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ABSTRACT

Inherited retinal dystrophies (IRD) are a group of disorders generally
characterized by the progressive death of photoreceptors and retinal pigment epithelial
cells. IRD affect more than 2 million people in the world, producing a partial and, in
many cases, total loss of vision, for which there is no treatment that reverses or slows
the progression of the disease. They are characterized by a high clinical and genetic
heterogeneity, identifying mutations in more than 250 genes responsible for some type
of IRD to date.

This doctoral thesis has focused on the genetic diagnosis of 208 patients
affected by non-syndromic IRD (NS-IRD), through targeted genomic sequencing
focuses on a panel of 117 genes and five deep intronic regions in which mutations
have previously been identified. The identified variants in patients are prioritized
according to the minimum allelic frequency and are classified according to the criteria
of the American College of Medical Genetics and Genomics guide. The copy number
variants identified by panel sequencing were validated using multiplex ligation-
dependent probe amplification or genomic array. All patients underwent an
ophthalmological study, more or less comprehensive, including electrophysiological
tests. In addition, in vitro assays with minigenes were performed to verify the impact of
certain variants on mRNA processing. To do this, pSPL3 plasmid in which the mutation
was introduced was used, the transformation was performed in electrocompetent E.

coli bacteria and transfection in HEK-293 cells.

By the panel sequencing, a diagnostic rate of 60% was obtained. The mutations
in the resolved patients were distributed in 30 different genes, of which 38 were
described for the first time in this work. The most frequently mutated genes in these
patients were ABCA4, USH2A, RPGR and PRPH2. In addition, eight copy number
variants were identified in the genes EYS, ABCA4, PRPF31, MERTK, CRB1 and
ROML1, that demonstrated the enormous potential of these technologies. In total, 10%
of the families studied were reclassified and intra and inter-family phenotypic variability
was detected in patients with mutations in C1QTNF5, CERKL and PROML. In addition,
we highlight that 50% of the symptomatic and heterozygous RPGR women showed
retinitis pigmentosa (RP) with interocular asymmetry. Likewise, we identified a case
with possible digenism between the CNGAL1 and CNGB1 genes, and the complete
duplication of ROM1 in two unrelated families diagnosed with RP. On the other hand,

six families have been identified with mutations in two genes that could potentially be

X



the cause of IRD. Functional assays by minigenes showed that six of the studied
variants affected splicing.

The results of this thesis highlight the clinical utility of targeted genomic
sequencing in IRD and the importance of a complete ophthalmological examination
that allows us to establish new genotype-phenotype associations and expand the
knowledge of this group of diseases. Identifying the cause of the disease is essential to
improve patient management, to perform an accurate genetic counseling and to take

advantage of treatments based on gene therapy.
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RESUMEN

Las distrofias hereditarias de la retina (DHR) son un conjunto de trastornos
caracterizados por la muerte, generalmente, progresiva de fotorreceptores y células
del epitelio pigmentario retiniano. Las DHR afectan a mas de 2 millones de personas
en el mundo, produciendo una pérdida parcial y, en muchos casos, total de la vision,
para la cual no existe ningun tratamiento que revierta o frene la progresion de la
enfermedad. Se caracterizan por una elevada heterogeneidad clinica y genética,
identificAndose hasta la fecha mutaciones en mas de 250 genes responsable de algin
tipo de DHR.

Esta tesis doctoral se ha centrado en el diagnéstico genético de 208 pacientes
afectados de DHR no sindrémica (DHR-NS), mediante secuenciacién masiva dirigida a
un panel de 117 genes y cinco regiones intronicas profundas en las que previamente
se habian descrito mutaciones. Las variantes identificadas en los pacientes se
priorizaron de acuerdo a la minima frecuencia alélica y se clasificaron segun los
criterios de la guia del American College of Medical Genetics and Genomics. Las
variantes de numero de copias identificadas mediante la secuenciacién del panel se
validaron utilizando multiplex ligation-dependent probe amplification o array genémico.
A todos los pacientes se les realizé un estudio oftalmolégico, mas o menos exhaustivo,
incluyendo pruebas electrofisiolégicas. Ademas, se realizaron ensayos in vitro con
minigenes para comprobar la repercusion de ciertas variantes sobre el procesamiento
del ARNm. Para ello, se empleé el plasmido pSPL3 en el que se introdujo la mutacién
a estudio, la transformacién se realiz6 en bacterias E. coli electrocompetentes y la

transfeccion en células HEK-293.

Mediante la secuenciacion del panel de genes, se obtuvo una tasa diagnostica
del 60%. Las mutaciones en los pacientes resueltos se distribuyeron en 30 genes
diferentes, de las cuales 38 se describen por primera vez en este trabajo. Los genes
mutados con mayor frecuencia en estos pacientes fueron ABCA4, USH2A, RPGR y
PRPH2. Adicionalmente, se identificaron ocho variantes de nimero de copias en los
genes EYS, ABCA4, PRPF31, MERTK, CRB1 y ROM1, demostrando el enorme
potencial de estas tecnologias. En total, se reclasificaron el 10% de las familias
estudiadas y se observo variabilidad fenotipica intra e inter familiar en pacientes con
mutaciones en C1QTNF5, CERKL y PROM1. Ademas, destacamos que el 50% de las
mujeres heterocigotas para RPGR y sintomaticas presentaron retinosis pigmentaria
(RP) con asimetria interocular. Asimismo, se identificé un caso con posible digenismo

entre los genes CNGAL1 y CNGB1, y la duplicacion completa de ROM1 en dos familias
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no relacionadas diagnosticadas de RP. Por otra parte, se han identificado seis familias
con mutaciones en dos genes que potencialmente ambos podrian ser la causa de la
DHR. En el ensayo funcional mediante minigenes, se observdé que seis de las

variantes analizadas presentaron un splicing aberrante.

Los resultados de esta tesis destacan la utilidad clinica de la secuenciaciéon
masiva dirigida para las DHR-NS y la importancia de un examen oftalmoldgico
completo que nos permita establecer nuevas asociaciones genotipo-fenotipo y ampliar
el conocimiento de este grupo de enfermedades. Identificar la causa de la enfermedad
es esencial para mejorar el manejo del paciente, realizar un asesoramiento genético
preciso y beneficiarse de los futuros tratamientos y ensayosclinicos basados en terapia

génica.
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RESUM

Les distrofies hereditaries de la retina (DHR) s6n un conjunt de trastorns
caracteritzats per la mort, generalment, progressiva de fotoreceptors i cél-lules de
I'epiteli pigmentari retiniano. Les DHR afecten més de 2 milions de persones al mon,
produint una pérdua parcial i, en molts casos, total de la visio, per la qual no hi ha cap
tractament que revertisca o frene la progressié de la malaltia. Es caracteritzen per una
elevada heterogeneitat clinica i genética, identificant-se fins a la data mutacions en
més de 250 gens responsable d'algun tipus de DHR.

Esta tesi doctoral s'ha centrat en el diagnostic genetic de 208 pacients afectats
de DHR no sindromica (DHR-NS), per mitja de sequenciacié massiva dirigida a un
panell de 117 gens i cinc regions introniques profundes en les que préviament s’havien
descrit mutacions. Les variants identificades en els pacients es van prioritzar d'acord a
la minima frequencia al-lélica i es van classificar segons els criteris de la guia de
I'American College of Medical Genetics and Genomics. Les variants de nombre de
copies identificades per mitja de la sequenciacié del panell es van validar utilitzant
multiplex ligation-dependent probe amplification o array gendmic. A tots els pacients
se'ls va realitzar un estudi oftalmologic, més o menys exhaustiu, incloent proves
electrofisiologiques. A més, es van realitzar assajos in vitro amb minigens per
comprovar la repercussio de certes variants sobre el processament de 'ARNm. Per a
aixo, es va emprar el plasmidi pSPL3 en que es va introduir la mutacié a estudi, la
transformacio es va realitzar en bacteris E. coli electrocompetentes i la transfeccio en
cel-lules HEK-293.

Per mitja de la sequenciacié del panell de gens, es va obtindre una taxa
diagnostica del 60%. Les mutacions en els pacients resolts es van distribuir en 30 gens
diferents, de les quals 38 es descriuen per primera vegada en este treball. Els gens
mutats amb major freqliéncia en estos pacients van ser ABCA4, USH2A, RPGR i
PRPH2. Addicionalment, es van identificar huit variants de nombre de copies en els
gens EYS, ABCA4, PRPF31, MERTK, CRB1 i ROM1, demostrant I'enorme potencial
d'estes tecnologies. En total, es van reclassificar el 10% de les families estudiades i es
va observar variabilitat fenotipica intra i inter familiar en pacients amb mutacions en
C1QTNF5, CERKL i PROM1. A més, destaguem que el 50% de les dones
heterozigotes per RPGR i simptomatiques van presentar retinosi pigmentaria (RP) amb

asimetria interocular.

Aixi mateix, es va identificar un cas amb possible digenismo entre els gens

CNGAL1 i CNGB1, i la duplicacié completa de ROM1 en dues families no relacionades
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diagnosticades de RP. D'altra banda, s'han identificat sis families amb mutacions en
dos gens que potencialment ambdds podrien ser la causa de la DHR. En l'assaig
funcional per mitja de minigens, es va observar que sis de les variants analitzades van
presentar un splicing aberrant.

Els resultats d'esta tesi destaquen la utilitat clinica de la sequenciacié massiva
dirigida per a les DHR-NS i la importancia d'un examen oftalmologic complet que ens
permeta establir noves associacions genotip-fenotip i ampliar el coneixement d'este
grup de malalties. Identificar la causa de la malaltia és essencial per millorar el maneig
del pacient, realitzar un assessorament genétic precis i beneficiar-se dels tractaments
basats en terapia génica.
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1. LA VISION

La vision o sentido de la vista es uno de los cinco sentidos que tiene el ser humano

Y, quizas, uno de los mas importantes. La vision nos permite orientarnos e interpretar

el entorno fisico que nos rodea gracias a los rayos de luz que recibe el ojo y

transforma en sefiales eléctricas, que son enviadas al cerebro a través de las vias

Opticas donde seran interpretadas (Pons Moreno and Martinez Verdu 2004).

1.1. Anatomia del ojo humano

El ojo o globo ocular es el 6rgano principal del sentido de la vista. Esta formado por

dos liquidos de relleno (humor acuoso y humor vitreo), el cristalino y tres capas

concéntricas superpuestas (Kanski and Bowling 2011) (Figura I.1):

Capa fibrosa: es la capa mas externa del ojo y su funcion principal es la de
proteger y sostener el globo ocular. Esta formada por dos estructuras continuas
entre si: la escler6tica, membrana posterior blanquecina formada por fibras de
colageno, y la c6rnea, membrana anterior y transparente que permite el paso
de luz.

Capa vascular o uvea formada por: la coroides, membrana posterior muy

irrigada con vasos sanguineos Y tejido conectivo cuya funcion es la de nutrir al
resto de capas del ojo; el cuerpo ciliar, localizada en la parte anterior del ojo y
responsable de la produccién del humor acuoso y de la acomodacion del
cristalino; el iris, membrana coloreada y circular cuya funcién es controlar la
cantidad de luz que penetra en el ojo.

Capa nerviosa o retina: capa mas interna donde se encuentran las células

fotosensibles recubiertas por células epiteliales cubicas que contienen
melanina. Su funcién principal es transformar las sefiales de luz en impulsos
eléctricos. Esta es la capa afectada en las enfermedades hereditarias

estudiadas en este trabajo.
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Musculo O Coroides

Esclerética
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Musculo Ocular— —
Figura 1.1 Estructura del ojo humano. Representacion esquematica del ojo humano en el que la luz
pasa a través de la cornea, humor acuoso, pupila, cristalino y humor vitreo antes de alcanzar la retina
sensible a la luz. Modificada de (Wright et al. 2010).

1.2.Estructura y funcién de la retina

La retina es la capa mas interna del globo ocular. Anatémicamente se diferencia en

dos regiones (Dowling 1987):

- Retina anterior o ciega, que reviste la cara anterior del cuerpo ciliar e iris.

- Retina posterior o sensitiva, que cubre las tres cuartas partes del globo ocular y

en la que podemos diferenciar: i) la papila 6ptica, disco 6ptico o punto ciego,
gue es la regién donde convergen las prolongaciones de las neuronas para
formar el nervio éptico; ii) la macula, zona ovalada con un color amarillento
situada en el centro de la retina vy iii) la fovea, depresion avascular localizada

en el centro de la macula y zona de mayor agudeza visual.

La retina tiene una estructura estratificada compleja formada por diferentes tipos
celulares con un total de diez capas, que incluye el epitelio pigmentario de la retina y el

neuroepitelio (Ramén y Cajal 1893).

El epitelio pigmentario de la retina (EPR) es la capa mas externa de la retina y
estd formado por una monocapa de células que se adhieren firmemente a la coroides
a través de la membrana de Brunch. Estas células tienen microvellosidades en su polo
apical, que envuelven los segmentos externos de los fotorreceptores, y granulos de
melanina en su citoplasma. El EPR tiene funciones indispensables para la viabilidad
de los fotorreceptores: absorber las radiaciones luminosas, proporcionar el intercambio
metabdlico entre la coroides y el neuroepitelio, ademés de la fagocitosis y degradacion
constante de los segmentos externos de los fotorreceptores (Young and Bok 1969).

Como consecuencia de los procesos de degradacion que tienen lugar en el EPR, se
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genera un subproducto llamado lipofuscina, cuya acumulacion anormal ha sido
identificada en varios trastornos hereditarios de la retina (Michel Michaelides et al.
2006).

Por otra parte, el neuroepitelio esta constituido por células gliales de sostén, entre
las que destacan las células de Miller, y cinco clases de neuronas: fotorreceptores
(conos y bastones), células bipolares, células horizontales, células amacrinas y
células ganglionares (Figura 1.2). Los fotorreceptores, células bipolares y células
ganglionares participan en la via principal o vertical de traduccion de la sefal, y las
células horizontales y células amacrinas ejercen un papel modulador sobre la via

vertical.

La principal funcion de la retina es transformar el estimulo luminico en impulso
nervioso que, a través del nervio Optico, llega a la corteza cerebral donde se traduce

en las imagenes que percibimos (Wright et al. 2010).

Esclerética

Coroides

EPR
SE

S|

o My L
s A

W S

Luz
Figura I.2 Estructura de la retina humana. (A) Diagrama de la organizacion de las células retinianas: A,
células amacrinas; B, células bipolares; C, conos; G, células ganglionares; H, células horizontales; M,
células de Miiller, R, bastones. (B) Seccion trasversal estratificada de la retina humana: i) capa de
fotorreceptores, formada por los segmentos externos (SE) de los conos y bastones; ii) capa limitante
externa, representa la union intercelular entre los fotorreceptores y las células de Miller; iii) capa nuclear
externa (CNE), formada por los nacleos de los fotorreceptores; iv) capa plexiforme externa (CPE), region
de sinapsis entre los fotorreceptores con las células bipolares y horizontales; v) capa nuclear interna
(CNI), formada por los nicleos de las células bipolares, amacrinas, horizontales y de Miiller; vi) capa
plexiforme interna (CPI), regién de sinapsis entre las células bipolares con las células ganglionares y
amacrinas; vii) capa de células ganglionares (CCG), formada por los nucleos de las células ganglionares;
viii) capa de fibras del nervio Optico, constituida por los axones de las células ganglionares; ix) capa
limitante interna, formada por la membrana basal de las células de Miiller, que tiene funcion de soporte y
separa la retina del humor vitreo. Maodificada de (Sung and Chuang 2010).
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1.3.Los fotorreceptores

Uno de los tipos celulares principales de la retina son los fotorreceptores, que son
las neuronas responsables de transformar la energia luminica en potencial eléctrico
mediante el proceso de la fototransduccion. La mayoria de vertebrados tienen dos
tipos de fotorreceptores: bastones y conos, los cuales se diferencian entre si en su
morfologia, localizacién, fotopigmento y funcion. Ambos tienen una estructura

funcional similar (Figura 1.3), que consiste en (Wassle and Boycott 1991; Kolb 2002):

- Segmento externo. En los bastones, el segmento externo estd formado por una

acumulacion de discos membranosos en forma de pilas de monedas rodeados por la
membrana celular, sin embargo, en los conos, los discos estan formados por
repliegues de la propia membrana plasmatica. En el segmento externo es donde se
localiza el pigmento fotosensible de los fotorreceptores y donde se realiza la

fototransduccion.

