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A vosaltres, Pau i Elia, que m’ompliu de felicitat i m’impulseu

dia a dia per intentar ser millor

A tu, Laia, que m’acompanyes en aquest viatge



ftaca (Konstantino Kavafis)

Quan surts per fer el viatge cap a [taca,
has de pregar que el cami sigui llarg,
ple d'aventures, ple de coneixences.

Els Lestrigons i els Ciclops,

|'airat Posidd, no te n'esfereeixis:

sén coses que en el teu cami no trobaras,

no, mai, si el pensament se't manté alt, si una
emocio escollida

et toca l'esperit i el cos alhora.

Els Lestrigons i els Ciclops,

el ferog Posidd, mai no sera que els topis

si no els portes amb tu dins la teva anima,

si no és la teva anima que els dreca davant teu.

Has de pregar que el cami sigui llarg.

Que siguin moltes les matinades d'estiu

que, amb quina delectanga, amb quina joia!
entraras en un port que els teus ulls ignoraven;
que et puguis aturar en mercats fenicis

i comprar-hi les bones coses que s'hi exhibeixen,
corals i nacres, mabres i banussos

i delicats perfums de tota mena:

tanta abundor com puguis de perfums delicats;
gue vagis a ciutats d'Egipte, a moltes,

per aprendre i aprendre dels que saben.

Sempre tingues al cor la idea d'itaca.

Has d'arribar-hi, és el teu desti.

Pero no forcis gens la travessia.

Es preferible que duri molts anys

i que ja siguis vell quan fondegis a l'illa,

ric de tot el que hauras guanyat fent el cami,
sense esperar que t'hagi de dar riqueses [taca.

ftaca t'ha donat el bell viatge.
Sense ella no hauries pas sortit cap a fer-lo.
Res més no té que et pugui ja donar.

| si la trobes pobra, no és que ftaca t'hagi enganyat.
Savi com bé t'has fet, amb tanta experiéncia,
ja hauras pogut comprendre qué volen dir les itaques.
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RESUM

Els trastorns genetics de la substancia blanca cerebral (en anglés, Genetic White Matter
Disorders; GWMDs) sén un conjunt de malalties que afecten predominantment a la
produccid o manteniment de la mielina del sistema nervids central. Les manifestacions
cliniques apareixen freqientment durant la infancia, tot i que poden iniciar-se a qualsevol
edat, i principalment sén motores, perd també cognitiu-conductuals, epiléptiques, oculars

o endocrinologiques, entre d’altres.

El diagnostic genetic molecular d’aquestes malalties és fonamental per poder oferir a les
families un assessorament genétic adequat, informacié en relaciéd amb el pronostic i opcions
de tractament especifiques. Perd I’abordatge utilitzat fins fa pocs anys, basat en la clinica, el
patréd d’afectacid a la ressonancia magnetica, els estudis metabolics i genetics dirigits

permeten arribar a un diagnostic en menys de la meitat dels pacients.

Les técniques de seqlenciacid massiva (en anglés, Next-Generation Sequencing; NGS),
incloent-hi la seqlenciacié de I'exoma i del genoma complets (Whole Exome Sequencing
(WES) i Whole Genome Sequencing (WGS), respectivament), han demostrat en estudis
realitzats principalment en trios (analitzant conjuntament les dades gendmiques del pacient
i els seus progenitors), ser una eina amb un alt rendiment diagnostic en diversos grups de

patologies de base genética.

Els objectius d’aquest treball han estat: establir la utilitat clinica dels estudis WES/WGS
mitjancant I"analisi Unicament de casos index (no trio) amb GWMDs, identificar nous gens
implicats en la fisiopatologia d’aquests trastorns i descriure noves formes de presentacié

clinica.

En aquest estudi vam recollir pacients pediatrics i adults amb un quadre clinic i patré de
ressonancia magnetica cranial coherents amb un GWMD, definit com una afectacié

simetrica difusa o de tractes anatomics especifics de la substancia blanca cerebral, en



abséncia de complicacions perinatals, vasculars o que suggereixin un procés autoimmune.
Els pacients van ser identificats en unitats de neurologia i neuropediatria de diversos
hospitals terciaris de tota Espanya des de gener de 2015 fins a desembre de 2019, i havien
estat estudiats préviament mitjancant les proves complementaries habituals (estudis de
ressonancia magneética, metabolics, neurofisiologics i genétics com aCGH (microarray-based
Comparative Genomic Hybridization), seqienciacid de gens especifics o panells NGS amb
diversos gens), sense haver pogut arribar a un diagnostic especific. Vam recollir la informacio
clinica, les imatges de ressonancia magnetica i les mostres dels pacients en el laboratori de
Malalties Neurometaboliques de I'Institut d’Investigacié Biomédica de Bellvitge (IDIBELL).
No vam realitzar un filtratge estricte de casos per part d’un neuroradioleg expert en
leucodistrofies, tot i que si que hi va haver una revisid per part del doctorand com a
neuropediatre en el moment de la inclusio. A més, molts dels casos van ser avaluats per un
equip de neurolegs pediatrics i d’adults en el context del projecte URDCat, emmarcat dins

del Pla Estratégic de Recerca i Innovacio en Salut (PERIS) 2016-2020.

Vam analitzar tots els casos index mitjancant WES i posteriorment, en aquells en els que no
haviem pogut assolir un diagnostic, per WGS. Per a 'analisi de les dades genétiques
obtingudes vam utilitzar un algoritme computacional dissenyat per la Dra. Agatha Schliter
al mateix laboratori d’IDIBELL, que prioritza les variants genétiques tenint en compte la
informacio clinica codificada en termes HPO (Human Phenotype Ontology) i informacio
referent a les interaccions fisiques i funcionals de les proteines de I'organisme. Vam avaluar
en equip les variants genetiques resultants, amb la participacid del doctorand com a
neuropediatre, per mirar d’analitzar la possible relacié causal amb el fenotip del pacient. Les
vam classificar d’acord amb els criteris publicats per I'’American College of Medical Genetics
and Genomics (ACMG). En els casos amb variants genétiques no descrites préviament, vam
realitzar estudis funcionals i metabolics per tal de validar-les, mitjancant tecniques de gPCR,
Western-blot, immunofluorescencia i assajos enzimatics, entre d’altres. Els nous gens
candidats identificats es van verificar a través de la deteccié d’altres families en consorcis

internacionals (GeneMatcher i PhenomeCentral).

En aquest estudi vam incloure 126 families i vam poder establir el diagnostic molecular en

91 d’elles (72% dels casos) (article 1 d’aquesta tesi). A més, vam identificar 7 gens candidats,



fenotips nous, atipics, i cinc families amb diagnostic dual (identificacio de més d’'un gen
implicat en el fenotip clinic). Els gens identificats més freqientment van ser E/IF2B5 (malaltia
de la substancia blanca evanescent), POLR3A (sindrome 4H), RNASEH2B (sindrome
d’Aicardi-Goutieres) i PLP1 (malaltia de Pelizaeus Merzbacher). Aquest estudi va evidenciar
la gran heterogeneitat genetica d’aquest grup de trastorns (57 gens identificats entre els 91
casos diagnosticats). A més, cal remarcar que la meitat d’aquests gens no s"havien associat
classicament al concepte de leucodistrofia i, per tant, poden no estar inclosos en els panells
de gens. Un altre aspecte important a destacar és la rapidesa diagnostica que va permetre
I"Us de les tecnologies NGS (entre quatre i dotze mesos habitualment) en comparacié amb
T

odissea diagnostica” d’anys d’evolucié i nombroses proves complementaries realitzades

préviament en la majoria d’aquests pacients.

Un dels gens candidats nous associats a malaltia de la substancia blanca cerebral que es
descriu en aquest treball és PI4KA, que té un rol important en el metabolisme dels
fosfatidilinositols (Pl) a la membrana cel-lular (article 2 d’aquesta tesi). Vam recollir dades
de deu pacients amb variants bial-leliques en aquest gen i vam poder descriure I'espectre
fenotipic associat, que compren des d’una malaltia hipomielinitzant greu, que pot associar-
se a alteracions estructurals del cervell (en forma d’hipoplasia del tronc de I'encéfal i del
cerebel o polimicrogiria), fins a una paraparésia espastica pura. A més, alguns pacients
presenten trastorns immunologics, gastrointestinals o anomalies genito-urinaries. L'estudi
funcional mitjangant Western-Blot i immunofluorescencia va demostrar nivells reduits de
PI4KA en fibroblasts derivats dels pacients, i els estudis d'immunofluorescencia i lipidomica

van indicar una activitat disminuida de PI4KA en fibroblasts i cél-lules sanguinies.

La identificacid d'una pacient portadora d'una variant patogenica en el gen DLG4, va
permetre que el doctorand coordinés I'estudi fenotipic i genotipic d'una cohort de 53
pacients amb variants d'heréncia dominant/de novo en aquest gen, que codifica per la
proteina postsinaptica PSD-95 (article 3 d’aquesta tesi). El quadre clinic es caracteritza per
una discapacitat intel-lectual en grau variable, un trastorn de I'espectre autista (TEA),
epilepsia i trastorns del moviment en alguns d’ells. L"habit marfanoide, que previament
havia estat suggerit com un tret caracteristic associat a DLG4, només es descrivia en nou

dels individus (23%) i, malgrat algunes caracteristiques comunes, no es va poder definir un



fenotip dismorfic caracteristic d’aquest trastorn. Cal destacar que alguns d’aguests pacients
presentaven anomalies de la substancia blanca cerebral, en forma d’atrofia, retard de la
mielinitzacio o hiperintensitats periventriculars, i signes clinics d’afectacié de via piramidal
o inclis una paraparesia espastica. Per tant, aquest treball exemplifica la gran
heterogeneitat fisiopatologica dels GWMDs i evidencia que els trastorns sinaptics també
poden tenir una forma de presentacid compatible amb I'espectre fenotipic de GWMD-

paraparéesia espastica hereditaria.

Finalment, vam poder participar en la descripcié d’un nou GWMD produit per variants
bial-léliques en el gen PRORP, que s’associen a sordesa neurosensorial, insuficiencia ovarica
primaria, retard del desenvolupament i canvis de la substancia blanca cerebral. També en la
descripcié d’un nou fenotip associat a POLR3A, amb predomini de clinica extrapiramidal i
afectacio estriatal, i en la caracteritzacid fenotipica de pacients amb variants en el gen

HNRNPHI.

Aquesta tesi mostra la utilitat clinica dels estudis de WES i WGS realitzats en cas index (no
trio) en els GWMDs, i reflexa com aquests estudis possibiliten la identificacié de nous gens
candidats i nous fenotips clinics. Reforca a més la necessitat d’implantar-los en estadis
inicials del procés diagnostic, per poder identificar I'etiologia tan aviat com sigui possible, i
poder oferir un assessorament genetic adequat i tractaments especifics abans que
I'afectacié neurologica estigui ja massa avancada. Finalment, posa de manifest la
importancia de la col-laboracid entre centres assistencials i d’investigacio, i de la participacié

dels clinics en el procés diagnostic basat en la NGS.



SUMMARY

Genetic white matter disorders (GWMDs) are a heterogeneous group of diseases that
predominantly affect the production and maintenance of myelin in the central nervous
system. Clinical manifestations frequently develop during childhood, although the onset can
be at any age. They are mainly motor, but also cognitive, behavioural, epileptic,

ophthalmologic or endocrinologic, among others.

Molecular genetic diagnosis of these diseases is essential to provide families with adequate
genetic counselling, prognosis information and possible treatment options. However, the
diagnostic approach used until a few years ago, based on clinical manifestations, magnetic
resonance imaging (MRI), metabolic and targeted genetic studies leaves approximately half

of GWMD patients without a genetic diagnosis.

Next-Generation Sequencing (NGS) techniques, including Whole-Exome Sequencing (WES)
and Whole-Genome Sequencing (WGS), in studies conducted mainly in trios (analysing
together probands’ and their unaffected parent’s genomic data), showed a high diagnostic

yield in diverse disease groups.

This work aimed to establish the clinical utility of WES and WGS for the study of index cases
with GWMDs (not trio), the identification of new genes involved in the pathophysiology of

white matter disorders and new phenotypes.

For this study, we included paediatric and adult patients with clinical and MRI patterns
consistent with a GWMD, defined as symmetrical diffuse or with specific anatomical tract
involvement of the cerebral white matter, in the absence of perinatal or vascular
complications or a clinical picture suggestive of an autoimmune process. Patients were
identified at child and adult neurology units from several tertiary hospitals around Spain
from January 2015 to December 2019. The referring physicians had not been able to
establish a molecular diagnosis despite applying standard-of-care paraclinical studies
(including mainly MRI, metabolic, neurophysiological, and genetic studies such as aCGH

(microarray-based Comparative Genomic Hybridization), targeted Sanger sequencing or



NGS gene panels). Clinical information, MRIs, and samples were collected at the
Neurometabolic Diseases laboratory of Bellvitge Biomedical Research Institute (IDIBELL).
Although strict filtering of cases by a neuroradiologist focused on leukodystrophies was not
performed, the doctoral student reviewed the information before inclusion. In addition,
many cases were evaluated before inclusion by a team of experienced paediatric and adult
neurologists under the URDCat initiative for undiagnosed neurological disorders, within the

Strategic Plan for Research and Innovation in Health (PERIS) 2016-2020.

We analysed all the cases by WES and subsequently, in the remaining negative cases, by
WGS. For the genomic data analysis, we used a computational algorithm designed by Dr.
Agatha Schliiter at IDIBELL’s Neurometabolic Diseases laboratory, which prioritized variants
taking into account clinical information encoded in HPO terms (Human Phenotype Ontology)
and information on the physical and functional interactions of the body’s proteins. Our team
evaluated the genetic variants obtained, with the participation of the doctoral student to
evaluate their association with the clinical phenotype. The variants were classified according
to the American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) criteria. We performed
functional and metabolic studies to validate unreported variants using qPCR, Western blot,
immunofluorescence and enzymatic assay techniques, among others. The new candidate
genes were verified by identifying additional families in international consortia

(GeneMatcher and PhenomeCentral).

We included 126 families in the study, and we were able to establish the molecular diagnosis
in 91 (72%) of them (article 1 of this thesis). We also identified seven candidate genes, new
or atypical phenotypes, and five families with dual diagnosis (identification of more than one
gene involved in the family’s clinical phenotype). The most frequently identified diagnoses
were E/F2B5 (vanishing white matter disease), POLR3A (4H syndrome), RNASEH2B (Aicardi-
Goutieres syndrome), and PLP1 (Pelizaeus Merzbacher disease). This study evidenced the
significant genetic heterogeneity of this group of disorders (57 genes identified among the
91 diagnosed cases). In addition, half of the identified genes were not classically associated
with the concept of leukodystrophy and therefore they may be not included in gene panels.

It is also remarkable the short time-to-diagnosis allowed by WES/WGS studies (usually



between four and twelve months) in comparison to the previous "diagnostic odyssey" of

years and numerous complementary tests performed on many of these patients.

One of the new candidate genes associated with white matter disorders identified in this
work is PI4KA, which plays an important role in the phosphatidylinositol metabolism at the
cell membrane (article 2 of this thesis). We collected ten patients with biallelic variants in
this gene and were able to describe the associated phenotypic spectrum, ranging from a
severe hypomyelinating disease associated with structural abnormalities of the brain
(brainstem and cerebellar hypoplasia or polymicrogyria), to pure spastic paraparesis. In
addition, some patients had immunological problems, gastrointestinal disorders, or
associated genitourinary abnormalities. Western blot and immunofluorescence functional
studies demonstrated reduced levels of PI4KA in patients’ fibroblasts, and
immunofluorescence and lipidomic studies, indicated decreased PI4KA activity in fibroblasts

and blood cells.

The identification of a patient carrying a mutation in the DLG4 gene allowed the doctoral
student to coordinate the phenotypic and genotypic study of a cohort of 53 patients with
dominant/de novo inheritance variants in this gene, which encodes the post-synaptic
protein PSD-95 (article 3 of this thesis). The clinical picture was characterized by intellectual
disability of variable severity, autism spectrum disorder, epilepsy, and movement disorders
in some of them. Marfanoid habitus, which was previously suggested to be a characteristic
feature of DLG4-related phenotypes, was found in only nine individuals (23%), and despite
some overlapping features, a distinct facial dysmorphism could not be established. It should
be noted that some of these patients had cerebral white matter atrophy, delayed
myelination, periventricular hyperintensities, and clinical manifestations suggestive of
pyramidal involvement or even spastic paraparesis. Therefore, this work exemplifies the
great pathophysiological heterogeneity of GWMDs and shows that synaptic disorders may
also present with a phenotype compatible with GWMD-hereditary spastic paraparesis

spectrum.

Finally, we were able to contribute to the description of a new GWMD produced by biallelic

variants in the PRORP gene, which are associated with neurosensory deafness, primary



ovarian failure, developmental delay and cerebral white matter abnormalities. We
participated also in the description of a new phenotype associated with POLR3A, with a
predominance of extrapyramidal manifestations and striatal involvement, and the

phenotypic characterization of patients with variants in the HNRNPH1 gene.

This thesis provides evidence of the clinical utility of singleton (not trio) WES and WGS
studies in GWMDs and how it enables the identification of new candidate genes and new
clinical phenotypes. It also reinforces the need to implement these studies in the early stages
of the diagnostic process, to provide adequate genetic counselling and enable an early
treatment before the advancement of neurological degeneration. Finally, it highlights the
importance of collaboration between clinical and research centres, and the participation of

clinicians in the diagnostic process based on NGS.
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1. Introduccié Historica

El cervell huma ha fascinat els investigadors i académics des de fa segles. Aixi i tot, després
de milers d’anys d’investigacié havent assolit nombrosos avengos, el coneixement de moltes
de les seves funcions encara és forca limitat. Actualment, esta en marxa el projecte BRAIN,
en el que durant un periode de quinze anys, 500 laboratoris de tot el mon i milers de
cientifics, tracten de determinar un mapa del cervell per mirar de comprendre millor com

s’organitza el seu funcionament (Yuste and Bargmann, 2017).

En el segle V aC, Alcmed de Crotona va reconeixer que el cervell era I’organ fonamental de

la sensacid i la cognicio, i ho va reflectir a través de les seglients paraules:

“La seu de les sensacions és al cervell. Conté la facultat de govern. Tots els sentits estan
connectats d’alguna manera amb el cervell; en conseqiiéncia, ells sén incapagos d’actuar si
el cervell esta alterat o canvia la seva posicio, ja que aixo atura els passatges a través dels

quals actuen els sentits. Aquesta capacitat del cervell per sintetitzar sensacions fa que

també sigui la seu del pensament: 'emmagatzematge de percepcions dona memoria i

creenca, i quan aquestes s’estabilitzen, s’obté coneixement”.

Ell va ser el primer que va emprar la disseccido com a eina d’investigacid, i mitjangant aguesta
tecnica va identificar els nervis Optics, suggerint que s’encarregaven de portar [lum al cervell
(Gross, 2013). Aixi i tot, el concepte que el cervell és I'0rgan encarregat del control de les
sensacions i la cognicio es va posar en dubte posteriorment, en temps de la Grécia classica i
I'imperi Roma, quan van apareixer dues teories oposades: |la teoria encefalocéntrica, que
considerava que era el cervell que se n’encarregava, i la teoria cardiocéntrica, defensada per
personalitats com Aristotil entre d’altres, que proposava que era el cor I'encarregat de
controlar aquestes funcions. Galé de Pérgam (129-213 dC) va estudiar les conseqiéncies de
les lesions en diferents parts del sistema nerviés. D’aquesta manera, va demostrar que el
cervell era I'encarregat del control del moviment, el va identificar com a organ relacionat
amb la cognicio i, per tant, també amb les malalties mentals. Va ser el primer a realitzar
estudis sistematics del sistema nerviés central (SNC) des del punt de vista anatomic i

fisiologic, fent descripcions molt acurades de la seva anatomia macroscopica, incloent-hi el
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trajecte de nou parells cranials, la diferenciacié de nervis motors i sensitius, o la identificacio

de la medul-la espinal com una estructura contigua al cervell (Gross, 2013).

El Renaixement italia va ser una epoca en la qual ciencia i art van convergir per impulsar el
coneixement de I'anatomia en general i la del cervell en particular. Andreas Vesalius (1514-
1564), considerat el pare de I'anatomia moderna, va publicar en el 1543 la seva gran obra
De Humani Corporis Fabrica, en la que probablement diversos deixebles del conegut pintor
Tiziano van col-laborar-hi amb les seves il-lustracions. Un dels coneixements que hi va
aportar va ser la descripcio per primera vegada de la diferenciacio entre la substancia blanca

i grisa del cervell huma.

Marcello Malpighi (1628—-1694), va ser pioner en la utilitzacio de la microscopia per I'estudi
anatomic del cos huma. Va dedicar especial atencié a examinar el cortex cerebral i el va
descriure com una conformacioé de petites glandules o "globuls". No obstant aix0, no va ser
fins a la segona meitat del segle XIX, amb el desenvolupament de tecniques de fixacid i
tincions especifiques, quan aquesta tecnologia va adquirir importancia per I'estudi del SNC.
En gran part, aix0 va ser possible gracies a Camilo Golgi (1843-1926), que en el 1873 va
descobrir el meétode de la reazione nera (reaccié negra), que permetia la tincié amb bona
qualitat de diverses cél-lules alhora, perdo en nombre relativament reduit, amb el que es
podien estudiar millor les connexions entre elles. Amb aquesta tecnica va aconseguir
visualitzar per primera vegada les cel-lules nervioses amb les seves diferents parts (cos
neuronal, dendrites i axd) (Figura 1A). Malgrat aixd, Golgi va ser un gran defensor de la teoria
reticular, que considerava que les neurones eren nodes que formaven part d’'una xarxa

nerviosa, un continu, que explicava els aspectes holistics de les funcions cerebrals.

Rudolf Virchow (1821-1902) va identificar unes cel-lules diferents de les neurones, situades
a les parets dels ventricles cerebrals. Les va anomenar glia o Nervenkitt (“massilla nerviosa”)
i les va descriure en un dels llibres cientifics més destacables del segle XIX, anomenat
Patologia Cel-lular (1858). Va considerar que formaven una mena de teixit conjuntiu, que
tenia capacitat de patir inflamacio, i que ell va anomenar mielina, procedent del terme grec

“myelos” (medul-la).
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Pocs anys després, Santiago Ramodn i Cajal (1852-1934) va adoptar la técnica de la reazione
nera de Golgi i va fer-hi diverses modificacions, que li van permetre dur a terme els seus
estudis de microanatomia del SNC. Les seves descripcions van suposar un salt important en
el coneixement i, per molts, el naixement de la neurocieéncia moderna. En aquests estudis
va poder identificar que les neurones eren unitats independents des del punt de vista
anatomic, fisiologic i metabolic, en el que es va anomenar teoria neuronal. Aquesta, era
contraposada a la reticular defensada per Golgi i, tot i aguesta confrontacié conceptual en
referéncia a I'estructuracid del SNC, els avencos en el coneixement desenvolupats per
aquests dos autors van suposar que en el 1906 Golgi i Cajal compartissin el Premi Nobel de

Fisiologia i Medicina.

Cajal també va formular la llei de la polaritat dinamica de les neurones, segons la qual,
aquestes transmeten els impulsos electrics unidireccionalment, des del cos neuronal fins a
I'extrem del seu axd. Va poder identificar que les neurones tenen diferents formes,
caracteristiques segons la seva localitzacié. A més, va determinar 'existéncia d’altres tipus
cel-lulars en el cervell, com sén els astrocits, i també un “tercer element” que no va poder
identificar adequadament, donat que quedava poc tenyit amb les tecniques d’'impregnacio

que utilitzava.

