també ho és funcional: els bastons sén estimulats
amb llum deébil de longitud d’ona més baixa, per tant, sén els que permeten la visid
amb menys intensitat de llum. S6n responsables de la visié periférica, ja que es
troben situats fora de la part central de la retina. Com que no son capagos de

diferenciar colors, donen lloc a una visi6 acromatica. En canvi, els cons sbén
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estimulats amb llum més brillant, de manera que son responsables de la visi6é en
color i de l'agudesa visual. Aquests es concentren a la macula, que és la part
central de la retina; i al centre de la macula es troba la fovea (regié sense cap

bastd).
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Figura 3: estructura de cons i bastons

A la dreta, imatge obtinguda per escombrat [De: http://thebrain.mcqill.ca/]

Aquestes diferéncies entre els dos tipus de fotoreceptors sén degudes a les
molécules de foto-pigment que contenen als seus segments. Aquests foto-pigments
son la base bioquimica del procés de la foto-transduccié i es troben a les
membranes dels discs del segment extern. Als bastons, el foto-pigment principal es
la rodopsina, que absorbeix fotons a una longitud d’ona de 500nm, permetent la
visio quan la llum és de baixa intensitat. Als segments externs dels cons hi ha 3
tipus d’opsines, i només hi ha una present a cada fotoreceptor, diferenciant-los ens
cons-S (absorbeixen al blau), cons-L (absorcié al vermell) i cons-M (absorcié al

verd). La combinacié d’aquests tres tipus sén responsables de la visid en color.

A cada disc dels segments externs hi ha milers d’opsines: proteines transmembrana

indispensables pel procés de foto-transduccio.
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Figura 4: activacio de la fototransduccio als bastons.
R: rodopsina R*:rodopsina activada G:proteina G PDE: fosfodiesterasa GC: guanilat ciclasa

[De: Leskov et al. 2000]

Als discs dels bastons s’inicia el procés de foto-transduccié en incidir la llum sobre
la rodopsina. Es un receptor acoblat a proteina G, que quan s’excita, activa gran
quantitat de molécules de proteina G del voltant. Aquesta activa la PDE
(fosfodiesterasa), de manera que disminueix el GMPc cel-lular. Aquests canvis en la
polaritzacié de la membrana desencadenaran el senyal eléctric com a resposta a la
intensitat de la llum. Les diferents intensitats de llum activaran uns o altres
fotoreceptors; i a la mateixa vegada haura d’haver-hi una inactivacio del procés. En
aquesta inactivacid intervenen altres proteines, com la rodopsina quinasa o
l'arrestina, per tal que no hi hagi dessensibilitzacié dels receptors, i es pugui tornar

a restaurar I'activitat basal per poder respondre al segient estimul lluminds.

Constantment els discs del extrem extern sén fagocitats per cél-lules de RPE
(epiteli pigmentari retinia), i per tant, la cél-lula els ha d’anar sintetitzant al segment
intern per ser transportats cap al segment extern a través del cili connector (Ferrari
et al. 2011). Aixd comporta una gran despesa energética a nivell metabolisme

cel-lular, i per tant una elevada activitat a nivell de sintesi de mRNA i proteines.
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Tota aquesta complexitat en el procés permet fer-nos una idea de la gran quantitat
d’elements i la gran coordinacid/regulacio de tots ells que ha d’haver-hi per tal que

el procés de la visio es doni de forma correcta.

1.2- Distrofies hereditaries de retina: Retinosi pigmentaria

Les distrofies de retina (DR) hereditaries son malalties rares que provoquen una
degeneracid progressiva dels fotoreceptors, donant lloc a una pérdua de visié
(Bravo-Gil et al., 2016). Les DR es caracteritzen per la elevada heterogeneitat
clinica i genética, havent-hi formes sindromiques i simples; i moltes vegades

mostrant superposicio fenotipica (Di Resta et al., 2018)

Dins les distrofies de retina, la més comuna és la retinosi pigmentaria (RP) o retinitis
pigmentosa (Ayuso i Millan, 2010), en la qual els desordres oculars es caracteritzen
per la produccié d’anormalitats en els fotoreceptors o en les cél-lules d’epiteli
pigmentari retinia (RPE). Es caracteritza per la degeneracié primaria dels bastons, i

es veuen afectades 1 de cada 3000-7000 persones (Ferrari et al., 2011).

La RP es classifica en no-sindromica o simple, quan no es veuen afectats altres
organs o teixits; i en sindromica o sistemica, quan es veuen afectats multiples
teixits. En aquesta ultima forma, la RP es troba present juntament amb altres
desordres multisistémics. La forma simple té una prevalenga d’1/4000 (Hamel,

2006).

Les manifestacions cliniques de la forma simple sén:

Ceguesa nocturna. Un dels primers simptomes que apareixen en la RP és una
deficiéncia per adaptar-se a la obscuritat (nictalopia o ceguesa nocturna). Aquest
simptoma és causat per la pérdua de funcionalitat dels bastons. En general, com
més primerenca és I'edat d’aparicié d’aquest defecte en I'adaptacié a I'obscuritat,

més server sera el curs la malaltia.
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Visié en tanel. La pérdua de visio periféerica també és un dels primers simptomes de
la malaltia, perd moltes vegades no es considera com a tal; i els malalts
s’interpreten com a “torpes”. Aquest fet és degut a la constriccié del camp visual

que pateixen.

Figura 5: Imatges de la progressiva pérdua de visié periferica

Agudesa visual. L’agudesa visual t¢ a veure amb la funcionalitat dels cons; i
generalment aquesta agudesa a nivell central es conserva en els primers estadis de
la RP. Perd a mesura que avanga la malaltia, la pérdua de funcions dels bastons,

acaba derivant també a la disminucid funcionalitat de cons.

Fons dull. La imatge que s’observa al fons d'ull d’'un individu afectat sén uns

pigments tipus espicules a la part periférica.

retinitis pigmentosa

v

Figura 6: imatges de fons d'ull.

A l'esquerra individu sa. A la dreta, individu afectat RP, amb presencia de pigments a la periféria.
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Cataractes. En casos de malaltia més severa, apareixen cataractes caracteritzades
per canvis al cristal'li de color groguenc que apareixen a l'eix visual de la lent del
cortex posterior. La severitat de la cataracta es correlaciona amb I'edat de l'individu

afectat.

Particules de pols a 'humor vitri sén presents a la majoria d’individus amb RP.
Aquestes son particules petites incolores, que inclouen granuls de pigment sense
melanina, epiteli pigmentari, melandcits uveals i cél-lules tipus macrofags, distribuits
uniformement per tot 'humor vitri. L'observacié d’aquestes particules pot ser util en

el diagnostic de la RP primerenca, abans que els canvis al fons d’ull siguin evidents.

La RP presenta una gran heterogeneitat clinica. Es poden trobar diferents fenotips,
amb una aparicid més o menys primerenca; i evolucié més o menys lenta; i per tant,

també amb diferents graus de gravetat.

El diagnostic que realitza I'oftalmoleg per determinar 'aparicié de RP en un pacient,

es basa en la historia clinica, I'exploracio oftalmologica i en I'estudi neurofisiologic.

1.  Anamnesi: estudi de la simptomatologia, edat d’inici, arbre genealdgic i

antecedents

2. Exploracio oftalmologica: estudi de diversos parametres com I'agudesa visual,

segment anterior, pressio intra-ocular, test de colors i campimetria.

3. Estudi neurofisiologic: consisteix en explorar la funcié de la retina mitjangant un
electro-retinograma (técnica que mesura la resposta dels fotoreceptors a diferents
nivells d’estimuls lluminosos), i determinar I'estat del nervi dptic mitjangant I'estudi

dels potencials evocats.
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1.2.1- Genética molecular de la RP

A més de I'heterogeneitat clinica, la RP també és una malaltia molt heterogénia des
del punt de vista genétic. La major part de gens associats a la RP codifiquen per
proteines que estan involucrades en la foto-transduccid, regulacié del cicle visual,
estructura del fotoreceptor i transcripcié dels gens dels fotoreceptors (Berger et al.,
2010, Wright et al., 2010). Tot i aixi, existeixen alteracions genétiques en alguns
gens d’expressié ubiqua, és a dir, gens que tenen una funcionalitat basica a totes
les cél-lules de l'organisme, perd que unicament donen lloc a patologia en retina; tal
i com és el cas dels factors de processament de pre-mRNA o PRPFs (Martinez-

Gimeno et al., 2003; Hamel, 2006)

També hi ha gens amb variants patogéniques que causen RP, la funcié dels quals
encara es desconeix. S’espera que amb els nous avencos en l'area de la genética
molecular es puguin establir aquests mecanismes patogénics de moltes mutacions,

que encara no s’han pogut descriure.

La complexitat de la RP radica en:

- heterogeneitat de locus: variants patogeniques en diferents gens causen el
mateix fenotip (Daiger et al., 2007)

- heterogeneitat alslélica: hi ha diferents variants patogéniques en un mateix
gen; tot i aixi, algunes variants especifiques poden ser comunes entre
diferents individus afectats. A més, en alguns gens com el PRPH2, hi ha
variants que causen RP (Manes et al, 2015) i altres que produeixen un
fenotip tipus distrofia macular central (Gamundi et al.,, 2007; Coco et al.,
2010).

- desordres al-lélics: diferents variants patogéniques en un mateix gen poden
causar diferent fenotip. Per exemple, en NR2E3 hi ha mutacions que poden

causar RP (Yang et al., 2010) i altres que causen “Enhanced S cone
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sydrome” (Kuniyoshi et al., 2013). El gen RP1 conté variants que causen RP
autosdmica dominant, i d’altres més rares que causen formes recessives de
RP (Al-Rashed|et al., 2012)

- variabilitat en la severitat de la malaltia i en el fenotip entre diferents
individus amb la mateixa mutacio: probablement degut a factors genétics

diferencials del propi individu (fons genétic caracteristic i individual).

Els patrons d’heréncia de la RP no sindromica son:

autosomica dominant (adRP): heréncia en la qual el gen responsable de la malaltia,

que es troba a un cromosoma autosomic, presenta una mutacié en un dels dos
al-lels. Un dels pares del pacient pot estar afectat. El risc de transmissi6 és del 50%
a cada fill, independentment del sexe. Aquest tipus d’heréncia s’estima en el 15-
25% dels afectats (Ferrari et al. 2011). Els gens associats a aquesta forma de
malaltia es troben a la taula 1. En alguns d’aquests gens, com RP1 o PRPF31,

s’han detectat casos de penetrancia incomplerta en la RP.

autosomica recessiva (arRP): tipus d’heréncia en que els dos progenitors del

pacient son portadors asimptomatics de la malaltia (presenten un al-lel normal i un
mutat). El fill o filla afecte hereta les dues formes andomales tant del pare com de la
mare. El risc de transmissid és del 25%. La freqléncia d’aquesta heréncia
augmenta en families amb consanguinitat. Representa aproximadament el 15-20%
dels afectats (Ferrari et al. 2011). A la taula 2 es troben els gens associats a

aquesta forma d’heréncia.

ligada al cromosoma X (xIRP): heréncia en la qual la mutacié que provoca la

malaltia es troba en un gen contingut al cromosoma X. Aquest patré fa que els
homes siguin afectats, ja que només tenen un cromosoma X; i les dones poden ser

portadores, ja que presenten un al-lel normal i un altre mutat. Algunes dones
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portadores sén asimptomatiques, inclus en edats avangades; tot i que, de vegades
poden presentar una forta miopia no bilateral. En altres casos, s’ha observat que
algunes dones portadores, presenten un fenotip de RP més lleu que en homes, i pot
aparéixer a mitjana edat. Aquest fet pot portar de vegades a confusié en la
classificacio genética entre les formes de RP dominants i ligades al cromosoma X.
Aquest tipus d’heréncia representa el 10-15% dels afectats (Ferrari et al. 2011); i els

gens associats es citen a la taula 3.

formes esporadiques (SRP): casos que apareixen de forma aillada o esporadica,

sense antecedents familiars. La major part d’aquest s’associa a una transmissio
recessiva (Ayuso i Millan, 2010). Aquests casos poden derivar de dones portadores
de mutacié al cromosoma X, i s’observaria més freqiientment en homes d’afectacié
més primerenca i evolucié més rapida de la malaltia; o bé casos menys frequients
que deriven d’una mutacioé de novo en una familia dominant, o una segona mutacié

de novo en casos de portadors recessius.

formes digéniques: tipus d’heréncia en la qual interaccionen dues mutacions

recessives en dos gens que codifiquen per proteines que estan funcionalment
connectades. S’han descrit families que soén heterozigotes per 2 variants
patogeniques, una al gen ROM1 i altra al PRPH2 (Kajiwara et al., 1994; Daiger et

al., 2008). Aquesta és una forma d’heréncia bastant rara i questionable.

11



Introduccio

Taula 1: gens associats a adRP no sindromica. Fahim et al., 2004-2017

Gen Dades freqiiéncia

ARL3 Rara

BEST1 Rara

CA4 Rara

CRX 1%

FSCN2 Izrggrsobable causa de la malaltia segons Daiger et al., 2008, Gamundi et al.,

GUCA1B 5% al Japo

HK1 Rara

IMPDH1 2%-3%

KLHL7 1%-2%

NR2E3 1%-2%

NRL Rara

PRPF3 1%

PRPF6 Rara

PRPF8 2%-3%

PRPF31 8%

PRPH?2 5%-10%. C_%energlment els fenotips varien des de la degeneracié macular fins a
maculopaties més complexes

RDH12 Desconeguda

RHO 20%-30%

ROM1 Rara

RP1 3%-4%

RP9 (PAP1) | Rara

RPEG65 Rara

SEMA4A 3%-4% al Pakistan

SNRNP200 | 1%-2%

SPP2 Rara

TOPORS 1%

Els simptomes de la arRP coincideixen amb altres retinopaties autosomiques

recessives, en particular amb la Amaurosi congénita de Leber (LCA); és per aixd

que és necessari un diagnostic diferencial entre aquestes dues patologies.
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Taula 2: gens associats a la arRP no sindromica. Fahim et al., 2004-2017

Gen Dades freqiiéncia Gen Dades freqiiéncia
ABCA4 2%-5% MAK <1%
ADGRAS3 Rara MERTK <1%
AGBL5 Rara MVK Rara
ARL6 Rara NEK2 Rara
ARL2BP Rara NEUROD1 | Rara
BBS1 <1% NR2E3 Rara
BBS2 <1% NRL <1%
BEST1 <1% PDEGA 2%-5%
C20RF71  |1% PDE6B 2%-5%
C80ORF37 |<1% PDE6G <1%
CERKL 3%-4% a Espanya POMGNT1 | Rara
CLRN1 <1% PRCD <1%
CNGA1 1%-2% PROM1 <1%
CNGB1 <1% RBP3 <1%
CRB1 6%-7% a Espanya RGR <1%
CYP4V2 <1% RHO <1%
DHDDS <1% RLBP1 <1%
DHX38 <1% RP1 <1%
EMC1 <1% RPEG65 2%-5%
EYS )1(?:/;'30% aEspanya. Comia | gp5 2%-3% al Jap6
FAM161A | <£1% SPATA7 <1%
HGSNAT <1% SLC7A14 |Rara
IDH3B 1% TRNT1 Rara
IFT140 <1% TTC8 <1%
IFT172 <1% TULP1 <1%
0/ 4150/ - A
MPGZ | S1% USHZA_ | Sindrome Usher ius 2
KIAA1549 | Rara ZNF408 <1%
Kiz Rara ZNF513 1%
LRAT <1%

Taula 3: gens associats a xIRP no sindromica. Fahim et al., 2004-2017

Gen | Dades freqiiéncia

OFD1 | Rara
RP2 | 10%-20%
RPGR | 70%-90% °

Les variants patogeniques en el gens RPGR (també anomenat RP3) i RP2, sbn les

causes més comunes de xIRP. Estudis de lligament suggereixen que entre el 70-
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90% de xIRP es troben al gen RPGR i entre el 10-20% al gen RP2 (Vervoort et al.,
2000). Dins del gen RPGR hi ha un exd, ORF15, on es troben la major part de
mutacions (Mears et al., 2000; Rozet et al., 2002; Sharon et al., 2003)

Una dada a tenir en compte és que el 15% d’homes amb RP, que sén casos
esporadics o simples, tenen una variant patogénica al gen RPGR (Branham et al.,
2012), i generalment presenten una simptomatologia de RP d’aparicié primerenca i
greu.

La patologia retiniana en dones amb xIRP, generalment és molt menys severa que
en homes; a diferéncia de la adRP, que afecta ambdds sexes per igual. Aixd és
degut a que les dones heterozigotes per una variant patogénica d’un gen de xIRP,
poden no ser afectes, o bé, poden expressar des d’'una lleugera a una severa
degeneraci6 retiniana (Souied et al., 1997). Moltes families amb xIRP, que tenen

dones afectades, poden ser confoses amb una heréncia adRP.

1.2.2- Diagnostic molecular de la RP

La tecnologia NGS (Next Generation Sequencing) ha suposat un gran avang a nivell
de la biologia molecular, ja que permet un diagndstic molecular molt més rapid i
beneficids a nivell cost-efectiu (Metzker 2010). Aixd queda reflectit en el temps que
es triga en diagnosticar una malaltia, sobretot en aquelles que presenten una gran
variabilitat fenotipica i genética, com és el cas de la RP; i que a més contenen un
gran nombre de gens associats (Neveling et al., 2012; Audo et al., 2012). En el cas
de la RP, el diagnostic molecular que es realitzava al Unitat de Genética Molecular
de l'hospital de Terrassa, consistia unicament en I'estudi de la adRP, detectant
alteracions de sequéncia mitjangant DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis)
i sequenciant per Sanger tots els gens més comuns d’aquesta forma de malaltia,

exo per exé (Gamundi et al., 2006; Gamundi et al., 2007). Aixd requeria molt de
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temps fins que s’arribava a la sequenciacio del gen causant; i consequentment, uns

costos elevats.

La NGS és una técnica d’alt rendiment basada en la sequienciacié massiva i en
paral-lel de molécules de DNA obtingudes per amplificacid clonal, a partir de
molécules individuals fixades sobre un suport solid. En funcié de la plataforma
utilitzada, la NGS pot generar milers lectures, des de megabases fins a gigabases,
en un unic assaig, i detecta variants molt minoritaries (fins al 1%). Aquesta
sequenciacié massiva i en paral-lel permet analitzar varies mostres a la vegada
(Pareek et al., 2011). El gran avantatge que ofereix aquest tipus de tecnologia, és la
capacitat que té per produir un gran volum de dades en poc temps i amb un cost
relativament baix. Hi ha diferents tipus de plataformes, cada una delles amb
diferents protocols de preparacio de llibreries (Myllykangas 2011), diferent
mecanisme quimic de sequenciacio i diferents formes d’obtencié d’imatges. Totes
elles han d’anar acompanyades d’'un sistema bioinformatic que s’encarregui del

processament, alineament i assamblatge dels milers de sequéncies obtingudes.

El sistema de seqlienciacio que s'utilitzi en cada cas, dependra del tipus de malaltia

a estudiar:

Estudis directes sobre un unic gen

- Es recomana sequenciacié Sanger quan la malaltia es produeix per
mutacions especifiques produides en un unic gen; com per exemple la
Acondroplasia (gen FGFR3) (Heuertz et al., 2006), o el Sindrome Nail-
Patella (gen LMX1b) (Milla et al., 2007)

- Analisi més especific amb una tecnologia determinada com: estudis

d’expansions de triplets en malalties tipus Sindrome X-fragil o Huntington

(Blanco et al., 2008); MLPA (Multiplex Ligation Amplification Probe) en
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malalties com les Distrofies musculars de Duchenne o Becker (Ji et al.,

2015); o estudis de metilacié en malalties com el Sindrome de Prader Willi o

Angelman (Pangkanon 2003).

Panells de seqiienciacio dirigits: aquests van dirigits a malalties amb gran
heterogeneitat genética.

- Una determinada malaltia, que presenta gran quantitat de gens que poden
ser causants per tenir la mutacié. Ex: Retinosi pigmentaria, cancer familiar
(Hernan et al., 2015; Li et al., 2017), etc

- Diferents tipus de trastorns dins d’'una mateixa patologia que requereixen un

diagnostic diferencial. Ex: miocardiopaties, epilépsies, RASopaties, etc

Exoma: estudi dirigit a la recerca de nous gens candidats a una determinada
malaltia, en la qual I'estudi de panells de seqilienciacié massiva no ha detectat cap
mutacié ni variant en els gens coneguts (de Sousa Dias et al.,, 2015; Lee et al,,
2015). Consisteix en la sequenciacio de totes les sequencies codificants (exons), i
també de les regions flanquejants als exons on es puguin trobar mutacions de
splicing que afectin al processament final de la proteina.

Aquest ultim sistema encara requereix del desenvolupament d’estratégies d’analisi
més eficients, en quant a les diferéncies de cobertura i a la interpretacié de

resultats.

Aquest avancos en la seqlenciacidé han facilitat el diagnostic molecular de moltes
malalties genetiques, com les distrofies de retina, que es caracteritzen per gran
variabilitat clinica i una elevada heterogeneitat genética. La suma de les mutacions
atribuides a les formes sindromiques i les no-sindromiques és superior a 200 gens

(https://sph.uth.edu/retnet/). | només en el cas de la RP, hi ha mutacions descrites

en més de 60 gens. De manera que les tecnologies NGS, suposen una gran

aproximacio per a la identificacié de mutacions (Weisschuh et al.,2016). Actualment
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a la Unitat de Genética Molecular de I'Hospital de Terrassa, el diagnostic molecular
de la RP i algunes altres formes sindromiques, s’inicia per sequenciacié en panell
dirigit; i en cas que no es trobi la mutacié causant en cap dels gens coneguts,
s’aplica el WES (Whole Exome Sequence) a les families no diagnosticades, per a la

recerca de nous gens candidats.

1.3- Processament o splicing de pre-mRNA

Un dels descobriments més importants dins la biologia molecular va ser la
discontinuitat del DNA en cél-lules eucariotes (Maquat 1996; Sharp PA. 2005;
Krainer 2015). La informacio genética que codifica per les proteines esta disposada
en exons (segments que codifiquen per proteines), que es troben al llarg del
genoma separats per introns (regions no codificants) (Sharp PA, 2005). Un dels
passos essencials en I'expressié génica és el processament, o splicing del pre-
MRNA. Aquest pas es dona entre la transcripci6 i la traduccié del DNA i té lloc al
nucli cel-lular. Consisteix en I'eliminacié d’introns i unié dels exons, donant lloc a la
molécula de RNA madur, que sera el que un cop exportat al citoplasma, es traduira
donant lloc a la proteina final. Aquest splicing és dut a terme per una estructura
complexa anomenada spliceosoma, la funcié del qual consisteix en un cicle
d’acoblament, reaccié de splicing, i desacoblament (Will & Lihrmann, 2011) . Esta
format per 5 subunitats de ribonucleoproteines o snRNP (small nuclear
ribonucleoproteins): U1 i U2, les quals sén les encarregades de reconéixer els punts
de tall i d’'unié; i U4/U6/U5, que son el core catalitic i realitzen el tall i 'acoblament
(Wahl et al.,, 2009; Wil & Lihrmann, 2011). Els llocs de reconeixement del
spliceosoma son els senyals intronics de splicing, que consisteixen en una série de

sequéncia determinada de bases als extrems 5’ i 3’ dels introns que determinen els
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punts de tall; i el branch point, que és una seqléncia intronica que es troba a 20-

50bp del lloc de splicing 3’, on s’hi uneix la snRNP U2 del spliceosoma.

Cadascuna de les diferents shnRNPs estan formades per I'associacié de diferents
tipus de proteines, entre les quals es troben els factors de processament del pre-

MRNA o PRPFs.

ntror
5'SS BP 3'SS Q
Pre-mRNA [ U ——A—c
@

Prespliceosome N us v2/
(complex A) . R,
U
U4/U6.Us ::&
tri-snRNP Postspliceosomal
Y complex
U6, 2nd step
=S UF ‘uj (\ ']-" < )
@ ug’uz-= f
Precatalytic \%’ . Ist st 63@
spliceosome [ V6 V2= i
(complex B) ) Catalytic step 1
gt spliceosome
(activated) (complex C)

Figura 7: Cicle d’acoblament i desacoblament del spliceosoma

L’esquema mostra com s’uneixen les diferents snRNPs a diferents etapes per tal de eliminar I'intrd
d’'un pre-mRNA que conté dos exons (blau i lila). Abreviatures: SS(splice site). BP (branch point)
[De: Lee and Rio 2015]

Els llocs de reconeixement del spliceosoma son critics per a que el procés de
splicing es doni de forma correcta (Wang et al., 2006) A més dels senyals intronics
5, 3’ i branch point, en el processament de mRNA també poden intervenir altres
sequéncies reguladores que actuen tant a nivell d’exons com d’introns, que
s’anomenen elements reguladors del splicing o SRE (splicing requlatory elements).

Trobem els ESE (exonic splicing enhancers) i ESS (exonic splicing silencers), que

son sequéncies que en funcid de la seva localitzacid promouen o inhibeixen la
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inclusié de I'ex6 en el qual es troben (Wang & Burge, 2008); i els ISE (intronic
splicing enhancers) i ISS (intronic splicing silencers), que sén seqléncies que
augmenten o inhibeixen la utilitzacié de llocs de splicing o exons, des d’una
localitzacié intronica. Les caracteristiques d’aquestes sequUéncies poden ajudar a la

prediccio funcional d’aquests elements en sequéncies de RNA (Wu et al., 2005).

La major part dels exons del genoma eucariota sén constitutius, de manera que el
RNA madur conté tots els exons del pre-mRNA. Perd moltes vegades el procés de
splicing no és constitutiu, si no que, pot donar lloc a models de traducci6 alternatius
generant multiples RNAs madurs procedents del mateix precursor. D’aixd se’n diu
splicing alternatiu, essent el procés que déna lloc a la gran diversitat de proteines

i isoformes, amb diferents caracteristiques quimiques i bioldgiques.

Dins els mecanismes de splicing alternatiu es troben:

- eliminacié d’exd (exon skiping)
- retencio de l'intro

- Us alternatiu del lloc de splicing, que potsera3 oa¥’

Al genoma huma el processament alternatiu de pre-mRNA té lloc en el 95% dels
seus gens; donant lloc a I'expansié de la gran quantitat de formes i funcions del
proteoma (Nilsen et al., 2010; Irimia et al., 2012). Una altra funcié del splicing
alternatiu és la regulacié post-transcripcional de I'expressié genética; ja qué durant
els procés es pot introduir un codé de terminacié en una determinada isoforma,
donant lloc a la seva degradacié per la via NMD (Nonsense Mediated Decay)
(Lareau et al., 2007). La funcié principal del NMD és la reduccié d’errades que es
produeixen durant I'expressié genética mitjangant I'eliminacié de mRNAs madurs
que contenen algun codd de terminacié prematur, el qual produiria una mutacio

nonsense.
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Figura 8: Mecanismes de splicing alternatiu

Alesquerra el pre-mRNA i a la dreta el mRNA resultant després del processament.
[De: Shannon McDermott. General Biology Part | - Mixed Majors 2017]
El processament del pre-mRNA és un pas essencial per la correcta expressio
génica, per tant, qualsevol mutacié o alteracid que destorbi aquest procés pot
derivar a defectes del funcionament cel-lular, donant lloc a una malaltia. Les
mutacions de splicing sén molt importants en malalties hereditaries; ja qué algunes
mutacions descrites com a silencioses, son de fet, mutacions que tot i no afectar
I'inici de la traduccié del DNA, poden afectar al processament final de mRNA donant
lloc a una proteina aberrant (Novoyatleva et al., 2006; Ward & Cooper, 2010).
Aquestes mutacions poden causar una malaltia de forma directa, o bé poden

modificar la severitat o el fenotip d’aquesta.