- Segmento interno. Es donde se localiza una gran acumulacién de mitocondrias y

donde reside la maquinaria de sintesis proteica de la célula.

- Cilio conector. Conectando el segmento externo y el segmento interno se localiza
un cilio conector interno que presenta una estructura similar a los cilios o flagelos de
otras células. El cilio conector sirve de paso de vesiculas entre el segmento externo y
el interno. Esta funcion es esencial para el funcionamiento de los fotorreceptores ya
gue el segmento externo carece de la maquinaria necesaria para la sintesis de energia

y proteinas.

- Cuerpo celular. Contiene el nucleo del fotorreceptor.

-Terminacion __sinptica. Los fotorreceptores, ademas de realizar Ila

fototransduccién, se comportan como neuronas, liberando neurotransmisores en su
terminal axdénico, conectando, de esta manera, con las células horizontales y

bipolares.
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Figura I.3 Estructura de los fotorreceptores. En la parte derecha esta representada la estructura de un
bastén y un cono. En la parte izquierda se detalla la estructura del cilio conector que consiste en una
columna vertebral, llamada axonema, que se compone de nueve dobletes de microtibulos organizados
en un circulo. Existe un elevado flujo de proteinas y membranas desde el segmento interno hacia el
externo a través de mecanismos de transporte intraflagelar (TIF), accionados por motores kinesina 2
(hacia la punta del axonema) o por motores de dineina (hacia el cuerpo basal), por lo que el cilio es crucial
para la funcién y supervivencia de los fotorreceptores. BBS, sindrome de Bardet-Bield; RPGR, regulador
de retinosis pigmentaria GTPasa. Modificada de (Wright et al. 2010).

Los bastones son los fotorreceptores mas abundantes de la retina humana,
representan el 95% (aproximadamente 120 millones), se distribuyen por toda la retina,
excepto en la févea. Son los responsables de la vision periférica y la vision nocturna,
ya gue son altamente sensibles a la luz. Los discos del segmento externo contienen un
tipo de fotopigmento, la rodopsina, que tiene su maximo de absorcion alrededor de
500 nm y es responsable de la vision en blanco y negro. Por otra parte, la cantidad de
conos en la retina es 20 veces inferior (aproximadamente 6-7 millones) y su densidad
aumenta a medida que nos acercamos a la macula, siendo maxima en la févea donde
ademas es el Unico tipo de fotorreceptor dada la ausencia de bastones en esta zona
(Osterberg 1935; Kolb 2002). Los conos son menos sensibles a la luz que los
bastones, por lo que se activan en condiciones fotépicas, y tienen tres tipos de
Opsinas. En funcion de la longitud de onda en la que tienen su maximo de absorcion,
estas opsinas determinaran el tipo de cono: conos-S (azul, 421 nm), conos-M (verde,
530 nm) y conos-L (rojo, 559nm). Los conos son responsables de la vision croméatica y

de la agudeza visual (Stockman and Sharpe 2000).
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1.4.Fototransduccién

La fototransduccion es un proceso bioquimico mediante el cual una sefial luminosa
es absorbida por los pigmentos visuales en los fotorreceptores, amplificada y
convertida en una respuesta neuronal. Este proceso tiene lugar en la membrana de los
discos del segmento externo de los fotorreceptores y participan diversos canales
cationicos dependientes de guanosin monofosfato ciclico (GMPc).

En condiciones de oscuridad, el GMPc activa los canales catiénicos dando lugar a
una despolarizacion de la membrana del fotorreceptor y, por tanto, una continua
liberacién de su neurotransmisor glutamato en la sinapsis. En condiciones de luz, la
rodopsina en los bastones y diferentes opsinas en los conos, absorben un foton de luz,
lo que produce un cambio conformacional de cis a trans del croméforo retiniano y la
consiguiente activacion de la opsina. La opsina activada, activa una proteina G
heterodimérica llamada transducina, la cual, mediante el aumento de la sintesis de
guanosin trifosfato (GTP), estimula la actividad de la fosfodiesterasa 6 para degradar
el GMPc, que es lo que mantiene abiertos los canales cationicos. Por tanto, los
canales se cierran disminuyendo la secrecion de glutamato por parte de los
fotorreceptores. De esta forma, se acumulan cationes en el exterior de la membrana
plasmaética y el potencial de receptor adopta una forma de hiperpolarizacion (Michel
Michaelides et al. 2006; Yau and Hardie 2009) (Figura 1.4).

En conclusién, en condiciones de oscuridad los conos y bastones estan
despolarizados (-40 mV) y liberan glutamato, inhibiendo las células bipolares. Sin
embargo, en condiciones fotopicas los fotorreceptores se hiperpolarizan (-70 mV)
disminuyendo la liberacién de glutamato, activando asi las células bipolares. Este
potencial de accion llegara a las células ganglionares que transmitiran la sefial a través

de sus axones hasta la corteza visual del cerebro (Schnapf and Baylor 1987).
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Figura 1.4 Fototransduccién. Fototransduccion. (A) En condiciones de luz y (B) en condiciones de
oscuridad. Abreviaciones: cGMP: guanosin monofosfato ciclico; GTP: guanosin trifosfato; 5-GMP:
guanosin monofosfato 5’. Modificada de (Raff and Levitzky 2011).

1.5.Ciclo visual

El ciclo visual es una via de reacciones enzimaticas mediante la cual se regenera
el cromoforo retiniano. Tras la activacion del fotorreceptor por la luz, el all-trans retinal
se libera de la opsina, se conjuga con la proteina retinol aciltransferasa (LRAT) y es
transportado del interior del disco al citoplasma del fotorreceptor mediante la proteina
ABCA4 (de la familia de proteinas ABCR, ATP-binding cassette transporter retina-
specific). A continuacion, el all-trans retinal se reduce a all-trans retinol mediante la
enzima RDH12 (all-trans retinol deshidrogenase 12) y es transportado al EPR por la
IRBP (intersticial retinol binding protein) donde adquiere su conformacion inicial (11-
cis retinal) (Wright et al. 2010; Den Hollander et al. 2010) (Figura 5).
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Figura 1.5 Representaciéon del ciclo visual descrito en bastones. Abreviaciones: EPR: Epitelio
pigmentario de la retina, RHO*: rodopsina activada. Modificada de (Wright et al. 2010).
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2. DISTROFIAS HEREDITARIAS DE LA RETINA

Las distrofias hereditarias de la retina (DHR) son un conjunto de trastornos
caracterizados por la muerte, generalmente, progresiva de fotorreceptores y células
del EPR. Se estima que este grupo de enfermedades afecta a 1 de cada 3000
personas (Sahel, Marazova, and Audo 2015), por lo que se engloban dentro de las
denominadas enfermedades raras. Las DHR producen una pérdida parcial y, en
muchos casos, total de la vision, para lo cual no existe ningun tratamiento que revierta
o frene la progresion de la enfermedad (Berger, Kloeckener-Gruissem, and Neidhardt
2010).

Son enfermedades monogénicas que pueden presentar herencia autosémica
dominante (AD), autosémica recesiva (AR) y ligada al cromosoma X (LX), aunque en
algunos casos minoritarios también se han descrito otros tipos de herencia no
mendeliana como herencia mitocondrial, digenismo y disomia uniparental (Rivolta et
al. 2002; Kajiwara, Berson, and Dryja 1994). La degeneracién macular asociada a la
edad, la principal causa de ceguera en el mundo industrializado, también es una DHR,
pero con un patron de herencia multifactorial, por lo que no esta considerada en este

trabajo.

2.1.Clasificacién de las DHR

Las DHR se pueden clasificar en funcion de mdaltiples criterios, por ejemplo: segun
el area de la retina que se vea predominantemente afectada (periféricas/ centrales), la
concurrencia o no de patologia extraocular (no sindrémicas/ sindrémicas), si la
degeneracién de los fotorreceptores es progresiva 0 no (progresivas/ estacionarias),
etc. En este trabajo, las DHR se han clasificado segun el tipo de fotorreceptor que se
ve afectado al inicio de la enfermedad, por tanto, se han categorizado dentro de 4
grandes grupos: i) distrofias de bastones, ii) distrofias de conos, iii) distrofias mixtas y
iv) otras distrofias de la retina (Berger, Kloeckener-Gruissem, and Neidhardt 2010). En

esta clasificacion se han considerado solo las DHR no sindromicas.

2.1.1. Distrofias de bastones

Las distrofias de bastones o distrofias de bastones-conos se caracterizan por una
pérdida, en primer lugar, de bastones que progresivamente se extendera también a los
conos. Debido a la localizacion de los fotorreceptores en la retina, a las distrofias de

bastones se las conoce también como distrofias periféricas. A su vez, este subgrupo
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de DHR puede diferenciarse en funcion de si son progresivas (ej. Retinosis

pigmentaria) o estacionarias (ej. cegueras nocturnas estacionarias).

2.1.1.1. Retinosis pigmentaria

La Retinosis pigmentaria (RP, MIM #268000, ORPHA:791) es la DHR mas
frecuente, suponiendo el 85-90% de todos los casos de DHR (Ayuso and Millan 2010).
Estudios realizados en diferentes poblaciones estiman que la RP afecta alrededor de 1
de cada 4.000 personas (Bunker et al. 1984; Ammann, Klein, and Franceschetti 1965).
El primer sintoma de la enfermedad es ceguera nocturna, seguida de una pérdida
progresiva y concéntrica del campo visual, dando lugar a una visién en tunel. Debido a
la escasez de bastones a nivel macular, la funcion de la macula permanece
relativamente bien preservada hasta estadios avanzados de la enfermedad, cuando
también se afectan los conos, pudiendo ocasionar una ceguera completa.
Normalmente, la presentacion de los sintomas empieza en la adolescencia, pero
puede variar desde la infancia temprana hasta la edad adulta. En general, las formas
de RP que se manifiestan en una edad temprana progresan mas rapido. También se
correlaciona la severidad de enfermedad con el patron de herencia, generalmente,
pacientes con RP ligada al X (5-15% de los pacientes con RP) tienen peor prondstico
gue los pacientes con RP autosémica recesiva (50-60%), mientras que los pacientes
con RP autosémica dominante (30-40%) son los que tienen una macula mejor
preservada (Hamel 2006; Hartong, Berson, and Dryja 2006).

Las anormalidades tipicas del fondo de ojo en pacientes con RP son: espiculas de
pigmento a nivel periférico, atenuacién vascular y palidez papilar. En la tomografia de
coherencia Optica (optical coherence tomograpy, OCT) podemos observar, en estadios
tempranos, una desorganizacion de las capas externas, en primer lugar en la zona de
interdigitacién, seguido de la zona de los elipsoides y finalmente en la membrana
limitante externa. En estadios avanzados de la enfermedad, hay una pérdida completa
de la capa de fotorreceptores y la capa nuclear externa. Algunos pacientes con RP
presentan otras complicaciones oculares susceptibles de ser tratadas: i) pacientes con
RP de inicio temprano pueden presentar nistagmus; ii) mas del 50% de los pacientes
presentan alteraciones maculares como el edema macular quistico, agujero macular o
membrana epirretiniana; iii) aproximadamente el 45% de los pacientes presentan

catarata subcapsular posterior (Verbakel et al. 2018).

La RP es la DHR genéticamente mas heterogénea ya que, hasta la fecha, se han
identificado més de 90 genes asociados a esta enfermedad. De los cuales mas de un

50% presenta un patréon de herencia autosOmico recesivo (RetNet,
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https://sph.uth.edu/retnet/sum-dis.htm#A-genes, acceso: noviembre 2019). Los genes
mas prevalentes en RP AR son EYS (Audo et al. 2010; Barragan et al. 2010) y USH2A
(Rivolta et al. 2000; Bernal et al. 2003), con una frecuencia de 10-30% y 10-15%,
respectivamente (Fahim, Daiger, and Weleber 2000). Los genes mutados con mas
frecuencia en pacientes con RP AD son RHO (28%) seguido de PRPF31 (8%)
(Stephen P. Daiger et al. 2008), mientras que el gen RPGR es responsable de al
menos el 70% de los casos de RP LX (Vervoort et al. 2000).

2.1.1.2.Cequera nocturna estacionaria congénita

La ceguera nocturna estacionaria congénita (CNEC, ORPHA:2015) se incluye
dentro de las distrofias de bastones no progresivas y se caracteriza por nictalopia
congénita, generalmente no progresiva, con buena agudeza visual (AV). Sin embargo,
algunos pacientes también manifiestan otros sintomas como fotofobia, disminucion de
la AV, miopia, nistagmus o estrabismo. Estos pacientes presentan por lo general un
fondo de ojo normal, excepto dos subtipos de CNEC, enfermedad de Oguchi
(ORPHA:75382) y fundus albipunctatus (MIM #136880, ORPHA:227796), que
presentan una decoloracién amarillenta y puntos blancos que respetan el area
macular, respectivamente. CNEC y RP tienen un considerable solapamiento debido a
gue mutaciones en varios genes pueden dar lugar a una y otra enfermedad (Zeitz,
Robson, and Audo 2015).

2.1.2. Distrofias de conos

Las distrofias de conos o distrofias centrales se caracterizan por una pérdida
generalmente progresiva de conos al inicio de la enfermedad con una disfuncién
también de bastones en estadios mas avanzados. Al igual que las distrofias de
bastones, las distrofias de conos se subdividen en progresivas (ej. Distrofias de conos,
distrofias de conos-bastones y distrofias maculares) y estacionarias (ej. acromatopsia

congénita).

2.1.2.1. Distrofia de conos (DC) y distrofia de conos-bastones (DCB)

La Distrofia de conos (DC, ORPHA:1871) y distrofia de conos-bastones (DCB,
ORPHA:1871) tienen una prevalencia de 1:30.000-1:40:000 (Michel Michaelides 2004;
Hamel 2007), diez veces menor que la RP, sin embargo, el curso clinico de estas
enfermedades es generalmente mas rapido y severo que las distrofias de bastones-
conos. La DC y la DCB se caracterizan por presentar fotofobia, disminucion de la AV,

discromatopsia y escotomas centrales. A diferencia de la DC, la distrofia de DCB
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presenta una disfuncion temprana de los bastones dando lugar a una nictalopia
practicamente al inicio de la enfermedad (Michel Michaelides et al. 2006). En
ambas enfermedades, los pacientes suelen debutar entre las 2 primeras décadas de la
vida, seguido de una pérdida de vision gradual y terminando con ceguera legal antes
de los 25 afios en el caso de las DCB y antes de los 50 afios en las DC (Alberta A.H.J.
Thiadens et al. 2012).

La DC, a diferencia de las DCB y maculopatias, puede cursar con ausencia de
lesiones maculares durante afios, a pesar de que la AV esté disminuida (Hamel 2007).
En estadios avanzados, tanto en la DC como en la DCB y maculopatias, se observa
no solo la atrofia central sino también signos y sintomas de RP. En fases tempranas,
el electrorretinograma (ERG) nos permitira diferenciar una distrofia de conos
(respuestas fotOpicas claramente disminuidas) de una distrofia macular (respuestas
fotopicas normales o levemente disminuidas) y de una DCB, en la que ademas de una
afectacion importante de las respuestas fotépicas, hay una disminucion de las

respuestas escotopicas (Michel Michaelides et al. 2006).