Va descriure magistralment la morfologia dels astrocits i la seva relacié amb les neurones i
els vasos sanguinis (Figura 1B), anomenant-les cel-lules aracniformes (per la forma d’aranya)
o cel-lules de Deiters, considerant que Otto Friedrich Karl Deiters (1834-1863) n’era el
descobridor. A més, també va formular teories sobre el desenvolupament i funcionalitat del
sistema nervids central, els mecanismes de plasticitat neuronal i dels processos de

degeneracid i regeneracio.
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Figura 1. ll-lustracions de Golgi i Cajal, de preparacions histologiques tenyides amb els
métodes de I'eépoca. A) Primera il-lustracio realitzada per Golgi en el 1875, d'una
preparacié histologica amb el seu metode de tincié de la “reazione nera”. Dibuix d’una
seccié vertical del bulb olfactori d’un gos. B) Dibuix de Santiago Ramén i Cajal que mostra
els astrocits a la substancia blanca del cortex cerebral d’un cervell huma adult (A-D), amb
els peus perivasculars (a, b, d). Métode d’or.

Pio del Rio Hortega (1882-1945) va ser un deixeble de I'escola espanyola de Santiago Ramon
y Cajal, que va revolucionar I'estudi de la neurodglia a partir de la millora de les técniques
d’impregnacio metal-lica aplicades per Golgi i Cajal. Mitjancant la utilitzacié de carbonat de
plata amoniacal (Del Rio Hortega P, 1918), va poder identificar que el “tercer element” al
que feia referencia Cajal, corresponia en realitat a dos tipus cel-lulars: la microglia, provinent
del mesodermi els oligodendrocits (ODs), d’origen ectodérmic (Del Rio Hortega, 1920, 1921)
(Figura 2).

Va evidenciar que els ODs es troben propers a les fibres nervioses mielinitzades, amb
processos en espiral al voltant de I'axd, i va establir un paral:lelisme amb les cél-lules de
Schwann del sistema nervids periféeric, arribant a I'encertada conclusié que les dues estan
relacionades amb la formacié dels embolcalls de mielina. També va predir la seva implicacio
en el trofisme neuronal, afirmant que “realitzen funcions de suport, aillament i nutricié
relacionades amb la conduccié nerviosa” i va predir el paper dels ODs en mecanismes de
plasticitat dels circuits neuronals, tal com s’ha evidenciat en estudis recents (Fields, 2008;

Lee et al., 2012).
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Figura 2. Pio del Rio-Hortega, descobridor del “tercer element”: els oligodendrocits i la
microglia. (A) Retrat de Pio del Rio-Hortega. (B) Representacio dels oligodendrocits. (C)
Representacié de la microglia. Adaptat de (de Castro, 2019).

En el 1928 va publicar la primera descripcio sistematica dels ODs (Del Rio Hortega, 1928) i
va identificar I'existéncia d’una diversitat de cél-lules oligodendroglials, que s’ha confirmat
posteriorment a través d’estudis de microscopia electronica, immunohistoquimica i estudis
genetics (Butt, 2012) (Figura 3). A més, va suggerir que hi havia una correlacié entre el

calibre de I'axd, la distancia internodal i el gruix de la beina de mielina.

Figura 3. Pio del Rio Hortega. Il-lustracions del cortex i substancia blanca cerebrals, tenyits amb el
procediment del carbonat de plata d'Hortega. (A) Pio del Rio Hortega en el seu estudi a la casa
familiar de Valladolid, 1910. (B) Representacions del cortex cerebral (a) i la substancia blanca
cerebral (b, ¢), en les que s’aprecien els oligodendrocits tipus | (O-1), tipus Il (O-ll), els astrocits
protoplasmics (PA), fibrosos (FA) i nans (DA), les cel-lules microglials (M) i la seva disposicid en
relacié amb les neurones piramidals (PN) i els vasos sanguinis (V). Adaptat de (Pérez-Cerda et al.,
2015).
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Diagnostic dels GWMDs i identificacio de noves malalties mitjancant técniques de sequienciacié massiva

Per altra banda, va demostrar que la microglia té una funcio rellevant en la resposta al dany
cerebral, fagocitant elements nocius o restes cel-lulars, i va indicar que «si hi ha
neuronofagia, creiem que només les cel-lules de la microglia ho fan, ja que la seva capacitat
per migrar i fagocitar esta fora de tot dubte». A més, va interessar-se per la neuropatologia

i va ser una figura rellevant en 'estudi dels tumors del SNC.

En els inicis del segle XX, a partir d’estudis de tincio de la mielina realitzats en fetus i nounats,
Paul Flechsig va descriure com el procés de mielinitzacid del cervell segueix un patro espacial
i temporal orquestrat de forma precisa (Flechsig Of Leipsic, 1901; Flechsig, 1920) (Figura 4).
Aixi, en les fases més inicials es produeix la mielinitzacid del tronc de I'encefal, que conté
estructures vitals pel control del sistema cardiocirculatori, la respiracio i els mecanismes de
succio-deglucio, pero també de les arees primaries motores i sensitives (incloent-hi inputs
de vies visuals i auditives) i els seus tractes corresponents. Posteriorment, es mielinitzen les
arees encarregades de tasques més complexes i finalment les encarregades de funcions
intel-lectuals superiors.
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Figura 4. Procés normal de mielinitzacid en els primers dos anys de vida. Talls de cervell
preparats per Flechsig amb tincid de plata i correspondéncia amb imatges de
ressonancia magnetica, potenciades en T1i T2, en les que podem apreciar la progressio
normal de la mielinitzacié del SNC. En un nounat sa s’aprecia la mielinitzacié del tronc
de I'encefal (fletxa groga llarga), la substancia blanca cerebel-losa central i els tractes
corticoespinals, aixi com el bra¢ posterior de la capsula interna (fletxa groga curta). Als
dos mesos d'edat, la mielinitzacié ha augmentat en els lobuls occipitals (radiacié optica,
fletxa groga) i parietals, i I'espleni del cos callds. A partir dels quatre-cinc mesos, la
mielinitzacio transcorre en direccié frontal i, a partir dels 5-6 mesos, en la direccio
temporal. La mielina esta present en el brag anterior de la capsula interna des dels 3-4
mesos (fletxa groga) i al genoll del cos callds a partir dels cinc mesos. A partir dels sis
mesos, la mielinitzacié avanga als lobuls frontals. Posteriorment, progressa cap a les
regions subcorticals, fins a estar més o menys completa cap als dos anys de vida. De
(Wolf et al., 2021).

En el 1949, Huxley va evidenciar la importancia de la mielina per promoure I'impuls saltatori
i d’aguesta manera permetre la conduccid de I'impuls nervids a major velocitat, a més de

reduir el consum axonal d’energia (Huxley and Stampfli, 1949).

La primera descripcid d’un trastorn de la substancia blanca cerebral familiar ja I’havien fet
de forma independent Pelizaeus (Pelizaeus, 1899) i Merzbacher (Merzbacher, 1910),
referint-s’hi com una “esclerosi difusa” cronica progressiva, per diferenciar-la de I'esclerosi
multiple, caracteritzada en els anys 1860 per Jean-Martin Charcot. El primer esment al
concepte de leucodistrofia el va fer Bielschowsky I'any 1928, en un text referent a la

leucodistrofia metacromatica (Bielschowsky and Henneberg, 1928).

Durant els anys setanta, 'aparicié de la tomografia computada (TC) va permetre visualitzar
la substancia blanca i, per tant, les leucoencefalopaties in vivo. Perd no va ser fins als anys
vuitanta, amb l'aplicacié clinica de la ressonancia magnetica (RM) cranial, quan es va
desenvolupar de forma important el camp de la neuroimatge. La RM cranial va permetre
caracteritzar patrons d’afectacio distintius entre les diferents malalties, obrint la possibilitat
a I'establiment d’una sospita diagnostica (van der Knaap et al., 1991). Va possibilitar la
descripcié de patrons corresponents a noves entitats cliniques, com la leucoencefalopatia
megalencefalica amb quists subcorticals (Megalencephalic Leukodystrophy with subcortical
Cysts; MLC) (van der Knaap et al., 1995), la malaltia de la substancia blanca evanescent
(Vanishing White Matter Disease; VWMD) (van der Knaap et al., 1997), la hipomielinitzacio
amb atrofia dels ganglis basals i cerebel (Hypomyelination with Atrophy of the Basal Ganglia

and Cerebellum; H-ABC) (van der Knaap et al., 2002), la leucoencefalopatia amb afectacié
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del tronc de I'encefal i medul-la espinal amb elevaciod de lactat (Leukoencephalopathy with
Brain stem and Spinal cord Involvement and Lactate elevation; LBSL) (van der Knaap et al.,
2003), la hipomielinitzacio, hipodoncia i hipogonadisme hipogonadotrofic (sindrome 4H)
(Wolf et al., 2005) i la hipomielinitzacié de les primeres estructures mielinitzants
(Hypomyelination of Early Myelinating Structures; HEMS) (Steenweg et al., 2012). Aixi, es va
desenvolupar un sistema de classificacié de les leucodistrofies en funcido de les

caracteristiques de la neuroimatge (Schiffmann, 2009).

També, gracies als estudis genétics de lligament (linkage analysis), determinant regions
d’interés i seqlenciant dels gens coneguts en aquestes, es van identificar els primers gens
associats a leucodistrofies, com és el cas de PLP1 (Pelizaeus Merzbacher Disease; PMD)
(Hudson et al., 1989), ARSA (Metachromatic Leukodystrophy;, MLD) (Polten et al., 1991),
ASPA (malaltia de Canavan) (Kaul et al., 1993), GALC (Krabbe Disease; KD) (Sakai et al., 1994)
i ABCD1 (X-linked Adrenoleukodystrophy; X-ALD) (Mosser et al., 1993).

Tot i aquests avencos, I'any 2010, el 50% dels pacients que patien una leucodistrofia no
tenien un diagnostic molecular especific (Bonkowsky et al., 2010). En els darrers anys,
I"aplicacié de la tecnologia de sequenciacié massiva de nova generacid (en anglés, Next-
Generation Sequencing (NGS)), ha permes incrementar de forma exponencial les
descripcions de noves bases moleculars en el camp de les leucodistrofies, des que I'any 2011
es va identificar el primer defecte genétic mitjancant aquesta técnica: variants en
dominancia en el gen CSFIR causants de la leucoencefalopatia hereditaria difusa amb
esferoides (Hereditary Diffuse Leukoencephalopathy with axonal Spheroids; HDLS)
(Rademakers et al., 2011).

2. Biologia de la mielina

Les capacitats mentals sén la caracteristica més distintiva de I'ésser huma i venen
determinades per una complexa arquitectura cel-lular que és resultant de centenars de
milions d’anys d’evolucio. El cervell huma esta format per uns 100.000 milions de neurones

i cada una d’elles té entre 10.000 i 20.000 connexions amb altres neurones i cél-lules glials
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(Nave and Werner, 2021). En el cervell dels mamifers, la substancia blanca esta formada
basicament per projeccions axonals iles cél-lules glials associades (oligodendrocits, astrocits,
microglia i cel-lules NG2), que s’estima que es troben en un nombre similar al de neurones
(von Bartheld et al., 2016). Les projeccions axonals permeten la propagacié dels potencials
d’accié des del cos neuronal fins al terminal de I'axd, situat a mil-limetres o inclis metres de
distancia, com en el cas de les neurones de projeccid, en les quals pot representar més del
99% de la seva massa cel-lular. Aquestes dades posen de manifest la importancia de les
connexions neuronals (i, per tant, de la mielina com a component fonamental d’aquestes)
en l'organitzacidé de les funcions cerebrals i com permeten |'extraordinari repertori de
capacitats neuroconductuals humanes. Les cel-lules glials col-laboren en el funcionament
d’aquests circuits cerebrals realitzant funcions fonamentals i especifiques, tant durant el
desenvolupament del SNC, com al llarg de la resta de la vida: serveixen de suport estructural,
afavoreixen i regulen la rapida comunicacié a través de la mielinitzacio i el suport metabolic
axonal, mantenen el microambient del cervell, participen en processos de plasticitat i

reparacio, i en l'intercanvi i processament d’informacié amb altres tipus cel-lulars.

Els trastorns genetics de la substancia blanca cerebral (en anglés, Genetic White Matter
Disorders, GWMDs) son aquelles malalties de base geneética en les quals s’afecta de forma
predominant el procés de mielinitzacié i manteniment de la mielina (Helman et al., 2020,
Vanderver et al., 2020b; Kaur et al., 2021; Shukla et al., 2021). Altres malalties com I"esclerosi
multiple cursen també amb una afectacio predominant de la substancia blanca del SNC, pero
en aquest cas de base immunitaria. A més, en processos com la leucomalacia periventricular,
en les lesions de la medul-la espinal, en malalties neurodegeneratives com |'Alzheimer o
inclls en trastorns psiquiatrics, també hi ha un component d’afectacid de la substancia
blanca (Fields, 2008). Per tant, el coneixement dels mecanismes implicats en la formacio,
manteniment i regeneracié de la mielina és determinant en la recerca de tractaments d’un

gran ventall de malalties que afecten el SNC.
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2.1 Els oligodendrocits (ODs) i el procés de mielinitzacié

Els ODs sén les cel-lules del SNC encarregades de la produccié de mielina i s’estima que cada
un d’ells participa en la mielinitzacié de fins a 60 axons. Provenen de la diferenciacio de les
cél-lules precursores dels oligodendrocits (OPCs), que durant el periode embrionari
proliferen, migren des de les zones germinals del cervell anterior i es distribueixen pel
parénquima cerebral en onades successives. La majoria es diferencien en ODs madurs, un
cop establertes les connexions neuronals, iniciant el procés de mielinitzacio ja en el segon
trimestre de la gestacié. Aquest, progressa de forma molt important al llarg dels primers 2-
3 anys (Figura 4, pagines 29-30), pero no es completa fins a la tercera década de la vida. Com
s’ha descrit en I'apartat anterior, evoluciona en sentit ascendent i de la part posterior cap a

la part anterior del cervell, en un procés perfectament orquestrat.

Una proporcid de les OPCs romanen “a I'espera” durant la vida adulta (OPCs de I'adult 6
cél-lules NG2). Aquestes, poden diferenciar-se a ODs madurs per promoure canvis en la
mielinitzacid desencadenats per |'experiencia, participant, per tant, en processos de
plasticitat cerebral i aprenentatge, perd també en la regeneracio de la mielina en resposta
a un procés lesiu (Hughes, 2021). Aixi, la mielinitzacié és un procés dinamic, que respon a
les necessitats, adaptant-se a I'activitat neuronal, tal com descriu I'anomenada teoria de Ia
“mielinitzacio adaptativa” (Bechler et al., 2015; Nave and Werner, 2021). Per tant, podem
parlar d’una mielinitzacié intrinseca, geneticament determinada, que es produeix
principalment en el periode fetal i primers anys de vida, i una segona etapa que ve
determinada per 'experiencia i permet regular finament la funcionalitat de la xarxa neuronal

modulant la comunicacié entre les neurones i les cel-lules glials (Stadelmann et al., 2019).

Per dur a terme la mielinitzacid, els ODs han d’augmentar de forma molt important 'area
de superficie de la seva membrana, formant extensions que embolcallen els axons multiples
vegades. Aquest és un procés complex, en el que els mecanismes de
polimeritzacié/despolimeritzacié de I’actina juguen un paper fonamental (Stadelmann et al.,
2019; Brown and Macklin, 2020). La beina de mielina creix en sentit radial, perd també
longitudinalment al llarg de I'axd, el que determina I'agrupament dels canals de sodi entre

les beines de mielina successives, en uns espais que s’estrenyen fins a conformar els nodes
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de Ranvier (petits espais d’'un um, desproveits de 'embolcall de mielina, que permeten la
propagacié del potencial d’accié de forma saltatoria i rapida al llarg de I'axd). Posteriorment,
es produeix un procés d’extrusié del citoplasma dels embolcalls i es completa d’aquesta
manera la formacié de la mielina compacta. Queden pero els canals citoplasmatics, que
permeten la comunicacié del cos de I'oligodendrocit amb les diferents capes de mielina i
amb el compartiment axonal, facilitant la distribucié de metabolits. També romanen unes
espirals anomenades bucles paranodals en els extrems de la beina, proxims als nodes de
Ranvier, i un espai periaxonal que recorre I'axd per sota de la beina de mielina (Wolf et al,,

2021) (Figura 5A).

Els oligodendrocits formadors de mielina, els astrocits i les cel-lules ependimaries dels
ventricles estan altament interconnectats mitjancant les unions comunicants (en angles, gap
junctions), conformant el que s’ha anomenat sinciti panglial. Els astrocits tenen projeccions
que connecten amb els vasos sanguinis, a través de les quals obtenen nutrients de la
circulacio capil-lar, que distribueixen a través d’aquestes unions comunicants a la resta de
cél-lules glials i als axons. A més, també a través d’aquestes unions, els astrocits contacten
amb les cél-lules ependimaries dels ventricles, en el que representa una via de drenatge
fonamental pel manteniment de I'homeostasi del SNC. Les unions comunicants estan
conformades per I'associacié de dues connexines (proteines transmembrana): els astrocits
expressen Cx30 i Cx43, i els oligodendrocits, Cx32, Cx47 i Cx29. Com a exemple de la
importancia d’aquestes estructures, les variants patogéniques en el gen que codifica per la
Cx47 s’associen a la malaltia de Pelizaeus Merzbacher-like disease (PMLD) i les de la Cx43

s’associen a la Oculodentodigital Dysplasia (ODDD) (Figura 5B).
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Figura 5. Procés de formacié de I'embolcall de mielina i disposicid dels oligodendracits en relacié amb els axons, els
astrocits i capil-lars vasculars. (A) Representacié de I'extensid de la membrana dels oligodendrocits i procés
d’embolcallament de I'axd. Posterior formacio de la mielina compacta deixant els bucles paranodals, que son espais no
compactats fonamentals per a la transmissid de metabolits. (B) Representacié esquematica de la interrelacio i alta
connectivitat entre els oligodendrocits i les beines de mielina amb els astrocits a través de les unions comunicants, i
amb els capil-lars vasculars. Adaptat de (Wolf et al., 2021) i (Nave, 2010).

Durant el periode en que la mielinitzacio és més intensa, es requereixen una gran quantitat
de lipids, que representen el 75% del pes sec de la beina de mielina. Els més abundants sén
els acids grassos de cadena llarga saturats, els glucoesfingolipids i el colesterol. Aquests, sén
sintetitzats en part pel mateix oligodendrocit, perd també s’incorporen fonamentalment des
dels astrocits, des de les neurones de I'entorn i de I'ambient extracel-lular (Hughes, 2021).
També s’han de sintetitzar les proteines de membrana que conformen I'estructura de la

beina.

Totique els oligodendrocits sén els principals encarregats de la produccié de mielina, aquest

és un procés complex en el qual intervenen altres tipus cel-lulars i factors (Figura 6):

e [’activitat de I'axd promou la proliferacio i diferenciacio de les OPCs i és fonamental

perque es produeixi una mielinitzacié completa (Figura 7). A més, hi ha evidéncia
recent que l"activitat neuronal desencadenada per I'experiencia indueix canvis en la
mielinitzacid que modelen la dinamica dels circuits neuronals i d’aquesta manera

conforma, per tant, un mecanisme de plasticitat cerebral (Mount and Monje, 2017).
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e Elsastrocits es diferencien abans que els ODs i produeixen substancies essencials per
la seva supervivencia i diferenciacid, com el factor de creixement derivat de
plaguetes a (PDGFa). Tenen prolongacions que contacten amb els capil-lars
sanguinis, formant part de la barrera hematoencefalica, a través de les quals capten
nutrients per donar suport metabolic a altres cél-lules glials i als axons. A més,
proveeixen grans quantitats de lipids als ODs per la produccié de mielina i alliberen
substancies que regulen el procés de mielinitzacio, facilitant o inhibint la formacio

de la beina (Wolf et al., 2021).

e La microglia promou la mielinitzacié via factor de creixement insulinoide 1 (IGF-1)
durant el periode neonatal, tal com s’ha descrit en estudis realitzats en ratolins
(Wlodarczyk et al., 2017). A més, també secreta el factor neurotrofic derivat del
cervell (BDNF), que afavoreix la remielinitzacio, i el factor de necrosi tumoral a
(TNFa), la interleucina 6 (IL-6), el factor de creixement de fibroblasts 2 (FGF2), la
interleucina 1B (IL-1B) i linterferd y (IFNy), que estimulen la proliferacié i
diferenciacio de les OPCs. Per contra, també sembla participar en processos de
fagocitosi de la mielina, eliminant beines en formacié, de manera similar al que
succeeix amb la poda sinaptica. Inclus, a través de la regulacio de I'activitat sinaptica
o de la matriu extracel-lular, també poden influir en la formacié o pérdua de mielina

(Hughes, 2021).

e Les ceél-lules endotelials dels vasos sanguinis interactuen amb els OPCs i permeten la

seva migracié durant el desenvolupament del SNC, en un procés depenent de
I'expressio del receptor acoblat a proteina G, GPR124 (Tsai et al., 2016). Els pericits
produeixen LAMAZ2, que pot estimular la diferenciacié de les OPCs (De La Fuente et

al., 2017).

e Finalment, les hormones tiroidals sén essencials per la diferenciacié dels OPCs i, per

tant, per la correcta mielinitzacio. Aixd es posa de manifest en els pacients amb

variants patogeniques en el gen SLCI6A2, que codifica per una proteina
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transportadora de I’hormona tiroidal. La seva pérdua de funcié ocasiona la sindrome
Allan-Herndon-Dudley, que s’associa un important retard de la mielinitzacid. A més,

altres factors també son essencials, com el Fe, folati vitamina B12 (Wolf et al., 2021).
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Figura 6. Factors implicats en el procés de mielinitzacié. A més dels oligodendrocits, els astrocits i les
cel-lules microglials també participen en el procés de mielinitzacié. Els astrocits promouen la
maduracié dels oligodendrocits a través de I'alliberacié de PDGFa.. Alhora, proveeixen d’acids grassos
requerits per la mielinitzacié als oligodendrocits ja madurs. L'activitat axonal també estimula la
produccié de mielina, com fa també la microglia a través de la produccié d'IGF-1. A més, les hormones
tiroidals i alguns micronutrients sén indispensables en aquest procés. De (Wolf et al., 2021).

Per tant, el procés de mielinitzacio esta altament regulat i depén de diferents components
cel-lulars i molecules de senyalitzacié extracel-lular, que modulen 'activitat de diverses vies
de senvyalitzacié a I'interior de I'oligodendrocit, com la via dels fosfatidilinositols (Pl), la PI3K-
AKT-mTOR i I'ERK/MAPK (Figura 7). La proteina FAM126A (també coneguda com a hyccin),
participa en la sintesi de Pl regulant la sintesi de Ptdins(4)P, i el seu defecte s’associa a la
malaltia hipomielinitzant amb cataracta congenita (Hypomyelination with Congenital
Cataracts; HCC) (Biancheri et al., 2011). Una altra proteina d’aquesta via, que forma un
complex amb FAM126A iamb TTC7, és la fosfatidilinositol 4-kinassa alfa (PI4KA), i és objecte
d’estudi a I'article 2 d’aquesta tesi doctoral, en el que es demostra I'associacio també amb
una leucodistrofia hipomielinitzant (Verdura and Rodriguez-Palmero et al., 2021). La
proteina DEGS1 (delta 4-desaturase, sphingolipid 1) per la seva banda, potencia I'activacio

d’AKT, i la seva hipofuncid s’associa també a una malaltia hipomielinitzant, tal com es va
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evidenciar en una publicacio que inclou dos pacients de la cohort objecte d’estudi d’aquesta

tesi, en col-laboracié amb altres grups de recerca (veure seccié Discussio) (Pant et al., 2019).
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Figura 7. Representacié de possibles mecanismes que relacionen
I'activitat axonal amb el procés de mielinitzacié. L'activitat electrica
neuronal s’associa a l'alliberacié de factors com Neuregulin-1 (Nrgl) i
Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), que activen la transcripcio de
gens de mielina probablement via de senyalitzacié PI3K/Akt/mTOR. A
més, promouen |'expressio de receptors NMDA per glutamat, 'activacié
dels quals afavoreix la produccié de MBP, que desencadena el
desacoblament dels filaments d’actina i permet la propagacio de la
membrana i 'embolcallament de I'axé. De (Hughes and Appel, 2016).