Hi ha dos tipus de mutacions que afecten al processament d’'RNA:

- mutacions en cis: sén mutacions que afecten les sequéncies de pre-RNA que
intervenen en el correcte processament: 5’donador, 3’acceptor, branch point, ESEs.
ESSs, ISEs i ISSs . Aquestes afecten al gen portador de la mutacié donant lloc a:
disrupcié del splicing constitutiu, alteracié splicing alternatiu donant lloc a una

proporcio d’'isoformes incorrecta, retencié d’introns o salt d’exons que facin aberrant
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la proteina resultant, o fins i tot, donant lloc l'aparicié d’'un codd de terminacié
prematur, i consequentment la degradacio de la proteina per NMD. També poden
haver-hi polimorfismes que es trobin en zones codificants, perd que afectin de
forma directa a llocs de reconeixement, provocant la disrupcié o creacié d’'ESEs i/o
ESSs (Pagani et al., 2004). Un exemple de mutacié d’aquest tipus sén les trobades
als llocs potenciadors de splicing exonics dels gens de susceptibilitat al cancer de
mama BRCA1 i BRCA2 (Fackental et al., 2002). Alire exemple de malaltia
provocada per aquest tipus de mutacié és I'atrofia muscular espinal provocada per
mutacions al gen SMN1 i SMN2, que provoquen un salt de I'exd 7, i aixd fa variar la
unié dels elements potenciadors o silenciadors del splicing (Sossi et al., 2001;
Cartegni & Krainer 2002; Qu et al., 2016)

La RP també ve causada per mutacions en cis d’alguns gens, com RHO (Martinez-

Gimeno et al., 2000; Tanner et al., 2009)

- mutacions en trans: sén aquelles mutacions que es troben sobre les sequiéncies

de DNA que donen lloc a les proteines i complexes moleculars (snRPNs) que
intervenen en el processament de RNA. De manera que aquestes mutacions no
unicament afecten al fragment d’ADN que les conté, si no que també afecten al
correcte funcionament de la maquinaria de splicing. Es per aixo, que degut a
aquestes mutacions, també es poden veure afectats mdultiples gens. Els
components del spliceosoma sén essencials pel correcte desenvolupament
cel-lular, per tant, mutacions en els gens que codifiquen per aquests components
poden donar lloc a malalties molt greus o ser letals. Dins d’aquest tipus de
mutacions, n’hi ha que interrompen el correcte acoblament i unié de les diferents
snRPN spliceosomals. Com a exemple de malalties causades per aquest tipus de
mutacions hi ha l'atrofia muscular espinal (SMA) i la retinosi pigmentaria (RP)
(Faustino & Cooper 2003). La SMA, és una malaltia autosdmica recessiva en la
qual el gen que mutat és el SMN1. Aquest és un gen que s’expressa de forma
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ubiqua, perd que unicament afecta de forma especifica a les motoneurones. Tot i
que la funcié especifica de la proteina es desconeix, se sap que intervé en el
correcte acoblament de les diferents snRPNs per formar I'spliceosoma (Dujardin et

al., 2016)

1.4- PRPFs i retinosi pigmentaria autosomica dominant

En els ultims anys, s’han arribat a associar a adRP no sindromica fins a 26 gens
(taula 1), la major part d’ells relacionats amb la bioquimica i estructura de la retina.
Perd 8 d’ells sén causants de la malaltia degut a mutacions en elements trans-
splicing, ja que sén gens que codifiquen pels components del core del spliceosoma
(PRPF3, PRPF4, PRPF6, PRPF8, PRPF31, snRNP200/Brr2), o altres factors de
splicing (RP9, DHX38) (Ruzickova & Stanék, 2017). Tots ells son gens essencials
que s’expressen de forma ubiqua a totes les cél-lules de I'organisme, perd només
donen patologia a nivell de retina (Huranova et al., 2009; Tanackovic et al., 2011;

Korir et al., 2014; Linder et al., 2014)

Aquests gens relacionats amb el procés de splicing codifiquen per proteines que
formen part del complex U4/U6-U5 tri-snRNP, que és el component principal del
procés. No s’han trobat mutacions associades a RP que es trobin a les proteines
U1 i U2 (Razickova & Stanék, 2017). Els gens PRPF3, PRPF4 i PRPF31 codifiquen
per proteines que son components de U4 snRNP (Maita et al., 2005) i
snRPN200/Brr2, PRPF6 i PRPF8 codifiquen per proteines que formen la subunitat
U5 snRNP (Liu et al., 2006; Krausova & Stanek, 2017). RP9 o PAP-1 és un factor
de transcripcidé, mutacions en el qual, causen adRP per alteracié del procés de

splicing a nivell de retina (Keen et al., 2002; Maita et al., 2004) i DHX38 o PRP16 és
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un altre factor de transcripcié, mutacions en el qual han estat associades a arRP

(Ajmal et al., 2014).

El fet que aquests gens siguin altament conservats des del punt de vista evolutiu,
explica la importancia que té el processament de mRNA pel correcte
desenvolupament dels organismes. El mecanisme pel qual les mutacions en
aquests gens donen lloc a l'aparici6 de malaltia a nivell de retina, encara es

desconeix.

El gen PRPF8 és homoleg del factor de processament del pre-mRNA del prp8 de
llevat. Es localitza a la regié cromosomica 17p13, al locus RP13. Es una de les
proteines nuclears més gran. Consta de 2335 aminoacids, traduida de 42 exons. Es
una proteina altament conservada que roman al centre del spliceosoma formant
part del la subunitat U5 (Rlzi¢kova & Stanék, 2017). Aquesta subunitat forma a la
vegada, el complex tri-snU4/U6-U5, qué és el complex més important en el
processament de pre-mRNA. Gairebé totes les mutacions en aquest gens que
provoquen adRP es troben localitzades a I'exdé 42, que és l'extrem C-terminal.
(McKie et al., 2001; Martinez-Gimeno et al., 2003). Tot i que també hi ha una

descrita a I'ex6 38 (Towns et al., 2010).

El per qué les mutacions en els PRPFs, que sén essencials en totes les cél-lules de
'organisme causen patologia especifica d’dérgan, com és el cas de la retina, és
encara desconegut. Les cél-lules de retina expressen elevades quantitats de
components del spliceosoma, la qual cosa implica la gran demanda de procés de
splicing d’aquest tipus cel-lular (Tanackovic et al., 2011; Cao et al., 2011).

En el cas especific del PRPF8, hi ha estudis in vitro amb mutacions homologues en
Saccaromyces cerevisiae que mostren que, els mutants de Prp8-RP causen
defectes en 'acoblament i activacié del spliceosoma degut a la disrupcié del tri-

snRNP (Boon et al. 2007; Mozaffari Jovin et al. 2014). Altres estudis sobre models
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de RP en llevats, mostren que la transicioé entre el primer i segon pas catalitic del
procés de splicing és veu afectada per mutacions en RP-Prp8 (Mayerle & Guthrie,
2016). També s’han fet estudis in vitro sobre linies cel-lulars mutades (procedents
de limfoblasts de pacients) en diferents factors de splicing, que mostren events de
retencié d’introns (Tanackovic et al., 2011). Altres resultats obtinguts en models de
ratoli amb mutacions en PRPF3 i PRPF8 son defectes en la funcié fagocitica de les
cél-lules RPE, i suggereixen que les cél-lules RPE sén les primeres afectades degut
a mutacions en factors de splicing (Grazzioto et al., 2011). En models de C.elegans
amb mutacions en PRPF8 s’han obtingut resultats que donen suport a la hipotesi
que, mutacions en PRPFs que provoquen inestabilitat gendmica en cél-lules amb
elevada activitat transcripcional, contribuint a l'activaci6 de la mort cel-lular

programada o apoptosi (Rubio-Pefia et al., 2015)

1.5- Reprogramacio i diferenciacié cel-lular com a model de diferents

malalties

La reprogramacié de cel-lules somatiques humanes cap a un estat pluripotent i la
posterior diferenciacido a cél-lules somatiques especifiques, permet la creacié de
models de malalties especifiques per pacient (Ebert et al., 2012). La creacio
d’aquests models permetra congixer els mecanismes patogénics de les malalties,

per poder realitzar assajos farmacologics i toxicologics.

El primer pas per disposar d’aquests models de malaltia generats al laboratori,
consisteix en re-programar cél-lules del pacient per obtenir iPSCs (induced
pluripotent stem cells). Aquestes cél-lules pluripotents es poden obtenir a partir de
fibroblasts humans adults, mitjangcant la utilitzaci6 d’'uns factors determinats
(Takahashi et al., 2007). Aquests factors de reprogramacio, sén factors de

transcripcié que s’introdueixen a les cél-lules mitjangant la transfecci6 amb
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retrovirus: Oct4/4, Sox2, c-Myc i Klf4 (Takahashi i Yamanaka, 2006). Les iPSCs
també poden ser induides a partir de limfoblasts de sang periférica, la qual cosa,

evita la biopsia del teixit (El Hokayem et al., 2016).

Les iPSCs tenen caracteristiques molt semblants a les ESCs (cél-lules mare
embridniques): creixen en colonies amb morfologia similar; requereixen medis per
créixer sobre feeders (font d’alimentacié) amb bFGF (factor de creixement de
fibroblast); i poden patir diferenciacié espontania a les cél-lules centrals de la
colonia. Un cop s’obtenen iPSCs, aquestes s’han de caracteritzar, comprovant els

seglents aspectes:

- Desaparici6 dels gens virals de reprogramacio

- Expressié6 de marcadors de pluripoténcia: marcadors antigenics de

superficie caracteristics que es poden detectar per inmunocitoquimica.
Aquests son: SSEA4, TRA 1-81. Altres marcadors de pluripoténcia son els
factors de transcripcio caracteristics de la pluripoténcia (Que no s’expressen
en cél-lules diferenciades o especifiques de teixit): NANOG, SOX2,
DPPA2,TERT, etc

- Activitat fosfatasa alcalina elevada

- Capacitat de formar teratomes in vivo i que aquests teratomes continguin

teixits derivats de les 3 capes germinals: endoderma, mesoderma i
ectoderma.

- El cariotip i 'empremta genética han de romandre intactes, idéntics a les

cél-lules somatiques de procedéncia.

En funcié del tractament que rebin les iPSCs, aquestes es diferenciaran en les
cel-lules especifiques d’interés per la malaltia en estudi.
En aquest treball, les cél-lules a obtenir sén cel-lules de RPE. Amb aquestes

cél-lules especifiques obtingudes a partir de pacients que contenen una mutacié
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determinada, es poden obtenir cél-lules in vitro com a model de la malaltia. Aquests
models cel-lulars permeten I'estudi del mecanisme patogénic d’'una determinada
mutacio, els tractaments farmacoldgics i en ultima instancia, la terapia génica a

través de l'edicid genética. (Wiley et al., 2015; Ovando-Roche et al., 2017).
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2.- OBJECTIUS

Desenvolupament i validacié d’'un panell de gens associats a distrofies de
retina no sindromiques, per a la deteccio de variants genétiques mitjangant
NGS. Aplicacié del panell en la rutina assistencial del laboratori per al

diagnostic molecular de distrofies de retina hereditaries.

Obtencié i analisi d’exomes complerts (WES) en families amb retinosi
pigmentaria autosomica dominant (adRP), per a la determinacié de nous

gens associats a la malaltia.

Obtencié de cél-lules pluripotents a partir d’'una bidpsia de pell d’'un pacient
d’adRP amb mutacié en el factor de processament de pre-mRNA PRPFS8.
Diferenciacio de les cél-lules mare pluripotents induides (iPSCs) obtingudes,

a cél-lules de epiteli pigmentari retinia (RPE).

Aproximacié al mecanisme patogenic de la adRP provocada per la mutacié

en PRPF8. Obtencidé i analisi de transcriptomes de fibroblasts i cél-lules

RPE, per al posterior estudi d’expressio diferencial entre pacient i control.
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3.- MATERIAL i METODES

3.1.- Pacients i families estudiades

Els pacients que s’estudien al laboratori procedeixen del servei d’oftalmologia amb
un diagnostic de distrofia de retina. L’estudi clinic que es realitza consta d’un
examen oftalmologic i un examen electro-fisiologic.

Tots aquells pacients que son diagnosticats de distrofies de retina, ja sigui de forma
esporadica com heretada, sén enviats a fer-se una extraccié6 de sang, per al
posterior estudi genétic molecular. En el cas de families amb diversos membres
afectats, es recomana I'extraccié de sang tant de sans com afectes, per poder fer
l'estudi familiar. Les mostres que s’estudien procedents d’altres centres, venen
acompanyades dels informes e histories cliniques corresponents. De tots els

pacients estudiats, es va obtenir el corresponent consentiment informat.

Per a la deteccié de nous gens candidats, s’estudien un total de 4 families, a les
quals ja se’ls ha analitzat previament els diferents gens candidats per NGS; i no
s’ha trobat cap mutacié nova ni existent, que pugui causar la malaltia. A més dels
casos index, també s’han estudiat altres individus de la familia, per tal d’elaborar

arbre genealogic i verificar el tipus d’heréncia.

3.2- Obtencié i quantificacio de mostres

3.2.1- Extraccié d’acids nucleics: DNA i RNA
L’extraccié6 d’'DNA es realitza automaticament a partir dels limfocits que conté la
mostra de sang periférica. Es realitza amb el Magna Pure Compact Instrument
(Roche, Barcelona); segons el protocol del fabricant: Magna Pure Compact Nucleic

Isolation Kit | (Roche).
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L’extraccid de RNA a partir de cultius primaris de fibroblasts i cél-lules de RPE es
realitza amb RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), seguint les instruccions

del fabricant.

3.2.2- Quantificacio acids nucleics

Quantificacié espectrofotomeétrica UV

La concentracié d’acids nucleics es realitza mitjancant espectroscopia ultraviolada
(UV). Les mesures de densitat optica UV es realitzen amb Epoch Microplate
Spectrophotometer amb el Take3 Multi-Volume Plate (Izasa) d’acord amb les

especificacions del fabricant.

Quantificacio6 fluorimeétrica

Per la quantificacié d’acids nucleics s’ha fet servir el sistema Quantifluor® dsDNA
System (Promega, Madrid) , que utilitza una molécula fluorescent d’'unié al DNA de
doble cadena, permetent aixi la quantificacio de petites quantitats de DNA en
solucié. Com que aquesta molécula s’intercala entre la doble cadena, no s’uneix al
DNA de cadena senzilla, augmentant I'especificitat per quantificar la doble cadena

d’DNA.

Aquest sistema requereix el QuantifluorTM-ST Handheld Fluorometer; aparell que
permet seleccionar la longitud d’'ona optima d’absorcié i emissié del fluorescent, i

aixi mesurar les RFU (unitats de fluorescéncia relativa) de les mostres i els patrons.

Les mostres d’'DNA son sempre quantificades en relacié a una corba estandard feta

amb el DNA de referéencia inclos al kit.
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3.2.3- Control qualitat dels acids nucleics
Un dels aspectes més critics per obtenir una seqlienciacio optima, és la qualitat e
integritat del DNA que s’ha de seqiienciar. Es per aix0, que abans denviar la
mostra a seqlenciar, es comprova la seva integritat, corrent 3-4uL de mostra en un
gel d’agarosa al 1%. A més, també es mira la qualitat del DNA mesurant
'absorbancia a 260/280nm a I'Epoch™Microplate Spectrophotometer (lzasa). Els

valors admesos es troben entre 1.6-1.8 per DNA i 2.0 per RNA.

La qualitat del RNA extret tant de fibroblasts com de cél-lules RPE s’avalua amb

Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent technologies), segons instruccions del fabricant.

3.3- Panell de captura per Distrofies de retina

3.3.1- Disseny del panell
Els gens continguts al panell de seqlienciacio de distrofies de retina, entre les quals
es troba la RP, es seleccionen de Ila base de dades RetNet
(https://sph.uth.edu/retnet/). El disseny del panell es realitza mitjangant el sistema
SureSelect DNA Design Report (Agilent). Les sondes es basen en la sequencia de
referéncia H.sapiens, hg19, GRCh37, febrer2009. El panell consta de 107 gens
resolts en 1633 regions (taula 4). El numero total de sondes so6n 10353, que
cobreixen 309828 Kpb, amb una densitat 2x. Aquestes sondes cobreixen els exons
d’interés i regions flanquejants de 10 parell de bases més, tant a 5 com a 3.
Aquests gens son tant de adRP, arRP, xIRP, com d’algun tipus de RP sindromica,

com per exemple, el USH2A.
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Amb les regions per cada gen i el percentatge de cobertura.

HGNC Regions Coverage HGNC Regions Coverage
ABCA4 52 100% OPA3 3 100%
ADAM9 23 100% PDEGA 22 100%

AIPL1 100% PDEG6B 22 100%

ARL2BP 100% PDE6C 22 100%

ARL3 100% PDE6G 100%

ARL6 100% PDE6H 100%

ATF6 16 100% PITPNM3 21 100%
BEST1 10 100% PRCD 100%

C1QTNF5 100% PRDM13 100%
C8orf37 100% PROM1 29 97,226%
CA4 100% PRPF3 15 100%
CACNA1F 48 100% PRPF31 13 100%
CACNA2D4 40 100% PRPF4 14 100%
CDHR1 18 100% PRPF6 21 100%
CERKL 16 100% PRPF8 42 100%
CFH 23 100% PRPH?2 3 100%
CHM 16 98,305% RAB28 10 100%
CNGA1 9 90,85% RAX2 2 100%
CNGA3 8 100% RB1 27 100%
CNGB1 33 100% RBP3 4 100%
CNGB3 19 97,213% RDH12 7 100%
CNNM4 7 100% RDH5 4 100%
CRB1 14 100% RGR 8 100%
CRX 3 100% RHO 5 100%
CYP4V2 11 100% RIMS1 38 100%
DHDDS 10 94,877% RLBP1 7 100%
DRAM?2 8 100% ROM1 3 100%
EFEMP1 11 100% RP1 3 100%
ELOVL4 6 100% RP1L1 3 100%
EYS 44 99,478% RP2 5 100%
FAM161A 9 93,778% RP9 7 100%
FSCN2 5 100% RPE65 14 100%
FzZD4 2 100% RPGR 20 80,84%
GNAT2 8 100% RPGRIP1 26 97,955%
GUCA1A 4 100% SAG 16 100%
GUCA1B 4 100% SEMA4A 14 100%
GUCY2D 18 100% SLC7A14 7 100%
HK1 23 96,743% SNRNP200 47 100%
HMCN1 107 100% SPATA7 18 94,263%
IDH3B 14 100% SPP2 7 100%
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IMPDH1 17 100% TIMM8A 3 100%
IMPG1 19 98,834% TIMP3 5 100%
IMPG2 19 100% TMEM126A 4 100%
KCNV2 2 100% TOPORS 3 100%

KlZ 13 100% TSPAN12 8 100%
KLHL7 15 100% TTC8 18 91,864%

LRAT 2 100% TTLLS 35 100%
LRP5 25 100% TULP1 15 100%
MAK 16 100% UNC119 6 100%
MERTK 20 100% USH2A 76 100%
NR2E3 8 100% VCAN 14 100%
NRL 2 100% ZNF408 5 100%
OFD1 24 100% ZNF513 4 100%
OPA1 32 100%

3.3.2- Protocol captura: preparacio llibreria i seqlienciacié
El protocol de captura es realitza segons les instruccions del fabricant SGKits de
Sistemas Genémicos: RPv1-GeneSGKit®. Aquest kit conté reactius per I'analisi de

12 mostres.

Es parteix de 25ng/uL de DNA de cada una de les mostres a analitzar; i el
procediment s’inicia per la tagmentacio, que és una unica reacci6 realitzada per un
enzim recombinasa, on es produeix fragmentacié i unié6 d’adaptadors als extrems
dels fragments obtinguts. Després es purifiquen els fragments tagmentats amb les
boles magnétiques Ampure XP® beads; i es segueix amb I'amplificacié de la
llibreria i posterior purificacié. Seguidament es passa a la validacié de la llibreria.
Per l'avaluacio de la quantitat i qualitat del DNA, s’utilitza 1 yL de cada llibreria i per
fer electroforesi capil-lar en xip de DNA 1K a la plataforma Experion™ (Bio Rad),
segons instruccions del fabricant. Un cop cada una de les llibreries és validada, es
realitza la hibridaci6 amb les sondes de captura de les regions diana del kit del
panell; i després es captura amb boles magnétiques cobertes d’estreptavidina.

Després s’indexa cada llibreria unint una sequéncia de nucledtids especifica (index)
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per mostra; de manera que un cop identificades cada una, ja es poden barrejar.
Abans de fer la barreja, cal tornar a validar la llibreria al Experion™. Per ultim, es
determina la concentracié de la llibreria amb el sistema Quantifluor® dsDNA
System (Promega, Madrid) i es barregen en igual quantitats per arribar a una
concentracié final del pool de 4nM. S’envia el pool a Sistemas Gendmicos, on
realitzaran la sequenciacio a la plataforma MySeq (lllumina). El pool es sotmet a un
procés d’amplificacié clonal (generacié de clusters) i les reaccions per obtenir

sequencies de 100ntds x 2 (Paired-end) son dutes a terme pel seqlienciador MySeq

(lllumina).

DNA genomic

l Tagmentacio

Figura 9: flux de treball del RPv1-GeneSGKit®
DNA tagmentat

l Amplificacié

Llibreria DNA Sondes
Hibridacié

Hibrids llibreria/sonda

l Captura

Enriquiment llibreria

l Addicio index

Llibreria indexada

l Barreja

Pool llibreries —— Seqiienciacié
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3.4- Estudi d’exomes mitjangant Whole Exome Sequence (WES)

3.4.1- Protocol captura: preparacié llibreria i seqlienciacié
La sequenciacié de I'exoma complert la realitza Sistemas Gendmicos. La captura
de I'exoma es realitza segons el sistema SureSelect All Human Enrichment Target
Exon (Agilent). La llibreria (500ng de DNA) s’hibriditza amb les sondes de captura i
s’elimina el material genétic no hibridat. Els fragments capturats s’amplifiquen amb
10 cicles de PCR i es purifiquen mitjancant AMPure XP® beads. La qualitat de la
llibreria enriquida s’avalua amb el 2100 Bioanalyzer i High Sensitivity DNA-kit
(Agilent). Els fragments lligats amb I'adaptador es quantifiquen per gPCR utilitzant
el KAPA SYBR FAST library quantification kit per lllumina Genome Analyzer (KAPA
Biosystems, Woburn, MA, USA). Una solucié d’1pM de la llibreria es posa a

sequenciar a la plataforma HiSeq2000, seguint instruccions del fabricant.

Les mostres que s’envien per a l'estudi de 'exoma sén DNAs de com a minim 2

pacients i 1 individu sa, de les families de RP no resoltes.

Per al procés de seqlenciacio, les llibreries es sotmeten a un procés d’amplificacio
clonal, i les reaccions per obtenir sequiencies de 100ntds x 2 (Paired-end) son dutes
a terme pel sequenciador HiSeq2000 (lllumina, San Diego, CA, USA) seguint les
instruccions del fabricant. L’estimacioé de la qualitat de les dades resultants, es basa

en els parametres obtinguts pel software de sequenciacio.

3.5- Analisi de dades
L’analisi de dades després de la seqlienciacié es realitza a Sistemas Gendmicos i

és exactament igual, tant en sequenciacié dirigida per panells, com per WES.
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3.5.1- Avaluacié qualitat de les dades en cru
De manera semblant a la sequenciacié Sanger, les plataformes de NGS generen
uns valors de probabilitat d’error per base, que s’anomenen valors de qualitat.
Aquests valors venen donats en escala tipus Phred (Ewing et al., 1998a, 1998b), la
qual indica que un valor de 20 déna lloc a una probabilitat que 1 de cada 100
lectures d’aquella base és incorrecta. L'estudi global dels valors de qualitat déna

informacié de la qualitat de la sequienciacié en general.

Es creen 3 grafics diferents per cada grup de lectures de cada mostra:

1) Per la qualitat de sequencia de base: qualitat de la distribucié de les bases
al llarg de totes les bases llegides

2) Pel contingut de seqliencia de base: nucleotids continguts al llarg de totes
les bases

3) Per puntuacié de la qualitat de la seqliencia: distribuci6é de la puntuacié de

qualitat a totes les sequéncies

3.5.2- Avaluacié de I’'alineament de lectures i I’enriquiment de dianes
Les lectures s’alineen i es comparen amb la versid de referéncia humana
GRCh37/hg19. Aquest alineament es realitza mitjangcant BWA (Burrow-Wheeler
Aligner) i scripts personalitzats. Després de mapar les lectures, s’ha de filtrar
qualsevol sequencia que pugui introduir alguna variacié i/o soroll de fons en els
passos seguents. Les lectures de baixa qualitat i les seqliéncies marcades com a

duplicats de PCR soén eliminades de I'arxiu BAM obtingut després del mapeig.

A més, en aquest punt, també s’avalua la cobertura general de la mostra i la
eficiéncia de la combinacié de les dues estratégies (sistema d’enriquiment de la

diana + plataforma NGS). Per a aquesta avaluacié es calculen 3 parametres:
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1) Distribucié de la profunditat al llarg de les regions diana
2) Percentatge de les bases diana cobertes amb una profunditat d'1, 10 i 20;
per cada cromosoma
3) Percentatge de les lectures de regions diana respecte el numero total de
lectures mapades.
Els processos de filtraci6 es realitzen mitjancant I'is de Picard-tools
(http://picard.sourceforge.net/) i SAMtools (Li et al., 2009). Per la mesura de la

cobertura i 'avaluacié de I'enriquiment de regions diana s’utilitzen scripts propis.

3.5.3- Identificaci6 de variants
El procés d’identificaci6 de variants s’anomena “variant calling”. Aquesta
identificacié es realitza a partir de la informacié extreta dels alineaments de les
lectures. Aixi, aquells desajusts trobats entre una lectura i el genoma de referéncia

son més profundament estudiats, per tal de poder identificar variants reals.

El variant calling es realitza mitjangant la combinacié de dos algoritmes: VarScan
(Koboldt et al., 2009) i GATK (Flicek et al., 2012). Els scripts utilitzats van ser
desenvolupats per Sistemas Gendémicos per combinar i filtrar variants. Les variants
identificades s’anoten utilitzant la base de dades Ensembl (Flicek et al., 2012).
Aquesta base de dades (http://www.ensembl.org/) conté informacié de la major part
de variants humanes com: dbSNP, the HapMap project, the 1000genomes project,

COSMIC, etc.