La DC y la DCB son también genéticamente heterogéneas ya que, hasta la fecha,
se han identificado méas de 30 genes asociados a ambas enfermedades (RetNet), con
patrones de herencia AR (80%), AD (15%) o LX (5%) (Alberta A. H. J. Thiadens et al.
2011). ElI gen ABCA4 es una importante causa genética para ambas DHR, con una
frecuencia de casos de 9% para la DC y 26% para la DCB (Alberta A.H.J. Thiadens et
al. 2012).

2.1.2.2. Acromatopsia congénita

La acromatopsia congénita (ORPHA:49382) es una distrofia de conos
generalmente no progresiva de herencia autosémica recesiva. Se caracteriza por una
ceguera completa (acromatopsia completa) o incompleta a los colores (acromatopsia
incompleta), una importante fotofobia, disminucién de la agudeza visual y nistagmus.
El fondo de ojo es generalmente normal, aunque puede observarse cambios
granulares en la macula y en algunos casos maculopatia en ojo de buey. En el ERG
se observa una respuesta de bastones normal, con ausencia de respuesta de conos.
Hasta la fecha, la acromatopsia congénita se asocia con mutaciones en 6 genes
diferentes, siendo el gen CNGB3 el responsable del 45% de los casos (Mayer et al.
2017a).
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2.1.2.3. Distrofias maculares

Las distrofias maculares son un conjunto heterogéneo de enfermedades
relacionadas con la alteracion de los fotorreceptores y el EPR a nivel macular. Se
caracterizan por una disminucion de la agudeza visual y alteraciones fundoscopicas
generalmente simétricas en la macula, aunque en estadios avanzados también puede

afectarse la retina periférica (Michel Michaelides 2003).

2.1.2.3.1. Enfermedad de Stargardt

La enfermedad de Stargardt (STGD, MIM #248200, ORPHA:827), también
llamada Fundus flavimaculatus, es una distrofia macular autosémica recesiva causada
por mutaciones en ABCA4. Este gen codifica para una proteina transmembrana que
participa en el transporte del all-trans-retinal. Mutaciones en este gen da lugar a la
acumulacion de all-trans-retinal en el interior del disco de los fotorreceptores que
pasara a las células del EPR mediante fagocitosis. La acumulacion de este producto
en las células del EPR lleva a la formacion de lipofuscina, con un color caracteristico
naranja fluorescente, cuya acumulacion es téxica para estas células. Por tanto, la
muerte de los fotorreceptores se produciria secundariamente al fallo del EPR (Rozet et
al. 1998).

La enfermedad de STGD es la segunda DHR mas frecuente tras la RP, con una
prevalencia de 1:8.000-1:10.000 individuos (Tanna et al. 2017). Aunque la edad de
inicio normalmente es entre los 10 y 20 afios, las alteraciones iniciales también pueden
aparecer en la infancia temprana e incluso en la edad adulta y asociarse con un mejor
prondstico. Se caracteriza por una disminucion de la agudeza visual y la aparicion de
un escotoma relativo o absoluto central (Oh et al. 2004).

Tipicamente desarrollan unas manchas amarillentas (flecks) centrales vy
paracentrales, que le da nombre a la enfermedad (fundus flavimaculatus, FF). La
angiografia fluoresceinica (AF) nos ayuda a diferenciar las drusas (hiperfluorescentes)
de los flecks tipicos del FF (hipofluorescentes o fluorescencia difusa), también nos
permite observar el caracteristico fondo oscuro o color bronce causado por el excesivo
depdsito de lipofuscina en el EPR que impide ver los detalles de la coroides (“silencio
coroideo”) y que es casi patognomonico de esta enfermedad. También es comun el
patrén en ojo de buey, la formacion de un anillo de flecks que normalmente respeta la
févea, en estos casos los pacientes se suelen quejar de un escotoma anular. La
autofluorescencia revela areas de hiperautofluorescencia correspondientes a acamulo
de lipofuscina e hipoautofluorescencia en &reas de atrofia del EPR. La OCT permite

evaluar el grado de pérdida de la capa de fotorreceptores. El ERG es generalmente
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normal, aunque en estadios mas severos de la enfermedad aparecen signos y
sintomas de RP y anormalidades del ERG fotépico y escotdpico (Querques and
Souied 2016; Grupo de trabajo de la Guia de Practica Clinica para las Distrofias
Hereditarias 2017).

2.1.2.3.2. Distrofia macular viteliforme de Best

La distrofia macular viteliforme de Best (DMVB) o enfermedad de Best (MIM
#153700, ORPHA:1243) es una de las distrofias maculares mas frecuente, afectando a
1:10.000 individuos. Es una enfermedad autosémica dominante y autosdmica recesiva
debida a mutaciones en BEST1 con expresividad variable que generalmente se
manifiesta en la infancia. Mutaciones en BEST1 provoca un acumulo de lipofuscina en
el EPR y, secundariamente, la disfuncién de los fotorreceptores, similar a lo que ocurre
en la enfermedad de STGD. Aunque la presentacion de la enfermedad es muy
variable, se caracteriza por una macula con aspecto de “yema de huevo” (vitelifome),
debido a los depdsitos de lipofuscina en el espacio subretiniano, con disminucién de la
agudeza visual y metamorfopsias. Aproximadamente, el 20% de los pacientes
desarrolla una membrana neovascular corioidea que podria explicar la disminucién
severa de la agudeza visual. Es caracteristico de la enfermedad la disminucién del
indice de Arden (<1.5) en el electrooculograma (EOG) con un ERG generalmente
normal. EI EOG es un importante marcador en esta enfermedad ya que esta alterado
incluso en pacientes con fondo de ojo normal o levemente alterado y en algunos casos
de portadores de mutaciones en BEST1 asintomaticos (Querques and Souied 2016;
Tsang and Sharma 2018a).

2.1.2.3.3. Distrofias en patrén del EPR

Las distrofias en patron del ERP (ORPHA:63454) son un grupo heterogéneo de
maculopatias de herencia autosémica dominante caracterizadas por la acumulacion de
lipofuscina a nivel de EPR. La edad de inicio es muy variable, pero los pacientes
suelen permanecer asintomaticos hasta la edad adulta e incluso toda la vida. El curso
de la enfermedad suele ser benigno, aunque a partir de los 70 afios mas del 50% de
los pacientes presentan una grave pérdida de vision, debido a una atrofia del EPR y/o
el desarrollo de neovascularizacién coroidal. La mayoria de los pacientes presentan
mutaciones en PRPH2, aunque existe heterogeneidad genética. Mutaciones en
PRPH2 pueden producir también RP o distrofia coroidea areolar central, en este
contexto, se han descrito casos de portadores de la misma mutacion con fenotipo unos
de RP y otros de distrofia en patron, incluso entre miembros de la misma familia. Gass

clasifico las distrofias en patron en funcion de su aspecto oftalmoscépico, de las cuales
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las dos mas frecuentes son: i) distrofia foveomacular viteliforme del adulto
(ORPHA:99000), lesién ovalada subretiniana amarillenta, bilateral y simétrica, con
EOG normal; y ii) distrofia en patron en alas de mariposa (ORPHA:99001),
pigmentacion central en forma de mariposa (Querques and Souied 2016; Boon et al.
2008).

2.1.2.3.4. Otras maculopatias

La distrofia macular autosémica dominante Stargardt-like (MIM #600110,
ORPHA:99003) es una maculopatia de comienzo precoz relacionada con mutaciones
en el gen ELOVL4. Se caracteriza por relativamente buena funcion visual, atrofia
macular con o sin flecks, minima discromatopsia y ausencia de cambios significativos
en el ERG. Por otra parte, la distrofia coroidea areolar central (ORPHA:75377)
también llamada coroiditis central senil o angio-esclerosis coroidea, se caracteriza por
una gran area de atrofia en el centro de la macula de bordes bien delimitados sin
patron anular con pérdida o ausencia de fotorreceptores, EPR y coriocapilares, dando
lugar a una disminucion progresiva de la agudeza visual. Comienza en la cuarta-quinta
década de vida con disminucién de la agudeza visual y generalmente se relaciona con
mutaciones en el gen PRPH2 (Boon et al. 2008). Por ultimo, la distrofia macular
anular concéntrica benigna (MIM #153870, ORPHA:251287) se caracteriza por
presentar inicialmente buena agudeza visual con hipopigmentacién parafoveal,
compatible con el patrén angiografico en ojo de buey. Aunque el término “benigno” fue
aplicado por su descubridor, posteriormente se observé que algunos casos
evolucionaban a una atrofia macular con afectacion de fotorreceptores, disminucion de

la agudeza visual y discromatopsia.

2.1.3. Distrofias mixtas

Las distrofias retinianas mixtas o distrofias generalizadas de la retina se
caracterizan por una degeneracién simultanea de bastones y conos. La mayoria de

estos casos presenta un deterioro progresivo y severo.

2.1.3.1. Amaurosis congénita de Leber

La amaurosis congénita de Leber (ACL, ORPHA:65) esta considerada la DHR
mas grave, ya que los pacientes manifiestan una pérdida visual severa durante el
primer afio de vida. Afecta aproximadamente a 1 por cada 50.000 individuos, pero
representa el 5% de todas las DHR y el 20% de los casos de ceguera infantil

(Koenekoop 2004). Clinicamente, la ACL se caracteriza por nictalopia, fotofobia y
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nistagmus. Algunos de ellos también presentan el signo oculodigital, que
consiste en presionar y frotar los o0jos, queratocono y cataratas. Las respuestas
fotopicas y escotopicas del electrorretinograma (ERG) son, caracteristicamente, no
detectables o gravemente reducidas antes del primer afios de vida (Franceschetti and
Dieterle 1956). El aspecto del fondo de ojo puede variar desde ser normal al inicio de
la enfermedad a una retinopatia pigmentaria con atrofia macular.

La ACL solapa clinica y genéticamente con la RP de inicio temprano. Los
pacientes que presentan sintomatologia al nacimiento o durante el primer afio de vida
se clasifican como ACL y los que presentan sintomatologia entre los 1-5 afios se
definen como RP de inicio temprano. Hasta la fecha, se han identificado 26 genes
causantes de ACL/RP de inicio temprano, la mayoria de herencia autosémica recesiva
(RetNet). Entre ellos, los mas frecuentes son GUCY2D (10-20%) y CEP290 (15-20%)
(Kumaran et al. 2017).

2.1.4. Otras distrofias de retina

En este grupo se han incluido otras DHR que, aunque afectan a la retina, asocian,
ademas, alteraciones de otras estructuras oculares. Algunas de ellas son:
coroideremia, retinosquisis juvenil ligada al X, albinismo ocular y oculocutaneo, atrofia
girata y sindrome de Goldmann-Favre. Se destacan las dos enfermedades mas

frecuentes dentro de este grupo:

2.1.4.1.Coroideremia

La coroideremia (MIM #303100, ORPHA:180) es una enfermedad progresiva de
herencia ligada al cromosoma X que da lugar a la degeneracién de la coroides, el EPR
y los fotorreceptores. Tiene wuna prevalencia de 1:50.000 - 1:100.000

(https://ghr.nlm.nih.gov/condition/choroideremia, noviembre 2019) y estd causada

por mutaciones en el gen CHM. Generalmente afecta a los hombres, aunque también
se han descrito casos de degeneracion retiniana en mujeres portadoras (Potter et al.
2004). Clinicamente se caracteriza por nictalopia de inicio en la infancia, seguido de
disminucién concéntrica del campo visual y posterior disminucién de la agudeza visual.
En general, los pacientes conservan la vision central hasta la década de los 50-60.
Tipicamente, el fondo de ojo presenta una atrofia coriorretiniana festoneada en la
periferia que se extiende hacia la macula y, en estadios avanzados, la esclerética se

vuelve visible en areas de atrofia total del EPR y la coroides (Roberts et al. 2002).
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2.1.4.2.Retinosquisis ligada al X

La retinosquisis ligada al X (MIM #312700, ORPHA:792) es una degeneracion
vitreoretiniana debida a mutaciones en el gen RS1, con una prevalencia estimada
entre 1:5.000 y 1:25.000 (The Retinoschisis Consortium 1998). Puede manifestarse en
la infancia temprana, con nistagmus y pérdida severa de la vision, o durante la edad
escolar con disminuciébn de la agudeza visual. El curso de la enfermedad
generalmente es estable hasta los 40 afios, a partir de entonces, la agudeza visual
disminuye progresivamente pudiendo alcanzar la ceguera legal en la sexta o séptima
década. El fondo de ojo caracteristico de la retinosquisis es una maculopatia quistica
en forma de rueda de carro (esquisis foveal). Ademas, se estima que del 5-22% de los
individuos afectados puede haber un desprendimiento de retina y entre el 4-40% de
los pacientes afectados desarrollan una hemorragia vitrea (Molday, Kellner, and
Weber 2012). Las mujeres portadoras generalmente son asintomaticas, aunque se
han descrito casos de portadoras con anormalidades en el ERG con fondo de ojo
normal (Kim et al. 2007).

2.2.DHR sindrémicas

Aproximadamente, el 20-30% de los pacientes con RP presentan formas
sindrémicas con anormalidades extraoculares y efectos pleiotrépicos, dando lugar a
mas de 30 sindromes diferentes (Ayuso and Millan 2010). Hay que tener en cuenta
gue no todas las anormalidades extraoculares indican enfermedad sindromica, estas
alteraciones deben coincidir con el gen implicado, y que hay genes que pueden causar
RP sindromica y no sindrémica (ej. BBS1, CLRN1, USH2A).

El sindrome de Usher (USH, ORPHA:886) es la forma sindromica de RP mas
frecuente, en el que la RP se asocia a hipoacusia neurosensorial y, en ocasiones, a
alteracion vestibular. Supone aproximadamente el 15-20% de los casos de RP y tiene
una prevalencia aproximada de 4:100.000-6:100.000 (Boughman, Vernon, and Shaver
1983; Espinds et al. 1998). Es una enfermedad autosdmica recesiva en la que se han
identificado mas de 13 genes asociados a 3 formas clinicas: tipo 1, tipo 2, tipo 3,
diferenciadas segun la severidad y progresion de la enfermedad (RetNet, Davenport
and Omenn 1977). La forma clinica mas frecuente es la USH2 que supone el 50% de
los casos con sindrome de Usher (Spandau and Rohrschneider 2002) y dentro de este
subtipo, el gen mas mutado es el USH2A, responsable del 75-90% de los casos
(Pieke-Dahl et al. 1996). Ademas, como ya se ha comentado, USH2A es responsable
del 10-15% de los casos RP AR (Fahim, Daiger, and Weleber 2000).
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La segunda forma sindrémica de DHR mas frecuente es el sindrome de Bardet-
Bield (SBB, ORPHA:110), ya que supone el 5% de las DHR vy tiene una prevalencia
aproximada de 1:160.000 (Klein and Ammann 1969). En esta enfermedad la distrofia
de la retina comienza en la infancia temprana alcanzando la ceguera legal antes de la
segunda década de la vida. Se han descrito casos tanto de distrofia de bastones-
conos como distrofia de conos-bastones asociados al SBB (Beales et al. 1999). Las
caracteristicas extraoculares principales de este sindrome son: polidactilia, obesidad,
hipogonadismo, insuficiencia renal y discapacidad intelectual (Forsythe and Beales
2013). Hasta la fecha, se han identificado 19 genes responsables de esta enfermedad,
gue suponen el 80% de los casos con SBB. De estos genes, los mutados con mayor
frecuencia son BBS1 (23%) y BBS10 (20%) (Katsanis 2004)

2.3.Heterogeneidad clinicay genética

Como hemos visto, las DHR son clinicamente muy heterogéneas, €. la RP es
clinicamente diferente a otras DHR, como la distrofia de conos-bastones, las distrofias
maculares y enfermedades generalmente no progresivas como la acromatopsia
congénita o ceguera nocturna estacionaria. También, un porcentaje no despreciable
de pacientes presentan, ademas de la distrofia de retina, alteraciones extraoculares.
Todas estas enfermedades en conjunto solapan parcialmente en cuanto a las
caracteristicas clinicas y/o hallazgos genéticos. Este solapamiento complica el

diagnéstico de los pacientes con DHR.