Com s’ha descrit préviament, les beines de mielina sén estructures fonamentalment
lipidiques, perd també contenen proteines fonamentals en la seva estructura. La proteina
basica de la mielina (MBP), organitza una xarxa a la superficie de la membrana citosolica dels
oligodendrocits. Actua com una “cremallera”, afavorint I'extrusio del citosol i compactacié
de les membranes. La 2',3'-ciclic nucleotid-3' fosfodiesterasa (CNP1), interactua amb el
citoesquelet d’actina i realitza una forca oposada a la proteina MBP, per mantenir oberts els
canals citoplasmics. Aquests, son especialment abundants durant el desenvolupament i sén
basics pel creixement de la beina de mielina, permetent la connexio del cos oligodendroglial
(on se sintetitza principalment la membrana) amb les diferents capes de la mielina. En

etapes posteriors, també permeten la transmissié de metabolits entre |'oligodendrocit i
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I’espai periaxonal. La Proteina proteolipidica (PLP) és la més abundant de la mielina i
contribueix a 'adhesid de les membranes externes entre elles. A més, també en formen part

de la beina un seguit de molécules d’adhesio que mantenen la unid al’'axd (Wolf et al., 2021).

Com hem vist previament, la mielina és un dels components principals del SNC dels animals

vertebrats. Aquestes son les funcions principals en les quals participa:

e Conduccié d'impuls saltatori. Permet la rapida transmissio d’informacié de forma
eficient, amb una reduccié del consum energétic de I'axd. Aixo succeeix gracies a la
conduccio saltatoria dels impulsos nerviosos a través dels canals de Na dependents
de voltatge agrupats en els nodes de Ranvier, en els que es regenera el potencial
d’accié. Aquest mecanisme de conduccié permet una major capacitat de
processament i complexitat funcional del SNC (Tasaki, 1939; Hartline and Colman,

2007, Cohen et al., 2020aq).

e Suport metabolic a I'axé (veure apartat 2.2). L'aillament de I'axé per part de la beina
de mielina comporta, per contra, una dificultat d’accés a I'espai extracel-lular ric en
nutrients. Per tant, les cel-lules glials i la mielina han d’afavorir la transmissio
d’aquests metabolits a I'espai axonal. Per altra banda, el fet que I'axd estigui
distanciat del soma neuronal, fa que necessiti el suport de la maquinaria enzimatica

de les cel-lules glials per metabolitzar aquests nutrients.

e Plasticitat del SNC. La formacié de nova mielina, engruiximent o aprimament de la
beina, o la destruccié d’aquesta, sén canvis mitjangant els quals I'activitat axonal
determina la funcionalitat dels diferents circuits cerebrals, en un mecanisme que
participa en la plasticitat cerebral i, per tant, en processos d’aprenentatge

(mielinitzacio adaptativa) (Chang et al., 2016; Mount and Monje, 2017).

e Barrera fisica entre els axons, per tal d’evitar 'acoblament dels impulsos eléctrics

entre axons adjacents (Nave and Werner, 2021).
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e Eliminacid de radicals oxidatius. Enzims com la superdxid dismutasa citoplasmica
(SOD1), superoxid dismutasa mitocondrial (SOD2), glutatié peroxidases i la catalasa
peroxisomal s’encarreguen d’aquesta funcié. La formacié de gotes lipidiques glials
(en angles, lipid droplets) protegeix les neurones del dany oxidatiu (Bailey et al.,

2015; Nave and Werner, 2021).

El gruix i longitud de les beines de mielina sén proporcionals al diametre dels axons a la
substancia blanca. A la substancia grisa, els axons estan menys mielinitzats, probablement
perque aqui la seva funcid és el suport metabolic fonamentalment. Els ODs també estan

especialitzats segons I'area del cervell en la qual estan localitzats (Wolf et al., 2021).

2.2 Suport energetic en el metabolisme axonal

Un cop la mielinitzacid ha estat completada, la funcié principal de les cel-lules glials passa a
ser la de donar suport energétic per permetre la correcta propagacié dels impulsos eléctrics
i el transport axonal, a més de la participacié en processos dinamics de la mielinitzacio i
mecanismes de reparacid (Finfschilling et al., 2012; Lee et al., 2012). La circulacio capil-lar
és la principal font de substrats d’energia, perdo a la substancia blanca subcortical té
aproximadament la meitat de la densitat espacial que a la substancia grisa cortical (Hirrlinger
and Nave, 2014). Aquest fet, juntament amb I'extrema longitud dels axons, fan que el
metabolisme axonal es vegi compromes, donat que els enzims glucolitics son sintetitzats en
el soma neuronal (Hirrlinger and Nave, 2014). Aquest problema queda resolt mitjangant la
utilitzacié dels enzims de les cel-lules glials per obtenir I'energia necessaria per realitzar les
funcions axonals. Els astrocits capten els nutrients dels capil-lars sanguinis a través de les
seves extensions que envolten els capil-lars, i els transmeten a altres cél-lules glials i a I'axd
a través de les unions comunicants. També tenen capacitat per acumular glucogen, que
poden degradar en condicions de baixa glucosa (Hirrlinger and Nave, 2014). El lactat i piruvat
resultants del procés de glucolisi en els ODs o astrocits, son transferits a I'axd a través dels
canals citoplasmatics situats a les capes de mielina i dels transportadors monocarboxilics

(MCT1 i MCT2). A I'axd, s’incorporen al cicle d’acids tricarboxilics per proporcionar energia
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necessaria per al correcte funcionament (Finfschilling et al., 2012; Lee et al., 2012). Alhora,
I’OD testa els requeriments energetics de I'axd a través dels receptors NMDA de la capa
interna de mielina, que s’activen amb el glutamat que allibera I'axé amb la seva activitat. En
resposta a aquest estimul, 'OD expressa nous transportadors GLUT1 per incorporar més
glucosa i activar la glucolisi (Stadelmann et al., 2019; Wolf et al., 2021) (Figura 8). A més,
I’OD participa en la hidrolisi de N-acetilaspartat (NAA) neuronal mitjancant I'aspartatacilasa
i en la regulacié de I'homeostasi a través de la recaptacio d’'ions (Moffett et al., 2007;

Morrison et al., 2013; Saab et al., 2013).
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Figura 8. Imatge esquematica de I'acoblament metabolic de les cél-lules glials i I'axd. L'OD capta
la glucosa des de I'espai extracel-lular i I'astrocit des dels capil-lars sanguinis, mitjangant els
transportadors GLUT1. Aquesta és transformada en lactat, que es transfereix a I'axd des del
mateix OD a través dels transportadors MCT1 i MCT2 o des de I'astrocit en el node de Ranvier.
Alhora, les cel-lules glials estan connectades per les unions comunicants que permeten el
transport de metabolits entre elles. L'activitat axonal produeix I'alliberament de glutamat a
I’espai periaxonal, que activa I'expressio de receptors GLUT1 per incrementar la captacié de
glucosa per part de I'OD. De (Stadelmann et al., 2019).

3. Definicio: trastorns genétics de la substancia blanca cerebral (GWMDs)

El concepte “leucodistrofia” té el seu origen en les arrels gregues leuco=blanc, dis=manca

de, i trofia=creixement. El va emprar per primera vegada Bielschowsky I'any 1928
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(Bielschowsky and Henneberg, 1928), per fer referéncia a aquells trastorns hereditaris i
progressius que es caracteritzaven per una degeneracié de la substancia blanca cerebral
identificada en els estudis anatomopatologics. Durant els anys vuitanta, es considerava que
les leucodistrofies eren malalties genétiques, progressives, que implicaven primariament la
mielina de forma directa o a través de |'afectacid dels ODs (Morell, 1984; Seitelberger,
1984). Aguesta definicio es va mantenir durant molts anys fins que en el 2015, en un article
de consens d’un conjunt d’experts en GWMDs, promogut pel consorci GLIA, es proposa un
sistema de classificacio incloent un llistat d’unes 30 leucodistrofies “classiques”, mentre que
la resta de malalties genetiques de la substancia blanca es definien com a
leucoencefalopaties genétiques (Vanderver et al, 2015). Es consideraven propiament

leucodistrofies aquells que complien les seglients caracteristiques:

- Eren malalties hereditaries de la substancia blanca cerebral, amb afectacié o no del

sistema nervios periferic.

- Aquelles que tenien en comu la preséncia d’anomalies de la mielina propiament o
de les cel-lules glials. La neuropatologia es caracteritzava primordialment per
I'afectacié dels oligodendrocits, astrocits i altres cél-lules no-neuronals, sense
incloure aquelles malalties en les quals I'afectacié primaria es produeix a les

neurones en el cortex cerebral o altres estructures de la substancia grisa.

- Els trastorns del sistema nervids central adquirits i aquells en els quals I’afectacio de
la substancia blanca apareix en el context d’una malaltia sistemica, tampoc formaven

part d’aquesta categoria.

Aquesta definicio admetia que no tots els trastorns de la substancia blanca cerebral son
progressius, sind que alguns poden mantenir-se estables en el temps o evolucionar
favorablement, tant clinicament com radiologicament. A més, acceptava que les
leucodistrofies no tenen el seu origen en els oligodendrocits-mielina Unicament, sind també
en altres cel-lules no-neuronals. No obstant aixo, en moltes de les malalties de la substancia
blanca cerebral el coneixement de la fisiopatologia és limitat o aquesta pot ser complexa,

amb diversos mecanismes intervenint a |'hora. Per aquest motiu, en molts casos la
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diferenciacio entre les leucodistrofies classiques i les leucoencefalopaties genétiques pot

resultar dificil d’establir (Salsano, 2015).

En els darrers anys, la utilitzacié dels estudis WES/WGS ha comportat un increment
exponencial en el nombre de gens relacionats amb una afectacid predominant de la
substancia blanca, evidenciant que molts d’ells no estan involucrats directament en els
mecanismes de mielinitzacié (com succeeix per exemple amb alguns gens constitutius
(housekeeping genes)), tot i que produeixen quadres clinics que, per altra banda, complirien
la definicié de leucodistrofia (Salsano, 2015). Aquests aspectes han conduit al fet que
darrerament s’hagi proposat incloure en aquest concepte tots aquells trastorns genétics que
afecten principalment la substancia blanca cerebral, sense tenir en compte quina és
I’estructura o el mecanisme principal i quina sigui la seva evolucié (Kevelam et al., 2016; van

der Knaap and Bugiani, 2017).

En aquest treball hem utilitzat el concepte “trastorns genetics de la substancia blanca
cerebral” (en anglés, Genetic White Matter Disorders; GWMDs), fent referéncia a un grup
heterogeni de malalties amb un patré de ressonancia magneética suggestiu d’etiologia
genetica, que compren tant les leucodistrofies com les leucoencefalopaties genéetiques
(Vanderver et al., 2020b). Es tracta d'un concepte equivalent a la darrera definicid
proposada de leucodistrofia, perd hem preferit evitar aquest terme considerant que pot
portar a confusié per haver estat objecte de canvis al llarg de |a historia, ser imprecis i seguir
en constant debat en I'actualitat (Bielschowsky and Henneberg, 1928; Kevelam et al., 2016;
van der Knaap and Bugiani, 2017; van der Knaap et al., 2019). Aquests conceptes han de
diferenciar-se de “leucoencefalopatia”, que és més geneéric i engloba no només els trastorns
hereditaris, sind també aquells que apareixen en context de toxicitat, trastorns

immunologics, infecciosos o per dany vascular.
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4. Generalitats dels trastorns genetics de la substancia blanca cerebral

GWMDs

Els GWMDs sén un conjunt de trastorns molt heterogenis, en els que hi ha implicats
mecanismes fisiopatologics molt diversos. La incidencia de cada una de les malalties és baixa
individualment, perd en conjunt s’ha estimat que pot arribar a 1/4733 nadons vius
(Soderholm et al., 2020). En un estudi observacional la incidéncia es va establir en 1/7663
(Bonkowsky et al., 2010), mentre que en altres treballs s’ha calculat en 1.2-2/100.000

nadons vius (Heim et al., 1997; Vanderver et al., 2012).

4.1 Formes cliniques de presentacié

’edat d’inici de les manifestacions cliniques dels GWMDs és molt variable en la majoria dels
casos, podent apareixer des del periode fetal fins a la vida adulta. Aixi i tot, aquesta és una
dada que pot ser rellevant per establir una sospita diagnostica, donat que sol haver-hi una
edat caracteristica per moltes de les malalties. Per exemple, ’AGS o la PMD s’inicien
habitualment al naixement o primers mesos de vida, la KD entre els 6 i 12 mesos, la MLD
entre el primer i segon any, mentre que I’X-ALD sol fer-ho entre els 4 i els 10 anys de vida
(Bonkowsky and Keller, 2021). En general, les formes hipomielinitzants solen manifestar-se
més precocment (inclus sovint en el periode neonatal) i cursar amb un retard psicomotor
des dels primers mesos de vida, mentre que en les no-hipomielinitzants I'edat d’inici és més
variable i quan aquesta és en edats més avancades, poden manifestar-se com una regressio

motora.

La presentacio clinica en nounats i lactants sol ser en forma d’encefalopatia o retard
psicomotor, amb hipotonia inicialment. En [l'evolucié s’evidencia una afectacid
predominantment motora, amb espasticitat d’extremitats, tot i que també hi ha
manifestacions cognitives acompanyants en la majoria dels casos. A més, pot haver-hi clinica
extrapiramidal, en forma de distonia o discinésies principalment, ataxia (caracteristica
habitual en la VWMD o la leucodistrofia 4H) o manifestacions oftalmologiques, com

nistagme, cataractes o estrabisme. Amb la progressio de la malaltia, I'afectacié motora pot
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comprometre funcions vitals com sén la masticacid, deglucid i en alguns casos la respiracio.
Per altra banda, en les formes d’inici més tarda, en I’adolescéncia i vida adulta, la clinica sol
ser més insidiosa i sovint predominen les manifestacions conductuals o psiquiatriques (van

der Knaap et al., 2019; Bonkowsky and Keller, 2021).

Algunes malalties poden cursar amb trets caracteristics, neurologics o extraneurologics,

alguns dels quals poden ser claus per obtenir un diagnostic:

e ['aparicio de descompensacions agudes en context de traumatisme o quadre febril
és caracteristica de les malalties mitocondrials o la VWMD.

e Els episodis repetits de meningitis recurrents o la limfocitosi persistent en el liquid
cefalorraquidi son freqients a I’AGS.

e [’epilépsia és prominent a I’AxD, la KD, la MLC, trastorns per acumulacié d’acid sialic,
malalties peroxisomals i a I'aciduria L-2-hidroxiglutarica. De tota manera, és una
manifestacié freqlent en general, que esta present gairebé en la meitat dels casos
de GWMDs.

e Lapresénciad hipotonia, nistagme rotatori, titubeig cefalici en alguns casos estridor,
és un quadre clinic suggestiu de la PMD.

e La neuropatia periferica és tipica de la KD, la MLD o de les malalties mitocondrials,
entre d’altres.

e La macrocefalia és caracteristica de la MLC, la malaltia de Canavan i I’AxD, mentre
gue la microcefalia és tipica de I'AGS i la leucoencefalopatia amb deficiencia
d’ARNasa T2 (RNASET2).

e Un canvi de coloracié de la pell i 'aparicié d’insuficiencia adrenal son suggestius de
I’X-ALD.

e Elstrastorns de la denticid, I'hipogonadisme hipogonadotroficila miopia progressiva
son caracteristics de les leucodistrofies relacionades amb I'ARN polimerasa I

(leucodistrofia 4H).

Pel que fa al pronostic, per norma general aquest sol ser pitjor en les formes de presentacio
meés precoces que les de I'adolescent o de I'adult. La majoria de malalties tenen un curs

progressiu o inclUs fatal, pero en els darrers anys s’han descrit formes que es mantenen
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estables o lentament progressives, com pot succeir en la leucodistrofia megalencefalica amb
quists subcorticals (MLC) tipus 1 i 2, associades a variants en MLC1 i HEPACAM,
respectivament (Hamilton et al., 2018), la leucodistrofia amb afectacio del tronc cerebral i
medul-la espinal i elevacio de lactat (LBSL), associada a DARS2 o la leucoencefalopatia amb
afectacio talamica i del tronc de I'encéfal amb hiperlactacidemia (LTBL), associada a EARS2
(Lynch et al., 2017; Kéhler et al., 2018). Inclus en d’altres pot haver-hi una millora evident
amb el pas dels anys, com s’ha reportat recentment en el cas de la leucodistrofia
hipomielinitzant 19, produida per variants en heterozigosi en el gen TMEM63A (Yan et al.,
2019). També cal destacar que pacients amb una mateixa malaltia poden presentar un curs
clinic molt variable, inclds encara que el patré de RM pugui resultar similar, com succeeix en
diversos trastorns hipomielinitzants. En resum, podem dir que tot i que resulta dificil establir
el pronostic en molts pacients amb GWMDs, hi ha factors que poden ser orientatius, com
son el diagnostic molecular concret (en aquelles malalties amb evolucid més homogenia),
I'edat d’inici, la severitat a la presentacid, la severitat de la variant genética i el grau

d’afectacio a la RM cranial (van der Knaap et al., 2019).

4.2 Classificacio dels GWMD

Els trastorns genétics de la substancia blanca cerebral poden classificar-se tenint en compte

diferents criteris:

a) Segons el patrd d’afectacio en els estudis de neuroimatge (Schiffmann and van der
Knaap, 2009; Parikh et al., 2015):

e Hipomielinitzants: aquells que es caracteritzen per una abséencia o disminucié en

la produccié de mielina. L'estudi de RM mostra una substancia blanca lleument

hiperintensa de forma difusa en les seqléncies potenciades en T2 i hipo-, iso- o

hiperintensa en T1.

e Trastorns No-Hipomielinitzants: aquesta categoria agruparia el que
anteriorment s’havia anomenat trastorns desmielinitzants (destruccié de la

mielina préviament formada) i dismielinitzants (desenvolupament anomal de la
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mielina). Es caracteritzen per una hiperintensitat més accentuada en T2 i
hipointensitat en les seqléncies potenciades en T1. Segons la localitzacio
predominant de I'afectacio, aquests alhora poden classificar-se en:

i. Frontal.

ii. Parieto-occipital.

iii. Difusa.

iv. Periventricular.

v. Tronc de I'encefal-cerebel.

b) Segons el procés metabolic principalment implicat (van der Knaap et al., 2019):
a. Lisosomals.
b. Peroxisomals.
c. Mitocondrials.
d. Trastorns del metabolisme d’aminoacids i acids organics.
e. Trastorns de la reparacio de I’ADN.
f.  Vasculopaties genetiques.
g. Defectes de traduccio.

h. Defectes de 'lhomeostasi de I'aigua i ions.

c) Segons els estudis d’anatomia patologica (van der Knaap and Bugiani, 2017):
a. Oligodendrocits-mielina
b. Astrocitopaties.
c. Leuco-axonopaties.
d. Microgliopaties.

e. Leuco-vasculopaties.

Cal tenir present que en molts dels GWMDs els mecanismes fisiopatologics no sén ben
coneguts en l'actualitat o les dades d’anatomia patologica sdn escasses, especialment en
aquelles malalties que han estat reportades més recentment. Per tant, aquestes
classificacions poden estar subjectes a modificacions segons |'evolucié del coneixement. En
altres casos la fisiopatologia pot ser complexa i afectar diferents estructures de forma

simultania, i per aixo lainclusid en un grup o un altre pot resultar en certa manera arbitraria.
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4.3 Tractament dels GWMDs

En I’actualitat hi ha un gran ventall de possibilitats terapeutiques a considerar en els pacients
amb un GWMD. De tota manera, poques han demostrat poder modificar la historia natural
d’aquestes malalties de forma significativa, aixi que la majoria s’orienten a la millora de la
qualitat de vida dels pacients. L'aplicacié en els darrers anys de les tecniques de
sequlienciacié massiva ha permeés la identificacid de nous trastorns de la substancia blanca
cerebral i avancar en el coneixement de la seva fisiopatologia, el que representa un pas

fonamental en el desenvolupament de noves estrategies terapeutiques.

El maneig d’aquests pacients ha de ser multidisciplinari, amb una coordinacio dels diferents
especialistes realitzada habitualment pel pediatre o el neuropediatre. L'equip de
rehabilitacié ha d’intervenir en el tractament de |'espasticitat i la correccid postural, per
aconseguir la millora funcional dels pacients i evitar I'aparicié de deformitats. Aquests
objectius s’assoleixen mitjancant la fisioterapia, la terapia ocupacional i la col-locacié d’ortesi
0 equipament que pugui ajudar a evitar contractures i Ulceres per pressio. L’espasticitat pot
requerir tractament amb farmacs com el baclofén per via oral o intratecal, injeccions de
toxina botulinica o técniques com la rizotomia dorsal selectiva. A més, és imprescindible que
els rehabilitadors i fisioterapeutes participin en la formacié dels cuidadors del pacient, per
mantenir un correcte posicionament, realitzar exercicis d’estirament o aprendre a

identificar possibles complicacions que puguin sorgir al llarg de 'evolucié de la malaltia.

Un altre aspecte fonamental és la prevencié i tractament de les infeccions, a través d’una
correcta pauta de vacunacio, tractaments antibiotics profilactics, un maneig adequat dels
problemes respiratoris, de la disfuncid de bufeta o la instauracié d’alimentacié per
gastrostomia quan sigui necessari, per evitar sobreinfeccions respiratories. També és
important el manteniment d’un bon estat nutricional, el tractament de la disfuncié
intestinal, de la sialorrea, de la irritabilitat, de les crisis epiléptiques, el maneig adequat del
dolor i considerar la introduccié de sistemes augmentatius de la comunicacié (Adang et al.,
2017). No s’ha d’oblidar la importancia de la figura del treballador social, dels psicolegs que
puguin donar suport al pacient i els seus familiars, i de I'equip de cures pal-liatives, segons

les necessitats de cada cas.
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A més d’aquestes mesures genériques, algunes malalties poden precisar el maneig d’alguns

aspectes concrets (van der Knaap et al., 2019):

e Tractament amb suplements d’hidrocortisona per la sindrome d’Addison associada
a I’X-ALD o Adrenomieloneuropatia.

e La realitzacié d'una colecistectomia en pacients amb MLD, que tenen tendéncia a
disfuncio de la vesicula biliar, i també a I'aparicié de polips i cancer.

e Prevencio dels traumatismes cranials i maneig adequat dels processos infecciosos
gue poden desencadenar una descompensacio a la VWMD.

e Tractament hormonal substitutiu a la leucodistrofia 4H i tractament de la disfuncio
ovarica que pot apareixer en ovarioleucodistrofies relacionades amb variants
patogeniques en els gens que codifiquen per proteines del complex elF2B i en el gen
AARS2, principalment.

e Maneig dels problemes immunologics que poden apareixer associats a I’AGS.

Entre els tractaments encaminats a millorar |la historia natural de les malalties, cal destacar
I'acid quenodesoxicolic per la xantomatosi cerebrotendinosa (CTX) i el trasplantament de
cel-lules mare hematopoétiques (HSCT), que ha demostrat la seva eficacia en el tractament
de la forma cerebral de X-ALD, la MLD i la KD (van der Knaap et al., 2019; Bonkowsky and
Keller, 2021; Bradbury and Ream, 2021) (Figura 9). En els pacients amb KD, si el
trasplantament es realitza en els primers trenta dies de vida, el pronostic funcional i la
supervivencia son millors que en aquells realitzats més tard (Duffner et al., 2009). Aixi i tot,
donat el retard en l'inici de I'efecte del trasplantament en el cervell, aquesta opcié no és
efectiva en el tractament de les formes rapidament progressives (Page et al., 2019). En la
MLD cal tenir present que el HSCT no corregeix I’afectacié del sistema nervids periféric, que
influeix significativament en les dificultats motrius. Pel que fa a I’X-ALD, el pronostic és millor
si el pacient té& maxim un simptoma neuroldgic i una puntuacio de Loes per RM menor de 9
(Loes et al., 1994). En el cas de la leucoencefalopatia hereditaria difusa amb esferoides
(HDLS), associada a variants patogeniques en el gen CSFIR (que codifica per una citocina
qgue controla la produccio, diferenciacié i funcié dels macrofags i microglia), el HSCT pot
aportar cel-lules microglials. Per tant, aquesta és una opcid terapéutica raonable, que s’ha

dut a terme en casos puntuals amb bona resposta, tot i que I'experiencia és encara molt
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limitada actualment (Eichler et al., 2016). D’altra banda, cal tenir present que el HSCT
comporta un risc de mortalitat que se situa al voltant d’un 20%, que cal sospesar amb els

possibles beneficis segons I’estat clinic del pacient en el moment del trasplantament.
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Figura 9. Tractament amb HSCT en pacients amb leucodistrofia
metacromatica (MLD). A. Evolucié de I'afectacié de la substancia blanca
cerebral en estudis de RM cranial d’'un pacient amb MLD que va ser
trasplantat als 5 anys, en comparacié amb I'evolucié de la seva germana no
trasplantada. B. Expressio d'arilsulfatasa A (ASA) a la substancia blanca de
pacients amb MLD. Es mostra I'abséncia d'immunoreactivitat a la substancia
blanca d'un pacient no tractat (a), mentre que es detecta la presencia de
cel-lules positives per ASA en un pacient tractat amb HSCT, tot i que es limita
a cel-lules morfologicament compatibles amb els macrofags (b). En un
control, la tincié esta present en tots els tipus de cel-lules (c). Adaptat de
(Krageloh-Mann et al., 2013) i (Wolf et al., 2020).