Les variants identificades es classifiquen en funcié de la seva posicié o efecte en

els transcripts afectats, de la seglient manera:
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splice_donor_variant: variant de splicing que varia la regié6 de 2 bases a I'extrem 5 d’un
intré

splice_acceptor_variant: variant de splicing que varia la regi6 de 2 bases a I'extrem 3’ d’'un
intré

stop_gained: variant en la sequéncia que provoca almenys una variacié en una de les bases
del codd i el resultat del canvi déna lloc a I'aparicié d’'un codd stop prematur, i per tant, un
transcrit més curt

frameshift_variant: variant en la seqiéncia que causa una disrupcié en marc de lectura
degut a que el nombre de nucleotids inserits o delecionats no és multiple de tres.

stop_lost: variant en la sequéncia en la que almenys una base del codé stop canvia, donant
lloc a un transcrit més llarg

initiator_codon_variant: variant en un cod6 que canvia almenys una de les bases del primer
codo del transcrit

inframe_insertion: variant no sindnima que implica una insercié d’'un nimero de bases que
és multiple de tres; mantenint-se el marc de lectura

inframe_deletion: variant no sinonima que implica una delecié d’'un nimero de bases que és
multiple de tres; mantenint-se el marc de lectura

missense_variant: variant de seqliéncia que resulta un canvi en una o més bases, donant
lloc a una seqliéncia d’aminoacid diferent, perd preservant la longitud del transcrit
transcript_amplification: amplificacié d’'una regié que conté un transcrit
splice_region_variant: variant de sequéncia en la que el canvi ha tingut lloc dins la regi6 de
el lloc de splicing, tant a les bases 1-3 de I'exd, com a les bases 3-8 de I'intré.
incomplete_terminal_codon_variant: variant de sequéncia en la que almenys canvia una
base del codo final d’un transcrit anotat e incomplet

synonymous_variant: variant en la sequiéncia que no dona lloc a cap canvi en I'aminoacid
codificat

stop_retained_variant: variant en la seqiéncia on almenys una de les bases del cod6 stop
varia, pero el codo resultant roman sent stop

coding_sequence_variant: variant de seqliiéncia que fa variar la seqiiéncia codificant
mature_miRNA_variant: variant en el transcrit localitzada dins la sequéncia del miRNA
madur

5prime_UTR _variant: variant en la regio 5UTR

3prime_UTR _variant: variant en la regio 3IUTR
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- intron_variant: variant al transcrit dins de la seqiiéncia d’un intré

- NMD_transcript_variant: variant en un transcrit que fa que sigui diana del sistema NMD

- non_coding_exon_variant: variant de sequéncia que canvia la seqiéncia d'un exé no
codificant

- nc_transcript_variant: variant al transcrit d’'un RNA no codificant

- upstream_gene_variant: variant de seqiiéncia localitzada a I'extrem 5’ d’un gen

- downstream_gene_variant: variant de sequéncia localitzada a I'extrem 3’ d’un gen

- TFBS_ablation: variant en la qual la regi6é delecionada inclou el lloc d’unié a un factor de
transcripcié

- TFBS_amplification: variant en la qual la regié amplificada inclou el lloc d’unié a un factor de
transcripcio

- TF_binding_site_variant: variant de sequiiéncia localitzada dins la sequéncia del lloc d’uni6
d’un factor de transcripcio

- regulatory_region_variant: variant de sequéncia localitzada en una regi6 reguladora

- regulatory_region_ablation: variant en la qual la regié delecionada inclou una regio
reguladora

- regulatory_region_amplification: variant en la qual la regié amplificada inclou una regio
reguladora

-  feature_elongation: variant de seqliéncia que causa una extensio en la seqiiéncia genomica
respecte la de referéncia

- feature_truncation: variant de seqiiéncia que causa una reduccio en la seqiiéncia genomica
respecte la de referéncia

- intergenic_variant: variant de seqiéencia localitzada en una regi6 intergénica (entre dos

gens)

3.5.4- Predicci6 conseqiliéncies mutacié
Dels diferents programes bioinformatics desenvolupats per predir la patogenicitat de

les variants missense, els tres algoritmes que s’utilitzen son:

- PolyPhen (Polimorphism Phenotyping): eina que prediu el possible impacte

d’'una substitucié d’un aminoacid, en l'estructura i funcié d’'una proteina;
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utilitzant la fisica directa i consideracions comparatives (Adzhubei et al.,
2010).

- SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant): algoritme que prediu si un
aminoacid afectara la funcié de la proteina, basant-se en la homologia de
sequeéncia i les propietats fisiques dels aminoacids (Ng et al., 2001, 2002,
2003, 2006; Kumar et al., 2009). Aquesta eina es basa en el grau de
conservacio dels residus d’aminoacids en alineaments de sequéncia
derivats de seqiiéncies molt properes agafades del PSI-BLAST.

- Condel: métode per avaluar el resultat d'una SNV no sindnima utilitzant una
puntuacié consens de patogenicitat. Combina diferents eines com: Mutation
assessor (eina que prediu l'impacte funcional d’un canvi d’aminoacid a la
proteina) i FATHMM (servidor web d’alt rendiment que prediu les
consequéncies funcionals de variants no codificants i les codificants no
sindnimes)

Totes aquestes dades venen donades a la plataforma GeneSystems (Sistemas
Gendmicos). La plataforma déna una gran quantitat de dades, i disposa d’una série
de filtres que es van utilitzant en funcio de la recerca: si és un panell de RP o bé és

un exoma per a la recerca de nous gens candidats.
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Figura 10: imatges a mode exemple de la informacio continguda en la plataforma GeneSystems amb
la que es fan les analisis genétiques.

Les fletxes marquen les diferents pestanyes i filires que es poden anar utilitzant en funcié del tipus
d’estudi.
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3.5.6- Estudi variants panell captura
A partir de la plataforma GeneSystems, on es penjen els resultats obtinguts de tota
la sequenciacio, es baixa en format excel, I'arxiu que conté les variants totals
trobades. | a partir d’aquest full de calcul, els primers filtres que es realitzen sén:
- Seleccio de les formes candniques dels gens on es troben variants
- Seleccié de totes aquelles variants que estiguin en una freqiéncia en la poblacié

inferior a '1%

3.5.7- Estudi de variants per la detecci6 de gens candidats (WES)
L’estudi d’exomes es realitza com a minim a 2 individus afectes i 1 un individu sa de
cada familia. A partir de totes les dades obtingudes, es filtren totes aquelles variants
que son comuns als malalts i que lindividu sa no les conté; ja que aquesta és la

condicié que s’ha de complir per tal que s’hereti de forma autosdomica dominant.

De les 1500-2000 variants resultants de I'exoma de cada familia, s’estudien les
diferents variants; i s’apliquen diversos criteris per seleccionar quines d’aquestes
podrien ser les variants causants de la malaltia. Aquests criteris propis son els

segients:

Variant que aparegui en els individus malalts i no en el sa

- Variant que provoqui un efecte greu tipus: frameshift, missense, insercio,
delecid, regions essencials de splicing

- Lavariant ha de ser nova, o bé una variant genética amb una freqtiéncia a la
poblacié inferior al 1% (0.01)

- Esrevisa la funcionalitat del gen on es troba:

*expressio a ull o retina?

*funcionalitat especifica d’altre tipus cel-lular?

*variant descrita i/o associada a altres malalties
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3.6- Estudi segregacio6 variants candidates

3.6.1- Disseny oligos/primers
Es selecciona I'exd i les regions flanquejants dels gens d'interés, i es dissenyen

oligonucledtids que permetin I'amplificacié d’aquella regié mitjangcant PCR.

El disseny dels oligonucledtids per 'amplificacio es realitza mitjangant la utilitzacié

del programa Primer Blast que es troba a www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/

3.6.2- Reacci6 en cadena de la polimerasa (PCR)
Mitjancant la reaccid en cadena de la polimerasa, s’amplifiquen totes aquelles
regions del genoma seleccionades amb els oligos dissenyats. En funcié d’aquests

oligos i de la mida d’amplico, la temperatura d’unié del primer variara.

La reaccié estandard es realitza en un volum de 50 pL i els reactius utilitzats sén:

Volum Conc.final
Tampé de reaccio (10x) 5puL 1x
MgCl2 (50mM) 1,5 uL 1.5mM
Mescla dNTPs (10mM) 1L 0.2mM
Primers F/R (25 uM) 1uL 0.5 uM
DNA polimerasa (5U/ pL) 0.5 uL 2.5 unitats
DMSO (si cal) 2.5 L 5%
DNA motlle 2 uL 10pg-1 ug
Aigua destil-lada gsp 50 pL
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El programa d’amplificacié utilitzat al termociclador és:

1. Pre-incubacié “Hot start” a 95°C, 5 minuts

2. Desnaturalitzacié a 95°C, 30 segons

3. Anellament primer X°C, 30 segons 35 cicles
4. Extensio, a 72°C, 30seg/1min

5. Extensio final 72°C 5minuts

Els primers utilitzats per a 'amplificacié dels fragments que contenen les variants a
estudiar, la mida de cada un dels fragments i les condicions d’amplificaci6 es troben

a l'annex 1 (Annexos)

3.6.3- Electroforesi en gel d’agarosa
L’electroforesi en gel d’agarosa s’utilitza per visualitzar i separar molécules de DNA
segons la seva mida. El percentatge d’agarosa dependra de la resolucio
necessaria; i la dissolucié es realitza en tampd TAE 1x (40mM Tris, 20mM acid

acetici 1mM EDTA)

Taula 5: Resolucié de DNA lineal en gel d’agarosa

Quantitat agarosa  Resolucié optima per molécules de
DNA lineal (kb)

% (V)
0.6 1.0-20
0.7 0.8-10
0.9 0.5-7
1.2 0.4-6
15 0.2-3
2.0 0.1-2
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Un cop el gel ha solidificat es fica a la cubeta d’electroforesi; i als diferents pous del
gel, es carreguen 5-10 yL de mostra barrejada amb tampé de carrega; i 5 L de

marcador de pes molecular (100bp o 1Kb).

Es connecta la cubeta a una font de voltatge entre 80-100 volts, i un cop
s’aconsegueix la separacido desitjiada de les bandes, es visualitzen amb un
transil-luminador UV. La visualitzacié és possible gracies al SYBR Safe DNA Gel

Stain; molécula que s’uneix al DNA i emet a 530nm aproximadament.

3.6.4- Purificacio del producte de PCR
Quan s’ha comprovat per electroforesi que el fragment amplificat és el correcte, es
purifica el producte de PCR a partir de I'obtingut després de 'amplificacio. El procés
es realitza amb un sistema de purificacid en columna: High Pure PCR Product

Purification Kit (Roche). | es segueixen les recomanacions descrites pel fabricant.

3.6.5- Sequenciacié automatica dels productes de PCR (Sanger)
Els productes de PCR purificats s’envien a Stabvida (Oeiras, Portugal), per la seva
sequenciacio directa amb el seqlenciador 3730XL ABI DNA (Applied Biosystems,
Fosster City, CA, USA), utilitzant el Big dye terminator V1.1 DNA sequencing Kkit, i

els primers corresponents.

Els resultats son analitzats amb el software FinchTV V1.4.0 (Geospiza, Seattle, WA,

USA)
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3.6.6- Seqiienciacio directa de I’ex6 5 del gen RHO
Per I'estudi de la possible delecio de I'exd 5 de la Rodopsina, es realitza una PCR
que amplifica els exons 4 i 5 d’aquest gen. El primer forward utilitzat conté una cua
M13 per la posterior sequenciacio. La mix de PCR esta descrita a 'apartat 1.6; i les
condicions de la reaccié son: T2 anellament 60°C, 1 minut d’amplificacié i sense

DMSO. Els primers soén:

M13_RHO-4F: 5-CGACGGCCAGTICACGGCTCTGAGGGTCCA-3’

RHO-5AS: 5-CGCCTGTGCAGAATGAACGAACT-3’

3.6.7- Seqlienciacio directa de la regié ORF 15 del gen RPGR
La regid ORF15 del gen RPGR és una sequéncia molt repetitiva de purines
(adenina i guanina) que per sequenciacié massiva no queda ben coberta. Per poder
llegir-la es realitza sequenciacio directa segons el protocol descrit a Ruddle et al.,

2009.

Els primers utilitzats per I'amplificacié d’'un fragment de 1706bp i els primers de

sequenciacié més interns estan descrits a la taula 6.

Taula 6: primers d’amplificacié6 ORF15 (F/R) i primers interns per seqiienciacio

primer Seqiiéncia
ORF15-F 5-GTATGATTTTAAATGTGATCGCTTGTCAGAG-3’
ORF15-R 5-AAGGCATTTAAATTGTCTGACTGGCCATAATC-3’
624-F 5-AGGAGAGGAAGAAGGAGACC-3
746-F 5-AAGAGGAAGAGGAGGAGGGT-3
110-R 5-TCCTCCTCTTCCCCCTCCCA-3
1326-R 5-CTTCCACCTCCCCTTCCACTT-3’

Les condicions de PCR per a 'amplificacioé son les descrites a I'apartat 3.1.6; amb

una fase d’extensié d’1,5 minuts i una temperatura d’anellament de 56°C.
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3.6.8- Estudi de lligacié de marcadors cromosoma 8:

Realitzacié haplotip
Els marcadors utilitzats per fer I'estudi de lligacié en el cromosoma 8, s’han escollit
a partir de la taula de les variants totals resultants de I'exoma realitzat a la familia
RPN89. A partir de la variant candidata inicial, s’han escollit una série de SNPs
d’elevada frequéncia, i algunes variants genétiques de freqiéncies a la poblacio
<1%; que es troben a diferents distancies: des de 400 megabases fins a 54

kilobases de la variant candidata inicial.

Taula 7: SNPs utilitzats i dades de freqliéncia en la poblacid.

En verd, variants candidates

GEN Variant Freqiiencia

RIPK2 rs39499 44%
SPAGT1 rs 16898015 20%
CSMD3 rs 10095093 42%
TBC1D31 rs4871346 41%

76 rs1403487 9%

rs 1403488 9%

COL22A1 rs72727816 6%
AGO..2 no rs <1%
TOP1MT rs79138102 <1%
NRBP2 rs112234503 <1%
no rs <1%
KIFC2 no rs <1%
ARHGAP39 rs873884 46%
ARHGAP39 rs2721161 40%
ARHGAP39 rs13275065 40%

ZNF517 rs367866008 1%
ZNF7 rs1735169 46%
ZNF250 rs 1209850 48%

Per a cada variant, es dissenyen oligonucleotids per amplificar un fragment d’entre
200-500 parells de bases que les continguin. El disseny dels primers per
'amplificacio es realitza mitjangant la utilitzacié del programa Primer Blast que es

troba a www.ncbi.nim.nih.gov/tools/. Després s’amplifica per PCR, es purifica i

s’envia a sequenciar (segons apartats 3.1.5 fins a 3.1.9) Cada un d’aquests
polimorfismes es mira a tots els individus de la familia, tan sans com afectes i aixi

elaborar 'haplotip.
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3.7- Analisi de la variant ¢.307G>A en gen COL6A6 mitjangant FRET

Al trobar una variant genética possible candidata a ser causant de la malaltia en
una determinada familia, s’estudia aquesta variant en una mostra de poblacié més
gran. S’agafen 120 individus afectes de la malaltia sense diagnosticar i 200
individus sans. Aquest estudi es realitza mitjangcant PCR a temps real basant-nos en

la transferéncia d’energia per ressonancia de fluorescéncia (FRET).

Els primers i sondes utilitzades per a I'estudi la variant c307G>A (p.Gly103Arg) en
el gen COL6A6 son: forward, 5-CCT GGC CCA GTA CAG TGA TAA A-3'; reverse
5-GGG GAA ACT GTT TCT TGT CTC TC-3'; mut sensor probe, 5-TGG ATT CAT
TGG CAG GTC CC-FL-3"; i anchor probe, LC640-GCA GAT AGG AAA GGC TCT
TCA GGA GGC T-p (sintetitzades per Tib Molbiol, Berlin, Germany). L'assaig de
PCR a temps real es realitza al LightCycler 480 Il (Roche), segons les instruccions

del fabricant.

3.8- Assaig MLPA: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
L’assaig MLPA permet la quantificacié simultania i relativa del nombre de copies de

DNA, facilitant |la deteccidé de delecions o duplicacions en les mostres de DNA.

Els kits per a la realitzacié d’aquests assajos son especifics per determinats gens, o
regions cromosomiques. El kits utilitzats son: SALSA® MLPA® Probemix P235-B2
Retinitis Pigmentosa (MRC-Holland) i SALSA® MLPA® Probemix P-014 B1
Chrosmosome 8 (MRC-Holland). El procediment per a la realitzacié de la técnica

s’ha seguit segons les instruccions del fabricant:

1) Seleccié de mostra problema i de referéncia (amb nimero de copies normal)
i preparacio solucions a 20ng/uL

2) Desnaturalitzacié del DNA 5min a 98°C
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3) Refredar a 25°C i afegir hybridisation master mix (segons protocol)

4) Incubar 1min a 95°C i hibridacié 16-20h a 60°C

5) Reacci6 lligacio a 54°C 15 minuts; seguida d’inactivacio lligasa i tornada a
20°C

6) Reaccié de PCR amb una unica parella de primers que amplificara totes les
sondes de diferent longitud.

7) Els productes s’analitzen per electroforesi capil-lar, i les pérdues o guanys
de material genétic s’identifiquen per analisi de fragments, comparant la
quantitat relativa de cada sonda (area del pic) amb una mostra de
referéencia. Per aquest analisi de fragments s'utilitza el programa
Coffalyser.net.

La probemix de MLPA de RP unicament analitza les duplicacions/delecions en 4

gens causants de retinosi: PRPF31, RHO, IMPDH1 i RP1.

3.9- Obtencié d’induced Pluripotent Stem Cells (iPSCs)

3.9.1- Cultiu primari de fibroblasts
Es realitza una bidpsia de pell a la pacient i a un individu control. Per I'obtenci6 de
la mostra, van ser necessaris els consentiments informats d’ambdds individus. La
biopsia de pell obtinguda en condicions estérils, tant de la pacient com de l'individu
control, es col-loquen en un tub conic de 15ml amb medi de cultiu de fibroblasts, per
transportar-los a temperatura ambient. Un cop al laboratori es canvia el medi sota
campana per PBS amb 10x penicil-lina/estreptomicina (500U/ml penicil-lina i
500ug/ml estreptomicina) i 10x Fungizone (25ug/ml amfotericina B) i es deixa a T?
ambient durant 15 minuts. Aquest procediment es repeteix 2 cops, i per ultim es
neteja amb PBS durant 15 minuts. Després, les bidpsies son tallades en petites

peces i cultivades en plaques de petri de 60mm (8-10 peces/placa) amb DMEM

50



Material i métodes

(Invitrogen) que conté 10% FBS (Gibco), 2mM GlutaMAX (Invitrogen), 1x Penicilina-
Streptomicina (Invitrogen). Es cultiven a 37°C i 5% CO,. Quan després de 3-4
setmanes els fibroblasts cobreixen la major part de superficie de la placa; es
passen i es cultiven en flascons de 75cm?. Després es van fent passes per obtenir

més quantitat i per guardar mostres criopreservades en nitrogen liquid.

3.9.2- Reprogramacié6 de fibroblasts per obtencié d’iPSCs
El protocol d’experimentacio present en aquest estudi va ser aprovat pel Comité étic

d’'investigacio i Comissio de seguretat, segons ho pauta el marc legal espanyol.

La generacio de hiPSCs (Lukovic et al., 2017) s’ha fet a Sevilla, al Centro Andaluz
de Biologia Molecular y Medicina Regenerativa (CABIMER); en col-laboracié amb la
Dra. Dunja Lukovik, utilitzant un virus Sendai no integratiu (Cyto Tune- iPS 2.0
reprogramming Kit, Life Technologies), segons instruccions del fabricant. Aquest kit
conté els factors de reprogramacié humans: Oct3/4, Sox2, c-Myc, Kif4; els quals
son factors de transcripcié capagos de re-programar cél-lules somatiques cap a

iPSCs.

La cél-lules obtingudes a partir dels fibroblasts de la pacient (linia cel-lular RP2-
FiPS4F1) es van fer créixer sobre superficie de fibroblasts de prepuci huma (ATCC
CRL 2429) irradiat (45Gy): feeder. El medi de creixement conté KO DMEM, KSR
20%, Glutamax 2mM, aminoacids no essencials 0.1mM, B-mercaptoetanol 0.23mM,
basic FGF 10ng/mL, penicil-lina/estreptomicina. Es van fent passatges cada 6-8

dies.

Després de 30 dies se’n comencen a formar coldnies amb un creixement i
morfologia semblant a les cél-lules embrionaries (forma poligonal, eixos refractaris,

elevat ratio nucli/citoplasma). La sequenciacié del DNA d’aquestes colonies permet
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confirmar el manteniment de la mutacié en un dels al-lels de PRPF8, per assegurar-

nos que no hi ha hagut canvis durant la seva replicacio.

3.9.3- Caracteritzacié iPSCs i avaluacio de la pluripoténcia

A) Eliminacio gens virals

La eliminacié dels trangens del Sendai virus es comprova per RT-PCR als
passatges 8-10. Per aquesta deteccid, 'RNA s’extreu amb RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Germany), seguint les instruccions del fabricant. Després és tractat
amb DNase |, per tal d’eliminar qualsevol fragment d’'DNA gendmic que pugui
contaminar. Les cél-lules que s’estan re-programant (dia 7) s’utilitzen com a control
positiu; i una reacci6 sense RNA, com a control negatiu. La PCR es realitza
utilitzant 500ng de cDNA en preséncia de MyTaq DNA Polymerase (Bioline), amb
els parametres descrits pel manual. Els primers per la RT-PCR estan descrits a la

taula 7 (apartat G). Els productes de PCR s’analitzen en un gel d’agarosa al 2%.

B) Inmunocitoquimica

Les ceél-lules son rentades amb PBS fred i fixades amb PFA 4% durant 15 minuts.
Un cop les cél-lules estan fixades, es renten 2 cops amb PBS i es submergeixen a
la solucié bloquejant (sérum de cabra o ruc al 3% + Triton-X100 0.5% en PBS)
durant 1h. Després sén incubades tota la nit a 4°C amb un dels seguents
anticossos: anti-NANOG de conill (1:400, Cell Signaling), anti-OCT4 (1:400, Cell
Signalling), anti-SOX2 de conill (1:400, Cell Signaling) i anti-SSEA4 de ratoli (1:400,

BD Pharmigen).

Al seguent dia, les cél-lules son rentades 3 cops amb PBS i incubades amb un

segon anticos (1:500, Invitrogen). Després de la incubacié amb l'anticos secundari,
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les cél-lules son tenyides amb DAPI (Life Technologies, 1:1000), i rentades 3 cops
més amb PBS. Les mostres tenyides sobre plaques de petri sén visualitzades al

microscopi de fluorescéncia LM600.

Per la tincio de cél-lules vives amb TRA-1-81 (StainAlive, Stemgent) es van utilitzar

cultius sense fixacid, segons les instruccions del fabricant.

C) Assaig teratoma

Per aquest assaig, es tallen de forma mecanica les coldnies d’una placa de 6 pous
que estigui molt confluent, i sdn re-suspeses en medi hiPSCs i Matrigel (BD). La
suspensio s’injecta de forma subcutania a la part dorsal d’'un ratoli SCID nude
(Severe Combined Inmuno Deficiency i sense pél) de 5 setmanes. Després de 8
setmanes, es formen teratomes d’1cm de diametre i sén extirpats. Es fixen en PFA
al 4% durant 3 dies, i es renten 3 cops amb PBS. Es seccionen per la meitat per
observar de forma macroscopica la preséncia de quists. Després les mostres son
deshidratades utilitzant 70-80-95% etanol i xilol; es tracten amb parafina, i es fan

talls continus de 6. Es fan les preparacions i es visualitzen al microscopi Optic.

D) Analisi cariotip

Per analitzar la integritat del genoma de les hiPSCs, es fan créixer sobre medis de
cultiu feeder-free com el mTeSR1 medium. Després de 2 passatges, les cél-lules
son analitzades per G-banding amb 400-550 band resolution (Biobanco de Sistema

Sanitario Publico, Granada)

E) Fingerprinting

El DNA microsatél-lit, també anomenat SSR o STR (Simple Sequence Repeat y
Short Tandem Repeat), son sequéncies de DNA en les quals un fragment; la mida

del qual pot variar entre 2 i 6 parells de bases; es repeteix de forma consecutiva.
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Aquesta variacio en el nombre de repeticions, i no en la sequiéncia, crea diferents
al'lels. Poden crear una empremta o perfil genétic; i gracies a aquesta capacitat,

s’utilitzen com la marcadors moleculars per estudi de poblacions o heréncia.

Per realitzar aquest estudi, s’extreu DNA genomic tant de fibroblasts com de
hiPSCs amb el QlAamp DNA Blood mini kit (Quiagen) en preséncia de RNase
(Roche). Aquest analisi el realitza Biobanco de Sistema Sanitario Publico; amb el kit
de Promega de 10 marcadors de microsatél-lits: THO1, TPOX, VWA, CSF1PO,
D16S539, D7S820, D13S317, D5S818 i D21S11; Amelogenin); i l'aparell Abi

PRISM 3130 utilitzant GeneMapper (Thermo Fisher)

F) Seqiienciacié mutacié

S’extreu DNA gendmic tant de fibroblasts com de hiPSCs amb el QlAamp DNA
Blood mini kit (Quiagen); segons instruccions del fabricant. Els primers utilitzats per
lamplificaci6 i la sequenciacié directa de Ila mutaci6 en PRPF8
(c.6974_6994del21bp) son:

Forward: 5-GATAGCAGTAGGGATAAGGTGAG-3’

Reverse: 5'-GCTGAAGCAGGAGGCAGGGAAAC -3’

G) Deteccié marcadors de pluripoténcia per RT-PCR

Es tallen de forma mecanica les colonies d’hiPSCs i es seleccionen per
centrifugacido. L'RNA total és extret amb el RNeasy Mini Kit (Quiagen, Hilden,
Germany) seguint el protocol del fabricant; i tractat amb DNasel per eliminar
qualsevol contaminaci®6 d’'DNA gendmic. S'utilitza el QuantiTect Reverse
Transcription Kit (Qiagen) per portar a terme la sintesi cDNA a partir d’1 ug d’'RNA,
segons protocol del fabricant. La PCR es realitza utilitzant 500ng de cDNA en

preséncia de MyTag DNA Polymerase (Bioline), amb els parametres descrits pel
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manual. El nivell d’expressié dels marcadors de pluripoténcia s’analitza amb els

primers descrits a la taula 8.