La heterogeneidad clinica de las DHR deriva en un considerable solapamiento
entre las distintas entidades clinicas, ya que una enfermedad puede solaparse con
otra dependiendo del tipo de fotorreceptor que se encuentre inicialmente afectado y el
grado de progresion de la enfermedad en el momento del diagnéstico clinico (Figura
1.6).
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Progresion con la edad

ACRM A

Afectacion de los conos Afectacion de los bastones
Figural.6 Solapamiento clinico entre las distintas distrofias de retina. Abreviaciones: ACL: amaurosis
congénita de Leber; ACRM: acromatopsia congénita; DC: distrofia de conos; DCB: distrofia de conos-
bastones; RP: retinosis pigmentaria; STGD: enfermedad de Stargardt. Modificada de (Den Hollander et al.
2010).

ACL

La gran heterogeneidad genética que caracteriza las DHR se ilustra en la cantidad
de genes implicados. Hasta la fecha, se han identificado 271 genes relacionados con

DHR sindromica y no sindromica (RetNet, https://sph.uth.edu/retnet/sum-dis.htm#A-

genes noviembre, 2019), sin embargo, la contribucion de cada uno de estos genes a la
prevalencia general de la enfermedad es relativamente pequefia, y para muchos de
ellos, se han reportado mutaciones patégenas en solo unas pocas familias en todo el
mundo. Ademas, existe una alta heterogeneidad alélica, es decir, mutaciones en un
mismo gen pueden dar lugar a distintas entidades clinicas, y variabilidad clinica, es
decir, una misma mutacion puede presentar diferentes grados de severidad de la
enfermedad entre individuos o dar lugar a distintas entidades clinicas, incluso entre
miembros de la misma familia (Gonzalez-Del Pozo et al. 2014). (Figura 1.7). Asimismo,
en aproximadamente el 30% de los pacientes con DHR, los genes subyacentes alin no
se han encontrado (Duncan et al. 2018). Todos estos factores hacen que el

diagnéstico genético de las DHR sea muy desafiante.
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ACL
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ADGRA3*, AGBLS, AHI1,
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CA4, CERKL, CLN3, CLRN1, CNGA1, CNGB1,
DHDDS, DHX38*, EMC1*, EYS,
FAM161A, HGSNAT, HK1, IDH3A,
IDH3B, IFT172, KIAA1549*, KIZ,

GNAT1,
PDE6B,

KLHL7, MAK, MVK, NEK2, NEUROD1*, RHO,
OFD1, PANK2, PDE6A, PDE6G, POMGNTI1, RBP1L, / CNEC
PRCD, PRPF3, PRPF4, PRPF6, PRPF8, PRF31, SAG

RBP3, RDH11, REEP6, RGR, ROM1, RP1, RP2,
RP9, SAMD11, SLC7A14, SNRNP200, TOPORS,
TTC8, USH2A, ZNF408, ZNF513

RP

Figura 1.7 Representacion del solapamiento genético entre la RP y otras DHR. Abreviaciones: ACL:
amaurosis congénita de Leber; CNEC: ceguera nocturna estacionaria congénita; DM: distrofia macular;
DCB: distrofia de conos-bastones; RP: retinosis pigmentaria; SGF: sindrome de Goldmann Favre.

Modificada de (Verbakel et al. 2018).

Cada uno de los genes implicados en estas enfermedades codifica para una
proteina que juega un papel en el correcto funcionamiento de la neurorretina y/o el
EPR. Las principales vias metabdlicas afectadas en las DHR y algunos de los genes

implicados en ellas estan representados en la Figura |.8.
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Figura 1.8 Representacion esquematica de los tres procesos principales que tienen lugar en
fotorreceptores y células del EPR. Representacion esquematica de los tres procesos principales que
tienen lugar en fotorreceptores y células del EPR. (A) El ciclo visual tiene lugar entre los fotorreceptores y
el EPR, en él estadn implicados genes que codifican para las proteinas representadas, como ABCA4,
RPEG65, RBP3 y RDH5. (B) La cascada de fototransduccion tiene lugar en el segmento externo de los
fotorreceptores, y en ella participan RHO, GNTAL, CNGA1 y PDEG6A, entre otros. (C) El transporte ciliar
tiene lugar a lo largo del cilio conector, en él estan implicados genes como CEP290, RP1, RPGR y
RPGRIP1. Hay otras proteinas también representadas que forman parte de la estructura del fotorreceptor,
como son Usherina (producto de USH2A), EYS, PROM1. Modificada de (Verbakel et al. 2018).
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3. DIAGNOSTICO ELECTROFISIOLOGICO DE LAS DHR

Para el diagnéstico de las DHR es importante estudiar el paso de la corriente
eléctrica generada en los fotorreceptores y trasmitida a través del nervio éptico a la
corteza visual. En los pacientes, esta medida se realiza a través de pruebas
electrofisiol6gicas, para lo que se recomienda seguir los estandares de la Sociedad
Internacional de Electrofisiologia Clinica y Vision con el fin de que los resultados
pueden ser comparables y reproducibles (McCulloch et al. 2015).

3.1.Potencial evocado visual

El PEV (potencial evocado visual) mide la respuesta eléctrica de la corteza visual
ante estimulos luminosos. Desde que un estimulo visual llega al ojo hasta que el
cerebro lo procesa pasa un tiempo concreto, del orden de milisegundos. Las
variaciones en ese tiempo o en la forma de la respuesta obtenida informan si hay un
problema en la via de comunicacién nerviosa entre el ojo y el cerebro. Esta prueba es
solo la confirmacion del paso de sefal luminosa de por la via visual (Figura 1.9).

Dependiendo del estimulo hay dos tipos de prueba:

-PEV con estimulo Flash o haz de luz difusa.

-PEV con estimulo Pattern o damero reversible (PEVP).

A P100 B b

N7, N7

P100
P100

Figura 1.9 Potencial evocado visual con estimulo Pattern. (A) De una persona sana, (B) de un paciente
con retinosis pigmentaria. Se obtiene una gréfica con tres puntos de inflexion N75, P100 y N145, que
indican la polaridad N: negativo, P: positivo y con el nimero, el tiempo en milisegundos que tarda en
aparecer dicho punto.
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3.2.Electroretinograma

El electrorretinograma (ERG) mide los cambios de potencial eléctrico en la retina
tras un estimulo luminoso. Hay distintos tipos de ERG segun sea el estimulador
(Grupo de trabajo de la Guia de Préctica Clinica para las Distrofias Hereditarias 2017):

-ERG de campo lleno (Ganzfeld) o campo completo (ERG-G).
-ERG con damero alternante (Pettern) (ERG-P).
-ERG multifocal (ERG-mf).

El ERG-G se manifiesta como una onda cuyos componentes representan la
respuesta de los fotorreceptores: onda a negativa (debido a la hiperpolarizacion de
los fotorreceptores tras el estimulo luminoso) que se origina en los fotorreceptores,
seguida de una onda b positiva (por la despolarizacién de las células de la retina
interna) que procede de la actividad de células bipolares y de Miller. Sobre la rama
ascendente de la onda b veremos unos pequefios picos de onda, los potenciales
oscilatorios, que reflejan la actividad a nivel de la capa plexiforme interna (Figura
[.10). Segun las frecuencias de estimulacion empleadas y las condiciones de
adaptacion a luz u oscuridad se obtienen distintas respuestas: i) respuesta de
bastones y i) respuesta mixta: conos y bastones, obtenidas en condiciones
escotopicas; iii) potenciales oscilatorios, iv) respuesta de conos y V) respuesta flicker,
obtenidas en condiciones fotépicas. El ERG-G permite diferenciar si son

principalmente los conos o los bastones los que estan alterados.

A | B
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Figura 1.10 Electrorretinograma de campo completo. (A) De una persona sana y (B) de un paciente
con retinosis pigmentaria. Onda a: desde la linea de base hasta el valle; onda b: desde el valle de la onda
a hasta el pico de la onda b.

El ERG-P es un potencial generado en las células ganglionares como respuesta a
un estimulo de damero o barras alternante. Nos informa de la actividad de las células
de la retina interna y de la macula de manera selectiva. Un ERG-P podria estar
completamente alterado en un paciente con un ERG-G normal, por lo que se aconseja

realizar esta prueba ante la sospecha de una enfermedad macular. La morfologia de la
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respuesta registrada del ERG-P es una onda negativa a 35 ms (N35), una onda
positiva a 50 ms (P50) seguida de un componente alargado a los 95 ms (N95). La
onda P50 se origina en las células ganglionares que recogen la respuesta de los
conos maculares. La onda N95 tiene su origen en axones de células ganglionares. Si
P50 es normal y N95 estd abolida lo mas probable es que estemos ante una
neuropatia 6ptica que ha producido una pérdida selectiva de células ganglionares. Sin
embargo, si el PERG es plano con pérdida también de la P50 es mas probable que se

trate de un problema macular.

El ERG-mf consiste en la estimulacion simultanea de diferentes aéreas de la retina
central, obteniendo un mapa topografico de la respuesta de los 30-50° centrales
(Figura 1.11). La morfologia de la respuesta es una onda bifasica con un componente
negativo inicial (N1) seguido de un pico positivo (P1). A veces, puede verse una
segunda onda negativa (N2). Es una respuesta parecida a la onda del ERG-G: la onda
N1 esta producida por los fotorreceptores y la P1 por las células bipolares. Al tratarse
de una prueba topografica obtenemos la densidad de la respuesta por unidades de
superficie retiniana en cada hexagono, expresada en nanovoltios por grado al

cuadrado.
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Figura 1.11 Electrorretinograma multifocal. De izquierda a derecha: Mapa de ondas, figura
tridimensional, densidad de amplitudes por sectores y densidad de amplitudes por anillos de una persona
sana (A-D) y de una persona con retinosis pigmentaria (E-H).
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3.3.Electrooculograma

En condiciones normales existe una diferencia de potencial entre la cornea y el
polo posterior del ojo, conocido como potencial de reposo, que depende,

fundamentalmente, del estado funcional del EPR. Su evaluacién se obtiene haciendo
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un ratio entre el menor valor del potencial de reposo en oscuridad y el maximo en la
luz, lo que se conoce como Iindice de Arden (mm con luz / mm en oscuridad) cuyo
valor de normalidad = 1.5. Es basicamente util en la enfermedad de Best, en la que de
forma casi patognoménica aparece un electrooculograma (EOG) alterado con ERG-G
normal tanto en enfermos como en portadores. En las enfermedades retinianas

extensas siempre esta alterado junto con el ERG.
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4. DIAGNOSTICO OFTALMOLOGICO DE LAS DHR

A continuaciébn se describen las pruebas de diagnostico oftalmolégico y
seguimiento mas habituales de las DHR (Hassenstein and Meyer 2009; Garcia
Aguado et al. 2016).

-Anamnesis: es importante anotar todos los datos clinicos actuales del paciente,
hébitos, antecedentes personales y familiares.

-Agudeza visual (AV): es la capacidad del sistema visual para diferenciar dos puntos
proximos entre si separados por un angulo determinado. La medida de la agudeza
visual se realiza mediante optotipos de distintos tamafios y situando al observador a
una distancia determinada. Las escalas de medida mas utilizadas son la decimal, la de
Snellen y la logMAR. Una vision normal corresponderia a 1,00 (escala decimal), 20/20

(escala de Snellen a 20 pies) y 0,0 (logMAR).

-Test de colores: esta prueba se realiza para verificar la capacidad para distinguir
entre diferentes colores. Alguno de los métodos empleados son el test de Ishihara o

test de Farnsworth.

-Perimetria o campimetria: se utiliza para valorar el campo visual con el objetivo de
examinar la integridad sensorial de la retina y la conductividad de las vias 6pticas
hasta la corteza occipital (Ver ejemplos en Figura 1.12). Se considera ceguera legal un

campo visual <10°.

A

Figura 1.12 Campos visuales del ojo derecho. (A) De una persona sana, (B) de un paciente con
retinosis pigmentaria y (C) de un paciente con Enfermedad de Stargardt.

-Fondo de ojo (FO): nos permite observar a través de la pupila el interior del globo
ocular y valorar la retina, disco éptico, coroides y vasos. Se puede realizar mediante
oftalmoscopia, el médico observa la retina usando un instrumento similar a una
linterna, o mediante retinografia, prueba sencilla que permite obtener fotos en color de

la retina. Es recomendable dilatar previamente la pupila. En una sola captura, la
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fotografia convencional de FO cubre un campo visual de 30-50° de la retina (Ver
ejemplos en Figura 1.13).

Figura 1.13 Imagenes de fondo de ojo a color del ojo izquierdo. (A) De una persona sana, (B) de un
paciente con retinosis pigmentaria y (C) de un paciente con Enfermedad de Stargardt.

-Autofluorescencia (fundus autofluorescence, FAF): permite la visualizacion de las
alteraciones a nivel del EPR. Se basa en la fluorescencia natural que se produce en
las capas retinianas al incidir una luz azul. La principal fuente de fluorescencia es la
lipofuscina que se acumula en el EPR de manera fisiolégica con la edad y de manera
patoldgica en algunas DHR. El patron topogréfico de las intensidades de FAF depende

de la acumulacion o pérdida de lipofuscina en el EPR (Ver ejemplos en Figura 1.14).

Figura .14 Imagenes de fondo de ojo con autofluorescencia. (A) De una persona sana, (B) de un
paciente con retinosis pigmentaria y (C) de un paciente con Enfermedad de Stargardt.

-Angiofluorescencia (fluorescein angiography, FA): permite estudiar el sistema
vascular de la coroides y la retina, alteraciones del EPR y la aparicion de
neovascularizacién coroidea. Para realizar esta prueba se inyecta al paciente
fluoresceina como contraste. Al igual que en la FAF, se emite una luz, pero en este

caso de longitud de onda diferente para bloquear la fluorescencia natural de la EPR.

-Tomografia de coherencia Optica (optical coherence tomograpy, OCT): técnica de

imagen Optica de alta resolucion que permite obtener imagenes de las distintas capas
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de la retina y determinar si existe alguna anomalia en su estructura. Actualmente, es la

técnica de eleccion para el diagnostico de las maculopatias (Ver ejemplos en Figura
.15).

Figura 1.15 Imagenes de tomografia de coherencia 6ptica. (A) De una persona sana, (B) de un
paciente con retinosis pigmentaria y (C) de un paciente con Enfermedad de Stargardt.
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5. DIAGNOSTICO GENETICO DE LAS DHR

La secuenciacion Sanger ha sido tradicionalmente la técnica empleada para llevar
a cabo el diagnéstico genético de las DHR. Segun la sospecha clinica y el modo de
herencia, se priorizaban secuencialmente aquellos genes con mayor prevalencia. Sin
embargo, esta técnica requiere una gran inversion de tiempo y dinero, dada la elevada
heterogeneidad genética y solapamiento clinico de estas enfermedades.

En la dltima década, se ha desarrollado una nueva técnica de secuenciacion
conocida como secuenciacion de nueva generacion (Next generation sequencing,
NGS), también llamada secuenciacion masiva, ya que es capaz de secuenciar
paralelamente millones de fragmentos de acido desoxirribonucleico (ADN) en un Unico
proceso de secuenciacion, reduciendo asi tiempo y costes (Metzker 2010). Hay
diferentes plataformas de secuenciacién procedentes de varias compafiias, entre ellas
Life Technologies (ej. lon Torrent PGM, SOLID 5500xI) e lllumina (ej. HiSeq, MiSeq,
NextSeq), cada una con distintos mecanismos quimicos de secuenciacion (ej.
deteccion de protones, deteccion de fluoréforos), ratios de falsos positivos, capacidad
de andlisis, longitud de lecturas y formas de obtencion de la imagen (Neveling et al.
2013).