Una alternativa a I’'HSCT seria la terapia génica ex-vivo, en la que el trasplantament és
autoleg, de cél-lules modificades genéticament mitjancant vectors lentivirals que indueixen
I"expressio del gen d’interes. D’aquesta manera s’elimina la possibilitat de rebuig empelt
contra I'hoste i la necessitat de buscar un donant compatible. Aquesta opcié ha estat
empradaen|’X-ALDien la MLD, amb resultats favorables pel que fa aincrement de 'activitat
enzimatica i evolucié funcional en aquesta ultima (Sessa et al., 2016; Fumagalli et al., 2022).
En la MLD també s’han fet estudis per avaluar la terapia génica in vivo, a través d’un vector

viral que s’administra intracerebralment, tot i que els resultats no han estat satisfactoris
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(Helman et al., 2015). La tecnologia CRISPR-Cas9 (clustered regularly interspaced
palindromic repeats- CRISPR-associated protein 9), que permet una edicid genética de
precisio per eliminar variants patogeniques o silenciar gens, és una opcid terapéutica
prometedora, i recentment s’ha publicat un estudi preclinic emprant aquesta tecnologia en

cél-lules de pacients amb MLD (Antony et al., 2022).

Els oligonucleotids antisentit per silenciar variants amb efecte dominant negatiu s’han
estudiat en models de ratolins amb malaltia d’Alexander, PMD, malaltia de Canavan i també
per corregir I'efecte d’un splicing anomal en un model animal d’'HEMS (Tantzer 2018). Els
tractaments amb microARN, que poden regular I'expressio dels gens, també s’han estudiat
en ratolins amb PMD i han demostrat un increment la mielinitzacié i la supervivencia (Elitt

etal., 2020).

La millora en el coneixement dels mecanismes fisiopatologics d’alguns d’aquests trastorns
ha conduit al desenvolupament de tractaments dirigits a la via molecular implicada. Els
exemples més coneguts en aquest camp serien la dieta baixa en fenilalanina per la
fenilcetonuria o l'acid quenodesoxicolic per la xantomatosi cerebrotendinosa. A més,
recentment s’ha proposat la utilitzacié dels inhibidors de la quinasa Janus (Janus Kinase;
JAK), que bloquegen la senyalitzacié de Iinterferd tipus I, millorant I'afectacié neurologica
en pacients amb AGS (Vanderver et al., 2020a). En aquesta mateixa sindrome s’esta
investigant també el tractament amb inhibidors de la transcriptasa reversa. En la VWMD
s’esta estudiant el tractament amb guanabenz i en la leucodistrofia associada a DEGSI,
identificada en context del present treball, també s’esta investigant el possible tractament
amb fingolimod (FTY720), que va demostrar eficacia en el model de peix zebra reduint el
desequilibri dihidroceramides/ceramides, augmentant el nombre d’oligodendrocits
mielinitzants i propiciant una millora en la funcié motora (Pant et al., 2019). En el cas de I'X-
ALD, I'oli de Lorenzo permet normalitzar els nivells d’acids grassos de cadena molt llarga en
plasma, perd no la progressié de la malaltia. Una altra estratégia que esta en estudi
actualment per la MLD i la KD és la terapia de reduccié de substrat (Hawkins-Salsbury et al.,

2015).
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El tractament enzimatic substitutiu administrat per via intratecal, donat que no pot travessar
la barrera hematoencefalica per via intravenosa, és una opcio per les malalties lisosomals
que poden tenir afectacid de la substancia blanca cerebral (Fabry, Gaucher, MPS |, I, VI i
malaltia de Pompe). En un estudi realitzat en pacients amb MLD, lI'administracio
d’arilsulfatasa A recombinant per via intratecal va aconseguir un efecte dosi-depenent de

millora de la funcié motriu i també a nivell bioquimic (Dali et al., 2020).

5. El diagnostic dels GWMDs

El diagnostic dels GWMDs en I'actualitat es fonamenta en tres pilars basics: I'estudi del patré
d’afectacio de la substancia blanca en les proves de neuroimatge, els estudis metabolics per
la identificacid de malalties potencialment tractablesi la tecnologia de seqlienciacid massiva

(NGS) (Parikh et al., 2015).

Les técniques de diagnostic basades en la tecnologia NGS estan suposant una revolucié en
els darrers anys i un canvi de paradigma en I'abordatge diagnostic. Aquestes, poden
permetre assolir unincrement de la taxa de diagnostic, que és basic no només per optimitzar
el maneig dels pacients, sind també per coneixer millor I'espectre fenotipic associat a
determinats gens i per I'estudi de nous mecanismes moleculars implicats en la fisiopatologia
dels GWMDs. Aixi, aquest és el primer pas necessari per poder desenvolupar terapies
especifiques, obrint d’aquesta manera el cami a la medicina gendmica personalitzada
(Boycott et al., 2017). El Consorci Internacional de Recerca en Malalties Rares (International
Rare Diseases Research Consortium; IRDIRC) va establir com a objectiu a assolir entre 2017 i

2027 la seglient declaracio (Austin et al., 2018):

“All patients coming to medical attention with a suspected rare disease will be diagnosed
within one year if their disorder is known in the medical literature; all currently
undiagnosable individuals will enter a globally coordinated diagnostic and research

pipeline”.

A més, segons quina sigui la sospita clinica, pot precisar-se la realitzacid d’estudis

neurofisiologics (inclosos EMG/VC, PEVs, PEATs), una avaluacio oftalmologica completa o la
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realitzacio d’una puncio lumbar (en I’AGS és caracteristica la limfocitosi i I'elevacié d’INF-o i
neopterina p.ex.) entre d’altres, que poden ajudar a completar el fenotip dels pacients i
concretar les possibilitats diagnostiques. En alguns pacients, el quadre clinic o les troballes
de neuroimatge poden ser suficientment caracteristics i permetre una orientacid
diagnostica (Schiffmann and van der Knaap, 2009; Parikh et al., 2015), pero en molts altres
I’afectacié és més inespecifica, i és en aquests Ultims en els quals els estudis WES/WGS sén
valuosos per arribar a un diagnostic definitiu. En aquests darrers casos, la caracteritzacio
fenotipica completa també és fonamental per I’analisi i interpretacio dels resultats obtinguts

en els estudis WES/WGS.

Per altra banda, en els darrers anys diversos estats dels EUA i paisos com Holanda, han
incorporat el cribratge neonatal de I’X-ALD, tal com ha recomanat recentment I'US Health
and Human Services Advisory Commitee on Heritable Disorders in Newborns and Children

(https://www.hrsa.gov/advisory-committees/heritable-disorders/rusp/index.html). La

identificacio preco¢ de I’X-ALD permet la realitzacié d’un trasplantament de cel-lules
hematopoétiques i evitar aixi una discapacitat significativa o inclds una mort prematura. A
més, pot permetre la prevencid de les crisis adrenals. Alguns estats dels EUA, també han

iniciat el cribratge de la malaltia de Krabbe (Bonkowsky and Keller, 2021).

5.1 Estudis de Neuroimatge

La ressonancia magnetica cranial continua essent |'estudi principal en un pacient amb
sospita d’'un GWMD. Permet identificar i determinar el patré d’afectacié de la substancia
blanca cerebral, que en alguns casos pot ser caracteristic d’'una malaltia especifica
(Schiffmann and van der Knaap, 2009). Aixi, la seva incorporacio a la clinica durant els anys
vuitanta i noranta, va permetre el reconeixement clinic de diverses formes de leucodistrofia.
Malgrat aix0, aquesta valoracid té certes limitacions i la seva sensibilitat i especificitat
depenen en gran manera de I'entrenament i expertesa del neuroradioleg, donat que la
interpretacié és subjectiva en molts casos. Per altra banda, I'especificitat del patré de RM ve

determinada també pel moment evolutiu de la malaltia, amb el que una minima afectacio
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en estadis inicials pot no ser informativa i, per altra banda, I'afectacié extensa en fases molt

avancades pot ser també poc especifica.

En I'avaluacié de la RM cranial en un pacient amb un possible GWMD, cal seguir una
metodologia ben establerta i descrita en diverses publicacions (Schiffmann and van der
Knaap, 2009; Parikh et al., 2015). En primer lloc, cal determinar si les caracteristiques de
I"afectacié de la substancia blanca son suggestives d’un procés hipomielinitzant o un procés
des/dismielinitzant. Com s’ha detallat préviament (veure apartat 1i2.1), la mielinitzacié del
SNC s’estableix de forma molt important en els primers dos anys de vida i segueix una
evolucié ben determinada (Barkovich et al., 1988; Barkovich, 2007). En els estudis de RM,
guan la substancia blanca no esta encara mielinitzada, els temps de relaxacio en T1i T2 sén
llargs, i mostra un senyal més baix en T1 i més alt en les imatges potenciades en T2. Aquests
temps de relaxacid s’escurcen amb la mielinitzacié, de forma més rapida en T1 i més
gradualment en T2. Per aquest motiu, les seqlencies T1 son especialment Utils per
demostrar la presencia de mielina en els primers 6-8 mesos de vida, mentre que les
sequéncies T2 reflecteixen millor la quantitat de mielina dipositada i permeten valorar com
es completa el procés (Wolf et al., 2021). En un individu adult sa, la substancia blanca
mielinitzada té un T1i T2 més curt que la substancia grisa. Per tant, es mostra com un senyal
més alt que la substancia grisa en les imatges potenciades en T1 i un senyal més baix a les

imatges potenciades en T2.

En els processos hipomielinitzants, I'afectacié de la substancia blanca és habitualment
difusa, amb una alteracié de senyal en T2 habitualment més tenue que en les malalties
desmielinitzants, que recorda al que s’observa en la neuroimatge normal d’un lactant petit.
Per la seva banda, en les imatges potenciades en T1, la substancia blanca resulta hipo-, iso-
o hiperintensa respecte a la substancia grisa, segons quin sigui el grau de mielinitzacid. Un
aspecte fonamental és la diferenciacié d’un patré d’hipomielinitzacié permanent, d’un
retard de la mielinitzacid, en el que hi ha una mielinitzacid alentida, pero que progressa en
el temps. Aquest darrer és inespecific i pot aparéixer en molts pacients amb un retard del
desenvolupament. En aquests casos, el patré de la substancia blanca pot ser menys
homogeni o perxejat, i pot acompanyar-se d’atrofia cerebral o anomalies de senyal de

ganglis basals i talem, que poden ser indicatives d’un trastorn neuronal degeneratiu, com és
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el cas de la lipofuscinosi neuronal ceroidea, la malaltia de Menkes o la sindrome d’Alpers,
entre d’altres. Per tant, per establir una hipomielinitzacid, és necessaria la realitzacié de
dues RM amb un interval de temps significatiu. Aquesta pot definir-se com un patré de
deficit de la mielinitzacid que no canvia en dues ressonancies magnetiques realitzades amb
almenys sis mesos de diferencia en un nen major d'un any. En general, es pot establir que si
hi ha un patrd de deficit de mielinitzacié sever en nens de més de dos anys, és molt poc
probable que evolucioni en el temps i podem establir un trastorn hipomielinitzant
(Schiffmann and van der Knaap, 2009; Steenweg et al., 2010; Harting et al., 2020; Wolf et
al., 2021).

En segon lloc, és important determinar si les anomalies de la substancia blanca cerebral sén
confluents, o aillades i multifocals. En la majoria de les leucodistrofies el patré d’afectacio
sol ser bilateral, confluent i simétric, mentre que en els trastorns adquirits o de base
immunologica solen ser més multifocals. Malgrat aix0, hi ha diverses excepcions a aquesta
norma, com algunes malalties mitocondrials, I'aciduria L-2-hidroxiglutarica, la LBSL, les
mucopolisacaridosis, la galactosemia, les anomalies cromosomiques o alguns casos de HDLS
o AxD, on pot haver-hi una afectacié asimetrica. Al contrari, I'afectacié de substancia blanca
posthipoxica, toxica o associada a HIV, pot ser bilateral i simétrica (Schiffmann and van der

Knaap, 2009).

En tercer lloc, la localitzacid predominant de Iafectacid (frontal, parieto-occipital,
periventricular, subcortical, difusa o de fossa posterior) pot ajudar a orientar les possibles

causes moleculars (Schiffmann and van der Knaap, 2009; Parikh et al., 2015) (Figura 10).

Finalment, altres caracteristiques de la neuroimatge poden ser suggestives de diagnostics

concrets (Figura 10):

e La rarefaccio difusa de la substancia blanca és caracteristica de la VWMD, mentre
gue els quists ben definits a I'interior de la substancia blanca anomala poden veure’s
a les malalties mitocondrials, a I'’AxD (de predomini frontal) i a la MLC
(caracteristicament temporals).

e La inflamacié de la substancia blanca anormal és una caracteristica de la MLC, la

VWMD o I’AxD, principalment.
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La captacié de contrast pot ser suggestiva de malalties com |’X-ALD, malalties
mitocondrials o I’AxD.

La presencia de diposits de calci és caracteristica de I’AGS o la malaltia de Cockayne,
per exemple. En I'estudi de RM cranial s’identifiquen mitjancant la seqléencia eco
gradient en T2 o seqliéncies per susceptibilitat magnética (SWI), tot i que de vegades
pot ser necessaria la realitzacié d’una TC cranial per la seva confirmacio.

En alguns casos de GWMDs, s’evidencia una afectacié destacable de la substancia
grisa acompanyant, que pot ser en forma de displasia cortical com en el cas de les
malalties peroxisomals o algunes distrofies musculars, o en forma d’atrofia cortical
com en el cas d’AGS, probablement associada a degeneracié axonal i perdua
neuronal secundaria. En els trastorns degeneratius amb afectacié predominantment
neuronal, I'atrofia cortical s’aprecia habitualment més precocment i és més severa
gue la dels trastorns primaris de la substancia blanca.

'afectacié del tronc de I'encéfal i medulla és caracteristica de malalties
mitocondrials o AxD, entre d’altres.

En el context d’un trastorn hipomielinitzant, el senyal baix dels talems laterals en T2
orienta a una leucodistrofia 4H, I'atrofia del putamen a una malaltia H-ABC, mentre
que l'alteracio de senyal de la part lateral del cap del caudat és patognomonica de la
leucodistrofia hipomielinitzant 14, associada a variants en el gen UFM1 (Hamilton et

al., 2017).
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Mitocondrial

Figura 10. Distribucié de I'afectacié de la substancia blanca i caracteristiques particulars d’alguns dels
principals GWMDs. X-ALD, adrenoleucodistrofia lligada al cromosoma X: afectacié de substancia blanca de
predomini posterior, amb un realg en anell amb I'administraciéd de contrast. KD, malaltia_de Krabbe:
afectacié de la substancia blanca periventricular posterior i de la substancia grisa profunda. MLD,
leucodistrofia metacromatica: afectacié de la substancia blanca periventricular de forma difusa, amb patré
tigrat caracteristic. LBSL, leucodistrofia amb afectacid del tronc de I'encefal, medul-la i elevacié de lactat:
afectacié no homogenia de la substancia blanca periventricular. PMD, malaltia de Pelizaeus-Merzbacher:
hipomielinitzacié difusa. H-ABC, hipomielinitzacié amb atrofia de ganglis basals i cerebel: patrd
d’hipomielinitzacié amb atrofia del putamen. Sindrome 4H: hipomielinitzacido amb senyal baix en T2 dels
talems laterals. Aciduria L-2-hidroxiglutarica: afectacié multifocal de la substancia blanca de predomini
subcortical. VWMD, malaltia de la substancia blanca evanescent: afectacio difusa de la substancia blanca
amb rarefaccio d’aquesta. Malalties Mitocondrials: la preséencia de quists ben definits a la substancia blanca
afecta és caracteristica d’aquests trastorns. MLC, leucodistrofia amb megalencefalica i quists subcorticals:
presencia d’inflamacié difusa de la substancia blanca. AGS, sindrome d’Aicardi-Goutieres: és caracteristica
la presencia de quists subcorticals temporals i diposits de calci que s’aprecien a les seqlencies per
susceptibilitat magnética (SWI). Adaptat de (van der Knaap et al., 2019).
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5.2 Estudis genetics en el procés diagnostic dels GWMDs

5.2.1 Historia dels estudis genétics. Aproximacié diagnostica “classica”

L'any 1953, Watson i Crick van determinar |'estructura de I’ADN basant-se en la
cristal-lografia fonamental de I’ADN i el treball de difraccio de raigs X de Rosalind Franklin.
En el 1977, Frederick Sanger i els seus col-laboradors van desenvolupar la seqienciacié
basada en el métode de terminacid de cadena, que consisteix en la incorporacié selectiva
de dideoxinucleotids que finalitzen la cadena per part de I'ADN-polimerasa durant la
replicacid in vitro de I'ADN; aquest és el metode més utilitzat per a la deteccid de variants
d’un sol nucleotid (Single Nucleotide Variants; SNVs) i considerat Gold Standard fins a

I"actualitat (Wright et al., 2018).

Posteriorment, I'any 1986, es va generar el primer seqlienciador automatic d’ADN, en el que
va suposar l'inici d’'una etapa amb un gran desenvolupament de les plataformes de
sequlenciacid. Per altra banda, a principis dels anys noranta va apareixer la tecnologia FISH
(fluorescence in situ hybridisation), que permetia identificar delecions submicroscopiques

de 40-300 kb a les regions adjacents als telomers.

’aproximacio diagnostica “classica” emprada fins a I'actualitat, basada en la realitzacio de
proves complementaries de forma sequencial, inclou basicament dos tipus de proves des
del punt de vista genetic: estudis dirigits d’alta resolucid per un gen concret (seqilienciacio
Sanger) i estudis citogenetics (cariotip, amb una resolucié de 5-7 Mb, i cariotip molecular
basat en tecnologia de microarrays genomics, amb resolucio de 50-100 kb). Malgrat aquests
desenvolupaments, sovint resulta dificil arribar a un diagnostic molecular en els pacients

amb un GWMD, per diferents motius:

e Lafreqlent inespecificitat del quadre clinic i patré d’afectacio en I'estudi de RM.

e La gran heterogeneitat genética associada als GWMDs.

e La gran variabilitat fenotipica associada a molts dels gens implicats, que pot venir
determinada per I'heterogeneitat de locus i al-lelica, la preséncia de variants
genetiques en un o més altres locus (modificadors) i per factors ambientals (Wright

etal., 2018).
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5.2.2 Estudis gendmics. Seqlienciacié de nova generacid

L'any 1990 es va iniciar un projecte ambicids internacional que tenia com a objectiu
determinar la seqiéncia de parells de bases que conformen I’ADN huma i la identificacio i
mapatge dels gens que s’hi inclouen: era el Projecte del Genoma Huma, que no es va
completar fins al 14 d’abril de I'any 2003, en el que va suposar el projecte col-laboratiu de
biologia més gran desenvolupat fins al moment (Abdellah et al., 2004). Es va calcular que el
cost de la seqlenciacié completa en aquella época va ser de més de 2 bilions de dolars.
Aquest projecte va establir les bases pel desenvolupament de la tecnologia Next-Generation
Sequencing (NGS), que permet la seqlienciacié massiva en paral-lel de milions de seqiéncies
simultaniament en un marge de temps curt, i posteriorment I'aparicié de plataformes de
sequlienciacid comercials a partir de I'any 2005. En els darrers anys, amb les millores
tecniques i I'abaratiment de costos de forma progressiva, estem vivint I’expansio d’aquesta
tecnologia des del camp de la recerca al de la practica clinica, amb un cost de la seqlienciacio

d’un genoma complet que pot ser, actualment en el nostre entorn, menor a 1.000 euros.

L'any 2012, I’American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), va publicar unes
guies fent referencia a les situacions en que s’hauria de considerar la realitzacio d’un estudi
WES o WGS, en les que s’establien els seglients punts principals (ACMG Board of Directors,
2012):

e Enaquells pacients amb sospita d’un trastorn genétic, perd en els quals el fenotip no
és identificable.

e En pacients en els quals la presentacié clinica correspon a una sindrome amb
multiples causes genetiques possibles.

e En pacients en els quals s’han testat els gens que poden correspondre al fenotip,

perd no s’ha pogut determinar una causa molecular.
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5.2.2.1 Tecnica de la seqlienciacié massiva i metodologia diagnostica

El procés d’un estudi de seqlienciacid massiva comenca amb I'extraccid de I’ADN de les
cél-lules de I'individu, habitualment de globuls blancs de sang periférica. Posteriorment,
aquest ADN es fragmenta i es prepara la llibreria, que en el cas del WES inclou un procés
d’enriquiment per capturar Unicament la informacid de totes les regions que codifiquen
proteines, aixi com les regions limitrofes amb els introns (Mardis, 2008; Ansorge, 2009).
Finalment, els fragments d’ADN d’entre 50 i 150 parells de bases de llargaria, son alineats i
es comparen amb una sequiencia referencia de genoma huma mitjancant eines
bioinformatiques (Thiffault and Lantos, 2016). En aquesta técnica, cada nucleotid de I’ADN
del pacient se seqliencia entre 50 i 150 vegades de mitjana (segons la cobertura), per tal

d’assegurar la precisio de I'estudi.

Les variants resultants son classificades segons la seva freqliencia, tipus i conseqgleéncia
d’acord amb els predictors in silico, patré d’herencia, reports previs de patogenicitat i
associacid establerta amb el fenotip del pacient. En el cas de les malalties minoritaries,
Unicament es tenen en compte aquelles variants que tenen una baixa o nul-la freqiéncia a
la poblacio general. Per seleccionar variants que puguin causar les manifestacions cliniques
del pacient, la informacid clinica es codifica en termes HPO (Human Phenotype Ontology),
un sistema que atribueix un codi numeric a les diferents caracteristiques del pacient, per tal
d’homogeneitzar i estandarditzar la informacid i que aquesta sigui intel-ligible per les
plataformes bioinformatiques (Robinson et al., 2008; Kéhler et al., 2014; Haendel et al,,

2018)

L'any 2015, I’American College of Medical Genetics and Genomics-Association for Molecular
Pathology (ACMG-AMP) va desenvolupar unes guies per la interpretacié de les variants
genetiques, que van suposar un gran salt qualitatiu a I'hora d’analitzar els resultats dels
estudis genomics, tot i que encara s’estan redefinint en I'actualitat. En elles s’estableixen
uns criteris que permeten establir el grau d’evidéncia de patogenicitat de cada una de les
variants, classificant-les en: patogéniques (Pathogenic, P; 95% de probabilitat),
probablement patogéniques (Likely Pathogenic, LP; 90% de probabilitat), variants de

significat incert (variants of Unknown Significance, VUS; 50% de probabilitat), probablement
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benignes (Likely Benign, LB) i benignes (Benign, B) (Richards et al., 2015b; Amendola et al.,
2016).