Taula 8: primers per RT-PCR utilitzats per detectar el genoma i transgens

del SeV (ombrejats en gris) i els marcadors de pluripoténcia

. oy oy Annealing Size
Primer Forward 5’3 Reverse 5’3 (°C) (bp)
SeV GGATCACTAGGTGATATCGAGC ACCAGACAAGAGTTTAAGAGATATGTATC 55 181
KOS ATGCACCGCTACGACGTGAGCGC ACCTTGACAATCCTGATGTGG 55 528
Klf4 TTCCTGCATGCCAGAGGAGCCC AATGTATCGAAGGTGCTCAA 55 410
c-Myc TAACTGACTAGCAGGCTTGTCG TCCACATACAGTCCTGGATGATGATG 55 532
NANOG CCAAATTCTCCTGCCAGTGAC CACGTGGTTTCCAAACAAGAAA 60 260
OCT4 AAGCCCTCATTTCACCAGG CTTGGAAGCTTAGCCAGGTC 60 165
SOX2 TCACATGTCCCAGCACTACC CCCATTTCCCTCGTTTTTCT 60 137
TERT TGGCTGCGTGGTGAACTTG CCAGTCTCACCTTCAACCGC 60 205
FGF4 CTACAACGCCTACGAGTCCTACA CAACTCTGACTTTTCTGGTGCAAC 60 371
REX1 CAGATCCTAAACAGCTCGCAGAAT TCTGGACTTTAATTTGCGTACGC 60 306
GDF3 CTTATGCTACGTAAAGGAGCTGGG AACTTCCGGGACCTGGGTTGGCAC 65 631
DPPA2 CCGTCCCCGCAATCTCCTTCCATC CACCGGGAGCCATGTTGGCATCAT 65 606
GAPDH ATCGTGGAAGGACTCATGACCACA CCCTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT 60 463

H) Tinci6 alcalina fosfatasa

L’activitat de I'enzim alcalina fosfatasa és molt més elevada cél-lules mare o

pluripotents, que en cél-lules diferenciades. La seva deteccio es realitza mitjangant

un assaig colorimeétric i la tinci6 es duu a terme amb el Alkaline Phosphatase

Staining Kit Il (Stemgent, MA)

3.9.4- Diferenciacio i caracteritzacio de cél-lules RPE

El procés de diferenciacio des de iPSCs a ceél-lules especifiques de RPE, es realitza

in vitro segons Lukovic et al., 2015. Les colonies d'iPSCs, tant de control com de

pacient, es desfan de forma mecanica i es cultiven en plaques amb inclinacid, per

afavorir la formacié d’agregats flotants en un medi de cultiu amb 15% KSR, i sense

bFGF. Quan es formen taques fosques sobre els agregats, aquestes s’extirpen, es

tracten amb tripsina i es cultiven sobre plaques de cultiu cobertes de Matrigel (BD).
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Depenent de la confluéncia, entre 3-5 setmanes més tard, monocapes de cél-lules
amb caracteristiques de RPE (forma poligonal i pigmentacié) comencen a
aparéixer. Les cél-lules RPE es van cultivant durant 30-60 dies més, fins que

adquireixen una elevada pigmentacio.

Per comprovar que la diferenciacié s’ha donat de forma correcta i caracteritzar les
cél-lules, s’analitzen una série de marcadors especifics de cél-lules RPE: BESTT,
CRALBP, RPE65 i MERTK. Aquest analisi es realitza mitjancant gRT-PCR i

inmunocitoquimica, sobre cél-lules iPSCs i cél-lules RPE derivades d’'iPSCs.

3.9.5- Analisi transcriptoma i expressioé diferencial: RNAseq

Qualitat de la seqlienciacio RNA

L’experiment es realitza sobre el RNA extret de 12 mostres: 6 del pacient amb RP
(3 procedents de fibroblasts, i 3 procedents de cél-lules RPE obtingudes per
diferenciacio d'iPSCs) i 6 de control sa (3 de fibroblasts i 3 de cél-lules RPE).
Aquest analisi es realitza al Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares
(CNIC BiolT Unit), a Madrid en col-laboracié amb el grup de gendmica de la Dra.

Ana Dopazo.

La obtencio de les dades de la seqlienciacio de RNA s’obtenen pel protocol de
sequenciacié massiva single-end (plataforma Illlumina de HiSeq 2500). Les lectures
de de sequiéncia es pre-processen mitjangcant un programa que utilitza FastQC, per
poder avaluar la qualitat; i el Cutadapt, per eliminar els adaptadors de lllumina i

poder descartar totes les seqiiéncies inferiors a 30bp.

Les lectures resultants sén mapejades contra el transcriptoma huma (GRCh38,
release 76, agost 2014) i mitjiancant RSEM v3.2.3, s’estima el nivell d’expressié de

gens e isoformes. Aquest programa computa la probabilitat que un determinat
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fragment seqlenciat, correspongui a un transcrit concret, mitjangant I'algoritme EM

(Expectation Maximization).

Analisi expressio diferencial

Les dades es processen amb uns filtres d’analisi d’expressio diferencial que utilitza
el paquet Bioconductor Limma 3.32.15 per la normalitzacié i el test d’expressio

diferencial.

Els resultats arriben en forma d’arxius excel; tant les dades en cru, com els gens
diferencialment expressats (amb valor estadistic p-value ajustat <0.05). La feina a
realitzar al laboratori consisteix en filtrar aquesta informacio quantitativa per poder
associar les diferéncies observades, a la mutacio en estudi que provoca la Retinosi

pigmentaria en el pacient.

Davant la possibilitat d’obtenir milers de gens diferencialment expressats, es
procedeix a la realitzacid6 d’'una llista RP, per estudiar el procés d’expressié de
forma més especifica. Aquesta llista de gens (gene sets) o “llista RP” es construeix
a partir de les eines de text-mining (Génie web server), amb gens d’interés en
retinitis pigmentosa. Aquesta llista consta de 296 gens (annex 2). Els filtres
seleccionats al servidor Génie per a I'elaboracioé de la llista es basen en I'evidéncia
bibliografica dels articles cientifics relacionats amb el terme Retinitis pigmentosa
(MeSH browser) en I'espécie Homo sapiens i han de ser gens que donin lloc a
proteines codificants. A més dels obtinguts per text-mining, s’afegeixen a la llista
gens relacionats amb altres distrofies de retina, com els continguts al panell propi
de NGS. Els gens d’aquesta llista s’estudiaran tant a nivell d’expressié diferencial,

com a nivell d’'isoformes.
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Analisi funcional

Del total de gens diferencialment expressats, es realitza un analisi funcional
mitjancant un estudi de sobre-representacidé (ORA) i GSEA (Gene Set Enrichment

Analysis). Aquest analisi funcional va orientat a I'agrupacié de gens en funcié de:

- processos bioldgics de Gene Ontology: agrupa els gens diferencialment
expressats en funcié del procés biologic i funcid molecular en el que intervé. Per
aquesta analisi de sobre-representacié per als processos biologics, es tenen en
compte els gens diferencialment expressats entre cél-lules RPE de pacient i de

control amb valors FDR<0.01.

- rutes metaboliques KEGG: agrupa els gens diferencialment expressats en funcié
de la ruta metabolica a la qual pertanyen a través de la base de dades KEGG.
Aquest analisi de sobre-representacio es realitza a partir dels gens diferencialment

expressats entre cél-lules RPE de pacient i de control amb un p-value ajustat <0.05.

3.9.6- Analisi d’esdeveniments de splicing

Aquest analisi bioinformatic també es realitza al Centro Nacional de Investigaciones
Cardiovasculares (CNIC BiolT Unit), a Madrid, en col-laboracié6 amb el grup de

genomica de la Dra. Ana Dopazo.

Per a la deteccidé d’esdeveniments de splicing alternatiu entre mostres de pacient i
control s’utilitzen 3 eines bioinformatiques diferents: SwitchSeq i DEXSeq, que sén
dues eines ja validades; i ASapp, eina bioinformatica propia del laboratori de
genodomica del CNIC, que es troba en procés de desenvolupament i validacio.

SwitchSeq permet estudiar la utilitzacié diferencial d’isoformes entre dues

condicions; i les sequéncies de les que parteix sén les dades obtingudes per RSEM.
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Ens proporciona informacié de dos tipus: en primer lloc identifica les isoformes
majoritaries per a cada gen i condicio; i en segon lloc, detecta com a switching (o
variacid), aquells casos en que hi ha variacié d’isoforma maijoritaria entre les dues
condicions.
Per I'estudi d’esdeveniments de splicing, es tenen en compte totes les seqliéncies
obtingudes al transcriptoma; és a dir, es tenen en compte el total de transcrits en
cada tipus i condicié cel-lular; independentment de si aquests estan diferencialment
expressats o no entre ells. Amb el total de transcrits, la eina SwitchSeq permet
distribuir les diferents isoformes en funcio de si son RNAs:

- codificants per proteines

- amb retencio d’intré

- no codificants

- van a NMD

- desconeguts
Un cop obtingut el perfil de transcrits de cada poblacié, es comparen entre ells:

mateix tipus cel-lular i diferent condicio; i mateixa condicid i diferent tipus cel-lular.

DEXSeq és una eina bioinformatica basada en la utilitzacié diferencial d’exons entre
dues condicions. Les sequiéncies de les que parteix sén les dades obtingudes dels
arxius bam; i mapejant les sequéncies amb el genoma de referéncia, quantifica les
lectures alineades amb exons. Els resultats de la utilitzacié diferencial d’exons e
introns dins el mateix tipus cel-lular en diferents condicions (control i pacient), es pot
visualitzar de forma grafica, permetent I'associacié amb les diferents isoformes o

transcrits.

ASapp és una eina bioinformatica que identifica els esdeveniments de splicing
alternatiu a partir de constrasts pairwise (comparacié de dues condicions), i a partir

de la informacié obtinguda de APPRIS (http://appris.bioinfo.cnio.es), realitza una
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interpretacio biologica dels esdeveniments identificats, classificant-los de forma

similar com ho fa la eina SwitchSeq.

L'estudi d’'isoformes es realitza sobre els gens de la llista RP, utilitzant les eines
bioinformatiques citades. Aquesta analisi permet quantificar de forma relativa el
nombre de cada una de les isoformes sequenciades de cada gen i comparar-les

entre pacient i control.
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4.- RESULTATS

4.1- Estudi seqiienciacié massiva per captura en panells dirigits:

Preparacié i validacio de la llibreria de DNA genomic

La preparacido de la llibreria s’inicia amb el fraccionament del DNA gendmic
mitjancant tagmentacié (processament amb un enzim recombinasa) i posterior unié
d’adaptadors als extrems dels fragments (3.3.2 de material i métodes). Després de
la purificacio i amplificacié de la llibreria, es procedeix a una primera validacio per
electroforesi capil-lar (figura 11), per confirmar que els fragments de la llibreria

entren dins el rang de mides desitjat.

Figura 11: Electroforesi capil-lar de 11 mostres. Experion™ (Bio Rad)

A la dreta, imatge grafica de I'electroforesi d’'una mostra individual (7).

Un cop validada la llibreria de cada mostra, es realitza la hibridacié amb les sondes
del panel i s’'indexa cada mostra per poder ser identificades al sequenciador. Abans
de barrejar per fer el pool final, cal una segona validacio (figura 12) per electroforesi

capilar.

11111

Figura 12: Electroforesi capil-lar de 11 mostres. Experion™ (Bio Rad).

A la dreta, imatge grafica de I'electroforesi d’'una mostra individual (7).
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Analisi de dades i seqiienciacio

Un cop validades les llibreries, es quantifiquen i es barregen de forma
equimolecular. El pool final és enviat a Sistemas Gendmicos, on es realitza tot el
procés de seqlienciacio, i els resultats de I'analisi bioinformatic ens arriben a través
de la plataforma GeneSystems. Per a cada tanda de sequenciacio, es genera un

informe on es troba tota la informacié sobre el procés de sequenciacio.

Avaluacio qualitat de les dades

Per a cada mostra analitzada es generen 3 tipus de grafics diferents que mostren
els valors de qualitat segons I'escala tipus Phred: Valors de Phred quality score de
40 significa que la probabilitat de tenir una base incorrecta és d’1 entre 10000; la

qual cosa vol dir que té una precisié de 99.99.
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Avaluacio de l'alineament de lectures i I'enriquiment de dianes

Després de la lectura i el mapeig, és important filtrar aquelles seqiéncies que

puguin introduir més biaix i soroll de fons en els seglients passos. Per aix0, des de

'arxiu BAM obtingut després del mapeig, les lectures i sequiéncies de baixa qualitat

marcades com a duplicats, son eliminades. Llavors, la cobertura general de la

mostra i I'eficiéncia de sequenciacié son avaluades.

Les dades estadistiques de I'alineament de lectura venen donats en forma de taula.

A la taula 9 es poden observar els valors estadistics de les 21 mostres analitzades.

Taula 9: Métrica de la qualitat d’alineacio.

Les mostres 1-5 sequlienciades en plataforma HiSeq; mostres 6-21 a MiSeq

Sample %Mapped | %High quality mapped reads | %High quality mapped reads without PCR duplicates | Mean coverage
1 99.16 92.66 62.63 400.66
2 99.19 93.10 64.21 406,9
3 96,67 91,67 44.74 420.17
4 97,42 94,2 40.74 354.12
5 99,4 94,25 50.13 475.77
6 98.24 92.90 78.53 117.41
7 98.53 93.09 80.99 93.33
8 99.00 97.50 74.50 174.33
9 98.99 96.82 75.71 188.09

10 98.27 95.52 83.80 110.75
11 98.49 93.46 79.55 178.03
12 96.82 96.09 76.20 228.59
13 97.84 95.68 86.22 173.41
14 97.69 96.60 77.48 252.47
15 97.96 96.84 69.60 332.64
16 97.06 95.76 82.11 216.19
17 98.00 96.36 82.14 191.52
18 96.04 95.06 85.44 149.25
19 97.83 97.14 71.58 276.1

20 97.63 96.77 70.56 272.79
21 97.30 96.46 67.42 264.36

64




Resultats

Figura14: A) Percentatge de les bases diana cobertes a diferents profunditats, i per a cada
cromosoma B) Percentatge de les lectures de regions diana respecte el niumero total de lectures
mapejades

Identificacio de variants

El sistema bioinformatic permet identificar i anotar les variants trobades a partir de
tota la informacio extreta dels alineaments de les lectures, i de la combinacié de
diferents algoritmes (desenvolupats per Sistemas Gendmicos). Les variants

identificades s’anoten i es classifiquen segons I'apartat 3.5.3 de material i métodes.

Prediccioé conseqiiéncies mutacio

La sequenciacio d’ultima generacié genera gran quantitat d’informacié, donant lloc a
milers de variants de sequéncia. Les eines per la prediccio de I'efecte de la mutacid
serveixen per poder diferenciar els diferents impactes que provocaria la variant
estudiada, quan aquesta no és coneguda. Per aixd, hi ha diversos programes
bioinformatics in silico que s’han desenvolupat per predir la patogenicitat dels
diferents tipus de variants. Un cop s’apliquen els diferents algoritmes (3.5.4 material
i métodes), les dades de la prediccié venen donades en forma de taula; i si la
variant ja esta préviament descrita, es classifica com a: deletéria, probable o
possible patogénica, i benigna.
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Estudi possibles variants

En el periode d'un any, es van realitzar estudis genétics de sequenciacid per
captura en vint-i-un pacient. Un cop rebut I'informe i els resultats en forma de taula
(en arxiu excel), es van aplicar els filtres de I'apartat 3.5.6 de material i métodes, la
qual cosa va permetre la reduccio del nombre de variants a estudiar a una desena
part. De totes aquestes variants filtrades, n’hi havia ja descrites amb tota la
informacié sobre el tipus de variant i les referéncies corresponents. Aixd va

permetre establir el diagnostic de 9 dels 21 pacients de forma directa (taula 10)

Taula 10: mutacions responsables de la distrofia de retina trobades en 9 dels 21 pacients
als quals se'ls ha realitzat seqiienciacié amb panell dirigit RPv1-GeneSGKit®.

La frequiencia d’aquestes variants en la poblacié és <1%

Mostra Gen Variant Canvi a nivell de proteina Diagnostic

5 ABCA4 €.5819T>C p.(Leu1940Pro) Malaltia Stargardt
ABCA4 ¢.5882G>A p.(Gly1961Glu)

9 PDE6A ¢.1705C>A p.GIn569Lys arRP
PDE6A €.1407G>C p.Leud69Phe

6 ABCA4 €.4352+1G>A splice donor variant Malaltia Stargardt
ABCA4 €.3386G>T p.Argl129Leu

7 CNGB1 c.2957A>T p.Asn986lle arRP
CNGB1 €.2893-7G>A splice region variant

1 ABCA4 ¢.5819T>C p.(Leu1940Pro) Malaltia Stargardt
ABCA4 c.2481delT p.Thr829ArgfsTerl4

18 USH2A €.2276G>T p.Cys759Phe arRP
USH2A c.6956delT p.Leu2319ArgfsTer7

19 EYS ¢.5757dupT p.Leu1920SerfsTer21 (HM) arRP

20 PRCD c.70C>T p.GIn24Ter (HM) arRP

21 CNGA1 €.859C>T p.Arg287Ter (HM) arRP

Dels 21 pacients, a 7 d’ells no es va trobar cap mutacio patogénica que es pogués
associar a la retinopatia que presentaven; i als 5 restants es van trobar possibles
variants candidates a ser la causa de la distrofia de retina. Aquestes variants
candidates (taula 11) es van obtenir després de: I'aplicacio dels filtres, la valoracio

del tipus de variant i la prediccié de les conseqiiéncies de la mutacié.
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Taula 11: variants trobades a 5 dels pacients analitzats amb panell dirigit RPv1-GeneSGKit® que
podrien ser responsables de la distrofia de retina.

Les marcades amb * sén de significat incert. Les subratllades en rosa sén mutacions descrites. La
freqliéncia d’aquestes variants en la poblacié és <1%

Mostra Gen Variant Canvi a nivell de proteina Possible diagnostic
1 TOPORS c.1238A>C* p.GIn413Pro adRP
PROM1 ¢.303+2T7>C splice donor variant Distrofia cons i bastons
*
RPIL1 ¢.6229G>A p-(Arg>6Cys) Distrofia macular oculta
5 RP1L1 €.3956C>G * p.(Glu2077Lys)
VCAN €.6238G>T * p.(Val2080Phe) Vitreoretinopatia
LRP5 €.610C>G * p.(Leu204Val) Vitreoretinopatia
ABCA4 c.1356+4A>G * --
8 ABCA4 €.2744-5C>T * - Malaltia Stargardt
ABCA4 c.5882G>A p.(Gly1961Glu)
RHO c.128A>G p.(Tyr43Cys) adRP
ABCA4 ¢.1820G>T p.Gly607Val Malaltia Stargardt
10 adRP o distrofia de cons
PROM1 ¢.1354dupT p.Tyr452LeufsTerl3 ..
autosomica
IMPDH1 ¢.588A>C p.Glu196Asp
17 adRP
RP1 c.4452T>A p.Asn1484Lys

4.2- Caracteritzacié de variants genétiques per a la deteccio de possibles gens
candidats: sequienciacio de I’exoma complert (WES)

Es van escollr 4 families per l'estudi de I'exoma complert, préviament
diagnosticades d’adRP, a les quals ja se’ls havia fet el cribratge per NGS,
mitjangant panells dirigits de tots els gens coneguts causants d’adRP. A cap d’elles

se li havia trobat la mutacié causant de la malaltia.

De cadascuna de les families es van rebre els resultats de I'estudi de 'exoma
comparatiu entre dos membres afectes i un sa. Les variants anotades sén aquelles
que es trobaven en heterozigosi en els individus afectes i no apareixien a I'individu
sa. Totes aquestes variants es van estudiar aplicant una série de criteris i filtres
propis tal i com es descriu a I'apartat 3.5.7 de material i métodes. De totes aquelles
variants que poguessin semblar candidates, se’ls realitza un estudi especific
(amplificacio i posterior sequenciacié Sanger: 3.6 de material i métodes) a la resta

de membres de la familia. Un cop seleccionades, aquest estudi directe es realitza
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sobre la regié de DNA gendmic on es troba la variant: generalment a exons o
regions de splicing. En funcié de si segregaven o no a la resta de membres,

quedaven seleccionades o descartades (taules 12,14,15i 16).

A les figures 15, 18, 20 i 21 es mostren els arbres genealdgics de les 4 families
estudiades. Els individus encerclats en vermell sén aquells als quals se’ls va
realitzar 'exoma i posterior estudi comparatiu; i els individus amb fletxes blaves, sén
aquells sobre els quals es realitza sequenciacié directa de la variant seleccionada.

Si la variant segregava, es realitzava seqlienciacio directa a la resta d’individus de

la familia.
Familia RP 65
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Figura 15: arbre genealodgic familia RP65.

Els membres 111-8 i 11I-10 no estaven diagnosticats clinicament de RP abans de I'analisi molecular
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Taula 12: variants estudiades en familia RP65

Indel/Frameshift coding  Non-Synonymus

Splice site

Resultats

Stop-Gained

C110rf40 | chromosome 11 open reading frame 40 ¢.599-600dupGT p-Met201ValfsX21
CCR3 chemokine (C-C motif) receptor 3 c.415G>A 1 p.Val160Met
COL9A2 | collagen, type IX, alpha 2 c.185C>T p.Pro51Leu
GPR156 G protein-coupled receptor 156 €.2426T>C p.Leu809Ser
MAST2 microtubule associated serine/threonine kinase 2 c.3186G>A p.Ser1062Ser
POLR1B | polymerase (RNA) | polypeptide B, 128kDa c.1865C>G p.Pro622Arg
RRH retinal  pigment  epithelium-derived  rhodopsin C.900-4G>A -
homolog
ABCA7 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member €.3653G>A p.Arg37His
ANKDD1B ;nkyrin repeat and death domain containing 1B c.567- p.Ala190fsX201
571delCAGTG
C1orf112 | chromosome 1 open reading frame 112 c.171A>G p.GIn57GIn
COL6A6 | collagen, type VI, alpha 6 c.307G>A p.Gly103Arg
CTSA cathepsin A c.510C>A p.Asn153Lys
GCC2 GRIP and coiled-coil domain containing 2 c.3793A>G p.lle1265Val
MAP4 microtubule-associated protein 4 c.547C>T p.Leu1593Phe
PIGG phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis class c.661delC p.Pro221GlInfsX22
PPP1R15 Srotein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit c.484A>T p.Ly32162X
PTFl’qMT1 :)f(ﬁein tyrosine phosphatase, mitochondrial 1 c.361A>C p.Thr121Pro
RNLS renalase, FAD-dependent amine oxidase c.871T>A p.Ser291Thr
RPAP1 RNA polymerase |l associated protein 1 c.1877G>A p.Arg626His
TP53AIP1 tumo.r protein p53 regulated apoptosis inducing c.169G>A p.Gly57Ser
ZNF143 girr?(t:efli:g;er protein 143 c.710G>A p.Arg264GIn

De totes les variants estudiades, cap d’elles segregava amb la resta de membres

de la familia excepte el COL6A6. Aquesta és una nova variant que no apareix a les

bases de dades. Per comprovar la preséncia d’aquesta variant en pacients i

controls de la nostra poblacio, es realitza I'estudi d’aquesta variant mitjancant FRET

segons l'apartat 3.7.1 de material i métodes.
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Figura 16: Corbes de fusié (a dalt) i els pics de fusié (a baix) obtinguts després del FRET.

Les linies blaves mostren el perfil de pacients adRP i individus sans sense la variant COL6A6, enfront
el perfil verd d’'un pacient de familia RP65 amb variant en heterozigosi.

Aquesta variant es troba a tots els membres afectes i diagnosticats clinicament de
RP. També es va detectar als individus IlI-8 i IlI-10, que no havien estat
diagnosticats inicialment de RP. La posterior revisié oftalmologica d’aquests
membres, mostra la preséncia de RP. No es va trobar a cap dels 120 individus
index afectes, ni als 200 controls sans. Tot i que aquests resultats compleixen amb
la condicié necessaria per la hipotesi que la variant p.Gly103Arg del gen COL6A6
es pugui considerar causant de la malaltia en aquesta familia, no és condicié

suficient.

El gen COLG6AG es troba al cromosoma 3, a una distancia d’'una megabase del gen
RHO. Aixo implica un important lligament entre ambdds gens, amb una distancia
genética inferior a 1cMorgan. Tot i que les analisis anteriors realitzades per NGS al
cas index familiar no van detectar alteracions al gen RHO, es va procedir a I'analisi

genomic complert del gen mitjangant sequenciacié gendmica directa i MLPA (3.7.2
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de material i métodes). Els resultats de I'analisi per MLPA es presenten a la taula

13.
Taula 13: resultats MLPA després de 'analisi de fragments
Probe target info All samples References samples
s 1.8 IV.4 IV.5 N3 Iv.3 c-294 C-400
RHO-1 03-130,730476 1 0,94 1,03 1,07 0,99 1,04 0,98 1,02
RHO-2 03-130,730476 0,96 0,99 1,05 1,1 1,03 0,96 0,98 1,02
03q (n=5) RHO-3 03-130,733822 1,02 1,03 1,08 1,07 1 1,03 1 1
RHO-4 03-130,734078 1,03 1,09 1,1 1,07 1,1 1,07 1,01 0,99
RHO-5 03-130,735144 0,52 0,51 0,54 1,05 0,53 0,53 0,98 1,02

A partir de l'analisi de fragments dels diferents individus de la familia comparats
amb les mostres de referéncia, s’observa una delecio en la regié6 5 de RHO, en
heterozigosi, que implica el seu exé 5. La caracteritzacié d’aquesta delecio es va
obtenir mitjancant seqlienciacié gendmica directa. Es tracta d’una delecié de 828 bp
(9.9281_10108del) que compren part de I'intré 4, ex6 5 i part de la regié 3’ UTR del
gen RHO. Es va dissenyar una proba de PCR especifica (3.7.3 de material i
métodes) que pogués detectar la delecid; i es va estendre l'analisi a tots els
individus de la familia. Els resultats que s’observen a la figura 17 van mostrar la

preséncia de la delecio a tots els afectes i 'abséncia a la resta de membres sans.

La delecié en RHO co-segregava amb la nova variant detectada en COL6A6 als
membres afectes de la familia; la qual cosa demostra el lligament entre els al-lels

de RHO i COL6A6; portadors tant de la delecié, com de la nova variant.

Mw

- 1000bp
- 500pb

Figura 17: Gel agarosa 1,5%. Amplificacié amb primers M13_RHO-4F i M13_RHO-5R.