Estos estudios plantean otros problemas, como el almacenamiento de datos, el
analisis bioinformatico de las secuencias, la correcta interpretacion de las variantes
obtenidas, los hallazgos inesperados y el abordaje ético-legal. A pesar de ello, el
conocimiento generado por la NGS y su aplicacion en la clinica ha supuesto un gran

avance en el abordaje diagnéstico de las DHR.

En funcién de la region del genoma que se quiera estudiar se pueden diferenciar

tres tipos de aproximaciones disponibles (Tsang and Sharma 2018b):

-Secuenciacion dirigida o panel de genes. La secuenciacion de un gran nimero de
genes o0 regiones concretas del genoma suele utilizarse para diagnosticar una
determinada enfermedad o un numero limitado de éstas. Al ser un disefio
personalizado, tiene la ventaja de, ademas de incluir las regiones exdnicas, poder
incluir regiones no exoénicas en las que previamente se han descrito mutaciones
causantes de enfermedad. Actualmente, es la opcibn mas empleada para el
diagnéstico de enfermedades hereditarias ya que su tamafo relativamente pequefio
permite disminuir el coste por muestra secuenciada, facilita el posterior andlisis y
almacenamiento de los datos y reduce las implicaciones éticas al disminuir

notablemente el ndmero de hallazgos inesperados (Consugar et al. 2015). Sin
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embargo, hay que tener en cuenta que analizar un numero tan concreto de genes
tiene la necesidad de una actualizacién periddica de los genes incluidos y requiere de
un diagnostico clinico previo lo mas certero posible. Ademas, el panel de genes es
poco especifico en regiones repetitivas del genoma y en la deteccion de variantes
estructurales (translocaciones, inversiones, deleciones y duplicaciones) (Stone et al.
2017). Actualmente, la tasa diagnostica de las DHR mediante esta aproximacion es
50-70% (Bernardis et al. 2016; Bravo-Gil et al. 2016; Birtel et al. 2018).

-Secuenciacién del exoma completo (whole exome sequencing, WES). El exoma es
la regién codificante del genoma que supone aproximadamente el 2% del genoma de
un individuo y contiene alrededor del 85% de las mutaciones causantes de patologia
(Ayuso, Millan, and Dal-Ré 2013). También presenta un alto impacto en el diagnéstico
molecular de las enfermedades hereditarias y, actualmente, suele ser la aproximacion
de eleccién para la busqueda de nuevos genes causantes de enfermedad. Sin
embargo, la WES es mas cara que el panel de genes y tiene mayor dificultad que éste
en la detecciébn de mutaciones en las regiones repetitivas y variantes estructurales
(Fromer and Purcell 2014; X.-F. Huang et al. 2015). Ademas, al no ser un disefio
personalizado, no permite analizar regiones no exoénicas de interés para una
enfermedad concreta. A pesar de que la mayoria de las mutaciones estan en regiones
codificantes del genoma, se cree que un elevado porcentaje de casos que quedan sin
resolver tras la WES pueden ser portadores de una mutacibn en regiones no
codificantes (Carss et al. 2017). Hasta la fecha, la WES ofrece un diagnéstico
molecular en el 50-70% de los casos con DHR (Xu et al. 2014; Haer-Wigman et al.
2017; Riera et al. 2017).

-Secuenciacion del genoma completo (whole genome sequencing, WGS). La WGS
nos permite obtener las variaciones tanto de la regién codificante como las regiones no
codificantes. Tiene mayor exactitud en la deteccion de variantes estructurales que la
WES y es importante en la deteccién de mutaciones en regiones repetitivas y variantes
no codificantes en regiones reguladoras (Suzuki et al. 2014). Sin embargo, debido a la
enorme variacion del background genético en las regiones no codificantes y el actual
desconocimiento sobre la funcidon de la mayoria de secuencias no exonicas, las
variantes patogénicas de un solo nucledtido quedan camufladas entre las
aproximadamente 4 millones de variantes que podemos encontrar a la hora de
secuenciar un genoma. Al menos que nuestro analisis vaya dirigido a 1 o 2 genes (por
ejemplo, pacientes con un solo alelo mutado en enfermedades AR) y podamos realizar
algun estudio funcional que nos permita validar los resultados (Braun et al. 2013; Small

et al. 2016). Por tanto, debido a la complejidad del procesamiento de datos, al alto
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coste y las implicaciones ético-legales, la WGS no es, por ahora, el método de
eleccion para el diagnéstico genético de las DHR, sin embargo, si es una potente
herramienta que nos permitiria completar el diagnéstico molecular de aquellos casos

no resueltos por las estrategias anteriores.

Como ya se ha comentado, una de las principales limitaciones de la NGS es el
andlisis, interpretacion y procesamiento de datos. Por ello se requiere de distintas
herramientas bioinforméaticas que nos permitan realizar un control de calidad de la
secuenciacion, alineamiento de las lecturas frente al genoma de referencia,
identificacion de las variantes y anotacioén de las mismas. Gracias a la NGS, se han
desarrollado diversos proyectos de secuenciacion del exoma o genoma humano (1000
genomas, Exome Variant Server, Exome Aggregation Consortium) que nos dan
informacion sobre la frecuencia alélica de una variante en la poblacion, lo que nos
permite hacer una priorizacién de las variantes identificadas en nuestro paciente a
estudio. Una vez seleccionadas la variantes candidatas, se recomienda seguir las
guias de interpretacion clinica para identificar la variante o variantes causantes de la
enfermedad (Richards et al. 2015).

Debido a la falta de estandarizacion, sobre todo en el campo de la clinica, hace
gue hoy en dia siga siendo necesaria la validacion de las variantes identificadas
mediante secuenciacion Sanger y el empleo de MLPA (Multiplex Ligation Probe
Amplification) o array de CGH (Comparative Genomic Hybridization array) para la

validacién de CNV (Copy Number Variants).

Un resultado positivo puede mejorar, confirmar o reclasificar el diagndstico clinico y
el pronéstico de la enfermedad, guiar a la familia con respecto al riesgo de recurrencia

de la misma y cribar pacientes como sujetos para ensayos clinicos.

Mutaciones en genes concretos nos alertan de la necesidad de un seguimiento del
paciente mas exhaustivo, por ejemplo: i) la anticipacién a otras alteraciones (formas
sindrémicas) o su descarte; ii) medidas preventivas como evitar la ingesta de
suplementos de vitamina A en pacientes con mutaciones en ABCAA4; o iii) pacientes
con sindrome de Usher podrian beneficiarse de un implante coclear (Tsang and
Sharma 2018b).

5.1.Estudio funcional de las mutaciones que afectan al splicing

El splicing es parte del proceso de maduracion del acido ribonucleico mensajero

(ARNm) que tiene lugar en el nacleo de las céluals eucariotas, entre los procesos de
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transcripcion del ADN a ARN y su posterior traduccion a proteina. Este mecanismo
celular consiste en la eliminacion de los intrones del pre-ARNm (precursor de ARN
mensajero) y union de los exones, dando lugar a la molécula de ARN maduro, que una
vez en el citoplasma se traducird dando lugar a la proteina. Dependiendo de la
localizacion del tejido y / o etapa de desarrollo, los transcritos de pre-ARNm pueden
ser procesados de diferentes maneras, lo que permite construir varios transcritos vy,
por lo tanto, diferentes proteinas para ser sintetizadas a partir del mismo gen. Este
proceso se llama splicing alternativo y se estima que mas del 70% de los genes
codificantes humanos son procesados mediante este mecanismo (Maniatis and Tasic
2002).

El splicing se lleva a cabo mediante un complejo dinAmico ARN-proteina conocido
como espliceosoma, formado por 5 unidades de ribonucleoproteina o snRNP (small
nuclear ribonucleoproteins): U1 y U2, las cuales tienen la funcion de reconocer los
puntos de corte y union, y U4/U6/U5, que son el core catalitico, el cual tiene la funcion
de corte y unién (Figura 1.16). El espliceosoma reconoce en la secuencia de pre-
ARNmM secuencias especificas que definen los limites exdn/intron y otros elementos
necesarios para llevar a cabo el proceso. Estas secuencias son el sitio aceptor o 3’
splice site (3’ss) y el sitio donador o 5’splice site (5’ss), que consisten en una
secuencia de bases determinada en los extremos 5 y 3’ de los intrones que
determinan el punto de corte, y el branch point, que es una secuencia intrénica
localizada a una distancia de 20-50 pb del sitio de splicing 3’, donde se une la snRNP
U2 del espliceosoma. Los sitios de reconocimiento del espliceosoma son criticos para
gque se dé el proceso de splicing de manera correcta (Taneri, Asilmaz, and
Gaasterland 2012; Lee and Rio 2015). Ademas de estas secuencias intrénicas, en el
procesamiento de ARNm también pueden intervenir otras secuencias reguladoras que
actiian tanto a nivel de intron como exoén, conocidas como elementos reguladores del
splicing o SER (splicing regulatory elements). Se diferencian en intrénicas o exénicas y
si potencian o inhiben la inclusion del exén (exonic splicing enhancers, ESE; exonic
splicing silencers, ESS; intronic splicing enhancers, ISE; intronic splicing silencers,
ISS) (Figura 1.17).
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Figura 1.16 Ciclo de acoplamiento y desacoplamiento del espliceosoma. La imagen representa la
interaccion gradual de las cinco unidades de snRNP (circulos de colores) en la eliminacién de un intrén de
un pre-ARNm (pre-mRNA) que contiene dos exones (azul y morado). Abreviaturas: SS (splite site), BP
(branch point). Modificada de (Lee and Rio 2015).
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Figura l.17 Localizacidon esquemaética de los elementos de splicing cis y trans. Los elementos cis son
las secuencias de ADN que incluyen los sitios de splicing donador (5 ') y aceptor (3 '), branch point y
secuencia de polipirimidinas, y silenciadores y potenciadores de splicing. Los sitios donador y aceptador
estan conservados evolutivamente y generalmente estan definidos por los nucledtidos GT y AG en los
extremos 5 'y 3' del intrén, respectivamente. El sitio branch point y la secuencia de polipirimidina estan
altamente degeneradas y junto con los sitios donador y aceptador son reconocidos por los elementos del
complejo de splicing llamado espliceosoma. Las proteinas del espliceosoma junto con los represores y
activadores de empalme reconocen los elementos de splicing cis y se denominan elementos de splicing
trans. Modificada de (Anna and Monika 2018).
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Es importante conocer cédmo se regula el splicing, ya que se estima que las
variantes genéticas que causan un splicing aberrante podrian representar hasta el
50% de todas las mutaciones que dan lugar a una disfuncion del gen (Cartegni, Chew,
and Krainer 2002). Las variantes que alteran los 5’'ss o 3’ss pueden dar lugar a
distintos eventos, aislados o combinados, como: la pérdida del sitio natural
aceptor/donador, la creacion de un nuevo sitio aceptor/donador o la activacion de un
sitio criptico de splicing. Como consecuencia de estos eventos podriamos observar un
salto de exdn (exon skipping), la delecién parcial de un exén o la retencién del intrén
en el ARN maduro. Otros mecanismos que también podrian alterar el splicing son la
ruptura de las secuencias potenciadoras (ESEs/ISES) o la creacion de secuencias
inhibidoras (ESSs/ISSs) (Figura 1.17). El resultado final seria una proteina truncada por
un nuevo coddn de parada prematuro o una proteina disfuncional por la ausencia de

algun dominio importante (Fraile-Bethencourt et al. 2019).

En pacientes afectados de DHR no solo se han descrito mutaciones en las
secuencias canonicas de splicing: AG-aceptor (-1, -2) y GT-donor (+1, +2) (Fuster-
Garcia et al. 2018), sino también en secuencias no canonicas, consideradas como el
primer y los 3 dltimos nucleétidos de un exén, asi como los nucleétidos de -3 a -14 y
de +3 a +6 (Sangermano et al. 2018; Fadaie et al. 2019). De hecho, se estima que la
prevalencia de variantes de splicing en sitios ho candnicos en pacientes con DHR es
del 3,5% (Soens et al. 2017). Ejemplo de ello son las mutaciones recientemente
identificadas: ¢.1299+5 1299+8del en EYS y ¢.1921-9C>G en PDE6B (Pierrache et
al. 2019; Tatour et al. 2019). También son causante de patologias las mutaciones en
regiones exoénicas no cercanas a los sitios de splicing 3’ y 5’, ej. la mutacién sinénima
€.102C>T p.Gly34Gly en BEST1 (Davidson et al. 2010), o mutaciones intronicas
profundas, ej. 1055+706A>G en OFD1, ¢.8845+628C>T en USH2A (Webb et al. 2012;
Liguori et al. 2016).

Es dificil predecir el efecto que las variantes tienen sobre el splicing. Para ello,
existen diferentes algoritmos bioinformaticos que pueden ayudarnos: HSF y MaxEnt,
incluidos en Human splicing finder 3.1, (http://www.umd.be/HSF/index.html) (Desmet et
al. 2009), GeneSplicer
(http://www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/gene_spl.shtml) (Pertea 2001),
NNSPLICE (https://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) (Reese et al. 1997) y el

predictor de nueva generacion spliceAl (https://mobidetails.iurc.montp.inserm.fr/MD/)

(Jaganathan et al. 2019), entre otros. Sin embargo, estos algoritmos no dejan de ser
predictores y se requiere de otros métodos para confirmar el efecto de las variantes a

estudio sobre el splicing. Lo ideal seria estudiar directamente el ARN del paciente. Sin
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embargo, la mayoria de genes implicados en las DHR solo se expresan en la retina u
otros tejidos también de dificil acceso, lo que dificulta su estudio.

Por tanto, para el estudio del efecto de estas variantes se recurre a ensayos in vitro
como los minigenes (Bauwens et al. 2019). La verificacion experimental con minigenes
es esencial para fines diagnosticos, asi como para revelar los mecanismos de la
enfermedad y disefar intervenciones terapéuticas. Los minigenes son vectores
informadores de splicing que permiten confirmar el efecto de las mutaciones en el
procesamiento del ARNm, indicado cuando las muestras de pacientes para estudios
de ARN no estan disponibles. El vector contiene dos exones constitutivos entre los que
vamos a incluir nuestra secuencia con la mutacion a estudiar. El exén portador de la
mutacion a estudio se clona junto con su secuencia intrénica flanqueante, tanto en su
version de secuencia tipo mutante como la secuencia wildtype. Las construcciones
resultantes se transfectan en lineas celulares establecidas, se analiza el patron de
splicing del vector y se compara el alelo wildtype con el mutante. En condiciones
ideales, el minigen de tipo wildtype da como resultado una inclusion correcta del exon,
mientras que la construccion mutante da como resultado el salto u omision del exén, u

otros resultados aberrantes (Cooper 2005; Aparisi et al. 2013) (Figura 1.18).

BT Oior GT AGmGT AG
J. . ) 1 ]‘\

Intrén Intrén

pSPL3 + Inserto

\_ _ . Y,
<

Figura 1.18 Esquema de un minigen.
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6. APROXIMACIONES TERAPEUTICAS DE LAS DHR

Actualmente, las DHR no tienen tratamiento que revierta la pérdida visual o frene la
degeneracion de la retina. Sin embargo, el ojo es un érgano privilegiado debido a sus
caracteristicas anatomicas (facil accesibilidad, barrera hematorretiniana) que hace que
el desarrollo de terapias para las DHR sea muy prometedor. Se estan desarrollando
diferentes aproximaciones terapéuticas, pero la indicacion de cada una de ellas
dependera del estado de degeneracion en el que se encuentre la retina en el momento
de su aplicaciéon. A continuacién, se describen las aproximaciones terapéuticas mas
relevantes ordenadas segun el momento de su aplicacion, de estadios mas tempranos
de la enfermedad a mas tardios (Figura 1.19).