En molts dels casos, un cop establertes les variants candidates, és necessari revisar la
informacio clinica descrita préviament associada als gens identificats en bases de dades com
poden ser OMIM, Orphanet o DECIPHER, per valorar la correlacié amb el fenotip del pacient.
En aquest punt, els clinics tenen un paper determinant a I’'hora d’establir el diagnostic
definitiu. També és fonamental revisar si la (o les) variants identificades representen una
explicacié completa del fenotip del pacient o solament parcial, el que justificaria buscar una
altra variant que pugui ser responsable de la resta de manifestacions. En estudis previs, la
deteccid de més d’una malaltia genética responsable del quadre clinic del pacient s’ha
calculat en un 5% de casos aproximadament (Wright et al., 2015; Posey et al., 2017). En
altres ocasions, caldra reavaluar la clinica i les proves complementaries realitzades fins al
moment o considerar la realitzacié de nous estudis bioquimics o metabolics per confirmar
la relacid causal. A més, en el cas d’estudis de cas index (no trio), caldra determinar si la (o
les) variants identificades en el proband estan presents també en els progenitors o altres
familiars afectats per determinar el patré d’herencia (estudi de cosegregacio). Els estudis de
seqUenciacié massiva tenen una molt bona sensibilitat i resulten especialment Utils per la
deteccié de variants en heterozigosi i en mosaic, en comparacié amb la seqlenciacié per
Sanger (Cheng et al., 2014). Per aquest motiu, es considera que en l'actualitat no és
necessaria la validacié mitjancant aquesta técnica de les variants identificades en estudis de

NGS (Beck et al., 2016).

Les variants de significat incert i aquelles patogeniques en gens encara no associats a
malaltia en humans, requeriran la realitzacié d’estudis funcionals i la identificacié d’altres

pacients mitjancant plataformes com GeneMatcher (https://genematcher.org/) o

MatchMaker Exchange (https://www.matchmakerexchange.org/) per determinar la seva
patogenicitat. Aquestes plataformes permeten l'intercanvi d’informacio clinica i genética
amb altres professionals d’arreu del mén, el que és fonamental per definir noves entitats
cliniques, avancar en el coneixement i en lassisténcia dels pacients amb malalties

genetiques (ACMG Board Of Directors, 2017).
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5.2.2.2 Panells, WES o WGS?

El genoma huma conté 3,2 bilions de parells de bases, que s’organitzen de tal manera que
constitueixen al voltant de 20.000 gens. Només un 1-2% del genoma codifica per proteines
i és el que anomenem exoma, tot i que es calcula que al voltant d’'un 85% de les variants
conegudes actualment o potencialment causants de malaltia, estan localitzades en aquestes

regions.

Segons quina sigui la malaltia a estudiar, el context en el qual es realitza I'estudi (recerca o
aplicacio clinica) i els recursos disponibles, podem optar per la realitzacié de diferents
tecniques de sequlenciacio. Aixi, en alguns casos en els quals el fenotip del pacient pugui
resultar de variants en un grup reduit de gens ben definits, podriem optar per la realitzacio
d’un panell de gens, en el qual s’analitzen Unicament els associats al fenotip en qlestio.
Aguests poden incloure de dos a dos mil gens segons el disseny i la seva analisi és més facil,
més rapida i evita la possibilitat de troballes incidentals. Per altra banda, pero, en molts
trastorns neurologics la sensibilitat d’aquesta prova es veu reduida per I’heterogeneitat
genetica i la rapida descripcio de noves entitats, el que ocasiona que aquests panells puguin
quedar desfasats en poc temps. En altres situacions, optarem per la seqiienciacié de tots els
exons dels més de 4.000 gens associats a malalties monogéniques actualment (exoma clinic)
o la sequlenciacio de I'exoma o genoma complets (WES o WGS respectivament), que
permeten la identificacié de variants en gens no associats previament a patologia. En
general, podem afirmar que els estudis que cobreixen més gens tenen més sensibilitat, pero
menys especificitat, requereixen un major coneixement per la seva analisi i augmenten les
possibilitats de troballes genetiques incidentals (no relacionades amb el fenotip que motiva
I"'estudi) i, per tant, de conflictes etics. Aixi i tot, I'estudi WGS té avantatges respecte a WES

i la resta de tecniques:

- Cobertura més homogenia de les regions exoniques, especialment de les regions
riques en GC (Belkadi et al., 2015; Meienberg J, Bruggmann R, Oexle K, 2016). A més,
WGS té menys dispersio en la distribucioé de la cobertura de l'al-lel, permetent una
major precisio a I"hora de detectar posicions en heterozigosi en comparacié amb WES

(Lelieveld et al., 2015).
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- Capacitat d’identificar variants en regions introniques i intergeniques.

- Disminucié d’artefactes de la PCR en la preparacio de llibreries.

- Millor capacitat per la deteccié de variants de nombre de copies (CNVs), donat que
aquelles que sdn més petites de tres exons amb freqiéncia no es detecten a través de
WES (Gambin et al., 2017). Es inclus millor que WES i aCGH per la deteccié de CNVs i
reordenaments cromosomics balancejats (Dong et al., 2018; Bertoli-Avella et al.,
2021).

- Les dades de WGS poden analitzar-se per detectar expansions de triplets (Dolzhenko
etal., 2017).

- WGS inclou I’ADN mitocondrial, i permet la identificacié de variants en el mateix (Calvo
et al., 2012; Meienberg J, Bruggmann R, Oexle K, 2016).

- Possibilitat d’utilitzar protocols que permetin produir un genoma amb fase, el que pot
ser Util per diferenciar quan les variants en el cas d’un trastorn d’heréencia recessiva
estan en cis- o trans-, sense precisar l'estudi d’altres membres de la familia per
determinar-ho (Mostovoy et al., 2016).

- Reduccio del temps per obtenir resultats. Aixo resulta especialment interessant en
pacients critics, en els quals establir un diagnostic pot ajudar a la presa de decisions.
En aquest context, el resultat d’un estudi WGS ultra rapid el podem determinar en un
termini de pocs dies (Saunders et al., 2012; Petrikin et al., 2015; Willig et al., 2015;
Meng et al., 2017; Gu et al., 2020; Stark and Ellard, 2022).

Per tots aquests motius, el rendiment diagnostic de WGS ha demostrat ser més alt que el
d’altres tecniques com serien aCGH i WES en l'estudi de pacients amb discapacitat
intel-lectual severa (Gilissen et al., 2014), trastorns del neurodesenvolupament (Soden et
al., 2014; Stavropoulos et al., 2016), encefalopatia epileptica precoc (Ostrander et al., 2018)
0 nounats ingressats en una unitat de critics (Saunders et al., 2012; Willig et al., 2015), i

probablement en un futur proxim sera la técnica de diagnostic genetic d’eleccid.
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5.2.2.3 Limitacions dels estudis NGS

Els estudis de NGS permeten la seqiienciacié simultania d’'una gran quantitat d’informacié
genetica i, precisament per aquest motiu, una de les grans dificultats que comporten és la
seva interpretacio. En un estudi WES, podem trobar de I'ordre de 20.000 a 25.000 variants
genetiques per individu respecte al genoma de referéncia, mentre que en un estudi WGS,
aquesta xifra pot arribar als 4-5 milions. La majoria d’aquestes variants son comunes a la
poblacid general i benignes. Per aix0, per I'estudi de malalties rares caldra un procés de
filtratge per seleccionar aquelles que siguin poc freqients a la poblacié general, deleteries i

que puguin associar-se al fenotip del pacient.

En el cas de 'exoma clinic o I'estudi WES, que son les tecniques més utilitzades a la practica
clinica en l'actualitat, hi ha limitacions metodologiques ben conegudes. Aquestes
comprenen dificultats per la identificacid de variants del nombre de copies, de variants
estructurals (grans insercions, delecions, inversions, translocacions), d’expansions de
triplets, per la identificacié de variants del genoma mitocondrial, una cobertura desigual de
regions exoniques i evidentment escassa cobertura de les introniques, I'aparicié d’artefactes
de la PCR durant la preparacié de la llibreria i una profunditat de seqiienciacio desigual. En
el cas de I’'exoma clinic, a més, la limitacié intrinseca del fet que no permet la identificacio
de nous gens que puguin associar-se a patologia (Meienberg J, Bruggmann R, Oexle K, 2016).
A més, la interpretacid d’aquests estudis depén de la qualitat de les bases de dades
poblacionals que s’utilitzen com a referéncia de freqléencia de les variants a la poblacid
general (com sén GnomAD o 1000 genomes project) i de la fiabilitat dels predictors in silico.
Per altra banda, els informes clinics d’aquests estudis habitualment se centren en aquelles
variants que afecten gens associats a malaltia minoritaria. Aixi i tot, al voltant d’un 70% dels
gens i regions reguladores tenen una funcié desconeguda en I'actualitat, pel que les seves
variants no es reporten habitualment, tot i que podrien també ser causants de malaltia o

influir en el fenotip del pacient (Quintana-Murci, 2016; Boycott et al., 2017).

La seqienciacié d’una gran quantitat de gens de forma simultania comporta també la
capacitat de detectar variants genétiques no associades al motiu de consulta del pacient,

pero que poden tenir implicacions per la salut de I'individu o la familia, amb el conseglent
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conflicte etic. ACMG va establir un llistat de malalties accionables que havien de ser
reportades en cas que es detectessin variants patogeniques o probablement patogeniques
(Green et al., 2013; Kalia et al., 2017; McGurk et al., 2021). Aquesta situacié és especialment
complexa en el cas de pacients pediatrics, donat que no tenen competéncia legal per
prendre decisions (Bick et al., 2019). A més, cal tenir present que aquests estudis poden

desvetllar consanguinitat familiar o conflictes de paternitat.

Finalment, cal considerar que, tot i que el cost economic de la técnica ha disminuit de forma
significativa en els darrers anys, la interpretacié dels resultats representa una important
carrega de treball per I'equip bioinformatic, genetistes i també, en molts dels casos, dels
professionals clinics que hauran d’establir la correlacid amb el fenotip del pacient. Per tant,
I"analisi dels resultats comporta uns recursos que també haurien de tenir-se en compte a

I’hora d’avaluar la relacié cost-benefici d’aquesta tecnologia.

5.2.2.4 Aproximacid diagnostica mitjangant WES o WES seguint estrategia d’estudi del cas

index o trio?

La majoria d’estudis publicats utilitzen I'estrategia d’analisi per trios, el que significa
sequenciar el cas index i els dos progenitors, i analitzar les dades obtingudes conjuntament.
D’aquesta manera s’eliminen facilment les variants rares benignes familiars, es facilita la
identificacio de variants de novo i permet determinar la fase de les variants en trastorns
recessius o d’imprinting. Es considera que 'analisi de trios permet reduir en 10 vegades el
nombre de variants a considerar i d’aquesta manera reduir el temps d’analisi, augmentant
en un 50% el rendiment diagnostic de I'estudi (Fitzgerald et al., 2015; Wright et al., 2015,
2018).

En 2016, I'estudi WGS costava aproximadament tres vegades més que un WES, i era per tant
equivalent a un estudi WES trio. Pero la facilitat més gran d’analisi del trio, conjuntament
amb les limitacions en el coneixement actuals, que dificulten la interpretacié de variants en

regions no codificants, fan que actualment WES trio pugui superar al WGS. Malgrat aixo,
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aquesta situacid molt probablement canviara en un futur proxim, el que potenciara la

utilitzacio de WGS.

5.2.2.5 Aplicacié dels estudis de seqiienciacié massiva en el procés diagnostic de pacients

amb diferents grups de patologia

En l'actualitat hi ha projectes a gran escala que estan avaluant la utilitat clinica del
WES/WGS, com sén I"Undiagnosed Diseases Network (UDN) (Splinter et al., 2018) i el
100.000 Genomes Project (Barwell et al., 2018). En el cas de I’UDN, impulsat des del National
Institutes of Health (NIH), es va publicar un estudi que recollia dades de 382 pacients amb
una avaluacio completa, incloent-hi un 40% amb simptomatologia neurologica. El rendiment
diagnostic global va ser del 35%, quinze pacients van diagnosticar-se a través de la revisid
clinica, mentre que el rendiment diagnostic dels estudis WES i WGS va establir-se en un 28
i 19%, respectivament. El diagnostic d’aquests pacients va conduir a canvis en el tractament
en un 21%, a canvis en el procés diagnostic en un 37% i a un consell genetic especific en un
36%. A més, aquest protocol d’estudi va permetre identificar 31 noves sindromes (Splinter
et al., 2018). Per altra banda, en el 100.000 Genomes Project, el rendiment diagnostic mig
del WGS va ser del 25%, arribant al 40-55% en grups de patologies com és la discapacitat
intel-lectual. Va permetre descriure tres malalties noves i 19 noves associacions pendents
de confirmar, mentre que van calcular que en un 25% dels casos el diagnostic va conduir a
decisions cliniques rellevants pels pacients o les seves families. Un 15% dels diagnostics
corresponien a variants en regions no codificants o del genoma mitocondrial, expansions de
triplets, canvis estructurals o en regions amb baixa cobertura a I'exoma, el que reforcava el
valor del genoma (Smedley et al., 2021). En un altre estudi, incloent-hi pacients amb
trastorns del neurodesenvolupament, el rendiment diagnostic va ser del 45% i I'obtencio
d’un diagnostic va comportar canvis en el maneig clinic en un 49% dels pacients (Soden et

al., 2014).

El rendiment de WES en estudis realitzats en diferents grups de patologies varia entre el 10
iel 70% (Yang et al., 2014; Vissers et al., 2017; Wright et al., 2018) (Figura 11; Taula 1, pagina

196). En una meta-analisi incloent 20.068 pacients pediatrics amb probables trastorns
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genetics, el rendiment diagnostic va ser del 36% mitjancant WES i 41% per WGS, amb un
rendiment de WGS en casos préviament negatius per WES, del 29% (Clark et al., 2018). En
aquest estudi es va evidenciar un augment significatiu de rendiment diagnostic mitjancant
I’estudi de casos trio. Un altre estudi, incloent-hi 1.007 pacients amb diferents tipus de
patologia (principalment neurologica, perdo també malformativa, esquelética o muscular
entre d’altres) estudiats per WGS, va mostrar un rendiment diagnostic del 21,1%, sense
diferencies significatives entre els casos estudiats només en cas index i els trios, tot i que
I’estudi trio va permetre disminuir el nombre de sospites diagndstiques associades a variants

VUS (Bertoli-Avella et al., 2021).
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Figura 11. Taxa diagnostica del WES en diferents grups de patologies. De I'article (Wright et al., 2018). |

La utilitat clinica directa de la implantacié d’aquesta tecnologia és particularment evident en
el cas de l'estudi de cohorts de pacients en estat critic, ingressats en unitats de cures
intensives neonatals i pediatriques. En aquests casos, obtenir un diagnostic a temps per
poder prendre decisions en relacié amb el maneig dels pacients és fonamental i s’ha reportat
una resposta fins i tot en solament 13 hores (Owen et al., 2021). Fins al moment, s’han

publicat més de 20 estudis incloent al voltant de 1500 pacients en aquest context clinicis’ha
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reportat un rendiment diagnostic global de WES/WGS del 37%. El més important, pero, és
el fet que aquests diagnostics comporten un canvi en el maneig (evitar proves
complementaries o procediments quirdrgics, iniciar tractaments especifics en alguns casos
o instauracio de mesures pal-liatives) en un 20-100% dels pacients diagnosticats (Willig et

al., 2015; Farnaes et al., 2018; Stark and Ellard, 2022).

Finalment, diversos estudis han demostrat que la implantacid dels estudis de seqienciacié
massiva en el procés diagnostic dels pacients pot comportar una optimitzacié en el cost-
benefici, tenint en compte que I'abordatge diagnostic “classic” representa un cost molt
elevat pel sistema sanitari (Sabatini et al., 2016; Tan et al., 2017). Per tant, en diversos
treballs s’ha plantejat la possibilitat d'implantar WGS com a estudi de primer nivell en el
procés diagnostic de pacients amb sospita de malaltia genética d’heréncia mendeliana

(Stavropoulos et al., 2016; Farnaes et al., 2018; Lionel et al., 2018).
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1. JUSTIFICACIO | HIPOTESI




Els GWMDs son un conjunt de trastorns heterogeni, caracteritzats per |'afectacio selectiva
de la substancia blanca cerebral, en els quals s’han identificat més de cent causes
genetiques. El quadre clinic i el patrd d’afectacido en els estudis de neuroimatge, son
inespecifics en una proporcié considerable dels casos. Com a resultat, I’'abordatge diagnostic
“classic” dels GWMDs emprat fins els darrers anys, basat en els estudis genétics dirigits a
partir de la sospita clinica, permet assolir el diagnostic molecular en només la meitat dels
pacients (van der Knaap et al., 1999; Bonkowsky et al., 2010; Steenweg et al., 2010;

Vanderver et al., 2012; Kevelam et al., 2016).

Els estudis basats en la tecnologia NGS han esdevingut una eina efica¢ pel diagnostic
molecular de malalties rares, especialment en aquelles amb una gran heterogeneitat
geneética. En els darrers anys, s’han publicat diversos treballs que han demostrat la seva
utilitat en aquest context (Fogel et al., 2014; van de Warrenburg et al., 2016; Splinter et al.,
2018; Smedley et al., 2021) (veure Taula 1 a la seccidé Discussid). Pel que fa als GWMDs,
durant els anys que ha durat aquesta tesi també s’han publicat treballs que reporten el bon
rendiment dels panells de gens (Cohen et al., 2020b), el WES (Vanderver et al., 2016) i el
WGS (Helman et al., 2020). Aixi i tot, aquests estudis inclouen Unicament poblacio pediatrica
i la majoria han estat realitzats mitjancant 'analisi de trios (estudiant conjuntament les

dades de sequenciacio del cas index i els dos progenitors).

Per tant, en aquesta tesi doctoral, plantegem les seglients hipotesis de treball:

1. Els estudis WES i WGS duts a terme en casos index de qualsevol edat amb GWMDs,
interpretats mitjangant una eina computacional de creacid propia, que prioritza les
variants genetiques integrant la informacio clinica i de bases de dades d’interaccio
fisica i funcional de les proteines de I'organisme, permeten assolir un alt percentatge
de diagnostics.

2. Les tecniques WES i WGS permeten escurcgar el temps necessari per aconseguir un
diagnostic, respecte a I'abordatge diagnostic “classic”.

3. Els estudis WES i WGS permeten identificar nous gens associats a trastorns de la

substancia blanca cerebral i nous fenotips clinics.
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111. OBJECTIUS




1. Determinar la utilitat clinica dels estudis WES i WGS en casos index de qualsevol edat
amb GWMDs, interpretats mitjancant una eina computacional de creacidé propia, que
prioritza les variants genetiques integrant la informacié clinica i de bases de dades

d’interaccio fisica i funcional de les proteines de I'organisme.

a. Valorar la rendibilitat diagnostica dels estudis WES, inclosa la reanalisi periodica
de les dades obtingudes, i del WGS.

b. Comparar els resultats de la nostra estrategia diagnostica amb |'estrategia
diagnostica “classica” i amb altres estudis publicats que valoren el rendiment de
WES i WGS, la majoria dels quals han estat basats en 'analisi de trios.

c. Comparar el temps necessari per assolir un diagnostic mitjancant WES/WGS amb
el temps d’evolucid de la malaltia al llarg de I'abordatge “classic” (abans de la
inclusid a I'estudi).

d. Determinar els canvis en el maneig clinic que poden comportar els diagnostics

establerts mitjancant aquesta estratégia.

2. ldentificar nous gens candidats implicats en els GWMDs. Trobar altres casos a través de
plataformes de comparticid de dades genotipiques i fenotipiques (GeneMatcher i

PhenomeCentral), i realitzar la validacié mitjancant estudis funcionals.

3. ldentificar nous fenotips clinics, aportant coneixement de |'espectre de formes de

presentacié que poden associar-se als gens de substancia blanca.

4. Proposar un protocol diagnostic dels GWMDs incorporant les tecnologies NGS, que
pugui ser aplicable a la practica clinica habitual hospitalaria. Aquest protocol estara
fonamentat en els resultats obtinguts en aquest projecte i la informacié d’altres

publicacions en aquest camp.
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IV. MATERIAL | METODES




1. Reclutament de pacients

Aquest projecte arrenca l’any 2015, quan des del laboratori de malalties Neurometaboliques
d’IDIBELL vam comencar a recollir pacients de totes les edats amb sospita clinica d’una
malaltia genetica de la substancia blanca cerebral. Eren pacients amb una RM cranial que
mostrava una hiperintensitat difusa en T2 o bilateral incloent tractes anatomics especifics
consistents amb una malaltia genética, que no havien pogut ser diagnosticats mitjancant
I’estratégia diagnostica habitual basada en la clinica, els estudis de neuroimatge, bioquimics,
metabolics i genetics (incloent-hi estudis dirigits segons la sospita clinica, cariotip, aCGH o
panells de gens). Els estudis paraclinics realitzats abans de la seva inclusio a I'estudi eren els
que va considerar el metge referent en cada cas. Es van excloure tots aquells pacients amb
una historia clinica o neuroimatge suggestives d’una complicacio perinatal, vascular o d’una

malaltia autoimmunitaria.

La informacid clinica i els estudis de neuroimatge van ser remesos des de diferents hospitals
terciaris d’arreu del territori espanyol, des de gener de 2015 fins a desembre de 2019. No
es va realitzar un procés de filtratge de casos per part d’un neuroradioleg expert en
leucodistrofies en el moment de la seva inclusié a l'estudi. El doctorand, com a
neuropediatre, va recollir les dades cliniques i els estudis realitzats previament i va revisar
les imatges de les RM cranials i medul-lars disponibles. També va coordinar 'intercanvi
d’informacié amb els metges referents de cada cas, tant per completar les caracteristiques
cliniqgues imprescindibles per a la interpretacié dels resultats, com per sol-licitar noves
mostres per la realitzacid d’estudis funcionals. El doctorand va codificar la informacio
recollida, tant la referent a la clinica, com la que es desprén dels estudis bioquimics i de les
caracteristiques de les RM, en termes HPO, per incloure’ls a I'analisi de prioritzacid de
variants. Va classificar el patré d’afectacié de la substancia blanca per RM d’acord amb
publicacions anteriors que fan referéncia a aquest tema (Schiffmann and van der Knaap,
2009; Parikh et al., 2015). Els estudis de RM d’alguns casos seleccionats van ser revisats

conjuntament amb la Dra. Elida Vazquez (Hospital Universitari Vall d’'Hebrén).

Una part dels casos van ser seqlenciats a través del projecte URDCat (The Undiagnosed Rare

Diseases Program of Catalonia), emmarcat dins del Pla Estrategic de Recerca i Innovacio en
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Salut (PERIS) 2016-2020, impulsat i financat per la Generalitat de Catalunya, amb la finalitat
d’'implementar la medicina personalitzada basada en la gendmica en malalties minoritaries
neurologiques no diagnosticades. El doctorand va participar com a gestor de casos en aquest
projecte, des de gener de 2017 fins a desembre de 2019, revisant i introduint a la plataforma
la informacio clinica dels pacients. Els casos estudiats a través d’aquest projecte, van ser
avaluats per un comité d’experts, que s’encarregava de prioritzar els més adequats per

estudi WES/WGS.

Els pares o tutors legals de cada pacient van firmar un consentiment informat per escrit per
la realitzacié dels estudis i les publicacions que se n’han derivat. El comité d'etica de I'IDIBELL

va aprovar l'estudi (nombre CEIC PRO76/14).

2. Sequenciacio dels exomes, captura i classificacié de les variants

Per a I'analisi WES, la captura es va fer amb el SeqCap EZ Human Exome Kit v3.0 (Roche
Nimblegen, EUA) amb seqléncies aparellades de 100 parells de bases (pb) de llargada, i per
a WGS, es va fer amb llibreries sense amplificacié per PCR amb sequencies aparellades de
150 pb, generades en una plataforma HiSeq2000-4000 (lllumina, Inc. EUA) al Centre
Nacional d’Analisi Genomica (CNAG-CRG Barcelona, Espanya). Es van identificar variants
d’un sol nucleotid i insercions/delecions (indels) utilitzant les guies GATK (Van der Auwera
et al., 2013) i es van anotar a través del programari Annovar (Wang et al., 2010). Les
variacions del nombre de copies (CNVs) es van analitzar mitjancant el paquet R ExomeDepth

(Plagnol et al., 2012).