Individus sans: fragment 1386bp
Malalts: 2 fragments 1386 i 558bp
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Familia RP83

Resultats
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Figura 18: arbre genealdgic familia RP83
Taula 14: variants estudiades en familia RP83
Indel/Frameshift coding  Non-Synonymus Splice site Stop-Gained
KAZN kazrin&_periplakin_interacting_protein c.647G>C p.Ser216Thr
CDH10 cadherin_10&_type_2_(T2-cadherin) c.329A>T p.Asp110Val
ADAMTS6 | ADAM_metallopeptidase_with_thrombospondin_type_1_motif& 6 | ¢c.461T>G p.Leu154Trp
CDHR2 cadherin-related_family_member_2 c.1445A>G p.GIn482Arg
POU6F2 POU_class_6_homeobox_2 c.1739G>A p.Arg580GIn
DGKzZ diacylglycerol_kinase&_zeta c.220C>T p.Arg74Cys
MAGED1 melanoma_antigen_family_D&_1 c.748C>T p.Arg250Cys
LYZL2 lysozyme-like_2 c.86C>G p.Ala29Gly
VCL vinculin c.590C>T p.Thr197lle
OPALIN oligodendrocytic_myelin_paranodal_and_inner_loop_protein c.32C>T p.Ala11Val
PITPNM1 phosphatidylinositol_transfer_protein& _membrane-associated_1 c.1726T>C p.Cys576Arg
MFRP membrane_frizzled-related_protein c.1374G>T p.Leu458Phe
TBC1D25 TBC1_domain_family&_member_25 c.1904G>A p.Arg635His
PJA1 praja_ring_finger_1&_E3_ubiquitin_protein_ligase c.1120G>A p.Ala374Thr
RBMX RNA_binding_motif_protein&_X-linked c.559_561delTAT | p.Tyr187del
FBLN5 fibulin_5 c.211T>G p.Tyr71Asp

Cap de les variants estudiades en aquesta familia (taula 14) es va seguir estudiant

com a candidata, perqué cap d’elles segregava amb la resta d’individus.
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La re-avaluacio dels informes de les visites a oftalmologia dels diferents pacients,
va mostrar I'aparicié primerenca de la malaltia en homes, i un fenotip variable de
simptomatologia de RP en les pacients femenines. Aquests fets, més I'abséncia de
transmissié home-home van dur a terme la valoracié d’una possible heréncia lligada
al cromosoma X. Per aix0 es va realitzar I'estudi de la regio ORF15 del gen RPGR,
qué és la unica regié dels gens coneguts que no queda ben coberta per NGS.
Mutacions en el gen RPGR causen un 20% de la retinosi pigmentaria associada al
cromosoma X. | dins d’aquestes mutacions, el 75% es troben a una regi6
determinada, que és la ORF 15. Aquesta regi6 és rica en purines i és un hotspot
d’acumulacié de mutacions. Al ser una regié de sequéncia molt repetitiva, la ORF
15 no queda ben coberta quan es realitza la sequienciacid massiva, de manera que
per estudiar-la, es va realitzar seqlenciacié directa seguint el protocol descrit a

Ruddle et al., 2009. (3.8.1 de material i métodes).
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Figura 19: cromatograma que mostra seqiéncia de la regié ORF15.

A l'esquerre, individu sa (V.1) A la dreta individu afecte amb delecio (V.2)

Els resultats obtinguts de les seqlienciacions directes per Sanger van permetre la
deteccié de la mutacioé causant de la malaltia. Aquesta mutacié és una delecio d’'un
parell de bases que provoca un canvi en el marc de lectura i aparicié d’'un nou codé
stop: ¢.2763_2764delGG (p.Glu922GlyfsTer156). Aquesta mutacio es va comprovar
a tots els individus de la familia. Els resultats obtinguts van demostrar que la delecio
hi era present a tots els home afectes, i les dones portadores de la mutacié en

heterozigosi, eren aquelles que presentaven fenotips variables de la malaltia.
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Figura 20: arbre genealogic familia RPF3

Taula 15: variants estudiades en familia RPF3

Resultats

Indel/Frameshift coding  Non-Synonymus Splice site  Stop-Gained
MPP5 membrane_protein&_palmitoylated_5 €.692T>C p.l1e231Thr
RDH5 retinol_dehydrogenase_5_(11-cis/9-cis) c.682C>T p.Arg228Trp
PTPN23 protein_tyrosine_phosphatase&_non-receptor_type 23 c.3010G>A P: GIy;rOO4S
RALGPS2 Ral_GEF_with_PH_domain_and_SH3_binding_motif 2 c.236C>T p.His80Tyr
HMCN1 hemicentin_1 c.8821T>G p'Tyr2§41As
ARHGAP15 Rho_GTPase_activating_protein_15 n.423-3C>T
BASP1 brain_abundant& membrane_attached_signal_protein_1 c.611C>G p.Ala204Gly
PCDHGB4 protocadherin_gamma_subfamily B& 4 c.767A>G p.Tyr256Cys
PCDH1 protocadherin_1 c.2068G>A p.Ala690Thr
RING1 ring_finger_protein_1 c.1004A>G p.Glu335Gly
DSCAM Down_syndrome_cell_adhesion_molecule c.2525A>C p.Tyr842Ser
GZF1 GDNF-inducible_zinc_finger_protein_1 c.824A>C p.GIn275Pro
LTBR lymphotoxin_beta_receptor (TNFR_superfamily& member_3) c.1060T>G p.Ser354Ala
MAP1S microtubule-associated_protein_1S C.2458G>A p.Glu820Lys
PHYHIPL phytanoyl-CoA_2-hydroxylase_interacting_protein-like c.880C>G p.Leu294Val
PSMF1 proteasome_(prosome&_macropain)_inhibitor_subunit_1 c17T>G p.Val6Gly
RARS arginyl-tRNA_synthetase c.318G>C p.GIn106His
RDH5 retinol_dehydrogenase 5 (11-cis/9-cis) c.682C>T p.Arg228Trp
o . p.Ala1319Th
RP1L1 retinitis_pigmentosa_1-like_1 c.3955G>A -
SHISA7 shisa_family_member_7 c.325A>C p.Thr109Pro
ZFHX3 zinc_finger_homeobox 3 c.1226-1G>A
WBSCR17 Williams-Beuren_syndrome_chromosome_region_17 c.800G>A p.Arg267GIn
TDRD7 tudor_domain_containing_7 c.126+7C>T
INVS inversin c.725C>T p.Ser242Leu
HMX3 H6_family_homeobox_3 C.644G>A p.Gly215Asp
HMX2 H6_family _homeobox_2 c.644C>T p.Ala215Val
HOXC12 homeobox_C12 c.679G>A p.Ala227Thr
NUPL1 nucleoporin_like 1 c.213A>C p.Lys71Asn
MPP5 membrane_proteln&_palm|tog/rlsttjzc:_g)_(MAGUK_p55_subfam||y_m c.692T>C p.ll6231Thr
PDCD2L programmed cell_death_2-like n.917+6A>G
PSMF1 proteasome_(prosome&_macropain)_inhibitor_subunit_1_(P131 c.569C>T p.Pro190Leu
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De totes aquestes variants estudiades a la familia RPF3, cap d’elles va complir la

segregacio a la resta d’individus afectes. Tot i afegir-se a I'estudi de 'exoma un nou

individu afecte (IV.5), per intentar filtrar més les variants, no es va obtenir cap

variant candidata a ser causant de la malaltia.

Familia RPN89

é——u

11112 13 114 1516

6 7 0N

Figura 21: arbre genealdgic familia RPN89.
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La linia blava divideix la familia en dues parts. A la part dreta de la familia es detecta la preséncia
d’una duplicaci6 al gen PRPF31 en la pacient IV.26 i als individus 1ll.14 i [V.29. Aquesta duplicacio es

troba present també al pacient IV.6 i absent a lIl.7 i IV.13.

De totes les variants estudiades en aquesta familia cap d’elles segregava amb la

resta de membres afectes. Pero les dues variants missense corresponents al gen

KIFC2 segregaven perfectament en tots els individus de la part esquerra de la

familia, excepte en un d’ells (111.9).
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Taula 16: variants estudiades en familia RPN89

Resultats

Indel/Frameshift coding  Non-Synonymus Splice site  Stop-Gained
GRIK3 glutamate_receptor&_ionotropic&_kainate_3 c.1158G>T p.Leu386Phe
DNAH14 dynein&_axonemal&_heavy chain_14 ¢.359C>G p.Ser120Cys
NCOA1 nuclear_receptor_coactivator 1 c.1316G>A p.Gly439Glu
WDR43 WD_repeat_domain_43 c.238A>G p.Ser80Gly
TNS1 tensin_1 c.1438G>A p.Val480lle
ARPC2 actin_related_protein_2/3_complex&_subunit_2&_34kDa c.57C>A p.Phe19Leu
. . C.445 _446insCTG | p.Thr149_Ala150insAl
RPL14 ribosomal_protein_L14 cTG aAla
OTOP1 otopetrin_1 c.1793G>C p.Arg598Pro
OTOP1 otopetrin_1 c.1774C>G p.Pro592Ala
PRIMPOL | primase_and_polymerase_(DNA-directed) c.662A>G p.GIn221Arg
CAPNS calpain_5 c.179A>C p.Asp60Ala
¢.3514_3535delG
MYOT7A myosin_VIIA GAGGCGGGGAC | p.Gly1172Glu
ACCAGGGCCT
CEP164 centrosomal_protein_164kDa c.2333G>A p.Cys778Tyr
DGKH diacylglycerol_kinase&_eta c.215-2A>T
NUDT16L | nudix_(nucleoside_diphosphate_linked_moiety X)-
1 type_motif 16-like_1 c.598T>G 2 BREE
DHX34 | DEAH_(Asp-Glu-Ala-His)_box_polypeptide_34 ¢1986_1987delC | 1 Arg664GInfsTers7
NRBP1 nuclear_receptor_binding_protein_1 c.436-3C>T
ARL13B ADP-ribosylation_factor-like_13B c.831C>A p.Asn277Lys
KALRN kalirin&_RhoGEF_kinase €.6082T>G p.Ser2028Ala
CYP4V2 C)étochrome_P450&_fam|Iy_4&_subfam|Iy_V&_ponpept|de ¢.339T>C plle111Thr
SPAG1 sperm_associated_antigen_1 Z.é059_1 060insG gbLy3353_Ser354msA
AGO 2 argonaute_RISC_catalytic_component_2 c.1516C>T p.Arg506Trp
TOP1MT topoisomerase_(DNA)_1&_mitochondrial c.218A>G p.GIn73Arg
NRBP2 nuclear_receptor_binding_protein_2 c.453C>T p.Pro152Leu
KIFC2 kinesin_family_member_C2 c.600G>T p.GIn200His
KIFC2 kinesin_family_member_C2 c.604A>T p.lle202Phe

Per comprovar si aquestes variants podrien ser marcadors que prediuen que la

mutacio es trobava en aquest cromosoma; i que en l'individu 111.9 havia patit alguna

recombinacio, es van estudiar marcadors que es trobaven a diferents distancies del

lloc on es eren aquestes dues variants. Es realitza I'estudi de I'haplotip als diferents

membres, segons el descrit a I'apartat 3.9.1 material i métodes. Els resultats es

troben a la taula 17.
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Taula 17: estudi de I'haplotip als diferents individus afectes de la familia RPN89.

A la taula es descriuen els gens, la posicio al cromosoma i les bases sequienciades als dos al-lels.
En blau, la regié d’homozigositat de 'individu 111.9

GEN Posicio variant | H3PIOP | pogg | Rpgt [ RP75 | RP72 | RP78 | 894 |89l |soav | 76 | 82
cromosoma 8 afecte
RIPK2 | 89758381 44% | A/G AA AG AG AG | AA
SPAGL | 10019423120% | A/GAC AGAC | AA | AA [A/GAC| AA [TAA | AA |A/GAC|A/GAC|AIGAC
CSMD3 | 112231766 42%| CIA GG GT GG GT | &G
TBCID3L | 123084075 41% |  C/G CcG CcG Co
G 132072774 9% |  GA GA GG | M | Ge | AA |GG |GG | GG | GA | GG
132072814 9% |  AG AG AG | GG | AG | GG | AA | AG | AA | AG | AG
COL22A1 | 138596832 6% | TC T ™ m || T | ||| T|TT|TC
AGO..2 140549186 cT c cc cc | et | cc | cr | cc | cc cT | cr
TOPIMT | 143325505 <1% |  AG A AA A | AG | AA | AG | AA | AA AG | AG
NRBP2 | 143835490<1% |  GA T cr ct | cr | cr |crfecc]er cr | cr
KIFC2 | 144467615 <1% |  GT T GT GT | 6T | 6T | 6T | GG | GT | GT | GT | GT
144467619 <1% | AT T AT AT | AT | AT | AT | AA | AT | AT | AT | AT
ARGH-065 | 144700520 46% |  AG A AG AA | AG | AA | AG | AG | AA | AA | AG | AG
ARGH-161 | 144700520 40% |  CG c cG cc | ce | cc | ce | ce|cc|cc|ce| ce
ARGH-884 | 144700520 40% |  CT c cT cc | et | cc | et | er|cc|cc|oer| oecr
ZNF517 | 144807960 1% cT c cc cc | ct| cc | et |cc|cc|ce|ct|cT
ZNF7 | 144841669 46%| GA A GA A | GA | GA | 6A | GG | AA | AA | GA | GA
ZNF250 |144880532  48%| AT AT AT AA | AT | AT | AT | TT | AA | AA | AT | AT

L’estudi d’haplotips va mostrar una regioé clarament homozigota en el pacient III.9,
de manera que es va procedir a la realitzacio de la técnica MLPA amb la Probemix
P-014 segons l'apartat 3.9.2 de material i métodes, per comprovar que aquest
pacient no presentés una regidé del cromosoma 8 delecionada. Es va escollir
aquesta mix perqué contenia 13 sondes en la regié suposadament homozigota per

lindividu I11.9.
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Taula18: resultats MLPA procedents de I'analisi de fragments.

Les sondes de la mix que corresponen a la regi6 delecionada son les encerclades

Probe target info All samples Reference samples
1.7 1.9 IV.6 6 596 996
PRKDC-6 08-049,028942 1,07 1,05 0,97 0,94 1,01 1,06
MOS-1 08-057,188797 1,08 1,05 0,99 1,05 0,92 1,04
CHD7-26 08-061,925685 1,17 0,98 1 1,08 0,93 1
MYBL1-14 08-067,641447 0,98 1,02 0,98 1,03 0,94 1,04
PRDM14-7 08-071,130073 0,99 1,01 1,02 1,04 0,97 0,99
NCOA2-8 08-071,238280 1,16 0,97 1 1,05 0,96 1
TCEB1-6 08-075,030774 0,89 0,98 1,04 1 0,94 1,06
TPD52-9 08-081,112844 0,92 0,98 0,91 1,06 0,93 1,02
E2F5-6 08-086,306925 0,73 0,99 0,91 1,03 0,92 1,06
RIPK2-3 08-090,846711 1,16 1 1,08 1,04 0,92 1,05
RAD54B-6 08-095,492631 1,19 1,1 0,84 1,02 0,97 1,01
08-098,742494 0,87 1,06 0,99 1,01 0,92 1,08
(| RRM2B-4 08-103,306313 0,97 1,03 0,97 1,01 0,95 1,04
08q(n=29) KLF10-3 08-103,733686 1,13 1,03 1,29 1,07 0,94 1
EBAGY9-3 08-110,632204 0,87 0,97 0,95 1,06 0,95 1
EIF3H-8 08-117,726436 0,96 1,01 1,09 1,03 0,94 1,03
EXT1-11 08-118,881023 0,8 0,97 0,86 1,02 0,95 1,03
RNF139-1 08-125,556615 0,72 0,92 1,22 0,99 0,96 1,04
MYC-3 08-128,822055 0,87 0,98 0,97 1,02 0,97 1,01
MYC-3 08-128,822147 1,12 0,96 0,98 1,04 0,95 1,01
ASAP1-30 08-131,136182 0,74 0,93 0,9 1,03 0,96 1,01
KCNQ3-14 08-133,213616 0,92 0,97 0,88 1,02 0,97 1,01
SLA-9 08-134,120065 0,9 0,99 1 1,04 0,95 1,02
WISP1-5 08-134,309404 1,03 0,93 1,01 0,99 1,02 0,99
NDRG1-6 08-134,340582 1,16 1,07 1,19 1,03 0,97 1
KHDRBS3-4 08-136,630197 0,9 0,95 0,86 1,04 0,93 1,04
PTK2-26 08-141,781923 0,95 1,01 0,91 1,01 0,96 1,03
PTP4A3-4 08-142,506802 0,8 0,89 0,9 1,01 0,99 1,01
RECQL4-13 _J 08-145,709832 0,82 0,94 1,17 0,98 1,01 1

Les dades resultants després de la realitzacié de la técnica van mostrar que no hi
havia cap delecio en el pacient 1.9, de manera que es va descartar la hipotesi de la

delecio.

Al pacient 1V.26, i als individus 111.13 i IV.29 (no afectes) de la part dreta de la
familia, se’ls detecta mitjangant MLPA una duplicacié en els exons 9,10,11, i 12 del
gen PRPF31. El mateix assaig es realitza a altres membres de la familia afectes de
RP (IV.6, IIl.7 i IV.13), dels quals només un contenia la duplicacid, i els altres dos
eren salvatges. Al haver-hi dos afectes sense duplicacid, es descarta aquesta

variant com a unica responsable de la RP en la familia. Els resultats obtinguts obren
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la possibilitat que dues mutacions diferents siguin les causants de la RP en aquesta
familia. Desafortunadament, alguns individus afectes de la branca dreta (Ill.12 i

IV.22) es van negar a participar a I'estudi.

4.3- Caracteritzacié iPSCs i avaluacié de la pluripoténcia

Obtencié iPSCs

A partir del cultiu primari de fibroblasts, es van obtenir iPSCs aplicant el descrit a
l'apartat 3.9.2 de material i métodes. La primera comprovacié sobre la correcta
obtencié de iPSCs, es realitza mitjangant la visualitzaci6 de la morfologia al

microscopi electronic.

Colonia iPSCs

Feeder cells: human
foreskin fibroblasts
(ATCC2429)

Figura 22: visualitzacio colonies hiPSCs al microscopi electronic.

La imatge mostra el creixement en colonies i la forma poligonal caracteristica de les cél-lules
pluripotents

Eliminacié gens virals

Un cop obtingudes les cél-lules pluripotents, s’ha de comprovar que no contenen
restes de gens ni factors de reprogramacio exodgens procedents del virus Sendai
utilitzat per la induccié de la pluripoténcia. La confirmacié de I'abséncia de gens

virals es va dur a terme segons el descrit a 'apartat 3.9.3 (A) de material i métodes.
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Figura 23: Gel agarosa 2% on es mostren les bandes procedents de la RT-PCR dels factors de
reprogramacio exogens i DNA viral.

RP2-FiPS4F1: colonia d'iPSCs procedent del passatge 8. C+: colonia d'iPSCs procedent passatge 1.

Expressié mutacio PRPF8

Un cop les colonies de iPSCs s’han format i diferenciat, s’ha de confirmar que

durant la seva replicacio, no han patit cap variacié genética. Per aix0 es va realitzar

'amplificacio de I'ex6 42 del PRPF8 (que és el que conté la mutacié) segons

'apartat 3.9.3 (F) de material i métodes.
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Figura 24: Cromatogrames que mostren la seqiiéncia al voltant de la mutacié (PRPFS8,
€.6974_6994del21bp) en hiPSCs de pacient i del control sa.

La seqléncia delecionada esta marcada entre fletxes, i el codo stop prematur que es forma quan hi ha
mutacié esta subratllat en blau.
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Expressio marcadors pluripoténcia

Altre requisit que han de complir les cél-lules pluripotents per ser caracteritzades
com a tals, és I'expressioé de marcadors de pluripoténcia. Es va realitzar I'assaig de

RT-PCR segons I'apartat 3.9.3 (G) de material i métodes.

-
‘m‘ [°N
g3
2 T
(=] g
588
w x c o
ocT4
SOX2 Figura 25: RT_PCR Semiquantitativa.
NANOG Mostra I'expressio dels marcadors associats a
TERT pluripoténcia: OCT-4, SOX2, NANOG, TERT, FGF4,
FGF4 REX1, GDF3, DPPA2.
rex1 RSN
oors I el
orea2 NN
LT S ——

Les cél-lules embrionaries son control positiu dels marcadors, ja que son cél-lules
pluripotents. Contrariament al fibroblast (control negatiu de pluripoténcia), que
unicament expressa la GAPDH (housekeeping gene). El control negatiu es una

reaccio sense RNA.

Inmunocitoquimica i fosfatasa alcalina

Els assajos d’'inmunocitoquimica i de fosfatasa alcalina es van realitzar segons els
apartats 3.9.3 (B i H) de material i métodes. Els factors de transcripci6 OCT-4,
NANOG i SOX2 només s’expressen en cel-lules pluripotents (no diferenciades),
igual que el marcador de superficie SSEA-4. El TRA-1-81 és un anticos muri que
reconeix determinats epitops de proteines humanes que Unicament s’expressen en

cél-lules pluripotents, i que deixen d’expressar-se quan la cél-lula entra en procés
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de diferenciacié. Igual que l'activitat de la fosfatasa alcalina, que és molt més

elevada en cél-lules mare o pluripotents.

Figura 26: Immunofluorescéncia que mostra
I'expressié de marcadors de pluripoténcia: factors de
transcripcio OCT-4, NANOG, SOX2, i marcadors de

superficie SSEA-4

Tincioé blava: DAPI
AP: tincio positiva de I'activitat fosfatasa alcalina

(Scale bars 500um)

Assaig teratoma

La capacitat que tenen les cél-lules pluripotents de formar teratoma és una altra de
les caracteristiques que s’han de comprovar quan es treballa amb aquest tipus
cel-lular. El procediment que es va seguir per aquest assaig esta descrit a I'apartat

3.9.3 (C) de material i métodes.

Figura 27: Imatge del teratoma 5 setmanes post-injeccio
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Es va extreure el teratoma i es comprova que el tumor contenia cél-lules derivades
de les tres capes germinals: endoderma (teixit que doéna lloc a la major part
d'drgans interns tous); ectoderma (teixit que dona cél-lules neuronals i retina) i

mesoderma (teixit que dona lloc a cel-lules de muscul estriat, ossos, cartilag i teixit

adipos).
Figura 28: Imatges obtingudes amb microscopi optic de les 3
capes germinals: ectoderma, mesoderma i endoderma
NPT: teixit neural pigmentat NE: neuroepitelialN: neural AT: teixit adipos
C: cartilag M: muscle GE: epiteli intestinal
(Scale bar: 500 pm)
Analisi cariotip

L’analisi del cariotip es va realitzar per comprovar la integritat del genoma de les
iPSCs. Es va dur a terme segons les instruccions descrites a 'apartat 3.9.3 (D). Es
important comprovar que durant tot el procés de reprogramacio, les cél-lules no
hagin patit cap tipus d’alteracid6 cromosodmica, i aixi confirmar que el cariotip és

idéntic a les ceél-lules originals de les quals provenen.
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digo de Biobanco: 32140126008 Fecha de entrada: 08/05/2014
Cédigo de Biobanco: 32140130008 Fecha de entrada: 08/05/2014  digo de Origen: HufS Clond £5 Tipo de muestra:  LINEA CELULAR
Cédigo de Origen: Hofs Clon 75 Tipo de muestra:  LINEA CELULAR Técnica; Bandas G

Técnica: Bandas G ticion de servicio: 32140022pc01
Peticion de servicio: 32140022PC0 - % ’ )
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st Nk Y 2 LhN :

» .8 ;. ¢ ”
i (e 3 0 W 3} o K
is B & 0 3 it e T e e S S
LU I | LS LI ||
L1 2 [ ]] an [t (1 B T [ m 7 B
M 8 s
LL] L L av oa ,' 3 ‘—" ) 3 —
iotipo: 46,XX
Cariotipo: 46,XX

agndstico citogenético:  Cariotipo femenine normal
Diagndstico citogenético: Cariotipo femenino normal

Figura 29: Analisi cariotip. Imatges de 2 clons diferents de les iPSCs (RP2-FiPS4F1) procedents de
fibroblasts de la pacient.

RP2-FiPS4F1: cariotip normal femeni (46, XX)

Fingerprinting

Per confirmar la identitat genetica entre fibroblasts d’origen i la linia d’iPSCs
obtinguda a partir d’'aquests, s’estudien uns determinats marcadors microsatel-lits;
els quals donen el percentatge d’identitat entre els dos tipus de ceél-lules. L’analisi
d’aquests marcadors es realitza seguint el procediment descrit a 'apartat 3.9.3 (E)

de material i métodes.

Taula 19: analisi fingerprinting on es mostra la igualtat de marcadors
microsatel-lits en ambdds tipus cel-lulars

STR Fibroblasts | RP2-FiPS4F1
AMEL X X
CSF1PO 11,13 11,13
D13s317 11,14 11,14
D16S539 13 13
D21s11 29,31 29,31
D55818 11,12 11,12
D75820 9,10 9,10
THO1 2.3 2.3
TPOX 8,12 8,12
VWA 16,17 16,17
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4.4- Diferenciacio i caracteritzacio de cél-lules especifiques RPE

Les cél-lules d’epiteli pigmentari retinia es van obtenir a partir de iPSCs mitjangant
el procediment de diferenciacié descrit a 'apartat 3.9.4 de material i métodes. Per
microscopia electronica es comprova la morfologia i la pigmentacié caracteristica
d’aquest tipus cel-lular. La caracteritzacid es realitza a partir de I'expressié de
marcadors especifics de cél-lules RPE, tal i com es descriu a l'apartat 3.9.4 de
material i meétodes. Aquestes cél-lules també van quedar -caracteritzades
posteriorment, amb els resultats obtinguts a partir del transcriptoma, mostrant

expressié caracteristica de gens especifics de retina, com: NRL, RP1, ROM1,

PRPH?2, etc.

(resultats no publicats)

4.5- Analisi expressié diferencial

4.5.1- Analisi RNA total extret
S’avalua la qualitat del RNA extret, tant de cél-lules RPE diferenciades com dels

fibroblasts originaris, segons I'apartat 3.2.3 de material i métodes.

Electrophoresis File Run Summary

[s] Instrument Information:

SR
_________ % o o InstumentName: SAM Firmware: C01.069
¥ T EEEEEEEEGEGEE O__. )
LI I A A T A T DES4704518 Type:  G2938C
o [ & | BN icsayoniginPain C:\Program Files\Agilent|2100 bioanalyzer\ 2100
expertiassays\RNA\Eukaryote Total RNA Nano Series ILxsy
65 —
Assay Olass: Eukaryote Taotal RNA Nano
60 —
Versian: 26
== hssay Comments: Tokal RNA Analysis ng sensitivity (Eukaryote)
50—
— [ [ YR ————— — & Copyright 2003 - 2009 Agilent Technologies, Inc.
Lo Chip Information:
@ - R T I il Chip Lot #:
3B - Reagent Kit Lot #:
0 — Chip Comments:

Figura 30: quantificacio RNA total de les 12 mostres de RNA.

Als carrils electroforétics es poden observar dues bandes a cada mostra, corresponents a les
subunitats 28S i 18S del rRNA. (Agilent 2100 bioanalyzer)
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4.5.2- Control de qualitat RNAseq
La seqlienciaci6 de RNA es va realitzar segons el descrit a I'apartat 3.9.5 de
material i métodes. L’experiment es realitza sobre 3 répliques de cada condicié. El
nombre de lectures abans i després de la quantificacié i normalitzacié es mostra a

la taula 20.

Taula 20: Nombre de lectures de sequéncia.