-Terapia farmacoldgica. Esta enfocada a reducir el estrés oxidativo y los procesos
inflamatorios derivados de la apoptosis de las células del EPR y fotorreceptores. Este
tipo de terapia estaria indicada solamente para aquellos casos que conserven parte de
los fotorreceptores de la retina y es independiente del genotipo que pueda tener el
paciente. Se han llevado a cabo estudios con vitamina A, acidos grasos
poliinsaturados (acido docosahexaenoico, DHA), &cido valproico, derivados de
prostaglandinas o factores neurotroficos (Hoffman et al. 2004; Rotenstreich et al.
2013).

-Terapia génica. Esta limitada a aquellos pacientes en los que se conoce la causa
genética de la enfermedad y requiere de la presencia de las células a las que va
dirigido el tratamiento, hormalmente fotorreceptores o células del EPR. La finalidad de
esta aproximacion es restaurar la expresién wildtype del gen mutado, para lo que se

pueden emplear distintas estrategias:

e Suplementacidon génica: consiste en introducir una copia de ADNc

correspondiente al gen mutado en las células diana del paciente mediante
inyeccion intravitrea o subretiniana. Para llevar a cabo este proceso se utilizan
adenovirus y diferentes tipos de nanopatrticulas. En 2008, se publicaron los
primeros estudios realizados en pacientes con ACL y RP de inicio temprano
con mutaciones en el gen RPE65 basados en terapia génica, y en diciembre de
2017, la Food and Drug Administration (FDA) aprobé por primera vez el uso de
la terapia génica en estos pacientes (Bainbridge et al. 2008; Hauswirth et al.
2008; Maguire et al. 2008). Estudios similares se estan llevando a cabo para

otras DHR como coroideremia (MacLaren et al. 2014), RP asociado a MERTK
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(Ghazi et al. 2016), acromatopsia, RP asociado a RPGR, retinosquisis y STGD

(ver https://clinicaltrials.gov/ct2/home).

Edicién génica. Actualmente, la técnica de edicion génica mas empleada es el

sistema CRISPR (Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeat)
asociado a distintos tipos de nucleasas. Esta técnica se ha empleado en el
tratamiento ex vivo de células madre pluripotentes inducidas (iPSCs de inglés,
induced pluripotent stem cells) derivadas de pacientes con distintos tipos de
DHR e, in vivo, en modelos murinos de RP (Bassuk et al. 2016; Bakondi et al.
2016; W.-H. Wu et al. 2016). Aunque todavia el sistema CRISPR no esta
optimizado, se espera que tenga un alto impacto en el campo de las DHR.

Oligonucledtidos antisentido (AON, del inglés antisense oligonucleotides).

Como se ha comentado, la presencia de mutaciones que afectan al splicing
dan lugar a un ARNm aberrante pudiendo causar enfermedad. La aproximacion
terapéutica emergente mas prometedora para este tipo de mutaciones son los
AON, que consisten en pequefias moléculas de ARN o ADN disefiadas contra
la mutacion. Mediante el bloqueo de los sitios de reconocimiento de splicing,
los AON podrian recuperar el splicing normal y obtener una proteina funcional.
Los primeros estudios de AON en DHR fueron dirigidos a la mutacién
€.2991+1655A>G en el gen CEP290 que activa un sitio criptico de splicing e
introduce un pseudoexdn con codon de parada prematura en el mMARN (R. W.
Collin et al. 2012; Gerard et al. 2012). Esta aproximacion terapéutica ha
demostrado eficacia en modelos celulares y murinos portadores de dicha
mutacién (Parfitt et al. 2016a; Garanto et al. 2016). El primer ensayo clinico en
fase I/l con AON en pacientes portadores de la mutacién intronica profunda en
CEP290 ha demostrado que es seguro y que mejora la visién (Cideciyan et al.
2019).

-Terapia celular. Estd basada en la administracion en el vitreo o espacio subretiniano

de células progenitoras retinianas (retinal progenitor cells, RPCs) o células madre no

derivadas del ojo como células madre embrionarias (embryotic stem cells, ESCs),

iPSCs o células madre mesenquimales (mesenchymal stromal cells, MSCs). Cada uno

de estos tipos celulares tiene sus ventajas e inconvenientes (Tang et al. 2017). Esta

aproximacion terapéutica podria tener un papel importante en la restauracién visual

reemplazando las células retinianas degeneradas y/o rescatando las células restantes.

Actualmente, se estan llevando a cabo varios ensayos clinicos en fase /Il utilizando

RPCs y ESCs en pacientes con DHR para evaluar la seguridad in vivo, supervivencia

a largo plazo y funcién del injerto (ver https://clinicaltrials.gov/ct2/home). También se
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llevé a cabo un estudio piloto (UMINOO0011929) con iPSCs diferenciadas a células del

EPR procedentes de fibroblastos de una paciente con degeneracion macular asociada
a la edad (Kamao et al. 2014). Un afio después de la cirugia, el injerto permanecio
intacto y la agudeza visual de la paciente no habia cambiado. Sin embargo, detectaron
varias mutaciones en las iPSCs que no identificaron en los fibroblastos originales por
lo que suspendieron el ensayo (Garber 2015; Mandai et al. 2017). Aunque la eficacia y
eficiencia de la terapia basada en células progenitoras para las DHR esta
generalmente restringida por la baja tasa de proliferacion y /o diferenciacion in vitro y
la pobre supervivencia celular, migracién, integracién y funcién in vivo, representa una

futura aproximacién prometedora para pacientes con DHR avanzada.

-Optogenética. Consiste en la expresion transgénica de canales ionicos sensibles a la
luz en la membrana de las células neuronales que forman las capas internas de la
retina, restaurando la fotosensibilidad. Se han llevado a cabo varios estudios pre-
clinicos en modelos murinos de RP y canino de ACL (Thyagarajan et al. 2010;
Busskamp et al. 2010; Ameline et al. 2017). En 2015 se inici6 el primer ensayo clinico

en fase I/ll basado en optogenética para pacientes con RP avanzada (NCT02556736),

del cual todavia no hay resultados publicados.

-Implantes retinianos electronicos. Estan indicados para pacientes en un estadio
final de la enfermedad con minima o nula percepcion de luz. Se basan en la
estimulacion de las capas internas de la retina mediante fotosensores artificiales, por
lo que requiere que éstas estén conservadas. Actualmente, hay dos implantes
diferentes aprobados por la FDA: Argus Il (Second Sight Medical Products, Sylmar,
California) y Alpha AMS (Retina Implant AG, Alemania) (da Cruz et al. 2016; Stingl et
al. 2017).
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Figura 1.19 Posibilidades terapéuticas para los diferentes estadios de la retinosis pigmentaria. Los
cambios en la arquitectura retiniana durante la progresion de la RP podrian dividirse en cinco estadios. El
estadio O representa la arquitectura normal de la retina. El estadio 1 representa la anormalidad detectable
mas temprana: un engrosamiento de la retina con organizacion de las capas y funcién normal. En los
estadios 2 y 3 la enfermedad se vuelve clinicamente evidente con la pérdida del nucleo del fotorreceptor,
acortamiento del segmento interno y externo del fotorreceptor y despigmentacion del EPR. El estadio 4 es
el mas avanzado de la enfermedad y se caracteriza por un adelgazamiento de la retina, en la que hay
muerte celular neuronal importante y pérdida de la arquitectura laminar. Las cinco categorias de las
posibles aproximaciones terapéuticas actuales se enumeran en la tabla, con marcas de verificacion
indicando las etapas de la enfermedad durante las cuales pueden ser mas aplicables. Modificada de
(Jacobson and Cideciyan 2010).

41






Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS






Hipotesis y Objetivos

1. HIPOTESIS

1-

Las DHR presentan un gran solapamiento clinico. Sin embargo, tanto las
técnicas de diagndstico oftalmolégico como las de diagndstico molecular han
avanzado enormemente en los Ultimos afios, permitiendo que, actualmente, los
pacientes puedan tener un diagndstico clinico y genético mas preciso. Por ello,
llevar a cabo un estudio de las DHR no sindrémicas en su conjunto, permitiria
obtener una mayor eficacia diagnéstica en comparacién con las estrategias
empleadas anteriormente, dirigidas a una entidad clinica o un nimero reducido

de genes.

El nimero de genes que se considere analizar mediante técnicas de NGS para
una determinada enfermedad, es directamente proporcional al coste e
inversién de tiempo en el analisis e interpretacion de datos. Aunque las DHR se
caracterizan por presentar una alta heterogeneidad genética con mas de 250
genes asociados hasta la fecha, muchas mutaciones en estos genes son
privadas de una sola familia. Por ello, un panel de genes priorizando aquéllos
mas frecuentemente mutados podria abaratar y facilitar el analisis sin

comprometer su rendimiento diagndstico.

La aplicacion del panel de genes a una cohorte de pacientes permitiria
confirmar el diagndéstico clinico preliminar, realizar un correcto asesoramiento
genético-reproductivo, posibilitar el acceso de estos pacientes a futuros
ensayos clinicos basados en terapia génica e identificar familias susceptibles
de analizar mediante WES y/o WGS para descubrir nuevos genes implicados
en DHR.

Se estima que mas de un tercio de las mutaciones identificadas en los
pacientes con DHR se clasifican como significado clinico desconocido. Por ello,
llevar a cabo estudios funcionales que demuestren el papel de estas
mutaciones en la enfermedad nos permitiria alcanzar un diagnéstico mas

certero y profundizar sobre la fisiopatologia de las DHR.
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2. OBJETIVOS

1-

Disefar, validar e implementar en la préactica clinica una estrategia de
secuenciacion masiva basada en un panel de genes, previamente

identificados, para el diagnéstico genético de las DHR no sindromicas.

Establecer correlaciones fenotipo-genotipo y crear una base de datos clinico-

genética para la inclusiéon de pacientes en futuros ensayos clinicos.

Identificar familias candidatas para su estudio del exoma o genoma completo,

con la finalidad de identificar nuevos genes implicados en DHR.

Evaluar la patogenicidad de las nuevas variantes identificadas mediante
estudios de co-segregacion, poblacionales, bioinformaticos y, si es posible,

ensayos funcionales.
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Material y Métodos

1. SUJETOS DEL ESTUDIO

Se han incluido un total de 208 pacientes, procedentes de 124 familias no
relacionadas, diagnosticados clinicamente de distrofia hereditaria de retina no
sindromica (DHR-NS) y de los que se desconocia la causa genética de la enfermedad
(Tabla 1Il.1). También se han incluido 8 pacientes con DHR-NS, en los que
previamente se habia identificado la mutacién causante, como controles para la
validacion del panel (Tabla 111.2), y un total de 261 familiares para el estudio de
segregacion familiar. Los pacientes proceden sobre todo de la asociacion de pacientes

“‘Retina Comunidad Valenciana” (http://www.retinacv.es/) y del departamento de salud

Valencia La Fe. Todos los individuos son de origen esparfiol excepto dos familias que
proceden de Venezuela (fRPN-216 y fRPN-217) y una procedente de Rumania (fRPN-
206).

Tabla lll.1 Clasificacion clinica de los pacientes incluidos en el estudio.

n Esporéadicos AR AD LX
Retinosis pigmentaria 72 33 17 19 3
Amaurosis congénita de Leber 6 5 1 - -
Fundus albipunctatus 1 1 - - -
Distrofia de conos y bastones 8 7 1 - -
Acromatopsia congénita 1 - 1 - -
Enfermedad de Stargardt 21 17 4 - -
Distrofia macular STGD-like 3 - - 3 -
Distrofia coroidea areolar central 1 - 1 - -
Distrofia coroidea anular concéntrica benigna 1 1 - - -
Enfermedad de Best 7 5 1 1 -
Distrofia foveomacular viteliforme del adulto 2 1 - 1 -
Distrofia en patrén del EPR 1 1 - - -

Total 124 71 26 24 3

Abreviaturas: AD: autosdmico dominante, AR: autosémico recesivo, LX: ligado al cromosoma X, n:
numero total de casos no relacionados.
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Tabla I1.2 Mutaciones de los pacientes control.

ID Tipo Alelo 1 Alelo 2
paciente cen heren. Nucleodtido Proteina Nucledtido Proteina
RP-102 PRPH2 AD  c.518A>T p.(Asp173Val) - -
RPN-74 PRPF8 AD €.6943del p.(Leu2315fs*2358) - -
RPN-12 RHO AD  c.644C>T p.(Pro215Leu) = -
RPN-97 CHM LX  c¢.671_672del p.(Arg214fs*221) - -
RPN-1 RPGR LX  c.2323 2324del p.(Arg775Glufs*59) - -
RP-604 ABCA4 AR  ¢.2041C>T p.(Arg681*) c.5882G>A  p.(Gly1961Glu)
RP-22 NR2E3 AR c.119-2A>C p.? c.119-2A>C p.?
RP-1638 USH2A AR ¢.5540dup p.(Asn1848Glufs*20) del ex. 5-9 p.(Gly262Valfs*2)

Abreviaturas: AD: autosdmico dominante, AR: autosémico recesivo, LX: ligado al cromosoma X.

El diagnéstico oftalmoldgico y electrofisiolégico se realizé en el hospital La Fe,
hospital de Manises y hospital General de Valencia. Todos los pacientes fueron
examinados por un oftalmélogo con las siguientes pruebas: medida de la agudeza
visual (escala decimal) y biomicroscopia con lampara de hendidura del segmento
anterior y del fondo de ojo dilatado. De algunos pacientes se obtuvieron imagenes de
fondo de ojo a color (Topcon 3D OCT, Topcon Corporation, Tokyo, Japén), imagenes
de autofluorescencia utilizando lentes de 30° o 55° y un oftalmoscopio laser de
escaneo confocal (HRA + OCT Spectralis, Heidelberg Engineering, Heidelberg,
Alemania), imagenes de tomografia de coherencia Optica de dominio espectral
(spectral-domain optical coherence tomography, SD-OCT) (HRA + OCT Spectralis,
Heidelberg Engineering, Heidelberg, Alemania; Topcon 3D OCT, Topcon Corporation,
Tokyo, Japon; CIRRUS HD-OCT Zeiss, Oberkochen, Alemania) y perimetria (Carl
Zeiss Humphrey Field Analyzer, Germany, Oberkochen). Las pruebas
electrofisioldgicas incluyen: PEV, ERG y EOG (Roland RETI-port/scan21, Germany),
realizadas segun los estdndares de la International Society for Clinical
Electrophysiology of Vision standards (McCulloch et al. 2015). Todos estos datos

clinicos recopilados de los pacientes afectados se detallan en Anexos, Tabla VIII.1.

Todos los pacientes fueron entrevistados en la consulta de asesoramiento genético
del hospital la Fe o mediante comunicacion telefonica, para la recogida de datos
clinicos y antecedentes familiares, siguiendo el cuestionario adjunto (Anexos, apartado
2). Se recogieron muestras de sangre periférica de todos los participantes del estudio
0, en su defecto, saliva, junto al consentimiento informado firmado por cada uno de

ellos o por sus tutores legales (Anexos, apartado 3).
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2. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ADN

El ADN de los pacientes, controles y familiares se extrajo a partir de linfocitos de
sangre periférica o células de la mucosa bucal, mediante el extractor automético de
ADN MagNA Pure Compact Instrument (Roche, Basilea, Suiza), siguiendo el protocolo
del fabricante.

La calidad y cantidad de los acidos nucleicos se midieron mediante
espectrofotometria UV/VIS con el Nanodrop ND-100 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts). Ademas, el ADN de los pacientes secuenciados mediante
NGS se midi6é previamente por fluorimetria con el Qubit 4 fluorometer (Thermo Fisher
Scientific) empleando el kit Qubit dsDNA HS Assay (Thermo Fisher Scientific) y se
corrié en un gel de agarosa al 1% para comprobar su integridad.
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3. DISENO DEL PANEL DE GENES

Se disefid un panel de secuenciacion masiva mediante la herramienta informética
SureDesign (Agilent Technologies, Santa Clara, California) para la plataforma de
secuenciacion de lllumina (San Diego, California). En el disefio se incluyeron 117
genes causantes de DHR-NS (RetNet, hitps://sph.uth.edu/retnet/) y algunas regiones
intrénicas de los genes USH2A, ABCA4, CEP290, OFD1 y PRPF31 en las que
previamente se habian descrito mutaciones patogénicas (Tabla 111.3, Tabla Ill.4). El

disefio incluye todos los exones codificantes incluidos en todas las isoformas de los
117 genes y 25 pb de las regiones intronicas adyacentes. Ademas, enriquecimos el
disefio en la region ORF15 del gen RPGR aumentando el numero de sondas. Las
sondas se disefiaron segun la secuencia de referencia H.sapiens, hgl9, GRCh37,
febrero 2009. El tamafio total de la region capturada fue de 490kbp y el nimero de
sondas de 11.282.