Vam filtrar les variants d’un sol nucleotid i insercions/delecions (indels) segons el mode
d’heréncia compatible amb la historia familiar, freqtéencia al-lélica inferior a 0.01 d’acord
amb les bases de dades poblacionals GnomAD (gnomAD,

https://gnomad.broadinstitute.org/) i 1000 Genomes Project

(https://www.internationalgenome.org/), impacte deleteri de la variant d’acord amb els
predictors computacionals (CADD, Mutation Taster, SIFT, Polyphen2 hvar, entre d’altres),
reports previs de patogenicitat i associacio establertaamb el fenotip del pacient. Les variants

candidates van ser classificades d’acord amb els criteris ACMG/AMP de patogenicitat
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(Richards et al., 2015b; Amendola et al., 2016). Vam considerar resolt un cas si una o
ambdues variants es classificaven com a patogéniques o probablement patogenes, o si una
d’elles es classificava com a VUS, pero els estudis de segregacié eren compatibles, i els
resultats clinics i de ressonancia magnetica eren especifics i altament suggestius per a la
malaltia en qlestid. Vam revisar també les troballes incidentals en tots els pacients d’acord

amb els criteris publicats (Kalia et al., 2017).

3. Métode de prioritzacié basat en |'Interactoma

El métode de prioritzacié de variants va ser dissenyat i posat a punt per la Dra. Agatha
Schliter, en el laboratori de malalties Neurometaboliques d’IDIBELL. Es va utilitzar un
enfocament basat en dinamica de xarxes, tal com s'ha aplicat anteriorment (Novarino et al.,
2014), en dos passos principals: (1) calcul d'una meétrica fenotipica mitjancant comparacions
de fenotips entre el pacient i les bases de dades de malalties humanes existents
(coneixement previ) i (2) propagacio iterativa d'aquesta puntuacié fenotipica dins d'una
xarxa proteina-proteina (Figura 12). Per al primer pas, es van extreure més de 300.000
associacions de gens-HPO de les bases de dades OMIM i HPO (Robinson et al., 2008; Kdhler
et al., 2017). La metrica fenotipica es va propagar a proteines adjacents dins de la xarxa
humana global construida amb interaccions fisiques i funcionals proteina-proteina (IPP). Per
a un interactoma fisic, es van integrar IPP de cinc bases de dades a gran escala: la xarxa
BioPlex 3.0 (Huttlin et al., 2017), el conjunt de dades Lit-BM-13 (Rolland et al., 2014), els
conjunts de dades HI Yeast-Two-Hybrid HI-I-05 i HI-lI-14 (Rual et al., 2005; Rolland et al.,

2014) i el Human Reference Interactome (HuRl), descarregat de http://www.interactome-

atlas.org (Luck et al., 2020). Per a un interactoma funcional, es van integrar les interaccions
HumanNet-CF v.2 (Hwang et al., 2019), les connexions entre gens entrellagant els substrats-
productes del metaboloma de les bases de dades KEGG (Kanehisa et al., 2014) i RECON
(Brunk et al., 2018), i connexions de senyalitzacié de la base de dades Signor 2.0 (Licata et
al., 2020). La fusio de les bases de dades fisiques i funcionals va donar lloc a un interactoma
huma global amb 20.146 proteines i 696.301 connexions. En resum, |'algoritme prioritza els

gens associats (coneguts) i candidats amb més bona associacio a la clinica del pacient. Quan
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es tracta d’un gen candidat, el metode el selecciona a través de les seves connexions veinals

amb gens coneguts de malalties que s’associen millor amb els termes HPO del cas particular

que s'estudia, classifica les variants segons I'impacte deleteri i genera una taula amb el

ranquing d’aquestes. Un exemple paradigmatic és el nou gen candidat DEGSI, que vam

identificar i validar funcionalment I'any 2019 (Pant et al., 2019). Aquest gen es va prioritzar

perque interacciona funcionalment en xarxa amb altres enzims d’esfingolipids causants de

malalties amb termes HPO similars als del pacient, com ARSA, GALC, FA2H o ACER3. El mateix

passa amb PI4KA (Verdura and Rodriguez-Palmero et al., 2021); aquest gen es va prioritzar,

ja que interactua amb altres gens que causen trastorns de la substancia blanca com

FAM126A,

PIK3CA, PIK3C2A o OCRL.

HPO network Global protein Interactome
o
00 o © o
oO (©) — |
(] % 08 & <o> strength-of association of the network
Clinical description ClinPrior] 55, © Joo ~ o | proteins with the clinical description
in HPOs - = e O
fo) o
S o 0 o
PATIENT ————— l ClinPrior

O Selection of the WES
variants by inheritance
pattern and frequency

Massive Sequencing
‘

l Causal
Gene

network propagation for the candidate
list of genes with score associated
to the clinical description

Only the best variants with better
score are good candidates

Figura 12. Métode de prioritzacié de variants basat en I'interactoma. Aguest és un nou algoritme creat per la Dra.
Agatha Schliiter al laboratori de malalties Neurometaboliques d’IDIBELL. Recull la informacié clinica del pacient,
previament estandarditzada en termes HPO (Human Phenotype Ontology) per part del doctorand, i estableix una
classificacié d’associacié amb proteines de I'interactoma. En un segon pas, es realitza una propagacio per identificar
proteines relacionades i per establir un llistat de possibles gens candidats associats a la descripcio clinica. Finalment,
es confronta aquesta informacié amb el resultat de I'analisi del WES/WGS per identificar variants amb una baixa
freqliencia poblacional i patré d’heréncia compatible entre els gens resultants de la propagacid i s’estableix un ranquing

de variants.
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4. Analisi dels resultats dels estudis WES/WGS

L’analisi dels resultats dels estudis de seqlienciacié realitzats I'ha dut a terme principalment
la Dra. Agatha Schliiter, amb I'ajuda del Dr. Edgard Verdura. El doctorand també ha

participat en 'analisi d’alguns casos a través de la plataforma del projecte URDCat.

Les variants candidates per cada pacient van ser estudiades conjuntament per part de
I’equip del laboratori, i el doctorand va analitzar la correlacié amb el fenotip clinic de cada
cas, amb ajuda de la Dra Valentina Vélez (neurologa d’adults) quan va ser necessari, a partir
de la revisid de les descripcions prévies recollides a la literatura i de la informacié de bases

de dades com OMIM, Orphanet, ClinVar, HGMD i Varsome (Figura 13).

Pacient amb un probable trastorn genétic de la substancia blanca cerebral (GWMD) no diagnosticat

Revisid clinica Next-Generation Sequencing
Historia familiar. Fenotip clinic. Patré RM WES/WGS en cas index
cranial. Estudis bioquimics/metabolics \
!
Human Phenotype Ontology (HPO) > @

Global Human Human Phenotype
Interactome  Ontology (HPO) network

|
¥

Prioritzacio de gens
Llistat de gens candidats

|
Analisi conjunta per part de l'equip

|

Validacié experimental I
! > Informe genétic
\

4

Canvis maneig
Tractaments especifics
Assessorament genétic

Figura 13. Protocol diagnostic utilitzat per I'estudi de la cohort de pacients amb GWMDs. Procés d’analisi dut a terme
al laboratori de malalties Neurometaboliques d’IDIBELL, per la identificacid de variants genetiques dels pacients
remesos amb una malaltia genetica de la substancia blanca cerebral (GWMD). Implica la caracteritzacié del fenotip
clinic, bioguimic i alteracions de RM dels pacients, i codificacié en termes HPO. Per altra banda, I'analisi de la
seqlenciacié de I'exoma o genoma complets del proband. Posteriorment, prioritzacid de les variants obtingudes a
partir de la informacio clinica i la informacié de bases de dades amb informacié de les interaccions fisiques i funcionals
de les proteines humanes. L'analisi de les variants prioritzades i correlacié amb el fenotip del pacient s’estableix en
reunions col-laboratives entre els neurolegs, biolegs i bioinformatics del laboratori. Les variants potencialment
implicades es confirmen per seqiienciacié Sanger i es realitza I'estudi de segregacié. Aquelles variants de significat
incert (VUS) o en gens nous (no associats préeviament a GWMDs) es validen funcionalment. Finalment, s’elabora un
informe que es tramet al metge referent de cada pacient, que informa a la familia i considera els canvis en el maneig
0 una estratégia de tractament dirigida en cada cas.
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V. RESULTATS




Article 1. Diagnosis of genetic white matter disorders by singleton whole-

exome and genome seguencing using interactome-driven prioritization

Schliter A*, Rodriguez-Palmero A*, Verdura E*, Vélez-Santamaria V, Ruiz M, Fourcade S,
Planas-Serra L, Martinez JJ, Guilera C, Girés M, Artuch R, Yoldi ME, O'Callaghan M, Garcia-
Cazorla A, Armstrong J, Redin C, Mandel JL, Conejo D, Sierra-Corcoles C, Beltran S, Gut M,
Vazquez E, del Toro M, Troncoso M, Pérez-Jurado LA, Gutiérrez-Solana LG, Lopez de Munain
A, Casanovas C, Aguilera-Albesa S, Macaya A, Pujol A#, on behalf of the GWMD working

group

* Autors que han contribuit per igual en aquest treball

Revista: Neurology 2022 Jan 10; 10.1212/WNL.0000000000013278
Factor d’impacte (quartil per especialitat): 9.901 (Q1)

Participacié del doctorand: aquest treball té una coautoria amb la Dra. Agatha Schliiter i el
Dr. Edgard Verdura. El doctorand ha revisat la informacid clinica de tots els pacients inclosos,
codificant-la en termes HPO i ha coordinat l'intercanvi d’informacid amb els metges
referents. Ha participat també en I'analisi d’alguns dels exomes i genomes, i directament en
I’escriptura del manuscrit i en el disseny de les figures i taules. Aquest treball no es preveu

gue s’utilitzi en cap més tesi doctoral.
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Resum de I'article 1

Introduccid

Cohort de 126 pacients de totes les edats amb sospita clinica d’'un GWMD perod
etiologia desconeguda, tot i haver-se realitzat un abordatge diagnostic “classic”
(incloent-hi estudis de neuroimatge, bioquimics, metabolics i genetics (estudis
dirigits, aCGH o panells de gens)). En tots ells es va fer un estudi WES en casos index,
i en 16 casos que no havien pogut ser diagnosticats, es va dur a terme posteriorment
un estudi WGS. Les dades genétiques van ser analitzades mitjancant un algoritme de
prioritzacié basat en l'interactoma i el fenotip dels pacients codificat en termes HPO.

80% de pacients inclosos havien iniciat el quadre clinic en edat pediatrica.

Resultats

En una primera revisio, el rendiment diagnostic de I'estudi WES realitzat en el cas
index va ser del 59% (74/126). La reanalisi anual va permetre identificar un diagnostic
en 12 casos més, amb el que el rendiment global del WES va ser del 68%.
Posteriorment, I'estudi WGS fet en 16 pacients va permetre un diagnostic en cinc
d’ells, amb el qual el rendiment global va arribar al 72% (91/126 casos).

La utilitzacio d’estudis WES i WGS va permetre obtenir un diagnostic en pocs mesos
en la majoria dels casos, respecte a la mitjana de 6,3 anys d’evolucié clinica dels
pacients abans d’incorporar-se a I'estudi.

Identificacié de set gens candidats associats a un GWMD (DEGS1 (Pant et al., 2019),
PI4KA (Verdura and Rodriguez-Palmero et al., 2021), PRORP (Hochberg et al., 2021)),
nous fenotips i quadres clinics atipics.

Gens més freqlentment identificats en aquesta cohort de pacients: EIF2B5, POLR3A,
RNASEHZ2B i PLP1.

Gran heterogeneitat genética: 57 gens diferents en els 91 casos diagnosticats. La
meitat dels casos diagnosticats amb variants en gens que no corresponen a

leucodistrofies “classiques”.
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e Implicacions relacionades amb un tractament o amb canvis en el maneig en 29/91
(32%) casos diagnosticats. Identificacié de troballes incidentals en dos casos (gens

MYBPC3 i SMAD3).

Conclusions

e La nostra estratégia diagnostica, estudiant Unicament casos index (no trios), permet
assolir un elevat rendiment diagnostic (72%). Els estudis computacionals utilitzats, la
participacio directa de clinics en el procés diagnostic i la realitzacido d’estudis
funcionals sén factors que poden justificar aquest elevat rendiment diagnostic.

e La utilitzacio de técniques de seqienciacié massiva en el diagnostic dels GWMD,
permet escurgar el temps necessari per establir un diagnostic, el que possibilita un
assessorament genéticila instauracio de tractaments especifics precocment. A més,
permet evitar la realitzacid de multiples proves complementaries innecessaries en
aquests pacients. Aix0, juntament amb I'analisi de cas index (no trio) en la nostra
estrategia diagnostica, pot reduir el cost economic del procés diagnostic.

e |dentificacio de set gens nous candidats associats a GWMDs i nous fenotips clinics.

e Creaci6 d'una xarxa d’interactoma expandida a partir dels resultats obtinguts en el
present estudi, que pot ser Util per a la identificacié de nous gens implicats en els

trastorns genetics de la substancia blanca cerebral en treballs futurs.

NOTA: algunes de les taules del material suplementari no estan incloses en aquesta tesi
(eTable 8-11). El material suplementari complet de I'article esta disponible en el segiient

enllag: http://links.lww.com/WNL/B741
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ABSTRACT

Background and Objectives:Genetic white matter disorders (GWMD) are of heterogeneous

origin, with more than a hundred causal genes identified to date. Classical targeted
approaches achieve a molecular diagnosis in only half of all patients. Here we aim to
determine the clinical utility of singleton whole-exome sequencing and whole-genome
sequencing (SWES-WGS) interpreted with a phenotype- and interactome-driven prioritization
algorithm to diagnose GWMD patients, while identifying novel phenotypes and candidate

genes.

Methods: A case series of patients of all ages with undiagnosed GWMD despite extensive
standard-of-care paraclinical studies were recruited between April 2017 and December 2019
in a collaborative study at the Bellviige Biomedical Research Institute (IDIBELL) and

neurology units of tertiary Spanish hospitals. We ran sSWES and WGS and applied our
interactome-prioritization algorithm, based on the network expansion of a seed group of

GWMD-related genes, derived from the HPO terms of each patient.

Results: We received 126 patients (101 children and 25 adults), with ages ranging from 1
month to 74 years. We obtained a first molecular diagnosis by singleton WES in 59% of
cases, which increased to 68% after annual reanalysis and reached 72% after WGS was
performed in 16 of the remaining negative cases. We identified variants in 57 different genes
among 91 diagnosed cases, with the most frequent BAIA§EH2B, EIF2B5, POLR3A and

PLP1; and a dual diagnosis underlying complex phenotypes in six families, underscoring the
importance of genomic analysis to solve these cases. Finally, we discovered 9 candidate
genes causing novel diseases, and propose additional putative novel candidate genes for yet-

to-be discovered GWMD.
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Discussion: Our strategy enables a high diagnostic yield and is a good alternative to trio
WES/WGS for GWMD. It shortens the time to diagnosis compared to the classical targeted
approach, thus optimizing appropriate management. Furthermore, the interactome-driven
prioritization pipeline enables the discovery of novel disease-causing genes and phenotypes,
and predicts novel putative candidate genes, shedding light on etiopathogenic mechanisms

that are pivotal for myelin generation and maintenance.

INTRODUCTION

The advent of next-generation sequencing (NGS) in clinical applications (especially targeted
sequencing panels and whole-exome sequencing) has increased the diagnostic yield of
hereditary neurological diseases with high genetic heterogeneity and low mutationatburden

*. Genetic white matter disorders (GWMD) are a heterogeneous group of diseases with an
MRI pattern suggestive of a genetic etiology, encompassing both leukodystrophies and
genetic leukoencephalopathi@sThe classical combined MRI, biochemical, and target gene-
based approach leaves approximately half of GWMD patients without a genetic diaghosis

In these undiagnosed cases, trio WES (whole-exome sequencing) followed by WGS (whole-
genome sequencing) allowed a diagnosis in 62% of the cases in a recent study on a cohort of

71 pediatric patientd”.

Despite continuous advances, the analysis of NGS data poses the challenge of variant
selection and interpretation, which is especially relevant for singleton exomes, or when there
is no possibility to perform family cosegregation/linkage studies. WES genotypes Yyield
approximately 500-1,000 variants per individual, after filtering by frequency below 1% and
deleteriousness. Hence, establishing a prioritization system based on the patient's
‘13 . . 17 . . .
phenotyp& 2 or gene interaction networks™’ may proof useful to improve rapid selection

of candidate variants.
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Here, we describe 126 families with patients displaying GWMD analyzed by singleton WES-

WGS (sSWES-WGS). We interpret genetic data by integrating standardized phenotypic data in
HPO (Human Phenotype Ontology) terms, as well as interaction and functional network
information to facilitate the identification of causal genes and enable novel disease-gene

discovery.

MATERIALS AND METHODS
Patient Recruitment

Study participants were identified at child and adult neurology units from several tertiary
hospitals around Spain from April 2017 to December 2019. They were pediatric and adult
patients with clinical and MRI patterns consistent with a GWMD defined as symmetrical,
confluent white matter involvement, in absence of perinatal or vascular complications or
suggestive of an autoimmune process. A molecular diagnosis could not be established by the
referring physicians despite applying standard-of-care paraclinical studies (including mainly
MRI, metabolic, neurophysiological and genetic studies such as aCGH, targeted Sanger
sequencing, or NGS gene panels). Clinical information, MRIs and samples were collected by
the Neurometabolic Diseases laboratory of Bellvitge Biomedical Research Institute
(IDIBELL) and although strict filtering of cases by a neuroradiologist focused on
leukodystrophies was not performed, re-evaluation by a team of experienced child and adult
neurologists and neuroradiologists under the URD-Cat initiative for neurological
undiagnosed disorders, was made before inclusion. This clinical team was driving the
diagnostic process and exchanged information with the referring clinicians when required,
both prior and post-variant calling. MRI pattern was classified according to previous

published article§*®

Standard Protocol Approvals, Registrations, and Patient Consents
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Written informed consent for genetic testing and publication was obtained by the parents or
legal guardians of each patient at each site. The ethics committee of IDIBELL approved the
study with CEIC n. PR076/14.

See Supplemental Methods for NGS, variant calling and classification, functional validation

and the interactome-driven gene prioritization method.

Data Availability

Data not provided in the article because of space limitations may be shared (anonymized) at

the request of any qualified investigator for purposes of replicating procedures and results.

RESULTS

Clinical data

We recruited 126 families with an undiagnosed GWMD. Based on cranial MRI findings, 86

cases (68%) were classified as non-hypomyelinating, whereas 40 of the cases showed a
hypomyelinating picture. The index cases were 50 females and 76 males, with ages ranging
from 1 month to 74 years (median 10.3 years). The age at onset ranged from the first month
of life to 72 years (median one year); age was lower than 18 years in 101 cases (80%) and
higher in 25. The median evolution of disease before WES testing was 6.3 years (1 month -
34 years), and it was longer than 10 years in 37% of patients. Consanguinity was reported in
18 families (14%). Clinical characteristics, MRI patterns, studies performed and SWES-WGS

results of every patient are summarizedable 1 and eTable 1.

Diagnostic Yield of WES and WGS in a cohort of GWMD patients

All the patients were initially studied by WES. The first diagnostic rate was 74/126 (59%),
which increased to 86/126 cases (68%) after a subsequent reanalysis 12-24 months later. The

reasons for this increase in yield were attributed to i) variants not initially identified because
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of filtering issues (3 cases); ii) variants located in noncoding regions (3 cases); iii) pipeline
update/technical issues (2 cases); and iv) newly reported disease-causing genes (3 cases).
Next, we performed WGS in 16 of the remaining 38 negative cases, prioritized by availability
of DNA from proband and parents, and solved 5 more cases involving intronic variants or

3'UTR variants.

Furthermore, this approach allowed us to identify 9 novel candidate genes, for which we
gathered additional patients with very similar phenotypes through collaboration with
international Leukodystrophy Reference Centers and the platform GeneMatdver
functionally validated and reported two novel disease gdDESS1?* and PI4KA®) in two
families each, whereas the other 5 validated cases are currently in preparation. Two more

candidate genes are awaiting additional patients while functional studies are on-going.

Overall, we obtained a positive genetic diagnosis in 91 out of 126 GWMD cases (72%)
(Figure 1, eFigure 1, eTables 1 and 2Jhe diagnostic rates by age group were 77% in those
with onset before 3 years, 73% in those with onset between 3 and 18 years and 60% in the
adult-onset groufFigure 1D). Considering the MRI pattern, the diagnostic rate was 57/86
(66%) in the non-hypomyelinating group and 34/40 (85%) in those with hypomyelination.
Following the classification proposed in Vandenetral.’, 46 (51%) of the diagnosed
families had variants in genes associated with "canonical or classic leukodystrophies”, and
the remaining 45 (49%) had variants in genes associated with "genetic

leukoencephalopathies”.

For the 33 cases that remained undiagnosed after WES/WGS, we noted a trend towards
adulthood onset (30% of unsolved cases were aderisas 16% of adults in solved cases),
cystic lesions on MRI (12% of undiagnosed cases versus 5% in solved cases), and absence of

consanguinity (97% non consanguineous in unsolved versus 82% in solved cases).

Although genetic heterogeneity in our cohort was very high, some genes were found to be

more frequently mutated, includirg) F2B5, POLR3A, andRNASEH2B, in six families each,
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andPLP1 variants in five familiesgTable 3. New phenotypes were identified in two cases,
atypical forms of presentation in seven, and six more cases were complex, blended
phenotypes with variants in more than one géfigure 2, eTable 4 and eResults for
clinical summaries) Moreover, several cases with variants in the classical spastic paraplegia

genesSPG11 andCYP2U1 presented clear white matter involvement as shovirigare 3.

According to the ACMG/AMP guideliné$?> 86 out of the 91 diagnosed cases were
classified as definitively diagnosed with pathogenic or likely pathogenic variants. In 14 of
these 86 cases, the functional validation converted VUS variants into pathogenic or likely
pathogenic variants. We analysed the impact of 8 variants on splicing using either cDNA
sequencing (from RNA derived from PBMC or fibroblasts), and/or minigene splicing’assay
(n=3). The minigene assays were instrumental to confirm the pathogenic role of an intronic
variant in MLC1 (¢c.597+37C>G), gene not expressed in PBMC nor fibroblasts, and another
intronic variant in EIF2B5 (c.1156+13G>A), which lead to a mild form of
ovarioleukodystroph. Importantly, we also performed targeted lipidomics, which proved a
pathogenic role for variants in genes related to lipid metabolism susBER3, DEGS1*

and PI4KA?, together with qRT-PCR, Western blots, or immunofluorescense as required
(eTable 5) In other cases which were not amenable to experimental validation (5 remaining
until 91), we reported out VUSs highly compatible with the clinical, MRI picture and

segregation and were considered solved by expert assessment.

Among the 91 cases diagnosed, 60 harbored biallelic mutations (31 homozygous; 16 of them
in consanguineous families), 22 in an autosomal dominant modie (I®0) and 7 X-linked

(5 of themde novo), whereas two cases had mutations in more than one gene with different
inheritance patterns (one with AD and AR inheritance; one AD and X-linfeFtdyure 1)
Segregation by Sanger was performed in all but 8 patients due to the unavailability of
parental samples. We found several variants more than once in our patients: i) the

RNASEH2B p.Alal77Thr variant in 6 independent families (frequency: 0.001306 in gnomAD
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(v2.1.1)¥"; ii) the EIF2B5 p. LeulO6Phe variant (frequency: 0.00004943 in gnomAD
(v2.1.1)) in 2 independent families, and tE#F2B5 p.Argl13His variant (frequency:
0.00001647 in gnomAD (v2.1.1f in 5 families, and iii) theSPG11 frameshift variant

p.Met245Valfs*2 twice independently (frequency: 0.0001071 in gnomAD (v2.2.1))

Of note, in addition to SNVs and indels, we detected a pathogenic copy number variant
(CNV) in four cases (4.4%) by WE®Table 6) a 6930 Kb 1p36 heterozygous deletion in
LNF-36 and validated by aCGH (eFigure 2), a 117 Kb duplication in 5q incltthRNPH1
andRUFY1 genes in LNF-108, a 60.4 Kb duplication containingVINB1 in LNF-34, and a

21.3 Kb homozygous deletion encompassTANGO2 in LNF-97%. We validated the last
three CNVs by Q-PCReTable 6) We also identified a uniparental disomy of maternal
origin of chromosome 6 in LNF-68, harboring a loss-of-function homozygous variant in a

novel candidate gene that was highly ranked by our prioritization method (in preparation).