Per cada mostra es presenta la condicio (Cond), el nombre de lectures sense filtrar (Raw Cuts), el
nombre de comptes després del pre-processament (After.PP), el percentatge de lectures duplicades
(P.Dup), el nombre de lectures alineades (Aligned), el percentatge de lectures alineades (P.Al), mida

de llibreria utilitzada per la normalitzacié (Lib.Sz) i els factors de normalitzacié (Norm.F)

Sample Cond Raw.Ct=s After. PP P.Dup Alpgned P.Al Lib.Sz Norm.F
Fibrobl Pacientel ~ FibroPaciente 12170413 12131734 50.9 11226083 925 11213201 0.84991
Fibrobl Paciente2 FibroPaciente — 20756110 20665015 64.7 18888150 91.4 18863116 0.82923

FibroPaciente FibroPaciente 114186450 111176460 82,7 100001815 809 00873892 0.86065
Fibrobl Sano3 FibroSano 20072604 20923190 64.8 19455481  93.0 19433992 0.83934
I Fibrobl Sanod FibroSano 14833268 14800329 60.6 13710987 92.6 13695062 0.81958
FibroSano FibroSano 06704540 95600961 90.7 83433068 87.3 83306552 0995811
RPEPaciente RPEPaciente 103766579 93160086 86.0 84530367 86.1 83843475 1.17766

RPE_Paciente’ RPEPaciente 23382002 23350836 61.2 20515557 B7.O 20451966 1.09197
RPE_Pacientef RPEPaciente 23344768 23303759 60.5 20772952 BY9.1 20729671  1.05850

RPESano RPESano 131160522 127671673 76.9 100073160 T84 09738712 1.24777
RPE_Sano7 RPESano 28820147 28767062 59.2 23016828 83.1 23842443 1.22079
RPE_Sanc8 RPESano 32146709 32077996 66.3 27479121 B5.T 27403336  1.15807

L’analisi final dels resultats de I'expressié diferencial es realitza amb les dades de
les 3 répliques, ja qué el percentatge de lectures alineades en els protocols dels

experiments estandards entraven dins el rang esperat: 85-90%.

Agrupacio de mostres

Les figures 31 i 32 mostren com s’agrupen les diferents poblacions cel-lulars en
funcié de la condicidé o fenotip (sa o malalt) i el tipus cel-lular (fibroblast o cel-lula
RPE). Aquest és un analisi que presenta la variacid bioldgica entre les mostres,

basant-se en I'expressio dels gens més caracteristics de cada poblacié cel-lular.
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BCV distance

Dimansion 2

Figura 31: Agrupacié de mostres.

L’agrupacié de mostres es realitza comparant el nivell d’expressioé dels 500 gens que presenten les
desviacions estandards més elevades entre mostres. Les distancies es poden interpretar com el
coeficient de variacio biologica (BCV)

La seglent figura és un grafic de correlaci6 o “Heatmap”, la qual ens ddna
informacié de la correlacié dels gens expressats entre cada réplica. Compara tots
els gens expressats a cada un dels tipus cel-lulars, contra tots els altres. D’aquesta

manera s’elaboren els dendrogrames. Els CPM sén els “counts per milions”

Figura 32: Grafic de correlacio
Distancia per parells entre les mostres; calculada per comparacioé del nivell d’expressioé

[log2(normalized CPM)] de tots els gens seleccionats coma expressats. Les distancies creixents estan
representades per colors que varien des del vermell al blanc.
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4.5.3- Resultats expressio diferencial
Per la realitzacié d’aquest analisi estadistic, amb el paquet Limma 3.32.15 només
es van considerar aquells gens que almenys tenien un compte/mili6 en com a

minim 3 mostres.

Expressi6 diferencial general

El nombre de gens diferencialment expressats (amb ajust p-value <0.05) obtinguts

segons el fenotip, va ser de 193 pels fibroblasts i de 5212 per cél-lules RPE.

FibroPac_vs_Sano SmearPlot

lngzFC

Log2i{AvrE=p)

RPEPac¢_vs_Sano SmearPlot

I0gzFC

LogziAwrE=p)

Figura 33: Diferéncies de nivell d’expressio (log2FC) versus la mitjana d’expressio (log2(AvgExp)) de
totes les mostres, per a cada gen individual.

Els gens diferencialment expressats (p-value ajustat <0.05) es mostren com a punts vermells. Les
linies blaves corresponen al logFC entre 1 i -1; que son els canvis entre 2 i -2.

Expressio diferencial de gens especifics (llista RP)

Els gens diferencialment expressats entre cél-lules RPE de pacient i de sa era tan
elevat (5212), que s'inicia I'estudi d’expressio diferencial dels gens continguts a la
llista RP, elaborada segons apartat 3.9.6 de material i métodes. D’aquesta manera
només s’estudia la variacié I'expressid de gens especifics de retina, ja que la

patologia es déna en aquest organ. Al observar el comportament d’aquests gens en
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cél-lules RPE, es van trobar 46 gens de la llista RP diferencialment expressats: 29
gens sobre-expressats en cél-lules RPE de pacient i 17 infra-expressats (o sobre-
expressats en RPE control). En canvi, en fibroblasts, Gnicament es troba el gen

RIMS1 diferencialment expressat (sobre-expressat en pacient).

A les taules 21 i 22 es mostren amb detall els gens de la llista RP que estan activats
o reprimits en cél-lules RPE, de forma significativa: amb un p-valor ajustat inferior a

0.05

Taula21: gens especifics RP sobre-expressats en cel-lules RPE de pacient vs sa

ENSEMBL Symbol Adj. p.value Fold change
ENSG00000166278 c2 0.003808518 6,544
ENSG00000100997 ABHD12 0.003994548 2,250
ENSG00000119681 LTBP2 0.004001815 8,534
ENSG00000243649 CFB 0.004301115 4,674
ENSG00000156973 PDE6D 0.005901446 2,048
ENSG00000108370 RGS9 0.006856765 3,086
ENSG00000198513 ATL1 0.006891962 3,672
ENSG00000136425 CiB2 0.00888479 3,059
ENSG00000065154 OAT 0.00968424 1,615
ENSG00000118217 ATF6 0.01062804 1,431
ENSG00000197579 TOPORS 0.01169506 1,429
ENSG00000127838 PNKD 0.01216932 0,012
ENSG00000125741 OPA3 0.01312338 1,366
ENSG00000122550 KLHL7 0.01509543 1,352
ENSG00000172071 EIF2AK3 0.01727047 1,533
ENSG00000124659 TBCC 0.01735226 1,766
ENSG00000091482 SMPX 0.02544323 2,462
ENSG00000171202 TMEM126A 0.02687646 1,608
ENSG00000186868 MAPT 0.02851929 5,171
ENSG00000163359 COL6A3 0.02954519 15,238
ENSG00000123240 OPTN 0.03068763 1,665
ENSG00000135338 LCA5 0.03118708 1,570
ENSG00000102119 EMD 0.03611101 1,389
ENSG00000122507 BBS9 0.03902125 1,343
ENSGO00000118402 ELOVL4 0.04019646 1,915
ENSG00000215612 HMX1 0.04633148 18,513
ENSG00000138175 ARL3 0.01409435 1,961
ENSG00000102931 ARL2BP 0.009002576 1,742
ENSG00000176842 IRX5 0.03428439 2,725
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Taula22: gens especifics RP reprimits en cél-lules RPE de pacient vs sa

ENSEMBL Symbol Adj. p.value Fold change
ENSG00000162769 FLVCR1 0.002168256 -2,216
ENSG00000144061 NPHP1 0.008660831 -2,149
ENSG00000113971 NPHP3 0.01004924 -1,987
ENSG00000177082 WDR73 0.01004924 -1,728
ENSG00000157796 WDR19 0.01090329 -1,900
ENSG00000095397 WHRN 0.01372455 -1,615
ENSG00000042317 SPATA7 0.01372455 -1,615
ENSG00000079841 RIMS1 0.01488952 -2,157
ENSG00000096093 EFHC1 0.02750142 -2,053
ENSG00000164073 MFSD8 0.02831847 -1,558
ENSG00000117360 PRPF3 0.02914364 -1,409
ENSG00000138002 IFT172 0.03127648 -1,581
ENSG00000131697 NPHP4 0.0397236 -1,426
ENSG00000198707 CEP290 0.04828991 -1,580
ENSG00000046651 OFD1 0.004687297 -1,739
ENSG00000167434 CA4 0.04370844 -16,563
ENSG00000112232 KHDRBS2 0.0006483311 -174,723

En fibroblasts, només el gen RIMS1 (ENSGO00000079841) dels especifics de la
llista RP va presentar expressié diferencial entre pacient i control (Adj p-

value=0.00292; fold-change=13.5)

Analisi funcional dels gens diferencialment expressats en cel-lules RPE

L’analisi de sobre-representacié dels gens diferencialment expressats orientat als
processos biologics GO va mostrar 30 gene sets estadisticament significatius per a
un punt de tall de p-value 0.001. A la figura 34 es troben representats només els 20
gene sets més significatius per aquest estudi; dels quals els que cal remarcar sén
tots aquells relacionats amb el processament de mRNA i splicing, i la regulacié dels

processos de catabolisme proteic.
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DNA repair [ ]
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RNA splicing [ ] )
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Figura 34: Dotplot for 20 most significative GO biological processes gene-sets in retina.

L’analisi de sobre-representacié dels gens diferencialment expressats que integren
les rutes metabodliques KEGG, esta representat a la figura 35. Els que son rellevants
en aquest estudi son les families de gens que intervenen en: la formaci6 del
spliceosoma, el processament proteic al reticle endoplasmatic, I'exportacid de
proteines, la fosforilacié oxidativa i la formacié del proteasoma. La major part dels
gens diferencialment expressats que formen part del proteasoma, del sistema UPR

(Unfolded protein response), i de la fosforilacid oxidativa; es troben sobre-

expressats en RPE de pacient.

Epstein-Barr virus infection @ C:u;:

Protein processing in endoplasmic reticulum [ ] @ i

Alzheimer's disease @ @«

Spliceosome ] @50

Oxidative phosphorylation ® [ X
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Oocyle meiosis ] p-adjust
Proteasome L] 0.04
Fanconi anemia pathway L] 0.03
Homologous recombination ® 002
Protein export{ = e
0.01 0.02 0.03 0.04
GeneRatio

Figura 35: : Results of KEGG pathways gene-sets over-representation analysis

(FDR < 0.01) in retina (Patient Vs Control).
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Segons aquestes dues aproximacions, entre els processos bioldgics més
significatius, destaquen aquells relacionats amb el splicing i la
degradacié/processament de proteines per ubiquitinacié6. Entre els gens
diferencialment expressats (activats en RPE de pacient) relacionats amb la
ubiquitinacio es troben: NEDD4, TOPORS, SIAH1, KLHL7, RanBP2, PIAS3, UCH-

L3, UCH-L1/PGP9.5, USP11, UBE2B, UBE2K i UBE2ES3.

4.5.4- Analisi d’esdeveniments de splicing i estudi d’isoformes

Estudi splicing alternatiu

Cél-lules RPE: comparacié pacient Vs control

SwitchSeq va identificar 1795 isoformes subjectes a variacié o switching. A la
figura 36 es mostra la distribucio d’'isoformes que presenten variacié de transcrits en

comparar cel-lules de RPE entre pacient i control.

Distribucid d'isoformes en: RPE pacient RPE contral

Monsense mediated
decay

Processed

transoipt

120
139
1098

Protein coding 1455

Retained intron 21

Figura 36: Distribucio d’isoformes en cél-lules RPE de pacient i control.

En aquest contrast, que permet veure la distribucié del nombre d’isoformes en el
mateix tipus cel-lular, pero diferent condicié patoldgica, s’observa una disminucié
del nombre d’isoformes amb retencié d’introns al cas de les cél-lules pacient (4.5%)
respecte del control (19%); i un augment d’isoformes potencialment codificants

(81% en pacient i 61% en control).
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Amb la eina DEXSeq s’analitza la utilitzacié diferencial d’introns. En cél-lules RPE
va mostrar 16802 esdeveniments d’utilitzacié diferencial d’introns. La distribucié
d’'aquests esdeveniments entre pacient i control es troba representada a la figura

37.

IR Pacient 723

IR Control 16079

0 5000 10000 15000 20000

Figura 37: Utilitzacio diferencial d’introns en cél-lules RPE.

IR: intron retention

Aquest contrast mostra com les cél-lules RPE de pacient presenten molt menys

fendmens de retencié d’introns que les del control (22 vegades menys).

Fibroblasts: comparacié pacient Vs control

En fibroblasts, SwitchSeq va identificar 1339 esdeveniments de switching. El perfil
de les isoformes en funcio del biotip (figura 38), van resultar practicament idéntics

entre fibroblasts de pacient i control.

Distribucio d'isoformes en: fibroblasts pacient fibroblasts control
Nonsense mediated
103
decay 102
Processed transcript 118 - 129
Protein coding 101z | [N 1014
Retained intran 96 B =2

Figura 38: Distribucié d’isoformes en fibroblasts de pacient i control
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Aquest contrast mostra una distribucié molt similar entre els diferents tipus de

transcrits en fibroblasts de pacient i de control.

La eina DEXSeq va mostrar només 42 esdeveniments de rencié d’introns en
fibroblasts. La distribucié d’aquests esdeveniments entre pacient i control es troba

representada a la figura 39.

IR Pacient 7

IR Control 35

0 50 100

Figura 39: Utilitzacio diferencial d’introns en fibroblasts.

IR: intron retention

En fibroblasts, el procés de retencié d’introns suposa 5 vegades més en control que

en pacient.

Pacient: comparacio cél-lules RPE Vs fibroblasts

En mostres de pacient, SwitchSeq va mostrar 2078 gens amb switching

d’'isoformes. La distribucio per biotips a cada tipus cel-lular es mostra a la figura 40.

Distribucié d'isoformes en: RPE pacient fibroblasts pacient

Nonsense mediated... 117

Processed transcript 160
Protein coding 1647 1539

Retained intron 154

Figura 40: Distribucié d’isoformes entre cél-lules RPE i fibroblasts de pacient.
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En pacients, tal i com es pot veure a la figura 42, el perfil d'isoformes que mostren
splicing alternatiu és similar entre fibroblasts i cél-lules RPE. El percentatge de
transcrits potencialment codificants és del 79% en cél-lules RPE i del 74% en
fibroblasts; i el percentatge de transcrits amb retencié d’introns és del 7.4% en

cel-lules RPE i del 7.7% fibroblasts.

DEXSeq en pacient va detectar 7104 esdeveniments de retencié d’introns. La

distribucio entre els tipus cel-lulars es troba representada a la figura 41.

IR RPE 4281

IR fibroblasts 2823

0 2000 4000 6000

Figura 41: Utilitzacio diferencial d’introns en pacient

. IR: intron retention

Control: comparacié cél-lules RPE Vs fibroblasts

En mostres control, al comparar la utilitzacié d’isoformes entre fibroblasts i cél-lules

RPE, es va detectar variacié en 2600 variants transcripcionals.

Distribucié d'isoformes en: RPE control fibroblasts control
Nonsense mediated decay 146 178
Processed transcript 242 236
Protein coding 792 2024
Retained intron 421 161

Figura 42: Distribucio d’isoformes entre cél-lules RPE i fibroblasts en control.

95



Resultats

A la figura 42, es representa la distribucié de les variants transcripcionals per biotips
en els diferents tipus cel-lular (RPE i fibroblasts) del control. Es pot observar com
les variants transcripcionals varien a cada tipus cel-lular, essent els transcrits amb
més diferéncia els que donen retencié d’introns amb un 16% en cél-lules RPE i un
6% en fibroblasts.

En mostres control; a diferéncia de les mostres de pacient on el perfil de transcrits
entre tipus cel-lular era molt similar; el perfil d'isoformes relatiu varia molt més,
sobre tot en aquells que donen lloc a la retencioé d’introns, essent molt més elevat al

tipus cel-lular RPE.

DEXSeq en control va trobar 28260 esdeveniments de retencié d’introns. La
distribucié d’aquests esdeveniments entre fibroblasts i cél-lules RPE de control es

troba representada a la figura 43.

IR RPE 25596

IR fibroblasts 2664

0 20000

Figura 43: Utilitzacié diferencial d’introns en control.

IR: intron retention

En mostres de pacient, el fenomen de retencié d’introns és molt superior en
cél-lules RPE que en fibroblasts. Perd si es compara aquesta diferéncia de retencié
d’introns entre cel-lules RPE i fibroblasts; en pacient i en control; la diferéncia és
molt superior entre cél-lules de control (9,6 vegades més), que entre cél-lules de

pacient (1,5).
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Estudi isoformes

Dins les possibles funcions cel-lulars que semblen diferenciar-se en cél-lules RPE
mutades en PRPF8, que es relacinen amb la RP, destaca la funcié ciliar. Dels gens
de la llista RP, hi ha un exemple on es pot visualitzar la variacié d’isoformes
transcrites i la utilitzacio diferencial d’'introns i exons en funcio de si la cél-lula RPE
en estudi és salvatge (control) o mutada (pacient). Per aquest estudi es van utilitzar

les eines bioinformatiques anteriors.

El gen UNC119 va mostrar variacio d’isoformes i utilitzacio diferencial d’exons i
introns al comparar cél-lules RPE. La mateixa comparativa en fibroblasts no va
donar diferéncies significatives entre isoformes. A la taula 23 venen representades
les proporcions de les diferents isoformes obtingudes per ASapp en cél-lules RPE.
Es pot observar com al control, la isoforma majoritaria és la ENST00000301032; i
en canvi, al pacient, la isoforma predominant és ENST00000335765. ASapp no va
mostrar cap fenomen de variacié al comparar els transcrits dels fibroblasts, on tant
a pacient com a control, la isoforma majoritaria és la ENST00000335765 amb un
69% i un 67%, respectivament. Entre fibroblasts, el perfil dels transcrits entre
pacient i control sén molt similars, al contrari que el que es pot observar entre els

transcrits de les cél-lules RPE.

Taula 23: proporcio de les diferents isoformes seqiienciades del gen UNC1719 en cél-lules RPE

TRANSCRIPTS 1Is0% CONTROL | Iso% PATIENT Biotype Description
ENST00000301032 40.65* 29.98 Prot cod (B) CCDS11234
ENST00000335765 15.56 46.08* Prot cod (A) |CCDS11233
ENST00000470125 5,7 1,46 Prot cod
ENST00000484980 17.05 8.78 Protcod (C) | CCDS82094
ENST00000487844 10,64 5,64 Retained intron
ENST00000578434 10,3 7,2 Retained intron

* Major isoform in that condition.
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A la figura 44 es veu representada la utilitzacié diferencial d’exons per al gen
UNC119, la qual confirma la diferent proporcio de transcrits que es mostra a la taula
23 per a cada condici6. E13 esta més expressat en control, i esta associat
exclusivament a la isoforma ENST00000484980. E4 <s’associa a
ENSTO00000301032, que també es troba més expressada en control. Els exons ES8,
E9, i E17, que es troben més expressat en pacient, s’associen també a la isoforma
ENSTO00000335765, que també és més abundant en pacient. E10 esta associat
exclusivament a la isoforma ENST00000487844, que presenta retencio d’intro i

estaria més expressada en RPE control.

ENSG00000109103 - Control Patient

Exon usage

f T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
E001 E003 E00S E007 E009 E011 E013 E01S E017 E019 E021

28546707 28547369 28548032 28548694 28549356 28550019 28550681 28551343 28552006 28552663

Figura 44: Utilitzaci6 diferencial d’exons de UNC119 en cél-lules RPE

Els exons color lila presenten diferéncies estadisticament significatives.

La isoforma A consta de 240 aminoacids. Es la forma canonica i la que es troba de
forma maijoritaria i en igual proporcié, entre fibroblasts de pacient i control. En RPE
de pacient segueix sent la majoritaria amb un 46%. En canvi a RPE control, aquesta
isoforma disminueix fins a un 15 %, en augment d’altres isoformes com la B, la C i
d’altres no codificants amb retencié d’intré. De fet, la isoforma B (majoritaria en
control amb un 40%), consta de 220 aminoacids degut a que en el procés de
splicing, es reté un intré que provoca un canvi en el marc de lectura i 'aparicid d’un

codo stop; essent el seu extrem C-terminal completament diferent al de la forma
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canonica. La isoforma C, de 145 aminoaids, també augmenta considerablement en

RPE control respecte del pacient, la qual és idéntica a la isoforma A, des de la

metionina 96 fins a 'aminoacid 240; essent la part N-terminal la que les diferencia.
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5.- DISCUSSIO

Seqlienciacié massiva per captura en panells dirigits

Donada la trajectoria de la Unitat de Genética Molecular (UGM) de I'Hospital de
Terrassa en la detecci6 de mutacions causants de la retinosi pigmentaria
autosdmica dominant (adRP), es va dissenyar un panell dirigit de sequenciacio
massiva, que pogués permetre el diagnostic de no només la adRP, si no també les
formes recessives, lligades al cromosoma X, i també d’altres tipus de distrofies de

retina.

Es van analitzar 21 pacients, que presentaven una clinica de patologia retiniana,
amb el panell dirigit dissenyat a la UGM: RPv1-GeneSGKit®. Nou d’aquests
pacients (43%) van poder ser diagnosticats, ja qué es van trobar les mutacions
causants de la malaltia. Tres d’ells presentaven la malaltia de Stargardt, que
s’hereta de forma recessiva, als quals se’ls va trobar dues mutacions préviament
descrites, al gen ABCA4. Els altres 6 pacients presentaven una RP autosdmica
recessiva, trobant-se les 2 mutacions als seguents gens: PDE6A, CNGB1, USHZ2A,

EYS, PRCD i CNGAT.

A 5 pacients dels pacients analitzats (24%), se’ls va trobar possibles variants
candidates a ser la causa de la distrofia de retina que presentaven. Es parla de
possibles variants, ja qué no estan descrites a la bibliografia, pero tot i aixi, es van
filtrar degut a la seva frequéncia en la poblacié inferior al 1%; i a més, complien amb
el tipus de variant i amb la prediccié de consequéncies de mutacié que podria donar

lloc a la patogenicitat.

El pacient 1 (taula 11 de resultats), venia amb diagnostic oftalmologic de Stargardt.
Tenia una germana afecta i pares sans, la qual cosa coincideix amb I'heréncia

recessiva d’aquest sindrome. No es va trobar cap mutacio al gen ABCA4, que és el
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que es troba més frequentment mutat en aquests casos. Perd se’l troba una variant
no descrita en una regié de splicing al gen PROM1 (c.303+2T>C), el qual esta
associat a distrofia de cons i bastons, arRP i Stargardt. Al no tenir mostres de més
individus de la familia, no s’ha pogut ampliar I'estudi familiar. A més, caldria trobar
una segona mutacié per poder arribar al diagnostic definitiu. En aquest pacient
també se’n troba una nova variant missense (c.1238A>C) al gen TOPORS. Aquest
gen esta associat a RP autosomica dominant, i com que el fenotip és Stargardt,

seria poc probable que aquesta variant sigui la causant.

Al pacient 5 (taula 11 de resultats), que es va presentar com a cas aillat, es van
trobar 4 variants missense als gens RP1L1, VCAN i LRP5; totes elles descrites amb
significat incert. El gen RP1L1 esta associat a distrofia macular oculta, que s’hereta
de forma dominant (Akahori et al, 2010). El gen VCAN esta associat a
vitroretinopatia de Wagner, que també s’hereta de forma autosOmica dominant
(Miyamoto et al., 2005; Kloeckener-Gruissem et al., 2013). El gen LRP5 esta
associat a vitroretinopatia exsudativa, que s’hereta tant de forma dominant (Toomes
et al., 2004) com recessiva (Jiao et al., 2004). Cap d’aquestes 4 variants es va
poder associar amb certesa a la malaltia del pacient. Els pares, al no ser afectes,
descartarien una mutacié d’heréncia dominant, com és el RP71L1 i VCAN; a no ser
que fos una mutacié de novo. En el cas que I'heréncia fos recessiva, faltaria la

segona mutacio al gen LRPS.

El pacient 8 (taula 11 de resultats), amb possible distrofia de cons o Stargardt,
també va arribar de forma aillada. Se’l van trobar 3 variants al gen ABCA4, de les
quals dues d’elles, es troben en llocs de splicing (c.1356+4A>G i ¢.2744-5C>T) i
son de significat incert. La tercera variant (p.Gly961Glu) esta descrita com a
patogénica. També se li va trobar una altra variant de significat incert (p.Tyr43Cys)

al gen RHO. Cap de les quatre variants trobades es va poder associar de forma
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clara a la malaltia de Stargardt o distrofia de cons que presentava el pacient, per
manca de mostres d’altres individus de familia; ja qué el cas va arribar de forma
aillada. ElI gen ABCA4 esta associat a la malaltia de Stargardt (heréncia recessiva).
Com que només va sortir una mutacié patogénica, no es va poder completar el
diagnostic perqué faltava la segona mutacié al mateix gen. De les dues trobades
amb significat incert que es troben en llocs de splicing, no se’n coneix si podrien
alterar el processament del gen donant lloc a una proteina anomala; tot i qué els
predictors in silico no prediuen un possible efecte patogénic. El fet de no tenir
mostres d’altres individus de la familia, tant afectes com sans, no va permetre saber
amb certesa si alguna d’aquestes dues variants era causant de la malaltia
juntament amb la descrita com a patogénica.

La mutacié ¢c.128A>G (p.Tyr43Cys) al gen RHO esta descrita en pacients amb RP
(Stone 2003). Fins ara, totes les mutacions descrites al gen RHO s’han associat a
retinosi pigmentaria, o a ceguesa nocturna congénita; perd mai al fenotip de
Stargardt o distrofia de cons, que és el que presentava el pacient. Es recomanaria
la revisié del examen oftalmolodgic, tenint en compte que el pacient té un fenotip
Stargardt, que podria emmascarar el fenotip de RP provocat per la mutacié en

RHO.

Al pacient 10 (taula 11 de resultats), amb fenotip de Stargardt, es van trobar dues
variants no descrites. Una d’elles és una variant missense (p.Gly607Val) al gen
ABCA4, associat a malaltia de Stargardt; que per diagnosticar-lo, faria falta trobar
una segona mutacio, ja qué és d’heréncia recessiva. El fet que manqui aquesta
segona mutacioé no permet el diagnostic definitiu, que concordaria amb el fenotip del
pacient. La segona variant trobada és una frameshift (p.Tyr452LeufsTer13) que es
troba al gen PROM1. Aquest gen esta associat a la malaltia de Stargardt, perdo amb
un patré d’heréncia autosomica dominant. La variant ¢.1354dupT en heterozigosi

d’aquest gen, podria ser la causa de la malaltia, perd s’ha descrit a la bibliografia
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com a causant de distrofia de cons (Pras et al., 2009); no de Stargardt; i amb patré

d’heréncia recessiva.