Tabla 111.3 Regiones incluidas en el disefio del panel.

ABCA4 CDHR1  FAM161A LCA5 POC1B RGS9BP TOPORS

ADAM9 CEP290 FLVCR1 LRAT PRCD RHO TTC8

ADAMTS18  CERKL FSCN2 MAK PROM1 RIMS1 TTLLS

AIPL1 CHM GDF6 MERTK PRPF3  RLBP1 TULP1

ARL2BP CLRN1 GNAT2 MVK PRPF31 ROM1 UNC119

ARLG6 CNGA1  GUCAIA NEK2 PRPF4  RP1 USH1C

BBS1 CNGA3 GUCA1B NEUROD1 PRPF6 RP1L1 USH2A

BBS2 CNGB1 GUCY2D NMNAT1 PRPF8  RP2 ZNF408

BEST1 CNGB3  HK1 NR2E3 PRPH2  RP9 ZNF513

C1QTNF5 CNNM4  IDH3B NRL RAB28  RPEG5 chr1:216064520-216064560
C21orf2 CRB1 IMPDH1  OFD1 RAX2 RPGR chr1:94492980-94493020
C20RF71 CRX IMPG1 OTX2 RBP3 RPGRIP1 chr12:88494940-88494980
C8orf37 DHDDS IMPG2 PDEGA RBP4 SAG chr19:54633379-54633419
CA4 DRAM2  1QCB1 PDE6GB RD3 SEMA4A chrX:13770172-13770212
CABP4 DTHD1 KCNJ13 PDE6GC RDH12  SLC7A14

CACNALF EFEMP1 KCNV2 PDEGG RDH5 SNRNP200
CACNA2D4 ELOVL4 Kiz PDE6H RGR SPATA7
CDH3 EYS KLHL7 PITPNM3  RGS9 TIMP3
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Tabla I1.4 Mutaciones intrénicas profundas incluidas en el disefio del panel.

Region del panel Gen (intron)

Mutacion

Referencia

chr1:94492980-94493020 ABCA4 (i30)

chr1:216064520-216064560
chr12:88494940-88494980
chr19:54633379-54633419
chrX:13770172-13770212

USH2A (i40)
CEP290 (i26)
PRPF31 (i13)

€.4539+2001G>A
€.4539+2028G>A
C.7595-2144A>G
€.2991+1655A>G
€.1374+654C>G
€.1055+706A>G

(Bauwens et al. 2015)
(Braun et al. 2013)

(Vaché et al. 2012)

(den Hollander et al. 2006)
(Rio Frio et al. 2009)
(Webb et al. 2012)
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4. PREPARACION DE LA LIBRERIA

Para la preparacion de la libreria se eligi6 el protocolo SureSelect®" (Agilent
Technologies) que consta de las siguientes etapas (Figura I11.1):
-Tagmentacion: partimos de 50 ng de ADN que se fragmenta mediante transposasas,
proceso conocido como tagmentacion. Estas enzimas, a la vez que fragmentan al azar
el ADN afaden los adaptadores universales de lllumina en ambos extremos del
fragmento. A continuacion, se purifica la libreria mediante las esferas magnéticas

Agencourt AMPure XP Kit (Beckman Coulter, Pasadena, California).
-Amplificacion de la libreria y posterior purificacion (AMPure XP).

-Medida de la cantidad/calidad de la libreria: se utiliza 1 pL de cada libreria para
realizar electroforesis capilar en el chip ScreenTape D1000 (Agilent Technologies)
mediante la plataforma TapeStation (Agilent Technologies), siguiendo las instrucciones

del fabricante. El tamafio de la libreria debera estar entre 245-325 bp.

-Hibridacion: se incuba la libreria con las sondas disefiadas para las regiones de
interés. Estas sondas estdn marcadas con biotina (Ver programa de termociclador en
Tabla lll.5).

Tabla lll.5 Programa del termociclador para la hibridacion.

N° ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 5 min

1 65°C 10 min
1 65°C 1 min
60 65°C 1 min
37°C 3 seg

1 65°C infinito

-Captura: se incuba la libreria hibridada con unas esferas magnéticas unidas a
estreptavidina, Dynabeads MyOne Streptavidin T1 (Thermo Fisher Scientific). Los
fragmentos hibridados se unirdn a las esferas magnéticas mediante la unioén especifica
biotina-estreptavidina. Posteriormente, mediante un soporte magnético conseguimos

separar las regiones que gueremos estudiar del resto del genoma.

-Amplificacién y unién de los index: se amplifican las regiones capturadas y las
muestras se identifican individualmente mediante la combinacién de 2 oligonucleétidos
especificos (index), permitiéndonos secuenciar mas de un paciente en la misma
carrera de secuenciacion. A continuacion se purifica la libreria mediante esferas
magnéticas (AMPure XP).
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-Medida de la cantidad/calidad de la libreria: en este caso se utilizan 2 uL de cada

libreria y el chip ScreenTape High Sensitivity D1000 (Agilent Technologies). El tamafio

de la libreria deberéa estar entre 325-450 pb.

-Mezcla de librerias: por ultimo, se mezclan las librerias que seran secuenciadas en

la misma carrera en cantidades equimolares.

1. Tagmentacion

Transposasas ADN genémico
¥ * »

¥

ﬁ
# Tagmentacion

== = —_—
5
250-325 pb

2. Amplificacion

3. Hibridacion

VA

SureSelect
biotinylated RNA library

4. Captura
:VV& Streptavndmma
s —— + QC)QQ

ZQ——% 2

=4t

3 \

Figura Ill.1 Esquema de la preparacién de la libreria, segin el protocolo SureSelect®" (Agilent

Technologies).
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5. SECUENCIACION

Las librerias generadas se secuenciaron en la plataforma MiSeq (lllumina) con el
reactivo MiSeq v2 de 300 ciclos (2x150) (lllumina). El proceso de secuenciacion consta
de una primera fase de clustering o generacién de clones antes de la secuenciacion
propiamente dicha (Figura Il1.2).

La formacion de clusters es el proceso en el que cada fragmento de libreria es
amplificada, formando clones de un mismo fragmento. Para ello se requiere de un
medio de soporte, en este caso se utiliza una flow cell, que es un cristal cubierto de 2
tipos de oligonucleétidos, cada uno complementario de uno de los dos extremos de la
libreria. Las librerias se unen al azar a la superficie de la flow cell mediante los
adaptadores complementarios. Una vez unidas por un extremo, las cadenas se doblan
y Se unen por su otro extremo opuesto libre al oligonucleétido complementario unido a
la superficie, formando un puente. A continuacion, se amplifica la cadena
complementaria formando fragmentos de doble cadena y posteriormente se
desnaturalizan. Esta amplificacion se repite hasta formar clusters compuestos de unas
1000 copias del mismo fragmento a lo largo de toda la flow cell. Después de la
formacion de clusters, se liberan todas las cadenas reversas, permaneciendo unidas

solo las directas (Figura 111.2).

La secuenciacién empieza con la union del primer de secuenciacién que se une al
extremo libre del fragmento unido a la flow cell y dara lugar a la primera lectura. En
cada ciclo de secuenciacion los nucleotidos marcados cada uno con un fluoroforo
diferente, compiten por unirse a la cadena, pero solo se unira el complementario a la
cadena molde. La flow cell se lava para eliminar los nucleétidos no unidos v,
posteriormente, los clusters se excitan con un laser. Cada cluster emitirhd una sefal
fluorescente correspondiente al nucleétido recién incorporado. El nimero de ciclos de
secuenciaciéon determinard la longitud de la lectura. A este proceso se le conoce como

secuenciacién mediante sintesis (Figura I11.2).

Una de las caracteristicas del reactivo empleado es que la construcciéon de las
lecturas es pareada (paired-end), es decir, en lugar de secuenciar 300 nucle6tidos en
una direccién, se secuencian 150 nucle6tidos a partir de un extremo y 150 a partir del
otro extremo del mismo fragmento. Las lecturas pareadas proporcionan ventajas en el
alineamiento contra el genoma, sobretodo en regiones repetitivas, y ayuda en la

deteccion de reordenamientos como inserciones, deleciones e inversiones.
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1.Anneling 2.Extension 3.Desnaturalizacion 4.Repeticion N ciclos
(=1000 clones)

Ciclo1 Ciclo 2 Base calling

Figura Ill.2 Esquema de la secuenciacion con Illumina. Formacion de clusters (arriba) y secuenciacion
mediante sintesis (abajo). Modificada de http:/seganswers.com/forums/showthread.php?t=21.
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6. ANALISIS DE DATOS

En primer lugar, se evaluaron los parametros de calidad de la secuenciacion
mediante la aplicacion de lllumina Real-Time Analysis (RTA) software. Las plataformas
de secuenciacion generan unos valores de probabilidad de error por base llamados
valores de calidad o quality scores. Estos parametros se miden segun “valores de
calidad de Phred” o Phred Quality Score (Q score). El pardmetro mas empleado para
evaluar la exactitud de la plataforma de secuenciacién es la “exactitud de llamada de
base” o base calling accuracy e indica la probabilidad de que la lectura de una base
sea incorrecta. En NGS se considera valor de referencia un Q score de 30 (Q30) que
equivale a la probabilidad de que 1 entre 1000 bases leidas sea incorrecta y un base
call accuracy de 99,9%.

El secuenciador genera millones de lecturas que podemos desmultiplexar gracias a
la identificacion de las secuencias mediante los index. Una vez tuvimos todas las
lecturas agrupadas para cada paciente, se alinearon con el genoma de referencia
(GRCh37/hg19) y se identificaron las variantes genéticas mediante el programa
SureCall (Agilent Technologies, USA). Las variantes identificadas se anotaron con el

programa wWANNOVAR (http://wannovar.wglab.org/) (Figura 111.3).

ureCall SOFTWARE DE ANALISIS

1.ALINEAMIENTO (BAM)

Genomade referencia:AGATG“CGTATTGCAATTTGACATCAAATG
ATG;GCA;TTG CAATTTGACAT
TGGCATTGCAATTTGAC

AGATGGCATTGCAAT
IGCATTGCAATTTGACATCAAATG
GATGGCATTGCAATGA

AT
TT.
TTG(

R

o>
25

2.IDENTIFCACION DE VARIANTES (VCF)

o s (e ‘j

b

4 WANNOVAR
S ANOTADOR DEVARIANTES

Figuralll.3 Esquema representativo del analisis de las lecturas.
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7. INTERPRETACION DE LOS DATOS

Se evaluaron las variantes con una frecuencia del alelo menor < 0.01 en Exome
Aggregation Consortium (EXAC) y Genome Aggregation Database (GnomAD). El
significado clinico de las variantes se estudio siguiendo los criterios de la American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (Richards et al. 2015), para ello

se emplearon: la herramienta de busqueda VarSome htips://varsome.com/, que

incluye varias bases de datos gendmicas y predictores de patogenicidad, y las bases
de datos Human Gene Mutation Database (HGMD Professional 2018.3)
(www.hgmd.cf.ac.uk) y Locus Specific Mutation Databases

(http://grenada.lumc.nl/LSDB _list). El potencial efecto sobre el splicing de las variantes
identificadas se evalud utilizando los algoritmos de Human Splicing Finder 3.1 (HSF y
MaxEntScan) (http://www.umd.be/HSF/) y spliceAl

(https://mobidetails.iurc.montp.inserm.fr/MD/).
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8. SECUENCIACION SANGER

La validacion de las variantes identificadas mediante el panel de genes y los
andlisis de segregacion familiar se realizaron mediante secuenciaciéon Sanger.

Los cebadores para la amplificacion de cada fragmento se disefiaron utilizando la
herramienta Primer 3 Plus (https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi) (Rozen

and Skaletsky 2000) (Anexos, Tabla VIII.2). La amplificacion del ADN gendémico se
realiz6 utilizando la Biotools DNA polimerase (5 U/uL) (Biotools, Madrid, Espafia)
siguiendo las recomendaciones del fabricante (Tabla III.6).

Tabla 111.6 Condiciones de PCR para |la Biotools DNA polimerase (5 U/pL).

Reactivo Volumen N° ciclos T t
H20 (pL) Hasta Vf= 25 1 94°C 5 min
10x reaction buffer (uL) 25 94°C 5 seg
MgCL: (25mM) (uL) 0,75 35 X°C 30 seg
dNTP (2 mM cada uno) (uL) 3 72°C 60 seg/Kb
Cebador D (10 puM) (uL) 1 1 72°C 5 min
Cebador R (10 pM) (uL) 1 4°C infinito
Polimerasa (pL) 0,25

ADN (ng) 100

A la izquierda, el volumen necesario de cada reactivo para la preparacion de la master mix. A la derecha,
el programa de termociclador. Abreviaturas: D: directo; R: reverso; T: temperatura; t: tiempo; X: depende
de cada pareja de cebadores; Vf: volumen final.

Los productos de PCR se purificaron mezclando 5 pL del producto de reaccion
post-PCR con 2 pL del reactivo ExoSAP-IT (Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts). La mezcla se incub6 en primer lugar durante 15 minutos a 37°C y

seguidamente durante 15 min a 80°C.

La reaccion de secuenciacion se llevd a cabo utilizando los cebadores empleados
en la amplificacion de cada fragmento (Anexos, Tabla VII.2) y el kit BigDye®
Terminator v3.1 (Applied Biosystems), siguiendo las recomendaciones del fabricante
(Tabla lIL.7).

Tabla lll.7 Condiciones de la reaccion de secuenciacion para kit BigDye® Terminator v3.1.

Reactivo Volumen Ne ciclos T t
H>0O (uL) Hasta Vf= 10 1 96°C 3 min
5x sequencing buffer (uL) 2 96°C 10 seg
Cebador D (3,2 uM) (uL) 1 35 50°C 5 seg
Cebador R (3,2 uM) (uL) 1 60°C 2min
Bigdye (uL) 1 1 4°C infinito
PCR purif. (uL) 2

A la izquierda, el volumen necesario de cada reactivo para la preparacion de la master mix. A la derecha,
el programa de termociclador. Abreviaturas: D: directo, R: reverso, T: temperatura, t: tiempo; Vf: volumen
final.
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La reaccion de secuenciacion se purific6 mediante filtracion utilizando el kit
Preforma DTR V3 96-Well Short Plate (EdgeBio, Gaithersburg, Maryland). Para ello,
se llevo a cabo una primera centrifugacion de la placa de 3 minutos a 850 G, con la
finalidad de eliminar el tampdn que hidrata las columnas de la placa. A continuacion,
se transfirio el total del volumen de la reaccion de secuenciacion (aproximadamente 10
pL) en el centro de cada pocillo de la placa y se centrifug6 durante 5 minutos a 850 G.
Por ultimo, se afadié 10 pL de formamida (Hi-Di™ Formamide, Applied Biosystems) a
cada reaccion de secuenciacion purificada. Finalmente, las secuencias se leyeron en
la plataforma de secuenciacion ABI 3500xL Dx Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

8.1. Analisis de variantes intronicas profundas no incluidas en el panel

Se secuenciaron las mutaciones en regiones intronicas profundas descritas antes
de la fecha de finalizacién de este trabajo y no incluidas en el panel, en aquellos
pacientes con ninguno o solo un alelo mutado y fenotipo acorde a la mutacion a
estudio (Tabla II1.8). Las condiciones de secuenciacion se detallan en las Tablas IIl.6 y

I11.7, y los cebadores en Anexos (Tabla VIII.3).