An added value of our study is that 73 of the 123 identified variants had not been previously
reported in the literature, Human Gene Mutation Database (HGMD, public access), or

ClinVar database@&Table 7)
Management implications of a positive diagnosis

Importantly, diagnosis allowed us to improve the clinical management in 29 (edsdsde

1). In 22 of them, it led to the consideration of a specific treatment option for the disease,
such as hematopoietic stem cell transplant (HSCT) for Krabbe disease (LNF-18, SPG-72) and
hereditary diffuse leukoencephalopathy with spheroids (LNF-6, LNF-16, LNF-70, LMSR),
dietary management for phenylketonuria (LNF-40.4) or pyridostigmine for myasthenic
syndrome caused b$FPT1 (LNF-88). In other cases, diagnosis led to an improvement in
patient follow-up, such as screening for the appearance of tum&®EN (LNF-109) or
preventative measures for head trauma and infections in patients with vanishing white matter
disease. Finally, we identified and reported incidental findings (according to KattealS5¥)

in two patients: a pathogenic variant in i&BPC3 gene (p.Trp792ValfsTer4l) in SPG-14
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and in SMIAD3 (Loeys-Dietz syndrome) (p.Val363ThrfsTer3) in LNF-48. In both cases,
cardiological follow-up will ensue, with cranial magnetic resonance angiography and

orthopedic controls in the second case.
GWMD expanded network

Starting with a seed list of 843 genes that are causative or associated of GWMD according to
OMIM, we built a protein interactome network based on the principle that physical and
functional interacting genes may account for related biological processes and cause similar
diseases. We developed a prioritization method that identifies the most likely disease-causing
genes associated with each patient's phenotype (standardized in Human Phenotype Ontology
(HPOY® terms) using a global protein human interactome network built with functional and
physical interactions, represented by 20.146 gésexs Supplemental Methods and Results
(eTables 8-11))". We applied this prioritization tool to the respective clinical description in
HPOs of the 843 proteins associated with GWMD to build a GWMD interactome or
expanded network, resulting in 1530 proteins and 18288 intera¢kmnse 4). To evaluate

the functional signature of these 1530 proteins, we performed an enrichment analysis of the
Gene Ontology (GO) term@Tables 8-10) In line with the hypothesis that genes associated
with similar diseases may converge towards specific biological pathways, major modules
emerged, which are involved in the pathophysiology of GWMD abnormalities: i) the
mitochondrial oxidative phosphorylation (OXPHOS) system (e.g., NADH-ubiquinone
oxidoreductase Fe-S protein NDUFSL), ii) the lysosome (e.g., the galactosylceramidase
enzyme GALC), iii) the peroxisome (peroxins) (e.g., peroxirP&EX6), iv) the metabolism of
ribonucleotides (e.g., ribonuclease H2 subuniRBASEH2B), and v) the purine metabolism
pathway with RNA polymerases | and Il (e.g., RNA polymerase |ll subunP@LR3A).

Among the 1530 proteins we identified (beside the 843 GWMD seed proteins): i) 587
proteins associated with disease but not yet with GWMD and ii) 100 novel candidates that

were not previously associated with GWMD or any dise@3Jeable 11) Of particular
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interest among these last 100 proteins, we highlight: i) the delta 4-desaturase sphingolipid 1
(DEGS1) in patients LNF-41 and LNF-42Figure 4B), causing Hypomyelinating
Leukodystrophy 18 (HLD18, OMIM #615843)ii) the phosphatidylinositol 4-kinase alpha
(PI14KA) recently associated with leukodystrophy and identified in patient LNF-107 and VH-
3%23%(Figure 4C), iii) the mitochondrial ribosome-associated GTPaskITG1) that plays a

role in the regulation of mitochondrial ribosome assembly and translational afftigtye

4D), and iv) the potassium voltage-gated channel subfamily A regulatory beta subunit 2
protein KCNAB2) (Figure 4E). While Genematcher was key to find additional cases for

DEGSIL andPI4KA deficiencies, matches for putative candidates sudfilél andKCNAB2

are yet to be found.
DISCUSSION

This is the largest series of GWMD patients studied by WES/WGS reported to date and the
first one including patients of all ages offering a global vision of the GWMD diagnosis
throughout life. Here, we have proven the utility of SWES-WGS combined with a phenotypic
and interactome-driven prioritization method, reaching a diagnostic yield of 72%. These
results are superior to those recently reported by a reference genetic diagnostics company on
541 cases, with a WES diagnostic yield for leukodystrophies of 32% (including trio and
singleton cases) and 22.6% when considering proband-only3tasesanother report
including 100 adult-onset leukodystrophy patients, the diagnostic rate wa% Pa%results

are slightly better than those reported in another study including 71 pediatri¢*takes
Vanderver’s report, a first trio WES allowed a definite diagnosis in 42% of‘castte in a

second phase of the study including the 41 negative cases, a molecular diagnosis was
established in nine more cases by reanalysis and in five cases using WGS, representing 17%
and 12%, respectivelyy We were able to increase diagnostic yield 24% (12/50) by WES
reanalysis and 31% (5/16) by singleton WGS. However, in the referred study, previous expert

filtering of cases led to a lower proportion of well-known or canonical leukodystrophy genes
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in their cohort* in comparison to ours (36% vs 51% in our cohort), which may have an
impact on our higher diagnostic yield. Comparison between the results of these cohorts is
difficult because of different study protocols and target population, which comprised a 20%
of adult GWMD in our case versus a pediatric population-only in Vanderver's*césis

likely that the use of trio WES/WGS would have improved our diagnostic yields, and most
certainly would have ameliorated turn-around-times. Because of the very late implantation of
clinical exomes (instead of WES) in our healthcare system and limited research funding
resources we chose to apply singleton WES to help as many families as possible, since trio
studies may cost douBile®® to three times higher in our healthcare system. The use of trio
WES/WGS is however recommended when urgent diagnosis is required in ICU ¥ettings
Thus in our opinion, the decision to use a singleton or trio sequencing strategy should depend
on the clinical urgency, the entities under study that determine the proportion of dodeinant
novo expected inheritances, the family characteristics and availability of DNA, and funding

or structural resources needed to optimize the cost-benefit ratio in every*Setting

Our study enabled identification of disorders caused by genes rarely associated with white
matter involvement HTEN, GFPT1%? and CAPN1*Y), the diagnosis of certain cases with
atypical presentation SCN8A*, SOX10%, POLR3A*), the characterization of families
harboring variants in more than one causative gene with blended phenotypes, the
identification of genes only recently associated with disease RYER2** or TMEM63A™)

and the discovery of novel disease entities and candidate genes, which constitute important
advantages over disease-specific panels or clinical ex¢rigsre 2, eTables 1 and 4,
eResults for clinical summaries) Further, in nine families (10%), we identified variants in
genes associated primarily with hereditary spastic paraplegp@ll, SPG7, SPAST,
DDHD2, CAPN1 and CYP2U1) (Figure 3), underscoring the notion of a continuum of
clinical spectrum, similarly to X-adrenoleukodystrophy, PMD/SPG2, metachromatic
dystrophy (MLD) or Alexander dised$e Moreover, half of the genes identified in this

cohort are linked to genetic leukoencephalopathies, not classically considered
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“leukodystrophy genes”. Since many of these genes are not included in multigene panels, the
WES/WGS-derived diagnostic yield would be expected to be superior. As an example, the
diagnostic yield of a leukodystrophies disease-gene panel containing 134 genes was 46% in a

recent studf.

Our report also exemplifies the genetic heterogeneity of GWMD (57 different genes among
the 91 diagnosed cases), which supports that WES/WGS should be considered a first-tier
diagnostic test when the clinical presentation and MRI pattern do not point to a specific
diagnosis, in agreement with the recent randomized clinical trial on pediatric GWMD
patient§. This would allow for gaining precious time, which is fundamental to establish
appropriate genetic counseling and specific treatment when available, usually indicated only
in the early stages of these very severe diseases. On average, our patients reached a positive
diagnosis at 6 months after study inclusion, which stood in sharp contrast with the previous
“diagnostic odyssey” of 10 years of disease evolution on average. Hence, reducing multiple
unnecessary examinations with a low cost-benefit ratio, as it is the case for some metabolic
studies in the context of a nonspecific neuroimaging, would entail significant economic
savings for the healthcare system, which together with the continued lowering of WES/WGS
costs, makes a clear case for the adoption of at least WES if not WGS, as a first-tier test for
undiagnosed GWMD. However, first line metabolic tests that may identify potentially

treatable cases should always be considered, prior or in parallel with WES/WGS.

Our study protocol has certain limitations. Paraclinical studies preceding inclusion are
heterogeneous and depend on the availability of resources in the different participating
centers. Additionally, we reported as diagnosed 5 cases harboring VUS using technically
strict ACMG criteria, since these variants could not be functionally validated. However, these
cases with VUS were carefully reviewed by expert clinicians and considered to explain the

phenotypic presentation with very high probability, and were thus considered solved by
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expert assessment. Finally, WGS studies were prioritized in only 16 of the remaining 38
negative cases (42%) because of limited DNA availability of parents to perform segregation

and funding resources.

In summary, we provide evidence of the effectiveness of SWES-WGS analysis based on a
phenotype- and interactome-driven prioritization algorithm to diagnose patients with GWMD
and to identify new phenotypes and novel disease genes. Finally, we also provide a WM
expanded interactome composed of known and putative new GWMD genes with the potential
to aid in the validation of private mutations in genes found in single families and the
identification of novel candidate genes. We believe that the utilization of advanced
computational methods together with the integration of a functional genomics laboratory
capable of experimental validation of VUSs and candidate genes, together with the direct
implication of adult and pediatric neurologists in the process has been determining factors for

this high diagnostic yield.

Supplement-http://links.lww.com/WNL/B741

References

1. Fogel BL, Lee H, Deignan JL, et al. Exome sequencing in the clinical diagnosis of
sporadic or familial cerebellar ataxil®BMA Neurol. 2014;71(10):1237-1246.

2. Gonzaga-Jauregui C, Harel T, Gambin T, et al. Exome Sequence Analysis Suggests
that Genetic Burden Contributes to Phenotypic Variability and Complex Neuropathy.
Cell Rep. 2015;12(7):1169-1183.

3. van de Warrenburg BP, Schouten MI, de Bot ST, et al. Clinical exome sequencing for
cerebellar ataxia and spastic paraplegia uncovers novel gene-disease associations and

unanticipated rare disordeEur J Hum Genet. 2016;24(10):1460-1466.

Resultats | 98



10.

11.

12.

13.

14.

Vanderver A, Simons C, Helman G, et al. Whole exome sequencing in patients with
white matter abnormalitieé\nn Neurol. 2016;79(6):1031-1037.

Vanderver A, Prust M, Tonduti D, et al. Case definition and classification of
leukodystrophies and leukoencephalopathved. Genet Metab. 2015;114(4):494-500.
Vanderver A, Bernard G, Helman G, et al. Randomized Clinical Trial of Eirse
Genome Sequencing in Pediatric White Matter Disordefsin Neurol.
2020;88(2):264-273.

van der Knaap MS, Breiter SN, Naidu S, Hart AA, Valk J. Defining and categorizing
leukoencephalopathies of unknown origin: MR imaging approdeédiology.
1999;213(1):121-133.

Koéhler W, Curiel J, Vanderver A. Adulthood leukodystrophidat Rev Neurol.
2018;14(2):94-105.

van der Knaap MS, Schiffmann R, Mochel F, Wolf NI. Diagnosis, prognosis, and
treatment of leukodystrophidsancet Neurol. 2019;4422(19):962-972.

Bonkowsky JL, Nelson C, Kingston JL, Filloux FM, Mundorff MB, Srivastava R. The
burden of inherited leukodystrophies in childréveurology. 2010;75(8):718-725.
doi:10.1212/\WNL.0b013e3181eee46b

Helman G, Lajoie BR, Crawford J, et al. Genome sequencing in persistently unsolved
white matter disorderginn Clin Trand Neurol. 2020;7(1):144-152.

Kohler S, Vasilevsky NA, Engelstad M, et al. The Human Phenotype Ontology in
2017.Nucleic Acids Res. 2017;45(D1):D865-D876.

Boudellioua I, Kulmanov M, Schofield PN, Gkoutos G V., Hoehndorf R. DeepPVP:
Phenotype-based prioritization of causative variants using deep leaBing.
Bioinformatics. 2019;20(1):65.

Novarino G, Fenstermaker AG, Zaki MS, et al. Exome sequencing links corticospinal
motor neuron disease to common neurodegenerative disorSzesce (80- ).

2014;343(6170):506-511.

Resultats | 99



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Cornish AJ, David A, Sternberg MJE. PhenoRank: Reducing study bias in gene
prioritization through simulatiorBioinformatics. 2018;34(12):2087-2095.

Vanunu O, Magger O, Ruppin E, Shlomi T, Sharan R. Associating genes and protein
complexes with disease via network propagatioRLoS Comput Biol.
2010;6(1):€1000641.

Yang H, Robinson PN, Wang K. Phenolyzer: Phenotype-based prioritization of
candidate genes for human diseabis Methods. 2015;12(9):841-843.

Schiffmann R. An MRI-based approach to the diagnosis of white matter disorders.
Neurology. 2009;72:750-759. doi:10.1212/01.wnl.0000343049.00540.c8

Parikh S, Bernard G, Leventer RJ, et al. A clinical approach to the diagnosis of
patients with leukodystrophies and genetic leukoencephelopatiessenet Metab.

2015.

Sobreira N, Schiettecatte F, Valle D, Hamosh A. GeneMatcher: A Matching Tool for
Connecting Investigators with an Interest in the Same Géhen Mutat.
2015;36(10):928-930.

Pant D, Dorboz |, Schluter A, et al. Loss of the sphingolipid desaturase DEGS1 causes
hypomyelinating leukodystrophy.Clin Invest. 2019;129(3):1240-1256.

Verdura E, Rodriguez-Palmero A, Vélez-Santamaria V, et al. Biallelic PI4KA variants
cause a novel neurodevelopmental syndrome with hypomyelinating leukodystrophy.
Brain. Published online August 20, 2021. doi:10.1093/BRAIN/AWAB124

Richards S, Aziz N, Bale S, et al. Standards and guidelines for the interpretation of
sequence variants: A joint consensus recommendation of the American College of
Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular PathG@eugt.

Med. 2015;17(5):405-424.

Amendola LM, Jarvik GP, Leo MC, et al. Performance of ACMG-AMP Variant-
Interpretation Guidelines among Nine Laboratories in the Clinical Sequencing

Exploratory Research Consortiusm J Hum Genet. 2016;98(6):1067-1076.

Resultats | 100



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

e

33.

34.

Brandt T, Sack LM, Arjona D, et al. Adapting ACMG/AMP sequence variant
classification guidelines for single-gene copy number varia@snet Med.
2020;22(2):336-344.

Rodriguez-Palmero A, Schiluter A, Verdura E, et al. A novel hypomorphic splice
variant in EIF2B5 gene is associated with mild ovarioleukodystrofany Clin Transl

Neurol. 2020;7(9):1574-1579.

Crow YJ, Leitch A, Hayward BE, et al. Mutations in genes encoding ribonuclease H2
subunits cause Aicardi-Goutieres syndrome and mimic congenital viral brain infection.
Nat Genet. 2006;38(8):910-916.

Turén-Vifas E, Pineda M, Cusi V, et al. Vanishing White Matter Disease in a Spanish
PopulationJ Cent Nerv Syst Dis. 2014;6:JCNSD.S513540.

Stevanin G, Azzedine H, Denora P, et al. Mutations in SPG11 are frequent in
autosomal recessive spastic paraplegia with thin corpus callosum, cognitive decline
and lower motor neuron degeneratiBrain. 2008;131(Pt 3):772-784.

Reichert SC, Li R, Turner S, et al. HNRNPHZelated syndromic intellectual
disability: Seven additional cases suggestive of a distinct syndromic
neurodevelopmental syndron&lin Genet. 2020;98(1):91-98.

Mingirulli N, Pyle A, Hathazi D, et al. Clinical presentation and proteomic signature of
patients with TANGO2 mutationd.Inherit Metab Dis. 2020;43(2):297-308.

Kalia SS, Adelman K, Bale SJ, et al. Recommendations for reporting of secondary
findings in clinical exome and genome sequencing, 2016 update (ACMG SF v2.0): A
policy statement of the American College of Medical Genetics and GendBsiost.

Med. 2017;19(2):249-255.

Kohler S, Doelken SC, Mungall CJ, et al. The Human Phenotype Ontology project:
Linking molecular biology and disease through phenotype dateleic Acids Res.
2014;42:D966-74.

Salter CG, Cai Y, Lo B, et al. Biallelic PI4KA variants cause neurological, intestinal

Resultats | 101



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

and immunological disease.Brain. Published online August 20, 2021.
doi:10.1093/brain/awab313/6355377

Zou F, Zuck T, Pickersgill CD, et al. A Comprehensive and Dynamic Approach for
Genetic Testing for Patient with Leukodystrophy Demonstrates a Genetic Etiology in
33% of Cases (P4.6-05Neurology. 2019;92(15 Supplement):P4.6-054.

Lynch DS, Rodrigues Brandao de Paiva A, Zhang WJ, et al. Clinical and genetic
characterization of leukoencephalopathies in adBf@n. 2017;140(5):1204-1211.

Tan TY, Lunke S, Chong B, et al. A head-to-head evaluation of the diagnostic efficacy
and costs of trio versus singleton exome sequencing anafsis] Hum Genet.
2019;27(12):1791-1799.

Richards J, Korgenski EK, Taft RJ, Vanderver A, Bonkowsky JL. Targeted
leukodystrophy diagnosis based on charges and vyields for teAtmd.Med Genet

Part A. 2015;167A(11):2541-2543.

Kingsmore SF, Cakici JA, Clark MM, et al. A Randomized, Controlled Trial of the
Analytic and Diagnostic Performance of Singleton and Trio, Rapid Genome and
Exome Sequencing in lll Infantdm J Hum Genet. 2019;105(4):719-733.

Senderek J, Muller JS, Dusl M, et al. Hexosamine biosynthetic pathway mutations
cause neuromuscular transmission de#etJ Hum Genet. 2011;88(2):162-172.

Gan-Or Z, Bouslam N, Birouk N, et al. Mutations in CAPN1 Cause Autosomal-
Recessive Hereditary Spastic Paraplefy.J Hum Genet. 2016;98(5):1038-1046.

Gardella E, Mgller RS. Phenotypic and genetic spectrum of SCN8A-related disorders,
treatment options, and outcomespilepsia. 2019;60(Suppl 3):S77-S85.

Bondurand N, Dastot-Le Moal F, Stanchina L, et al. Deletions at the SOX10 gene
locus cause Waardenburg syndrome types 2 aAthd.Hum Genet. 2007;81(6):1169-
1185.

Harting |, Al-Saady M, Krageloh-Mann I, et al. POLR3A variants with striatal

involvement and extrapyramidal movement disoréd=urogenetics. 2020;21(2):121-

Resultats | 102



45.

46.

47.

48.

133.

Nakayama T, Al-Maawali A, EI-Quessny M, et al. Mutations in PYCR2, Encoding
Pyrroline-5-Carboxylate Reductase 2, Cause Microcephaly and Hypomyelidation.

J Hum Genet. 2015;96(5):709-719. doi:10.1016/j.ajhg.2015.03.003

Yan H, Helman G, Murthy SE, et al. Heterozygous Variants in the Mechanosensitive
lon Channel TMEM63A Result in Transient Hypomyelination during Infadey.J

Hum Genet. 2019;105(5):996-1004.

Miller vom Hagen J, Karle KN, Schile R, Krageloh-Mann |, Schols L.
Leukodystrophies underlying cryptic spastic paraparesis: Frequency and phenotype in
76 patientskur J Neurol. 2014;21(7):983-988.

Cohen L, Manin A, Medina N, et al. Argentinian clinical genomics in a
leukodystrophies and genetic leukoencephalopathies cohort: Diagnostic yield in our

first 9 yearsAnn Hum Genet. 2020;84(1):11-28.

Resultats | 103



TABLE AND FIGURE LEGENDS

Table 1.Main clinical features of the 126 index cases.

n° cases (%)
Sex
Female 50 40
Male 76 60
Age at onset
<3 years 86 68
3-18 years 15 12
>18 years 25 20
Consanguinity
Yes 18 14
Main clinical features
Motor symptoms
Pyramidal 94 74
Extrapyramidal 34 27
Hypotonia 15 12
GDD/ID/cognitive decline 91 72
ASD_/behaV|our/psych|atr|c 21 16
manif.
Cerebellar 42 33
Epilepsy 36 28
Ophthalmologic 55 43
Predominant MRI pattern
Hypomyelination 40 31
Non-hypomyelination
Periventricular 49 39
Diffuse 19 15
Frontal 12 9
Multifocal 3 2
Parieto-Occipital 2 1
Cerebellar 2 1
Complementary exams
Metabolic studies 116 92
Neurophysiologic studies 99 78
Karyotype/aCGH/NGS panel 65 51
Targeted genetic studies 65 51
TOTAL cases 126
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Figure 1. Diagnostic process diagram and diagnostic yield (AYumber of cases included
in the study and diagnostic proce¢B) Global, WES and WGS diagnostic yield. (C)
Percentage of diagnosis in the first WES analysis, obtained by WES reanalysis and by WGS.

(D) Diagnostic percentage according to age.

A
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|
l(+12 Diagnosed)
WES Reanalysis 86 Diagnosis — 9 candidates 38 Negative
16 Singleton WGS
|(+5 Diagnosed)
WGS 91 Diagnosis — 9 candidates 33 Negative
B
7 (5%)
7 (5%) 2 (2%)
91 i 86
(12%) (68%)
Global yield WES yield WGS yield
(n=16)
[ Positive M \C,:xlig?;‘tie M Candidate [0 Negative
C 100% WGS 5% D
o0 [
0% 13%
- 70%
H 90%
S 60% o
E ° g 8% T 73%
09 @ o
.3 50% EJ 70 0/a 60%
g 40% & 60%
5 B 50% T
£ 0% £ 0% s
P 0,
20% g 30% 23% 27%
A 20%
10% S 10%
0° 0%
“ ° Ay 3-18y >18y

Resultats | 105


Agus

Agus


Figure 2. MRI findings in patients with new/atypical and blended phenotypes. (A)NF-

48, 5 yearsPAR?; p.Arg186Gly /p.Lys187Arg (COMP HTZ). Periatrial WM hyperintensity
(red arrows) with frontal-parietal atrophy, ventriculomegaly and thin corpus callosum
(arrowheads) (axial T2-FLAIR, sagittal T1-weighted imagéB) LNF-29, 10 months.
PNPT1; p.Ala507Ser (HMZ).Bilateral periatrial and temporal anterior subcortical WM
hyperintensities (red arrows) with temporal cystic lesions (arrowheads) (axial T2 and coronal
T2-FLAIR-weighted images)(C) LNF-47, 2 years. POLR3A; c.1771-7C>G / p.Leul129=
(COMP HTZ). Optic radiation mild WM hyperintensity (red arrows), striatal atrophy and
hyperintensity (arrowheads) and superior cerebellar peduncles hyperintense signal (asterisks)
(axial T2 images)(D) LNF-85, 48 yearsPSEN1; p.Thr350lle (HTZ).MRI showed diffuse

WM hyperintensities (red arrows) with corpus callosum and cortical atrophy (arrowheads)
(axial T2 and sagittal T1 FLAIR imageqE) LNF-88, 13 yearsGFPTL1;, p.Asp296Val
(HMZ). Axial T2 hyperintensities involving deep cerebral WM (red arrows), cerebellar
peduncles (white arrows) and middle blade of corpus callosum (arrowheads), sparing
subcortical WM (axial T2 and sagittal T1-weighted imag€g). LNF-114, 5 months.
SCNB8A; p.Val4d09Met (HTZ). Important myelination delay, thin corpus callosum and signs of
cerebral and cerebellar atrophy (axial and sagittal T1-weighted img@GspPG-25, 44
years.S0OX10; p.Tyr83Asp (HTZ).Periventricular WM signal abnormality, sparing U fibers
(red arrows), and thin isthmus of the corpus callosum (arrowhead) (axial T2-FLAIR and
sagittal T1 weighted imagegH) LNF-40.0, 13 yearsCYP2U1,; p.Argl78Thr (HMZ) and
LNF-40.4, 15 yearsPAH; p.Thr380Met (HMZ).Periventricular WM hyperintensities (red
arrows) (axial T2 weighted imagesjl) LNF-56, 15 years.POLR3A; p.Cys724Tyr/
p.Pro705Ala (COMP HTZ) an@ACNA1A; p.Tyr546Ter (HTZ). Periventricular symmetric
heterogeneous WM hyperintensities (red arrows) and hypointensity in globus pallidus
(arrowheads), thalamic anterolateral nuclei (asterisks), optic radiations and pyramidal tracts,

with mild atrophy of the cerebellar superior vermis (white arrow) (axial T2 and sagittal T1-

Resultats | 106



weighted images).Jj LNF-89.3, 15 yearsCP; p. Gly868GlufsTer26 (HMZMDUFSL;

p.Ser701Asn (HTZ). Periventricular symmetric T2 hyperintensity with cystic degeneration

and pyramidal tract involvement (red arrows) and corpus callosum atrophy. Accumulation of

paramagnetic material in tisabstantia nigra (asterisks) (axial T2-FLAIR and axial SWI).