Al pacient 17 (taula 11 de resultats), que venia amb fenotip de RP, es van trobar
dues variants no descrites, a gens associats a RP autosomica dominant: IMPDH1 i
RP1. Es van analitzar les dues variants a la mare, que era afecta, i també les tenia;
la qual cosa coincideix amb heréncia dominant. De les dues variants, segons la
prediccio de I'efecte, la p.Glu196Asp del gen IMPDH1 déna lloc a un efecte deleteri,
mentre que la variant p.Asn1484Lys del RP1 la prediccié de I'efecte és benigne. Tot
i aixi, no es va poder confirmar si alguna d’elles era causant directa de la malaltia, ja

queé no es van poder analitzar més individus de la familia.

Als 7 pacients restants analitzats amb el panell (33%), no se’ls va trobar cap
mutacid, ni cap variant candidata a ser la responsable de la retinopatia que
presentaven. Podria ser que les mutacions causants estiguessin en alguna regio no

coberta pel panell, o bé que es trobessin en alguna regio intronica.

Seqlienciacié de I'exoma complert (WES) per a la deteccié de gens candidats

Les sequéncies codificants del genoma constitueixen un 1% (30Mb) del genoma.
Més del 95% dels exons poden ser coberts per WES; i com que el 85% de les
malalties genétiques d’heréncia mendeliana cauen en regions codificants i
flanquejants; la sequenciacié de I'exoma, pot cobrir les mutacions que cauen en
aquestes regions (Mahdie 2013). Per aquest motiu, el WES és una eina potencial
per detectar noves mutacions en malalties hereditaries. En aquest treball, es va
aplicar la sequenciacié de I'exoma complert per a la deteccid de noves variants
candidates a ser les causants de la retinosi pigmentaria autosomica dominant en
quatre families préviament diagnosticades d’adRP, perd que no s’havien pogut

resoldre per panell NGS. El fet de no haver-se trobat la mutacié responsable de la
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malaltia en els gens coneguts, va portar a pensar que possiblement les mutacions
podrien estar en gens nous. Es va realitzar I'estudi de 'exoma comparatiu entre dos

o més individus afectes i un sa de cada una de les quatre families.

A partir de l'analisi de 21 possibles variants procedents de 'exoma de la familia
RP65 (taula 12) es va arribar a una variant candidata a ser la causant de la malaltia
situada al gen COL6A6 (p.Gly103Arg), que segregava perfectament en tots els
individus de la familia. Al ser un gen nou que mai havia estat associat a retinosi
pigmentaria; es realitza un estudi directe de la variant mitjiancant FRET, a pacients
de RP i també a individus sans, amb l'objectiu de comprovar si aquesta variant
podria ser detectada en algun altre pacient amb RP o en la poblacié control. El
COL6A6 és un gen que esta a una distancia d'una megabase del gen de la
rodopsina (on es troben la major part de mutacions que provoquen adRP), la qual
cosa implica un important lligament entre els dos gens, ja qué la distancia genética
és inferior a un centiMorgan. Aquest fet va portar a pensar que la mutacio
responsable de la malaltia estigués al gen RHO, i que la variant trobada al COL6A6
no fos la causa de la malaltia, si no un marcador que s’heretaria lligat amb la
mutacié responsable. Com les analisis anteriors fetes per NGS al cas index de la
familia, no van detectar cap tipus d’alteracidé en la seqliencia de RHO, es va
realitzar un analisi gendomic per MLPA, per descartar alguna delecié o duplicacié no
detectada per sequenciacié. L’analisi per MLPA es realitza a 5 individus afectes i a
un sa de la mateixa familia; i els resultats van mostrar una delecié en I'exdé 5 de
RHO en tots els afectes, en comparaciéo amb les mostres de referéncia. Aquesta
delecié es confirma a la resta d’individus de la familia mitjancant sequenciacié
directa per Sanger d’aquesta regio, trobant-se la delecié present en tots els
individus afectes, i absent en els sans. Tot i que no es pot descartar completament
que la variant en el gen COLG6AG sigui la responsable de la RP en aquesta familia,
és més probable que sigui un marcador que s’hereta de forma lligada amb la
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delecié trobada en el gen RHO (g.9281_10108del); essent aquesta ultima la

mutacié causant de la retinosi.

De l'estudi de I'exoma de la familia RP83, es van estudiar 16 variants com a
possibles candidates (taula 14), perd cap d’elles es troba en un altre individu afecte
que no fos els sequenciats per WES. Es van revisar els informes del diagnostic
oftalmologic dels diferents pacients, i I'aparicié primerenca de la simptomatologia de
RP en homes, i el fenotip variable en les pacients femenines va fer pensar que
podria ser que I'heréncia no fos dominant. Com que a la familia no hi havia
transmissi6 home-home, es va dur a terme la valoracié d’'una possible heréncia
lligada al cromosoma X. En primer lloc, es van estudiar per seqlienciacié directa
totes les variants filtrades procedent de I'exoma que es trobaven al cromosoma X.
Totes van ser descartades perqué cap d’elles segregava amb la resta d’individus de
la malaltia. Com que les analisis fetes anteriorment per seqlienciacidé massiva, no
van detectar cap tipus de mutacié en aquesta familia, es va procedir a I'estudi de la
regio ORF15 del gen RPGR, que és un gen associat a xIRP. La regi6 ORF15 (ultim
ex0 del gen) és una zona d’aquest gen que no queda ben coberta per sequenciacié
massiva (Ruddle et al., 2009) ja qué és una regié de seqliéncia molt repetitiva, i un
hotspot d’acumulacié de mutacions. Mutacions al gen RPGR causen un 20% de la
retinosi pigmentaria lligada al cromosoma X; i el 75% d’aquestes mutacions cauen a
la regi6 ORF 15 d’aquest. La sequenciacio directa d’aquesta regié va permetre
detectar la mutacié causant de la malaltia en aquesta familia: una delecié d’'un
parell de bases que provocava un canvi en el marc de lectura, i 'aparicié d’'un nou
codd de terminacié. La mutacioé ¢.2763_2764delGG (p.Glu922GlyfsTer156) es va
comprovar a tots els individus de la familia, estant present a tots els individus
afectes: els homes en hemizigosi amb un fenotip de RP més primerenc i sever; i les

dones portadores de la mutacid en heterozigosi, amb fenotips variables de la
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malaltia, sent la miopia un dels primers simptomes en apareixer, molt abans que la

retinosi.

A la familia RPF3, es van estudiar fins a 31 variants, la major part d’elles missense i
també alguna a la regi6 de splicing (taula15). Cap d’elles va arribar a ser candidata
a ser la causant de la malaltia, ja qué no segregaven amb la resta d’'individus de la
familia. Tot i afegir-se un nou membre afecte per la realitzacié de I'exoma, i aixi
poder acotar més les variants, no es va poder trobar la mutacié. Podria ser que la
mutacié causant estigués en alguna regié exodnica no coberta, o que s’hagués
sequenciat amb tan poca profunditat que no hagi passat els controls de qualitat de
la sequienciacio. Altra hipdtesi podria ser que les mutacions estiguessin situades a

parts més centrals dels introns, de manera que per WES no es sequencien.

L’dltima familia estudiada per WES va ser la RPN89. De 22 variants analitzades,
dues d’elles van ser les candidates a ser les responsables de la RP. Aquestes
variants es troben al mateix gen (KIFC2) i van lligades, ja qué estan només a 3
nucledtids de distancia: ¢.600G>T (p.GIn200His) i c.604A>T (p.lle202Phe). Les
dues variants segregaven perfectament a tots els individus de la branca esquerra
de la familia (figura 22), excepte en un dels afectes (l11.9), que no les presentava. El
fet que aquestes variants apareguessin a 9 dels 10 individus afectes analitzats, i en
cap dels 7 membres sans, va portar a pensar que si aquestes variants no eren la
causa de la RP, la mutacié responsable hauria d’estar en aquest cromosoma,
donant lloc a una heréncia lligada entre aquestes variants i la mutacié real.
D’aquesta manera, l'abséncia de les variants en lindividu 111.9, s’explicaria per
pérdua d’heterozigositat en aquesta regié. S’obri la possibilitat que aquest individu
tingués una delecio en aquesta regio. Per comprovar si la teoria de la homozigositat
de lindividu 111.9 es complia, es va fer un analisi d’haplotips. La seqlenciacidé de

marcadors en heterozigosi (SNPs de frequéncies en la poblacié d’aproximadament
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el 50%), a diferents distancies de les variants de KIFC2, va mostrar que l'individu
[11.9 tenia una regid de 44Mb en homozigosi en comparacio a la resta d’afectes
(taula 17). Aquests resultats de I'haplotip implicaven, o una homozigosi al-l€lica, o
bé, una homozigosi deguda a una delecio. La teoria de la delecié en aquesta regi6
va ser descartada a partir dels resultats obtinguts per analisi de MLPA; el qual va
demostrar que no hi havia cap delecié en aquest individu; de manera que, es
descarta que el gen KIFC2 fos un nou gen candidat a la RP.

Les variants del gen KIFC2 tampoc segregaven en la part dreta d’aquesta familia.
Perd en aquesta branca de la familia es detecta per MLPA una duplicacié dels
exons 9,10,11 i 12 de PRPF31 en un individu afecte de RP i en 2 sans. Com que
aquest gen té penetrancia incomplerta (Martinez-Gimeno et al., 2003; Rose &
Bhattacharya, 2016; Martin-Merida et al., 2017) no es va poder descartar la hipotesi
que aquesta duplicacié no fos la causa de la retinosi en la familia. Es realitza
assaig de MLPA a 3 individus afectes de la branca esquerra de la familia. El fet que
dos dells (lll.7 i IV.13) no presentessin la duplicacio, va fer que es descartés
aquesta duplicacié com a unica causa de RP en aquests individus. Els resultats
obtinguts podrien ser compatibles amb el fet que hi haguessin dues mutacions
diferents en la familia causants de la RP (Jones et al., 2017). Aixd podria explicar la

dificultat en la resolucié d’aquesta familia.

En aquest cas, de les quatre families analitzades, només una d’elles (la RP65) va
poder ser resolta per WES, i no de forma directa, si no per la variant marcadora al
gen COLG6A6, que va a portar a pensar en alguna mutacio al gen de la rodopsina.
De les tres families restants, una es va resoldre per gracies a la re-avaluacio dels
informes oftalmologics, que van desviar I'estudi cap a una RP lligada al cromosoma
X; iles altres dues encara romanen sense resoldre. Aquests estudis mostren que
'exoma comparatiu d’individus sans i afectes d’'una familia, permet la deteccié de
variants que podrien ser causants de la malaltia genética, com en aquest cas la
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variant trobada al gen COL6A6. Es, per tant, un bon métode per la recerca nous

gens candidats en malalties hereditaries. Tot i aixi, en aquest estudi s’han trobat

certes limitacions de la técnica, com poden ser:

la consideracio d’una variant com a causant, quan realment és un marcador
que s’hereta de forma conjunta amb la mutacié responsable. Aquest és el
cas de la variant en COL6A6 de la familia RP65.

mutacions que es troben en sequéncies molt repetitives que no queden ben
cobertes per sequenciacié massiva, com és el cas de la regi6 ORF15 del
gen RPGR (familia RP83).

la preséncia de més d’'una mutacio en la familia, causant de RP. Aixd fa que
I'analisi per parells d’'individus no sigui evident, de manera, que es complica
la resolucié de la familia. Aquests fets sén els que podrien tenir lloc a la
familia RPN89, on s’observa un patré d’heréncia diferent en dues branques.
mutacions degudes a mitjanes o grans delecions i inversions, que no son
detectades per sequenciacié massiva. Aquest seria el cas de la delecio en
'exé 5 de la RHO (familia RP65), que no va ser detectada per NGS. La
utilitzacié d’algoritmes especifics com Exome Hidden Markov Model (XHMM)
pot pal-liar, en alguns casos, aquesta limitacid6 (Almoguera et al., 2015;
Martin-Merida et al., 2017).

mutacions que es trobin en alguna regi6 codificant que no quedi detectada
per sequenciacio, degut a la impossibilitat del WES de cobrir al 100% totes
les regions exdniques.

mutacions regions no codificants, com regions introniques o reguladores.
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Obtencié iPSCs i diferenciacié a cel-lules RPE

A la Unitat de genética molecular (UGM) de I'Hospital de Terrassa es va resoldre
una familia amb adRP; on la mutacié causant de la malaltia és una delecié de 21
parell de bases en I'exd 42 del gen PRPF8 (pre-mRNA splicing factor 8) (Martinez
Gimeno et al, 2003). Aquesta mutacié, trobada en heterozigosi, és:
€.6974_6994del21bp (p.V2325fsX2329). Tot i que aquesta delecié es troba de
forma ubiqua a totes les cél-lules de I'organisme, Unicament és patogénica a nivell
de retina. Aquest gen és un dels factors de processament de pre mMRNA que causen
adRP (Martinez Gimeno et al., 2003; Tanackovic et al., 2011). EI mecanisme pel
qual les mutacions en aquest gen provoquen la malaltia encara es desconeix. Les
mutacions associades a RP estan situades la seccié C-terminal de PRPF8 (Daiger
et al., 2013), igual que la mutacié en estudi: una delecié de 21 parell de bases en
I'exd 42 (ultim exd que es troba en aquesta regio). Aquestes mutacions es troben en
aminoacids altament conservats en PRPF8; que donen lloc a un domini de la
proteina que és essencial per la unié i desunié dels diferents elements que formen
el spliceosoma. Assajos in vivo e in vitro en llevat, mostren com els mutants Prp8§-
RP, afecten de forma directa a la unitat U5snRNP, i a la maduracié del tri-snRNP
(Boon et al. 2007 Mozaffari Jovin et al. 2014), la qual cosa ddna lloc a defectes en
el processament de mRNA. Aquest domini C-terminal també és important per a la
transicié entre el primer i el segon pas del procés de splicing; de manera que
mutacions en aquesta regio contribueixen a un incorrecte processament del mRNA
(Mayerle et al., 2016). També hi ha mutacions en PRPFs que s’han associat a
defectes en la funcié fagocitica de les cél-lules RPE (Grazzioto et al., 2011), i
d’'altres que s’associen a la inestabilitat gendmica que deriva a la mort cel-lular o

apoptosi (Rubio-Pena et al., 2015).
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Anteriorment, a la UGM ja s’havien fet estudis per determinar el mecanisme
patogénic especific d’aquesta mutacié. Es va investigar en linies cel-lulars
obtingudes per transformacid amb el virus Epstein-Bar (EBV), procedents de
limfocits de pacients portadors de mutacions en gens PRPF relacionats amb el
spliceosoma (Gamundi et al., 2008). Es van analitzar mitjan¢ant arrays a prop de
150000 exons, perod els resultats obtinguts no van ser concloents per poder afirmar
que aquests mutants exercien un mecanisme diferencial que pogués associar-se a
la patogenicitat en aquestes cél-lules (resultats no publicats). Altres grups que han
investigat sobre el mateix tema han arribat a conclusions similars (lvings et al.,
2008; Tanackovic et al., 2011). Els resultats obtinguts pel nostre grup i d’altres,
suggerien que els mecanismes patogénics d’aquests mutants sén especifics de
cél-lules de retina, la qual cosa explicaria que a partir de linies cel-lulars procedents
de limfocits, no s’obtingueren resultats concloents. Conseglientment, les cél-lules
de retina son l'unic material que permet l'estudi i la investigacido dels possibles

mecanismes patogeénics que provoquen la RP.

Davant la impossibilitat de treballar amb cél-lules especifiques de retina procedents
de lindividu afectat (caldrien bidpsies de retina), s’obre la possibilitat de treballar
amb cel-lules de RPE obtingudes per diferenciacio a partir de iPSCs obtingudes del
pacient. De manera que, a partir d’'un punch (biodpsia de pell) del bra¢ del pacient
index, i també d’'un individu sa (control), es van realitzar cultius primaris de
fibroblasts. A partir dels fibroblasts, mitjangant un procés de desdiferenciacié
(Lukovic et al., 2017), es van obtenir cél-lules pluripotents (iPSCs) mitjancant la
utilitzacié de factors de reprogramacio (Takahashi i Yamanaka, 2006; Takahashi et
al., 2007). Degut a que la UGM no disposa de les instal-lacions ni el material
necessari per a aquests tipus d’experiments; el procediment d’obtencié d’'iPSCs a
partir de fibroblasts, la posterior caracteritzacio, i finalment, la diferenciacid a

cél-lules de RPE; es van realitzar a Sevilla, al Centro Andaluz de Biologia Molecular

111



Discussio

y Medicina Regenerativa (CABIMER); en col-laboracié amb la Dra. Dunja Lukovik. A
'apartat 4.3 de resultats es pot observar el procés de caracteritzacié de les iPSCs

pas a pas.

Estudi transcriptoma

Un cop obtingudes les cél-lules RPE de control i de pacient correctament
caracteritzades; es va realitzar I'analisi d’expressio diferencial sobre aquestes
cél-lules i sobre els fibroblasts del cultiu primari de les quals procedien. La
seqlienciacié del transcriptoma i la comparacié entre I'expressido de determinats
gens en cadascuna de les condicions (sa i malalt), i en cada tipus cel-lular
(fibroblast i cél-lula RPE); va permetre observar quines vies es veuen afectades per
aquesta mutacio, i com es poden relacionar amb la retinosi pigmentaria del pacient.
Aix0 permet la investigacid sobre el possible mecanisme patogénic d’aquesta
mutacié en concret.

Per a la realitzacié d'un estudi complert de transcriptoma, com el que s’ha fet en
aquest treball, es necessiten seqlenciadors de gran capacitat, com el Illumina
HiSeq2500, del qual la UGM no disposa. Es per aquest motiu, que I'estudi del
transcriptoma es realitza al Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares

(CNIC BiolT Unit) a Madrid, en col-laboracié amb el grup de la Dra. Ana Dopazo.

La investigacio del transcriptoma de cel-lules pacient i control es va orientar en dues
direccions d’acord a les hipotesis de treball. D’'una banda, s’investiga si hi ha algun
gen o gens que s’expressen diferencialment i de forma significativa, entre les dues
condicions, que es pugui relacionar amb el fenotip de RP del pacient. Per una altra
banda, s’estudia si la mutacidé en el gen PRPF8 del pacient, pot donar lloc a una
diferéncia en I'expressio d’isoformes especifiques, que es puguin associar a la RP.
Aixi doncs, es van realitzar dos tipus d’estudis (apartats 4.5.3 i 4.5.4 de resultats), a

partir dels transcriptomes obtinguts en les cél-lules de pacient i de control. El primer
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és l'estudi de I'expressio diferencial de gens i el segon és un estudi dels
esdeveniments de splicing i distribucié d’isoformes. L'expressié diferencial de
gens es va dividir en dues parts: analisi de tots els gens diferencialment expressats
i 'analisi de I'expressié diferencial especifica d’'uns gens determinats, procedents
d'una llista especifica de gens relacionats amb la RP. Posteriorment es realitza un

estudi de funcionalitat del total de gens diferencialment expressats.

Abans de comencar a analitzar I'expressio diferencial es comprova la qualitat de les
lectures de sequéncies de RNA tenint en compte el nombre de lectures per mostra,
el percentatge de duplicats i el percentatge de bases alineades amb en
transcriptoma de referéncia huma (GRCh38, release 76, agost 2014). Per tal
d’obtenir resultats estadisticament significatius, es van llegir 3 répliques per mostra;
i totes elles s’agruparen en funcid6 de la seva expressid, en quatre grups
diferenciats: fibroblasts sans, fibroblasts pacient, cél-lules RPE sanes i ceél-lules
RPE pacient. Aixd es pot observar a les figures 33 i 34 de resultats, on es veu la
distribucio les poblacions cel-lulars en funcié dels 500 gens amb més expressio
diferencial. Aquesta distribucié concorda perfectament amb el tipus cel-lular i la

condici6 patologica en estudi.

Analisi expressio diferencial

Per a aquest analisi, no només es van comparar cel-lules especifiques (RPE) on es
detecta la patologia; si no, que també es van comparar cél-lules de la pell
(fibroblasts), que son ceél-lules procedents d’'un organ diferent a I'afectat, i que per
tant, no presenten patologia. D’aquesta manera, s’estableix una nova condicié
especifica d’analisi: comparacié de I'expressio génica de cél-lules amb mutacié i
cél-lules salvatges, pero sense patologia.

L’expressio diferencial del total de gens entre pacient i control, va mostrar 113 gens

diferencialment expressats en fibroblasts, i 5212 en ceél-lules RPE. Una part
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d’'aquestes diferéncies en l'expressié génica és inherent al fet que les mostres
procedeixen d’individus diferents. Tot i aixi, el nombre de gens diferencialment
expressats dins el mateix tipus cel-lular, és molt superior entre cél-lules RPE que
entre fibroblasts (46 vegades més); la qual cosa posa de manifest que la mutacié en
estudi afecta molt més I'expressié genética de cél-lules RPE, que no pas de
fibroblasts. Aixd concorda amb que la mutacio, tot i ser d’expressid ubiqua, les
cél-lules on l'expressid génica es veu molt més alterada son les cél-lules

especifiques de retina, que son les que manifesten la patologia.

Es realitza un segon analisi on I'estudi es centra en I'expressio diferencial dels gens
relacionats amb la retinosi, comparant I'expressio diferencial d’'uns determinats gens
procedents d’'una llista especifica de 296 gens. Aquesta llista RP es va obtenir
mitjancant la utilitzacié de técniques de text mining, les quals permeten fer una
seleccio tots els gens que hagin estat relacionats amb la RP, a partir d’evidéncies
bibliografiques, tal i com s’explica al 'apartat 3.9.6 de material i métodes.

De la llista RP de 296 gens, es trobaren 46 gens diferencialment expressats en
cel-lules RPE, essent 29 sobre-expressats en pacient versus sa (taula 21) i 17 infra-
expressats (taula 22). En canvi, a fibroblasts, només es troba diferencialment
expressat el gen RIMS1. El fet que a fibroblasts només hi hagi un gen de la llista
amb expressio diferencial, s’explica degut a que la llista esta formada per tots
aquells gens relacionats amb la RP, i que per tant, s’expressen de forma maijoritaria
en ceél-lules de retina. De fet, 28 d’aquests 296 gens s’expressen de forma
especifica en retina, motiu pel qual seria impossible trobar-los expressats en un

altre tipus cel-lular.

Alguns dels gens continguts a la llista RP i sobre-expressats en RPE de pacient,
intervenen en certes funcions biologiques, destacades per 'analisi funcional dels

gens diferencialment expressats (figures 37 i 38 de resultats). Entre aquests
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processos bioldgics destaquen: la fosforilacio oxidativa, el sistema UPR (unfolded
protein response) de plegament de proteines, i la via UPS (Ubiquitin/Proteasome
System).

Una possible explicacio de la relacio entre la mutaciéo en PRPF8 i I'activacié de les
vies de degradacid de proteines (per UPR o UPS) seria que, lincorrecte
processament del mRNA degut a la mutacié en aquest component del spliceosoma,
dona lloc a proteines no funcionals o aberrants, que requereixen de la seva
degradacié. Com a exemple de gens sobre-expressats en RPE de pacient que
intervenen en aquest procés de degradacio de proteines, es troben els gens KLHL7
i TOPORS. S’han descrit mutacions en aquests gens que causen formes dominants
de RP (Bowne et al., 2008; Wen et al., 2011).

Altra relacio entre la mutacié en estudi i 'augment de degradacio cel-lular es pot
explicar degut a que, els defectes en el procés de splicing, donen lloc a un balang
proteic inadequat per la funcionalitat de la cél-lula, la qual cosa provoca
'acumulacié de proteines intracel-lulars que promouen la degradacié mitjangant
l'apoptosi i autofagia. Entre aquests tipus de proteines sobre-expressades en
pacient es troben OPTN i MAPT, I'excés de les quals es relaciona amb una
degradacié de l'aparell de Golgi (Liazoghli et al., 2005; Parj et al., 2006), que
finalment deriva en apoptosi i autofagia. Aquests resultats concorden amb les
investigacions realitzades pel grup del Dr. Cerdn on s’estudien C.elegans mutants
en PRPF8. Aquests estudis mostren com el procés d’apoptosi, és activat per

mutacions en PRPF8 en un organisme viu (Rubio-Pefia et al., 2015).

La major part dels gens de la llista RP que es troben reprimits en cél-lules RPE de
pacient, sébn gens amb una importancia estructural i funcional especifica d’aquest
tipus cel-lular, com és el manteniment de l'estructura ciliar del fotoreceptor, el
transport intra-ciliar, i la polaritzacié cel-lular. Entre aquests gens es troben

FLVCR1, NPHP1,NPHP4, CEP290, SPATA7, EFHC1, WHRN, IFT172, WDR73,
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WDR19 i OFD1; i tots ells tenen associades mutacions que donen lloc a RP (Webb
et al., 2012; Zhao et al., 2016). La disminucio en I'expressié d’aquests gens en les
cél-lules RPE mutades, es pot relacionar amb la manifestacioé de la malaltia degut a
la produccié insuficient d’estructures ciliars, les quals son indispensables per la
correcta funcionalitat de fotoreceptors, i pel correcte transit de proteines entre

cél-lules RPE i fotoreceptors.

També es troben reprimits en cél-lules RPE de pacient, gens que donen lloc a
proteines que formen la maquinaria de splicing, com el KHDRBS2 i PRPFS3.
Mutacions descrites en aquests gens s’han relacionat amb la RP (Gonzalez-Santos
et al., 2008). Cal destacar, que no es va detectar expressié diferencial del gen
PRPF8, que és el gen mutat en les ceél-lules del pacient. Tant la disminucié en la
sintesi de proteines del splicecosoma deguda a la mutacio, com la propia mutacio en
PRPF8, explicarien el desenvolupament de la malaltia, degut a que defectes en la
regulacié del procés d’splicing, implicaria una péerdua dels mecanismes de control
en els fotoreceptors; que son cel-lules amb gran activitat metabodlica, on els

processos de regulacié i control de la transcripcioé sén tan importants.

Analisi splicing alternatiu i estudi d’ isoformes

La patologia de RP causada per la mutacié en el gen PRPFS8, unicament afecta a
cél-lules especifiques d’organ; en aquest cas la retina. El gen PRPF8 és un gen
essencial per a la formacio del spliceosoma; i per tant, el processament de RNA en
aquestes cél-lules mutades es podria veure afectat de forma especifica. S’ha
investigat la hipotesi que els productes de splicing (splicing alternatiu) en les
cél-lules de retina, estiguin alterats com a conseqiéncia de la mutacié en PRPFS8; i
aixo sigui el desencadenant del procés patologic que provoca la RP en els pacients

amb aquesta mutacio.
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L’augment de l'activitat de splicing alternatiu caracteritza a celslules de teixits més
evolucionats, com és el cas del teixit nervids (Raj et al., 2015), del qual la retina en
forma part. El fet que aquest procés de splicing alternatiu estigui disminuit en
cél-lules RPE de pacient, podria explicar-se degut a una pérdua del mecanisme de
regulacié de I'expressid, provocat per la mutacio en PRPF8. L’alteraciéo en els
mecanismes de splicing, desencadenaria l'alteracid de I'expressio donant lloc a
isoformes insuficients o inespecifiques per la funcionalitat celslular de les célslules
RPE, i conseglientment dels fotoreceptors. Aixd podria explicar, des del punt de
vista funcional, un possible mecanisme patogénic de la mutacié

c.6974_6994del21bp (p.V2325fsX2329) en el gen PRPFS.

Per 'estudi del procés de splicing alternatiu a partir dels transcriptomes obtinguts,
es van utilitzar 3 programes diferents: ASapp, SwitchSeq i DEXSeq.

A partir de la distribucié dels diferents transcrits que resulten de les diferents
comparatives (figures 38-45 de resultats); s’extreu que les cél-lules RPE presenten
una major quantitat d’isoformes amb retencié d’introns al comparar-les amb els
fibroblasts. Quan es compara el mateix tipus cel-lular s’observa com en el cas de
fibroblasts, el perfil de transcrits és molt similar entre pacient i control. En canvi, el
perfil de transcrits entre cél-lules RPE de pacient i control difereix molt més, essent
la retencid d’introns molt superior en RPE control. Aquesta variacié en el perfil de
transcrits en cél-lules RPE mostra per primera vegada, una diferéncia significativa
entre cél-lules de pacient (mutades en PRPF8) i control (salvatges). Aquests fets
suggereixen que la diferéncia pot transcendir de ser una variabilitat interindividual, i
ser deguda a un defecte sobre la funcionalitat del procés de splicing degut a la

mutacio.

Els resultats obtinguts en aquest treball sobre la variacio en el procés de splicing i la

disminucié de retencié d’introns en cél-lules RPE de pacient concorda amb altres

117



Discussio

estudis anteriors fets sobre linies cel-lulars procedents de limfoblasts amb
mutacions en PRPFs (Tanackovic et al., 2011). Els introns, al no contenir informacio
codificant, van ser considerats durant bastant temps com “DNA basura” (Wong et
al., 2000) i la retenci6 d’intré es considerava errades del procés de splicing (Roy et
al., 2006). Actualment, se sap que el fenomen de retencié d’introns és un potent
regulador de I'expressié génica, donant lloc a la variabilitat protedmica mitjancant
splicing alternatiu (Pan et al., 2008) o provocant la degradaci6 de mRNAs
incorrectament processats via NMD (Jaillon et al., 2008). Hi ha estudis que mostren
com fendmens especifics de retencié d’introns acoblats a NMD, condueixen a la
diferenciacio cel-lular en el procés d’hematopoesi (Wong et al., 2013); de manera
que no seria estrany pensar que aquesta diferenciacié cel-lular també succeis a
altres teixits; o bé, de la mateixa forma que regula el procés de diferenciacio, també

pogués regular altres processos cel-lulars.

El fenomen de retencié d’introns observat en cél-lules RPE salvatges, evidencia
l'activitat de splicing d’aquest tipus cel-lular. El procés de splicing dona lloc a la
variabilitat proteomica, i també de les diferents isoformes. Gracies a les eines
bioinformatiques ASapp i DEXseq es van analitzar les diferents isoformes dels gens
continguts a la llista RP en cél-lules RPE de pacient i de control. ASapp quantifica
de forma relativa els percentatges dels transcrits d’'un determinat gen; i DEXSeq
analitza la utilitzacio diferencial d’exons i introns d’isoformes determinades, en cada
condici6é (salvatge i mutat), independentment que el gen tingui o no expressio

diferencial entre les dues condicions.

Al estudiar-se les diferents isoformes dels gens especifics de la llista RP en
cél-lules RPE de pacient i control; s’'observa unes diferéncies en la distribucié de
transcrits en determinats gens. Un d’ells és el gen UNC119 o HRG4 (human retinal

gene 4), gen molt conservat des del punt de vista evolutiu, amb una expressié
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especifica en fotoreceptors; la qual cosa fa que sigui bon candidat per a la
degeneracio retiniana hereditaria (Swanson et al., 1998). Mutacions en aquests
gens s’han associat a distrofies de cons i bastons (Kobayashi et al., 2000; Huang et
al., 2013). Una de les seves funcions és el transport de proteines a través del cili
connector del fotoreceptor (Sihna et al.,, 2012). S’'uneix a proteines acilades en
extrem N-terminal, per tal de poder solubilitzar-les i aixi poder transportar-les d’'una
membrana a una altra (Baehr 2014). Aquesta proteina conté un domini 3-hidrofobic,
similar a la PDE®S i Rho-GDI, que li permet contenir la part lipidica de les proteines
que ha de transportar (Wright et al., 2011). Les isoformes majoritaries A i B
difereixen en el seu extrem C-terminal, la qual cosa determina la localitzacio
cel-lular, les possibles interaccions amb altres proteines, i les modificacions post-
traduccionals que es puguin donar (Swanson et al., 1998).

El perfil de transcrits d’aquest gen entre cél-lules RPE de control i pacient, és molt
diferent, tal i com es pot observar a la taula 23 de resultats. En RPE control,
disminueix el percentatge de la isoforma A o candnica (de 46% a 15%), augmentant
el percentatge d’expressio d’isoformes alternatives com la B (de 30% a 40%) ila C
(de 8,8% a 17%), degut al fenomen de splicing. També augmenten les proporcions
de les formes no codificants amb retencié d’introns, la qual cosa concorda amb
l'observat en l'estudi del splicing alternatiu. Aquesta variacié en la distribucié
d’isoformes del gen UNC-119 en cél-lules RPE, no s’observa en la distribucié de
transcrits entre fibroblasts de pacient i control (essent molt similar). Els resultats
obtinguts mostren com la mutacié en PRPF8 afecta el procés de splicing alternatiu
de forma especifica a les cél-lules de retina, i no a fibroblasts. Aquestes cél-lules
mutades, al tenir menys variacio disoformes podrien tenir alterat el transport
intracel-lular de proteines degut a interaccions inadequades o a incorrecta
localitzacié cel-lular. La situacié patoldgica d’aquestes cél-lules podria ser causada

per aquesta pérdua de funcionalitat, donant lloc a defectes en el transport ciliar.
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6.- CONCLUSIONS

» Latecnologia de seqlenciacié massiva (NGS) ha mostrat la seva eficacia en
la determinacié de mutacions que causen distrofia de retina en els pacients.
El disseny del panell de 107 gens associats a DR, s'utilitza al laboratori de
forma rutinaria per al diagndstic molecular de pacients amb DR no

sindromica.

» En aquest estudi, mitjancant la utilitzacié del panell de DR s’ha detectat la
mutacié causant de la malaltia en el 43% dels casos. En el 24% dels
pacients analitzats, s’han detectat variants genétiques rares o noves, que
son candidates a produir la malaltia. Aquestes variants s’anoten com a
variants de significat incert, ja que calen estudis de segregacié familiar o
analisis funcionals per a la seva confirmacié. En el 33% restant dels
pacients analitzats no es va detectar cap mutacié o variant candidata a

I'associacié amb la malaltia.

» La sequenciacié de 'exoma complert (WES) per a la caracteritzacié de nous
gens és un procediment util, tal i com es demostra en la deteccié de la
variant p.Gly103Arg al gen COL6AG6, associada univocament als membres
afectes d’una familia d’adRP. Tot i aixi, es demostra que I'assignacié d'un

nou gen a adRP requereix de la posterior confirmacid.

» La nova variant genética al gen COL6AG6 es troba lligada en tots els pacients

de la familia RP65 a la delecié g.9281_10108del en el gen RHO. Aquesta

ultima és la probable mutaciéo causant de la malaltia en la familia. El

121



Conclusions

lligament entre les dues variants, no permet determinar el paper de la variant

en COL6AG6 en la adRP.

De les quatre families adRP analitzades per WES, només es va resoldre
una d’elles mitjangant aquesta técnica. Una altra familia es va resoldre a
partir d’una nova interpretacié del fenotip, passant de adRP a xIRP. Les
dues families no resoltes per WES suggereixen mutacions en regions no
estudiades (introns), regions mal cobertes en la sequenciacid, o

mecanismes de delecié/duplicacié no detectats.

Els fibroblasts procedents de la pell d'un pacient amb la mutacié
€.6974_6994del21bp en el factor de splicing PRPF8 causant d’'adRP, poden
ser induides a iPSCs al laboratori. Aquestes iIPSCs també poden ser

diferenciades in vitro a céllules de retina (RPE).

Els estudis del transcriptoma diferencial mitjangant la técnica RNAseq entre
fibroblasts mutats en PRPF8 i fibroblasts control, no mostren diferencies
significatives d’expressié en els 296 gens de la llista RP, descrits com a
associats a DR. El mateix estudi mostra diferéncies significatives d’expressié
entre cél-lules de retina (RPE) de pacient i control, en un 15% dels gens de
la llista RP. Aquests fets demostren com la mutacid6 en estudi
(c.6974_6994del21bp de PRPF8) afecta de forma especifica a cél-lules de

retina.

El nombre d’isoformes detectades mitjangant RNAseq és considerablement
superior en célelules RPE que en fibroblasts. L’analisi d’isoformes generades

per splicing alternatiu entre célslules RPE mutades en PRPF8 i control,
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mostra diferéncies en la distribucié dels diferents transcrits. De forma
significativa, es detecta una disminucio en la capacitat de retencié d’introns

en les cél-lules mutades en PRPF8 respecte a les cél-lules control.

Els resultats del RNAseq mostren diferéncies significatives en I'expressio
génica i/o d'isoformes relacionades amb la funcio ciliar. L’analisi de gens
associats a RP, com UNC119, mostren un canvi significatiu en la distribucio
d’'isoformes en les celslules RPE mutades en PRPF8 respecte les cél-lules
control. Aquestes diferéncies estan relacionades amb isoformes

especifiques de retina que impliquen retencié d’introns.

Els resultats obtinguts, mostren per primera vegada una diferéncia en la
funcié de splicing, com és el cas de la retencid d’introns especifica en
cél-lules de retina RPE, mutades en PRPF8. Aquesta pérdua en la capacitat
de retenir introns podria ser el mecanisme patogénic pel qual es produeix la

adRP en pacients amb la mutacié en estudi.
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ANNEXOS

Annex 1: Taula amb els primers utilitzats, mida del fragment i temperatura

annealing (PCR) per a la sequenciacié de variants en els estudis de segregacio

familiars.
HGVSc_name HGVSc_name Primers utilitzats LR E LS Temperatura
(bp) anellament
AGO2 1516007 Fwd: GGCCTGAGTTCTCTGCCATT a7 coec
Rev: CATCATACAGGACGACGGGG
Fwd: TGATCCACAGCAGGCAGTATC
0,
ADAMTS6 c.4617>G Rev: AGCTGCCCTTTGAAAAGTCAATAC 438 615C
Fwd: GCGGTTCAAAATGCTCCCAG
ARHGAP1 4233C>T 252 0
GAP15 n.423-3¢ Rev: GCATTTTTGATAGCGTGGAACC > 60sC
Fwd: AGTCTCACAGTGTCCTTGAAGT
ARL13B 831C>A 0
3 c831C Rev: CAATGATGGCCGGTCTGTCT 336 60sc
ARPC2 . Fwd: CTCACCGGCCCTTGTTTCTC poa soec
Rev: GGCACCCCATTTCTCTCCTC
Fwd: CTTCAGACTCAAAACCCGGC
BASP1 611C> 407 0
S c.611C>G Rev: TTGGATTCTCCCACCCCCTC 0 60sc
Fwd: CTCACGCTCTCTCCTCGC
o
CAPNS c179A>C Rev: AATCAGGTTCCGCCTGTCTG 246 6osC
Fwd: TTCTTTCAGCATCCTGCACCT
o > 0,
CDH10 C.329A>T Rev: GGGAACGTTGGCTCATTGTC 313 60sC
Fwd: GCAATGGCACCTTCCTGTTG
[+]
CDHR2 c1445A>G Rev: CTGTCGTGCTTCCTCACACA 553 b12C
Fwd: AGCATGAGCACCATCTGTGG
o >, 0,
CEP164 c:2333G>A Rev: CTGAGGACCTGGCATCCATC 488 60sC
Fwd: CCTGGACTCTTGGCCTCTTG
4]
cypavz c3321>C Rev: CCCAACTCCATTGAGTCCCC 489 6osc
DaKH ca159h0T Fwd: TTCTTCTACTTCCTCCTTCCCT s soec
Rev: ACAACGGCCACTTCTAAGCC
Fwd: GAGGGATGCCCATTTTGGGG
DHX34 .1986_1987del 2 0
3 ¢-1986_1987delCT Rev: TCTGGAGTGTGCTTACACACG &3 >8eC
Fwd: CTAGGTAGGCATGCAGGTGG
DNAH14 359C> P 0
€359C>G Rev: GGAAGACGCTGACGACCTTA 6 60°C
Fwd: TTGCTTTGCTCATAAACCACC
DSCAM 2525A> 2 0
s¢ €.2525A>C Rev: TCCTGAGCCCCTTGTTAGGA % S92C
FBLNS 21110 Fwd: GACCACCCTAGGTGTTTGGG 2ol cooc
Rev: TTGTGGTGAGCATGCCAGAT
Fwd: CATGGTCTTGGGGGAACAGT
RIK 1158G>T 241 0
GRik3 ¢.11586 Rev: CTGAGACCACGCACCTTCTC 60sC
Fwd: GAGAAGACTCCGAGAGCAGC
ZF1 824A> 2 0
G c-824A>C Rev: ACAGAAACGCCTTCTCGCAA 60 60sC
Fwd: AGCTAGCATCAGCACTAGTATGT
4]
HMCN1 c8821T>G Rev: TCTGCTTTTCCAAGCATACCCT 295 6osc
Fwd: CTCCTTCGCACTCGGACTTT
0
HMx2 c.644C>T Rev: GTAAGGCCGAGAGGTTGCTT 459 60sC
Fwd: GGAGAAGGCCTTGCTGAGAG
o
HMX3 C.644G>A Rev: GCCGAGTTCTCGTGGTAGAG 540 6osc
Fwd: TGCCATTCATCTCCACCCAG
0
Hoxc12 C.679G>A Rev: GTTCTGAAACCAGATCTTGACC 202 594C
VS 7950 Fwd: ATCAGGATGCTGCTCCAACA 1o coec
Rev: GTGGAAGGGAAGGCACAGAA
CALRN 60821 Fwd: CGCCTTTGTCCTTTGTCCAC 10 cooc
Rev: TTGGCCTGAGTTTTCCTCCC
Fwd: GGGTGGACGAGAGGAAACAG
Z 647G> 2 0
KAZN c647G>C Rev: GGTGGAGGAGGGTTCATTGG 47 60sC
C.600G>T Fwd: CTGGAGTTCGGGGTCATGTT
2 9
KIFC C.604A5T Rev: GCCTCGTTCTCCAGAGTCAG >03 60sc
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L8R C 1060T>C Fwd: GGCCTTCCTTCCTCAACACT - coec
Rev: CCAAGCCTTGCCATCTTCCT
VAGEDL a8t Fwd: AAGGCCCCAACAGCTGATAC s cooc
Rev: GTGAACATCCGGAGGACAGG
APLS C245EA Fwd: GACGAAGACACAGAGGGCTT 236 cooc
Rev: CCCTTGGTTTTGGCAGCAG
Fwd: GTCAGGACACTCTGGGGGTA
o > ]
MFRP ¢.1374G>T Rev: ATGGGACACTGTGCAGTACG 286 60sC
Fwd: ACAGGCACTTTTACTGGCCC
. > o
MPP5 ¢.6921>C Rev: TCCCCCACACTTTCTGCTTC 272 60sC
Fwd: GCCCAGTTCTTCTGCTCACT
€.3514_3535delGGAGGCGGGGACACCAGGGCCT 9
mYo7A - Rev: AACTAGCTAGCAGCGAAGCC 377 S94C
Fwd: GGCTCGTTCATCCACATTGC
. >, o
Ncoa c-1316G>A Rev: CATGCCAACGGGAGAGCTTA 364 60sC
NRBPL 436307 Fwd: TCCTTCCGTCCCTTCCTGAT i conc
Rev: CACCTATGCCTTTTGTGTGGC
NREP2 45307 Fwd: GCACCTTCCTCAAGTACCGT 250 coec
Rev: CAGAGCTGGGGTTCCCTACA
Fwd: CCGATGGGTAACACGTCTCC
NUDT16L1 598T> 4 0
uDT16 c.5981>G Rev: GCCCTTCCAGACCACAAAGT 349 605C
Fwd: TCCAGCAACTACATCTGCTCC
o
NUPL1 c213A>C Rev: TTGGGCCTATCACTAGCCCTT 269 705C
€.1793G>C Fwd: AACTCAAGAGGTGGCACAGG
TOP1 0
oro .1774C>G Rev: AAGGACAGATTCCAGCCACC 859 60sc
Fwd: TCGAGAGCAACAAAGCACCT
PCDH1 2068G>A 7 o
c c.2068G Rev: CAGGGTGATGGCACCTGAAT 30 60°C
Fwd: CACACGCCAAAATTCACGCA
PCDHGB4 767A> 10
CDHG C.767A>G Rev: CGTCCCTTGCTTCCAAAACT >80 615C
PDCDIL o17e6AG Fwd: TCTGCTTCTGTTTTTAGCCTTCC 425 sosc
Rev: TGGACTTCATCTGTGCCGTT
Fwd: AGGTTTGAGATTGCCGCAGA
o > 0,
PHYHIPL c-880C>G Rev: ACAGGTTTTGCAGCTGGGAT 360 60sC
Fwd: GACAAGGCCTCTCCTGATGG
o
PITPNM1 c1726T>C Rev: TAGAAGTGAGGAGCGAGGCT 323 592¢
Fwd: GCGAGGAGTGACCAAGTGAA
[+]
PIAL c-11206>A Rev: CCCTCACTGCTACTGTCATTCTC 443 60sC
Fwd: CACACCATCCTGAGAAGCCA
o
POUGF2 c-17396>A Rev: GGGCTTGCCTCTTATTGCAG 412 59:¢
Fwd: GGTTTGTGGTTTTGTGGGCA
PRIMPOL C.662A5G wd:  GGTTTGTGGTTTTGTGGGC 619 599C
Rev: TCTGTACCCTTACATTTTGATAGGA
P11 e Fwd: GGGCGTCTCCATTTTGGTCT 123 610
Rev: GGCAGAAGACAGTTCCCTCC
Fwd: ATGTATCAGGTGCCTGGCTG
PSMF1- 569C>T 2 0
SMF1-5 ¢.569C Rev: TCCTCCACCCCAAAGGAAGA > 60°C
Fwd: ATGTGCCCATCAGCTCCATC
PTPN2 3010G>A 2 10
3 ¢30106 Rev: AGGCCAGCAATTCCAGGGAG 60 b12C
Fwd: AGGTCCTGAAGTAGGAGCGT
RALGPS2 236C5T 297 0
GPs c.236C Rev: AGCTTTTAGGCAAACAAGGCA ? S94C
Fwd: CTTTGGTCATGCAATTAAGGC
RAR 318G> 2
s c318G>C Rev: TCAAACTGTGGCAAATGTCCT 6 >8
Fwd: CATCCCGAGCCAGTGAATCT
B : 1 7 0
RBMX €.559_561delTAT Rev: TGAGCCAGACTCACGGAAAT a6 S94C
Fwd: CCATGTCCCTCAAAGTCCCC
D 682C> 1 10
RDH5 c.682C>T Rev: TCCTGTTCACCCTCAACCCTG 3 b12C
Fwd: TTCCCCAGCCACTGAGAAAC
o
RING1 c-1003A>G Rev: TCCCCTCTTCTACCACTGCC 474 60sC
Fwd: TCCCAACCTTCTTGAACGCC
o
kp1l1 €:3955G>A Rev: CCTTCCTCTTTGAGACCCTC 421 59e¢
Fwd: ACACGATGGGCCAAGAAGAT
. 9
RPL14 C.445_446insCTGCTG T 274 592C
Fwd: ATGTCATGGGCCAGTACGAC
o
SHISA7 c325A>C Rev: CCTGGGCACGTTGATATCCC 413 6osc
SPAG1 ¢.1059_1060insGAC Fwd:  TGTTGCAGAAAACCTTGTCAGAG 308 60°C
Rev: TGAGCGAAACTGGCTTGTGA
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TDRD7 c.126+7C>T Fwd: CTGCTCTCAAGCATTCACGA 504 59¢C
Rev: TGCACTGTGGCATCATCAAC
Fwd: TGCTGAGTGGCTTTGGCTTA
TNS1 .14 A e
5 c.1438G> Rev: CAGACTCGTAGGGGTAGCCT 363 60sC
TOPIMT C.218A>G Fwd: TCCTCCTTTTCCCACCCTGA 548 60eC
Rev: CTGGGGAGGAAGGGCTCTAT
Fwd: CCAGACCCGGGATTGTTTCA
o > 0
vel ¢.590C>T Rev: GAACCTCAGAGTTTAGAACATGC 246 >82C
Fwd: TCATTCCGTGTGGTCTTGGG
o
WBSCR17 c-800G>A Rev: GCTTTCCTGGCCTCTCTCAG 355 60sC
Fwd: TATCCCATGCCTGCCAAAGG
o > ]
WDRa3 C.238A>G Rev: ATTTGATTCGCTCACCCTGT 373 S94C
Fwd: GCTCCGCAGAGATTCTGTCA
ZFHX3 c.1226-1G>A 321 60°C
Rev: GTCTGAAGGGCAGCAGAAGT
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Annex 2: llista RP de 296 gens (Text mining)

RHO
RPGR
ABCA4
USH2A
BEST1
MYO7A
PRPH?2
CRB1
RPEG65
PRPF31
RP2
RP1
NR2E3
AIPL1
CACNA1F
GUCY2D
CRX
TULP1
EYS
RDH5
CNGAS3
USH1C
RLBP1
CDH23
CHM
GUCA1A
NRL
OPA1
IMPDH1
USH1G
CNGB3
TIMP3
MERTK
RPGRIP1
MFRP
PCDH15
PDEG6B
WFS1
RS1
RDH12
NYX
CERKL
BBS1
ALMS1
PRPF8
ARMS2
KCNV2
FAM161A
GRK1
RP1L1

TRPM1
NPHP1
FSCN2
GRM6
SNRNP200
SLC26A4
LRAT
DFNB31
PDEG6A
COL4A5
CDHR1
ARL3
RP9
RGR
SPATA7
RDH8
MAK
RBP3
C8orf37
NMNAT1
IQCB1
NDP
COL4A4
IMPG1
PROM1
CNNM4
BBS4
C2orfr1
ABCC6
ATP6
BBS10
CNGB1
PDE6D
IMPG2
PHYH
ATXN7
ARR3
OPN4
CABP4
PDZD7
VSX1
GUCA1B
ABHD12
C9orfr72
CFB
CNGA1
IFT140
MFSD8
OPN1SW
KLHL7

ADAMTS10
MAPT
TRIM32
COL2A1
PRKCG
PDE6C
VSX2
OPTN
oTX2
PRCD
RGS9
CLN3
BBS9
GPR179
CDH3
UNC119
RPGRIP1L
CAPN3
MYOT
PLA2G6
FOXC1
COL4A3
PITPNM3
PAX6
CRYBB2
GJA3
MPP4
PLP1
MPP5
C3
PITX2
COCH
NXNL1
PRPS1
COL6A3
FZD4
SMPX
OFD1
SPG11
MYH9
TYR
IFT172
BEST2
COL18A1
WDR19
ARX
C21orf2
EML1
TACSTD2
SIX1

EFHC1
MFN2
EMD
P2RX2
SPAST
RIMS1
TIMMSA
FLNA
RANBP2
NUB1
PNKD
KIF21A
RAX2
ND4
ERCC6
GPR143
TCF4
AAAS
KCNQ4
PMM2
DCN
KCND3
LTBP2
TEAD1
EYA1
MITF
ATL1
COL11A1
KCNQ3
C10orf2
ATP1A3
HMX1
RRH
ADAM9
GCK
KRT17
TBCC
FHLA1
HK1
EPYC
WDR73
NEUROD1
MYO6
PDEG6H
CLRN3
KCNQ2
ATP1A2
GLRA1
APOE
IFT122

CA4
MYOC
ROM1

SAG

OPN1MW

GRN
TGFBI
NPHP4
PRPF3

SERPINF1
EFEMP1
GJB2
BBS2
MKKS
ARL6
LMNA
POMGNT1
PAX3
CHN1
RD3
OPN1MW2
EYA4
GRK7
FKRP
PANK?2
DHDDS
SLC19A2
GJB6
c2
BBS7
PEX6
BBS5
SOX10
OPA3
ATF6
CAPN5
PDC
INVS
TTPA
MTTP
PLEKHA1
FBN1
HGSNAT
PAX2
SRPX
CRB3
OPTC
TTCS8
HNF4A
VCAN

ELOVL4
ADGRV1
CLRN1
CFH
CYP4v2
SLC4A11
OPN1LW
CEP290
LCAS5
HTRA1
TOPORS
OAT
GDAP1
KCNJ13
RCVRN
C1QTNF5
GNAT1
NPHP3
GNAT2
FLVCR1
PDE6G
CiB2
CRYGD
CHML
SEMA4A
POC1B
SIX6
TSPAN12
ADAMTS18
ZEB1
DRAM2
KRT3
DGKI
AGBL5
TMEM126A
CACNG3
CRB2
EIF2AK3
BFSP2
RAB28
ZFYVE?26
MYRIP
MBTPS2
LZTFL1
DCTN1
POU4F3

150




Publicacions




PUBLICACIONS RELACIONADES

-De Sousa Dias M, Hernan |, Delas B, Pascual B, Borras E, Gamundi MJ, Mafié B,
Fernandez-San José P, Ayuso C, Carballo M. New COLG6A6 variant detected by
whole-exome sequencing is linked to break points in intron 4 and 3'-UTR, deleting

exon 5 of RHO, and causing adRP. Mol Vis. 2015 Aug 18;21:857-70.

-M.Carballo, MJ Gamundi, | Hernan, E Borras, B Mané, M de Sousa, B Pascual.
"Genomica funcional aplicada al estudio de las enfermedades genéticas". En
"Lecciones magistrales en diagndstico e innovacién". (F Bandrés Moya, J Barreiro,
eds): 97-108. Catedra extraordinaria ROCHE-UCM de diagnéstico e innovacion (10

aniversario), 2014

- de Sousa Dias M, Hernan |, Pascual B, Borras E, Mafe B, Marie,Gamundi MJ,
Carballo M Detection of mutations in genes that cause autosomal dominant retinitis
pigmentosa by Long-Range PCR amplification and Next Generation Sequencing.

Mol Vis. 2013; 19:654-664

- Borras E, de Sousa Dias M, Hernan |, Pascual B, Mafié B, Gamundi MJ, Delas B.
Carballo Detection of novel genetic variation in autosomal dominant retinitis

pigmentosa. Clin Genet. 2013 Nov;84(5):441-52

152



	Títol de la tesi: Anàlisi de variants genètiques mitjançant NGS en pacients amb distròfies de retina. Transcriptoma (RNAseq) diferencial de cèl·lules de retina (RPE) 
induïdes in vitro amb mutació en el factor de splicing PRPF8
	Nom autor/a: Beatriz Pascual Rodríguez