'

"

|58
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Figure 3. MRI images of selected cases with variants in hereditary spastic paraparesis
(HSP) genes and white matter involvement T2 hyperintensity in the bilateral

periventricular white matter (axial T2 images (A and D); axial T2-FLAIR images (B and C).

SPG24 17y (SPG11) ) 23y (SPG11) SPG48 20y (SPG11) LNF40 Sy (CYP2U1)

Resultats | 108



Figure 4. GWMD expanded interactome.(A.a) The GWMD seeds + expanded network
was generated by the network prioritization tool, resulting in 1530 proteins. The seed genes
known to be mutated in GWMD are shown in yellow circles, disease genes not previously
associated with GWMD are shown in green, and new GWMD candidates are shown in blue.
Comparison of statistical connectivity strength 525 of the GWMD expanded network with
1000 permutations of randomly selected proteins from the global human network. Red dots
denote the value of the metric on the GWMD expanded network constituted by 1530 proteins.
Box and whisker plots denote matched null distributions (i.e., 1000 permutations). (A.b)
Within-group edge count (i.e., number of edges between members of the query set). (A.c)
Mean distance is the average path length in the network obtained by calculating the shortest
paths between all pairs of proteins. (B, C, D and E) Zoom in the network for specific putative
candidates as illustrative example of the GWMD expanded network potentiality: (A) delta 4-
desaturase, sphingolipid DEGSL); (B) phosphatidylinositol 4-kinase alphRI4KA); (D)
mitochondrial ribosome-associated GTPaseMI'Gl); and (E) potassium voltage-gated
channel subfamily A regulatory beta subunit KCNAB2) protein. * indicates recently

associated with leukodystrophy.

White  Matter expanded network. Available in  NDEx repository at
https://public.ndexbio.org/#/network/fd5fc166-9ecc-11eb-9e72-
Oacl35e8bacf?accesskey=a75ac048b59aca2c9310c04a6f1d96ea34052231d9204f284c5e1d42
Ofc2ca26
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Appendix 2: Coinvestigators

Name Location Contribution

Hugo A. Arroyo, MD H. Garrahan (Argentina) Major role in the acquisition of data
Andrés Barrios, MD H. San Borja Arriaran (Chile) Major role in the acquisition of data
Andrea Campo, MD H. Virgen Macarena, Sevilla (Spain) Major role in the acquisition of data
Tamara Castillo, MD H. Donostia, Donostia (Spain) Major role in the acquisition of data
Rosario Cazorla, MD H. Puerta de Hierro, Madrid (Spain) Major role in the acquisition of data
Maria Asuncién Garcia, MD H. Alcorcén, Madrid (Spain) Major role in the acquisition of data
Ainhoa Garcia, MD H. Cruces, Bilbao (Spain) Major role in the acquisition of data
Antonio Hedrera, MD H. Central de Asturias, Oviedo (Spain) Major role in the acquisition of data

Juan Hernandez, MD

H

. Universitario de Guadalajara, Guadalajara (Spain)

Major role in the acquisition of data

Nathalie Launay, MD

IDIBELL, Barcelona (Spain)

Major role in the acquisition of data

Maria Lorenzo, MD

H.

Infanta Cristina, Madrid (Spain)

Major role in the acquisition of data

Concepcién Miranda, MD

H.

Gregorio Marafién, Madrid (Spain)

Major role in the acquisition of data

Fermin Moreno, MD

H.

Donostia, Donostia (Spain)

Major role in the acquisition of data

Amaia Munoz, MD

H.

Donostia, Donostia (Spain)

Major role in the acquisition of data

Juan Narbona, MD

Clinica U. Navarra, Pamplona (Spain)

Major role in the acquisition of data

M2 Socorro Pérez, MD

. Marqués de Valdecilla, Santander (Spain)

Major role in the acquisition of data

Maria Antonia Ramos, MD

. Virgen del Camino, Pamplona (Spain)

Major role in the acquisition of data

Miquel Raspall-Chaure, MD

. Vall d'Hebron, Barcelona (Spain)

Major role in the acquisition of data

Manel Roig-Quilis, MD

. Vall d'Hebron, Barcelona (Spain)

Major role in the acquisition of data

Miguel Angel Urtasun, MD

. Donostia, Donostia (Spain)

Major role in the acquisition of data

Maria Esther Vazquez, MD

. Lucus Augusti, Lugo (Spain)

Major role in the acquisition of data

Juan Francisco Vazquez, MD

I T|(T|T|T|XT|XT

. La Fe, Valencia (Spain)

Major role in the acquisition of data

Resultats | 111




Supplemental Results

Illustrative Clinical Cases
MRI images are displayed in Figure 2 in the main text.
a) Novel phenotypes

LNF-48: a 13-year-old male patient and his 9-year-old sister, born from
nonconsanguineous parents after uneventful pregnancies and deliveries. Both presented
global developmental delay with hypotonia evolving to spastic paraparesis with ataxia
and were able to walk with assistance at the last examination. They also had erratic ocular
movements and bimanual stereotypies, but none of them had seizures. MRI showed
periatrial T2 WM hyperintensity with frontoparietal atrophy and a thin corpus callosum.
Metabolic studies were normal. Both patients were compound heterozygous for missense
variants in PARS2 (p.Argl86Gly) and (p.Lys187Arg), classified as likely pathogenic
according to the ACMG criterial?, and segregation studies were consistent with an
autosomal recessive mode of inheritance. Although developmental delay, spasticity,
predominantly anterior cortico-subcortical atrophy and a thin corpus callosum had been
reported in association with PARS2, the few cases reported to date had presented a severe
seizure disorder, most of them with hyperlactatemia and MRI findings of basal ganglia
abnormalities or hypomyelination®. Therefore, this family expands the clinical phenotype

associated with PARS2.
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LNF-105: a 11-year-old male harbouring a duplication encompassing both the
HNRNPH1 and RUFY1 genes (5053.3(178950829-179067861)x3). The phenotype was

reported in a previous publication®.

b) Atypical phenotypes

LNF-29: two brothers aged 14 and 7 years, born from nonconsanguineous parents after
an uneventful pregnancy and delivery. Both had shown severe global developmental
delay with hypotonia since the first months of life, which had evolved to spastic-dystonic
tetraparesis. They also had microcephaly, nystagmus and erratic ocular movements, and
the older brother also presented generalized and myoclonic seizures between 3 months
and 3 years of age. MRI showed bilateral periatrial and temporal anterior subcortical T2
WM hyperintensities, WM volume loss, a thin corpus callosum and cysts in the anterior
temporal regions. They harbor one variant in homozygosis in the PNPT1 gene
(p.Ala507Ser), classified as pathogenic. The MRI pattern in these two brothers,
resembling RNASET?2, Aicardi-Goutiéres syndrome or a congenital CMV infection, has

been reported recently to be associated with mutations in PNPT15,

LNF-47: a 4-year-old male compound heterozygous variants in POLR3A (p.Leul129=
and c¢.1771-7C>G) clinical and radiological phenotype reported in a previous

publication®.

LNF-77: biallelic heterozygous variants in trans were found in POLR1C, a gene

associated with POLRS3-related leukodystrophy and Treacher Collins syndrome.
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Although it has been suggested that mutations in these two diseases act via different
mechanisms (impairment of the assembly and nuclear import of POLR3 in
leukodystrophy cases), one of the variants present in this patient (p.Arg279GIn) had
previously been described exclusively in Treacher Collins syndrome cases to date and
had been shown to impair nucleolar targeting’. Given that our patient did not show any
features of Treacher Collins syndrome, we propose that pathogenic variants already
described in Treacher Collins syndrome cases may also cause leukodystrophy, at least

when found in compound heterozygosis with another causative mutations.

LNF-85: a 64-year-old woman presented cognitive decline and pyramidal signs starting
at 48 years of age. She had no previous remarkable family or personal history. MRI
showed diffuse T2 WM hyperintensities with cortical and cerebellar atrophy. We
identified the variant (p.Thr350lle) in heterozygosis in PSEN1, a gene that has been
associated with Alzheimer disease but also with spastic paraparesis®. Although white
matter hyperintensities have been identified as a core feature in autosomal dominant

forms of Alzheimer’s disease®, the pattern in this case resembled leukodystrophy.

LNF-88: two sisters, aged 15 and 16 years, who were born from consanguineous parents
and presented a clinical picture with predominant progressive spastic paraparesis since
the first year of life with proximal weakness, dysarthria and cognitive deficits. MRI of
both sisters performed at 2 and 12 years old in one and at 3 and 15 years old in the other,
showed nonprogressive T2 WM hyperintensities in predominantly deep cerebral WM,
the inner layer of the corpus callosum and the middle cerebellar peduncles, sparing the

periventricular and subcortical cerebral WM and the outer layers of the corpus callosum.
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EMG revealed a myopathic pattern. We identified a missense variant in GFPT1
(p.Asp296Val) in homozygosis, a gene that is mainly associated with myasthenic
syndromes but has also been reported very recently to cause a leukoencephalopathy?? that

shows an MRI pattern overlapping with our two cases (Figure 2, F).

LNF-114: a male patient, currently 3 years old, with no remarkable family or perinatal
history, who presented neonatal seizures since the first minutes of life and hyperekplexia-
like episodes in response to sounds. He also had global developmental delay; global
hypotonia; and phenotypic abnormalities consisting of a long face, prominent forehead,
low hairline, low-set and dysplastic ears, bilateral inguinal and abdominal hernias,
arthrogryposis, and bone dysplasia with bilateral hip luxation. MRI performed at 5
months showed an important myelination delay, thin corpus callosum and signs of
cerebral and cerebellar atrophy. WES revealed a de novo heterozygous missense variant
in SCN8A (p.Val409Met). Previously reported manifestations associated with SCN8A did
not include bone dysplasia, dysmorphic traits or giant hernias. Severe myelination delay
is not a frequent feature, although it has been reported in two patients previously!?.

Similarly, hyperekplexia-like episodes have been described in a single patient®?.

SPG-2: a 76-year-old male patient with spastic paraparesis and upper limb hyperreflexia
and dysarthria with onset at 40 years of age. He was born at full term to
nonconsanguineous parents after an unremarkable pregnancy and delivery. His
development was considered normal during childhood. He had two older healthy siblings.
MRI performed at clinical onset showed bands of periventricular WM hyperintensities on

T2 and FLAIR sequences. He was homozygous for a pathogenic variant (c.1605+5G>A)
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in CAPNL1 that had been previously described to result in exon skipping, generating a
frameshifted transcript'®. The presence of white matter abnormalities had been reported

previously in only one case of spastic paraplegia 76 (OMIM # 616907)%**

SPG-25: a family with 4 affected generations (the index case (male) and his mother,
grandmother, sister and nephew) with predominant ataxia beginning in youth, slow
saccades, nystagmus, cephalic tremor, dysarthria, dysphagia, and demyelinating
neuropathy with motor, sensitive and autonomic involvement. Brain MRI showed diffuse
WM signal abnormalities compatible with hypomyelination without cerebellar atrophy.
WES revealed a heterozygous missense novel variant (p.Tyr83Asp) in SOX10 that was
firstly classified as a VUS according to ACMG criteria, but cosegregation studies in this
family including three affected members were consistent. SOX10 mutations are known to
cause Waardenburg syndrome with Hirschsprung disease (OMIM # 613266) and a more
severe phenotype, including peripheral demyelinating neuropathy, central
dysmyelinating leukodystrophy, Waardenburg syndrome and Hirschsprung disease
(PCWH) (OMIM # 609136)'°. In this family, there are predominant neurological
manifestations but are not associated with Hirschsprung or Waardenburg syndrome, thus

expanding the clinical spectrum associated with SOX10 variants.

c) Cases with dual diagnoses

LNF40: a family with 3 affected siblings (13, 21 and 20 years old) who were born from
consanguineous parents of Palestinian origin and presented global developmental delay
and spasticity starting in the first two years of life. A metabolic neonatal screening study

was not performed in the country of origin. MRI showed confluent symmetric
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periventricular T2 hyperintensities in LNF40.0 and LNF40.3 and delayed myelination in
LNF40.4. We identified a previously unreported, homozygous VUS variant (p.
Argl78Thr) in CYP2UL in the first two siblings (SPG56, OMIM: 615030), while
LNF40.4 harbored a homozygous pathogenic variant in PAH (p.Thr380Met), already
described as causing phenylketonuria, which was biochemically confirmed after the

molecular report was handed. Segregation analysis was compatible in this family.

LNF-56: a 15-year-old female patient who presented moderate intellectual disability,
ADHD, behavioral abnormalities (obsessions, mood disorder, emotional lability, visual
hallucinations), absence and myoclonic seizures beginning at thirteen years old. She also
showed nystagmus, strabismus and instability starting in the first years of life. MRI
showed periventricular heterogeneous T2 WM hyperintensities and hypointensity in the
globus pallidus, thalamic anterolateral nuclei, dentate nuclei, optic radiations and
pyramidal tracts, with mild atrophy of the cerebellar superior vermis. WES analysis
identified two variants in POLR3A in compound heterozygosis, classified as pathogenic
(p.Cys724Tyr) and likely pathogenic (p.Pro705Ala), as well as a heterozygous loss-of-
function variant in CACNA1A (p.Tyr546Ter) that was revealed to be de novo after the
segregation study. The patient’s clinical picture could be more related to the variant in

CACNALA, but the radiological pattern was more consistent with POLR3A.

LNF-89: two siblings, 21 and 18 years old, who presented with microcytic and
hypochromic anemia with low plasma and urinary copper, low ceruloplasmin and high
plasmatic ferritin. Hepatic MRI showed iron overload, which, together with the
biochemical abnormalities found, was fully compatible with aceruloplasminemia. Cranial
MRI showed accumulation of paramagnetic material in the substantia nigra and red
nuclei on SWI in both, but also periventricular symmetric T2 hyperintensity with necrosis

and cystic degeneration and pyramidal tract involvement and corpus callosum atrophy in
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LNF89.3, who also manifested a global developmental delay since the first months of life
with spastic paraparesis and dysarthria. Taking into account that neurological
manifestations in aceruloplasminemia usually appear during adulthood and consist of
chorea, dystonia, tremors or ataxia related to iron accumulation in the basal ganglia,
thalamus and dentate nucleus, a WES study was performed and allowed identification of
a homozygous variant (p.Gly868GlufsTer26) in the CP gene in both brothers, confirming
aceruloplasminemia, but also a NDUFS1 missense homozygous VUS variant in LNF89.3

(p.Ser701Asn), probably accounting for the neurological manifestations in this patient.

SPG-62: a 7-year-old patient with global developmental delay that progressed to mild
cognitive impairment and autism spectrum disorder. At 2 % years, he presented a
convulsive status epilepticus with respiratory depression and Todd's paralysis of the right
side of the body and later seizures in the context of fever, for which he was treated with
valproic acid. Beginning at 3.5 years of age, he developed progressive spastic paraparesis.
He also had dysarthria and strabismus. His older brother had a delayed language
acquisition. MRI showed a mild myelination delay. WES revealed a pathogenic variant
in ATP1A3 (p.Pro775Leu) in heterozygosis, which has been reported in ClinVar in several
patients with neurodevelopmental disorders, as well as a hemizygous variant in NEXMIF
(p.Pro789Leu). The clinical phenotype of the patient was compatible with these two

genest®l’,

GWMD expanded network validation

To assess whether there was greater connectivity in the GWMD expanded network than
in the global network, we calculated i) the number of edges between protein pairs and ii)

the average path length in the GWMD network by calculating the shortest paths between
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all protein pairs. We then compared these statistics for 1000 permutations of a randomly
selected set of 1530 proteins derived from the global network. Next, we calculated the Z
scores to describe how far the measures of the GWMD expanded network deviate from
the expected mean () to finally obtain that the GWMD expanded network is significantly

much more cohesive than expected by chance (P<1E-25).

Among the 1530 proteins conforming to the expanded GWMD network, there were 100
candidates that were not previously associated with diseases, providing reasonable
functional candidates for further research (eTable 6). To evaluate the possible disease
association of the new gene candidates, we analyzed their gene constraints, including loss-
of-function intolerance (pLI) or missense variation intolerance (missense Z-score).
Among the 100 new candidates, we found 26 proteins extremely loss-of-function
intolerant with a pLI > 0.9 (the closer pLI is to one, the more LoF-intolerant the gene
appears to be. pLI > 0.9 was considered extremely LoF intolerant, such as nuclear receptor
binding SET domain protein 2 (NSD2), and 8 missense variation intolerant proteins with
a Z-score > 3.08 (i.e. with probability P<0.001), such as GA binding protein transcription

factor subunit alpha (GABPA).

eFigure Legends

eFigure 1. Inheritance pattern of the diagnosed cases and distribution of variant

classification.

AD/AR (1) AD/X-linked (1) VUS 6 (5%)

LikelyPath
36 (28%)

Pathogenic
82 (67%)
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eFigure 2. 1p36 deletion array-CGH. Detail of the molecular karyotype showing the
terminal 7.6 Mb deletion identified in the short arm of chromosome 1 in case LNF-45.
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eTable legends

eTable 1. Clinical table. Clinical manifestations, main complementary exams and genes

identified in diagnosed cases. Specific therapeutic options.

eTable 2. ACMG criteria for the classification of identified variants

eTable 3. List of identified genes, OMIM nomenclature and numbers of cases

identified in our cohort.

eTable 4. Atypical cases. Patients with new phenotypes, atypical forms of presentation

and blended phenotypes in families with more than one gene associated with the

phenotype.

eTable 5. Cases with functionally validated variants.

eTable 6. Cases with experimentally validated CNV variants.

eTable 7. New variants. Table with the 73 novel variants indentified in our cohort.

eTable 8. Enrichment of GO terms of molecular function in the GWMD network.
Top 50 molecular function (MF) GO terms enriched in the GWMD network integrating
proteins by using hypergeometric distribution function statistical analysis.

eTable 9. Enrichment of GO terms of biological process in the GWMD network. Top
50 biological process (BP) GO terms enriched in the GWMD network integrating proteins

by using a hypergeometric distribution function statistical analysis.

eTable 10. Enrichment of GO terms of cellular compartment in the GWMD
network. Top 50 cellular compartment (CC) GO terms enriched in the GWMD network

integrating proteins by using a hypergeometric distribution function statistical analysis.

eTable 11. Candidate genes in the GWMD network. One hundred candidate genes

predicted by the prioritization tool to be associated with GWMD.
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eTable 3. List of identified genes, OMIM nomenclature and numbers of cases identified in our cohort.

Gene Associated condition in OMIM Inheritance |N2 of families
EIF2B5 Leukoencephalopathy with vanishing white matter (CACH) AR 6
POLR3A Leukodystrophy, hypomyelinating, with or without oligodontia and/or hypogonadotropic hypogonadism 4H syndrome AR 6

RNASEH2B |Aicardi-Goutiéres syndrome AR 6

PLP1 Pelizaeus-Merzbacher disease X-linked 5
CSF1R Leukoencephalopathy, diffuse hereditary, with spheroids AD 4
SPG11 Spastic paraplegiall AR 4

GFAP Alexander disease AD 3
DARS2 Leukoencephalopathy with brain stem and spinal cord involvement and lactate elevation AR 2
DEGS1 Leukodystrophy, hypomyelinating, 18 AR 2

GALC Krabbe disease AR 2

GJC2 Leukodystrophy, hypomyelinating, 2 AR 2
NDUFS1 |Mitochondrial complex | deficiency AR 2
PI4KA AR 2
POLR3B |Leukodystrophy, hypomyelinating, 8, with or without oligodontia and/or hypogonadotropic hypogonadism AR 2
SLC16A2 |Allan-Herndon-Dudley syndrome AR 2

TMEMG63A |Leukodystrophy, hypomyelinating, 19, transient infantile AD 2
TUBB4A  |Leukodystrophy, hypomyelinating, 6 AR 2
1p36 deletion|Chromosome 1p36 deletion syndrome AD 1

ACER3 Leukodystrophy, progressive, early childhood-onset AR 1

ATP1A3  |Alternating hemiplegia of childhood 2/ / CAPOS syndrome AD 1

CACNA1A |Episodic ataxia, type 2/ / Epileptic encephalopathy, early infantile, 42 AD 1
CAPN1 Spastic paraplegia 76, autosomal recessive AR 1
CcP Aceruloplasminemia AR 1
CYP2U1 Spastic paraplegia 56 AR 1
DDHD2 Spastic paraplegia 54 AR 1

DSTYK Spastic paraplegia 23 AR 1
GFM1 Combined oxidative phosphorylation deficiency 1 AR 1
GFPT1 Myasthenia, congenital, 12, with tubular aggregates AR 1
HECW2 Neurodevelopmental disorder with hypotonia, seizures, and absent language AD 1

HNRNPH1 AD 1

ITPA Epileptic encephalopathy, early infantile, 35 AR 1
LMNB1 Leukodystrophy, adult-onset, autosomal dominant AD 1
MLC1 Megalencephalic leukoencephalopathy with subcortical cysts AR 1
MMUT Methylmalonic aciduria, mut(0) type AR 1
MSTO1 Myopathy, mitochondrial, and ataxia AD/AR 1
NEXMIF Mental retardation, X-linked 98 X-linked 1

PAH Phenylketonuria AR 1
PARS2 Epileptic encephalopathy, early infantile, 75 AR 1

PEX2 Peroxisome biogenesis disorder 5A (Zellweger) AR 1

PEX6 Peroxisome biogenesis disorder 4A (Zellweger) AR 1
PEX11B |Peroxisome biogenesis disorder 14B AR 1
PNPT1 Combined oxidative phosphorylation deficiency 13 AR 1
POLR1C Leukodystrophy, hypomyelinating, with or without oligodontia and/or hypogonadotropic hypogonadism 4H syndrome AR 1
PSEN1 Alzheimer disease, type 3 AD 1

PTEN Macrocephaly/autism syndrome AD 1
PYCR2 Leukodystrophy, hypomyelinating, 10 AR 1
SCN8A Epileptic encephalopathy, early infantile, 13 AD 1
SEPSECS  |Pontocerebellar hypoplasia type 2D AR 1
SLC16A2 |Allan-Herndon-Dudley syndrome X-linked 1

SON ZTTK syndrome AD 1
SOX10 PCWH syndrome AD 1
SPAST Spastic paraplegia 4, autosomal dominant AD 1
SPATAS Epilepsy, hearingloss, and mental retardation syndrome AR 1
SPG7 Spastic paraplegia 7, autosomal recessive AR 1
TANGO2 |Metabolic encephalomyopathic crises, recurrent, with rhabdomyolysis, cardiac arrhythmias, and neurodegeneration AR 1
TREX1 Aicardi-Goutiéres Goutieres syndrome AR 1

USP7 Hao-Fountain syndrome AD 1
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