Tabla 1ll.8 Mutaciones intrénicas profundas no incluidas en el panel.
Gen Intrén Mutacion Referencia
€.5196+1056A>G
ABCA4  (i36) ¢.5196+1137G>A (Braun et al. 2013)
€.5196+1216C>A
(i27)  ¢.5573-843A>G
(i44)  c.8845+628C>T (Liquori et al. 2016)
(i50)  €.9959-4159A>G
(i64) €.14134-3169A>G (Baux et al. 2017)
PROM1 (i18) ¢.2077-521A>G (Mayer et al. 2016)

USH2A
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9. ANALISIS DE VARIANTES DE NUMERO DE COPIAS

Las duplicaciones y deleciones se cribaron en todos los probandos mediante la
herramienta bioinformética DECoN tool v1.0.2 (Fowler et al. 2016). Las CNV
identificadas se validaron en los pacientes y familiares mediante MLPA: genes EYS
(salsa P328), ABCA4 (salsas P151 y P152) y PRPF31 (salsa P235) o mediante array
gendémico (Affymetrix CytoScan 750K array).
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10. ESTUDIOS FUNCIONALES MEDIANTE MINIGENES

Para evaluar el efecto de las variantes identificadas en el procesamiento del ARNm
y el reconocimiento de los sitios donador y aceptor, en primer lugar, se llevaron a cabo
estudios in silico. Para ello se utilizaron dos algoritmos diferentes (HSF y MaxEnt)
incluidos en la herramienta de predictor de splicing Human Splicing Finder 3.1
(http://www.umd.be/HSF/index.html) (Desmet et al. 2009). Las mutaciones

seleccionadas para el ensayo in vitro se analizaron también mediente el predictor de

nueva generacion spliceAl (https://mobidetails.iurc.montp.inserm.fr/MD/) (Jaganathan
et al. 2019) . Posteriormente, para evaluar el impacto de las variantes seleccionadas

en el proceso de splicing se realizaron ensayos in vitro con minigenes.

10.1. Diseio de los minigenes

Se diseflaron cebadores para la amplificacion del fragmento gendémico que
contiene la mutaciéon a estudio, incluyendo aproximadamente 200 nucleétidos de las
regiones intrénicas adyacentes al exén regulado. Se seleccionaron las enzimas de
restriccion Xhol (sitio 3’) y Nhel (sitio 5’), compatibles con el vector pSPL3. Se
comprobé mediante la aplicacion NEBcutter de New England BiolLabs (lpswich,

Massachustts) (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) que dichas enzimas de restricciébn no

cortasen dentro de nuestro disefio. Ademas, se afiadieron en los extremos 5 de los
cebadores unas secuencias de reconocimiento especificas para las enzimas de
restriccion: CTCGAG para Xhol y GCTAGC para Nhel, y una secuencia de seis
nucledtidos (AAGAAT) para aumentar la eficiencia de corte de las enzimas (Anexos,
Tabla VIII.4).

10.2. Amplificaciéon y purificacién del fragmento gendmico

La amplificacién de la region a estudio, delimitada por los cebadores disefiados en
el paso anterior, se llevo a cabo a partir del ADN gendmico del paciente portador de la
mutacién a estudio, mediante PCR. Se utiliz6 la Phusion High-Fidelity DNA polimerase
(Thermo Fisher Scientific), siguiendo las indicaciones del fabricante (Tabla 111.9). El
producto de PCR se corri6 en un gel de agarosa al 1%, se cortd la banda
correspondiente al minigen y se purificd con el kit E.Z.N.A. ® Gel Extration (Omega

Bio-tek, USA), siguiendo las indicaciones del fabricante.
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Tabla 111.9 Condiciones de PCR para la Phusion High-Fidelity DNA polimerase.

Reactivo Volumen N° ciclos T t
H20 (L) Hasta Vf= 50 1 98°C 30 seg
5x Phusion HF buffer (uL) 10 98°C 10 seg
dNTP (2 mM cada uno) (uL) 6 35 60°C 30 seg
Cebador D (10 pM) (uL) 2 72°C 30 seg/Kb
Cebador R (10 pM) (uL) 2 1 72°C 7 min
Polimerasa (pL) 0,5 1 4°C infinito
ADN (ng) 100

A la izquierda, el volumen necesario de cada reactivo para la preparacion de la master mix. A la derecha,
el programa de termociclador. Abreviaturas: D: directo, R: reverso, T: temperatura, t: tiempo; Vf: volumen
final.

10.3. Doble digestion y purificacion

La doble digestion del plasmido y de los amplicones purificados se realizé
utilizando las enzimas de restricién FastDigest Xhol y FastDigest Nhel, y el FastDigest
Buffer (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante (Tabla
[11.10). A continuacion, se purifico la digestion con el kit MinElute PCR Purification
(QIAGEN, Dusseldorf, Germany).

Tabla 111.10 Condiciones del ensayo de doble digestién.

Reactivo Volumen Temperatura tiempo
H20 (uL) Hasta Vf= 50 37°C 15 min
FastDigest buffer (uL) 5
Xhol (pL) 1
Nhel (uL) 1
ADN () 1

A la izquierda, el volumen necesario de cada reactivo para la preparacion de la master mix. A la derecha,
el programa de termociclador. Abreviaturas: Vf: volumen final.

10.4. Ligacion

La ligacién del inserto al plasmido (pSPL3), previamente digeridos, se realizé
mediante la enzima T4 ligasa (Thermo Fisher Scientific) y el 10x T4 DNA Ligase buffer
(Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante (Tabla Ill.11). La
cantidad de inserto empleada en la reaccion de ligacién se calcul6 teniendo en cuenta
un ratio molar vector/inserto 1:3 (ver férmula 1), siendo el tamafio del inserto segun los

cebadores disefiados (Anexos, Tabla VIIl.4) y el tamafio del vector 6,031 Kb.

Formula 1:

100 ng vector x tama fio del inserto (Kb) 3 .
x7=ng del inserto

tama fio del vector (Kb)
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Tabla I1.11 Condiciones del ensayo de ligacion.

Reactivo Volumen Temperatura tiempo
H20 (L) Hasta Vf= 20 ambiente 1h
10x T4 DNA Ligase buffer (uL) 2

Vector (ng) 100

Inserto (uL) Segun formula 1

T4 Ligasa (uL) 1

A la izquierda, el volumen necesario de cada reactivo para la preparacion de la master mix. A la derecha,
el programa de termociclador. Abreviaturas: Vf: volumen final.

10.5. Transformacioén

El plasmido generado se introduce en bacterias electrocompetentes Escherichia
coli (XL1-Blue Supercompetent Cells, Agilent Technologies) mediante choque térmico.
El protocolo de transformacién mediante choque térmico consiste en tres incubaciones
seriadas (Tabla 111.12) de la mezcla de 2,5uL del producto de ligacion y 50uL de
bacterias electrocompetentes. Una vez concluidas las incubaciones de la
tranformacion, se resuspende la mezcla en 450 pL de medio de cultivo liquido (triptona
1%, NaCl 1% y extracto de levadura 0,5%) y se incuba durante 1 h a 37°C en agitacion
a 220 rpm. Finalmente, las bacterias transformadas, se incubaron durante toda la
noche en placas de medio de cultivo con ampicilina (agar-agar 2%, triptona 1%, NacCl
1%, extracto de levadura 0,5% y ampicilina 0,1%) a 37°C (el plasmido pSPL3 tiene
resistencia a ampicilina).

Tabla lll.12 Condiciones de incubacién en la transformacion por choque térmico.

Incubacién Temperatura tiempo
ie en hielo 30 min
22 42°C 45 seg
32 en hielo 1 min

10.6. Seleccidon de colonias

Al dia siguiente, se seleccionaron las colonias que contenian el plasmido con el
inserto de interés. Para ello, se picaron aproximadamente 20 colonias de cada minigen
y se resuspendieron en 50 puL de H,O. Se realizé una PCR con 2 pL de las colonias
resuspendidas, los cebadores del vector pSPL3: pSPL3_D y pSPL3_R (Anexos, Tabla
VIII.5) y la ADN polimerasa (5U/uL) de Biotools (condiciones de PCR ver Tabla Ill.6).
Mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% se seleccionaron aquellos clones
con el tamafio correspondiente a la construccidon deseada y se incubaron en 4 mL de
medio de cultivo liquido con 4 pyL de ampicilina (50ng/uL) durante toda la noche a
37°C, en agitacion a 220 rpm. Al dia siguiente, se realizaron minipreps, utilizando el kit
QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN), de aquellos cultivos que presentaron turbidez, con

la finalidad de obtener el plasmido purificado. A continuacion, se secuenciaron las
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minipreps con la finalidad de conseguir un clon con la secuencia wildtype y otro con la

secuencia mutada a estudio.

10.7. Transfeccion en células HEK293

Se sembraron 2,5 x 10° células por pocillo en placas de seis pocillos en 2 mL de
medio Gibco DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle Medium) (Thermo Fisher Scientific)
suplementado al 10% con suero bovino fetal y 1% de penicilina/streptomicina (Sigma
Aldrich, San Luis, Misuri). Tras 24 horas de incubacién a 37°C y 5% de CO,, se
cambi6 el medio a las células y se transfectaron con 1 pg de cada minigen y
Lipofectamine 3000 reagent (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del
fabricante (Tabla I1I.15).

Tabla 111.13 Componentes de la transfeccion.

Mix 1 Mix 2 (por duplicado)
Opti-MEM® 250uL 125 pL
Lipofectamina 10uL -
P3000 reagent - 2uL
ADN 1ug

4 Opti-MEM™ | Reduced Serum Medium (Life Technologies).
Volumenes calculados para un minigen en su version wildtype y mutado (2 pocillos).

Tras 24 horas de incubacién a 37°C y 5% de CO,, se recogieron las células
mediante raspado en 350 mL de tampon de lisis (RNeasy Mini Kit, QIAGEN) y 3,5 L
de B-mercaptoetanol. Las células se guardaron a -80°C hasta que se procedi6 a la

extraccion del ARN.

10.8. Extraccion del ARN, RT-PCR y amplificacion del transcrito

El ARN se extrajo de las células HEK293 transfectadas mediante el kit RNeasy
Mini (QIAGEN) incluyendo el paso de la digestion con ADNasa, siguiendo las
instrucciones del fabricante. La retrotranscripcion se realiz6 con PrimeScript RT
Reagent Kit (TaKaRa, Kusatsu, Japén), siguiendo las indicaciones del fabricante
partiendo de 500 ng de ARN (Tabla I11.16).
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Tabla I11.14 Condiciones del ensayo de retrotranscripcion.

. Programa
Reactivo Volumen )

Temperatura Tiempo

H20 (pL) Hasta Vf= 10 37°C 15 min

5x primer buffer (uL) 2 85°C 5 seg

Oligo dT primer (L) 0,5 4°C infinito

Random 6 mers (uL) 2

Enzima (uL) 0,5

ARN (ug) 0,5

A la izquierda, el volumen necesario de cada reactivo para la preparacion de la master mix. A la derecha,
el programa de termociclador. Abreviaturas: Vf: volumen final.

La amplificacién del ADN codificante se realizé mediante PCR utilizando la
polimerasa (5U/pL) de Biotools y los cebadores localizados en los exones constitutivos
del pldsmido pSPL3, SD6_D y SA2 R (Anexos, Tabla VII.5). Los amplicones se
corrieron en un gel de agarosa al 1%, se purificaron con ExoSAP-IT y finalmente se
secuenciaron (BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing) para comprobar si habia
habido alguna alteracion en el splicing (Ver condiciones de PCR y secuenciacion en

apartado: 8. Secuenciacion Sanger).

10.9. Interpretacion de los ensayos con minigenes

Para la correcta anotacién de los transcritos alterados por una mutacion de splicing,
obtenidos tras los ensayos con minigenes, y proteinas resultantes, se empleé la herramienta

Name Checker de Mutalyzer 2.032 (https://www.mutalyzer.nl/name-checker). También se

empled el predictor bioinfomatico NMDEscPredictor

(https://nmdprediction.shinyapps.io/nmdescpredictor/) para comprobar si el nuevo trascrito
mutado podria ser degradado por la via de degradacién del ARNm mediada por mutaciones
terminadoras, mas conocida por sus siglas en inglés: NMD (Nonsense Mediated Decay). Por
otra parte, se consultaron los dominios de las proteinas afectadas en la base de datos

Conserved domains de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cai?) y las

posibles modificaciones post-trascripcionales de la proteina en la base de datos cBioPortal

(https://www.cbioportal.org/).
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Resultados

1. VALIDACION DEL PANEL DE GENES

En primer lugar, se evaluaron los pardmetros de calidad obtenidos de la
secuenciacion de los 8 individuos control (Tabla 1V.1). Nuestra estrategia diagndstica
detecto todas las mutaciones previamente identificadas en estos pacientes, incluyendo
una delecion de 5 exones en el gen USH2A y una frameshift en la region ORF15 del
gen RPGR. Por tanto, la sensibilidad de nuestro panel NGS para estas variantes fue
del 100%. De media, un 67% de las lecturas obtenidas en cada paciente fueron
alineadas en las regiones de interés, con una media de profundidad de las lecturas de
158x. De media, el 99% de las bases se cubrieron con mas de 20 lecturas y el 97% a
mas de 50x. El porcentaje medio de duplicados obtenidos fue del 15%.

Una vez secuenciado todos los probandos incluidos en el estudio, la media de la
cobertura total obtenida por paciente fue 156x, con 99,18% de las bases cubiertas mas
de 20x, 96,99% mas de 50x y 88,81% mas de 100x. Las regiones codificantes con una

cobertura <50x estan informadas en Anexos, Tabla VIII.6.

Tabla IV.1 Resumen de los parametros de calidad obtenidos en la secuenciacion de los controles y
pacientes.

Lecturas en Profundidad . )
Porcentaje de bases con:

Duplicados regiones media de
(%) cubiertas lectura en las
(%) regiones >5x >20x >50x >100x  >200x
Controles 15,00 66,59 158,30 99,75 99,21 97,70 91,12 59,00
Pacientes 19,66 68,63 156,15 99,81 99,18 96,99 88,81 58,62
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2. VARIANTES GENETICAS

Tras la secuenciacion del panel, se identificaron entre 700 y 800 variantes por
paciente. Una vez descartadas las variantes con una MAF>0,01, la media de variantes
por pacientes fue de aproximadamente 80. Se analizaron todas las variantes genéticas
con una MAF <0,01. En anexos se adjunta la clasificacion segun los criterios de la
ACMG de todas las variantes exonicas, excepto las de tipo sinénima, analizadas en
los pacientes estudiados mediante NGS (Anexos, Tabla VIII.7). Se informan un total de
624 variantes, 468 variantes Unicas, de las cuales 308 eran novel en el momento de la
redaccion de esta tesis. Del total de variantes Unicas, un 1% (5) se clasificaron como
benignas, 33% (155) como probablemente benignas, 39% (183) como variantes de
significado clinico incierto, 11% (50) como probablemente patogénicas y 16% (75)

como patogénicas (Figura IV.1).

1%

H Patogénicas

H Probablemente patogénicas
= Significado clinico incierto

E Probablemente benignas

® Benignas

Figura IV.1 Representacion del porcentaje del tipo de variantes identificadas en los pacientes.

Se han encontrado variantes patogénicas o probablemente patogénicas en el 73%
(90) de los 124 probandos secuenciados. Sin embargo, se obtuvo un diagndstico
genético completo en el 60% (75) del total de casos, ya que el 12% (15) presentaban
una sola mutacién en genes de herencia AR. Ademas, destacamos que el 13% (16) de
los pacientes tenian variantes patogénicas o probablemente patogénicas en mas de

un gen.

En los pacientes con diagndéstico genético completo, las mutaciones responsables
de la enfermedad se distribuyen en 30 genes diferentes: 20 genes con herencia
autosomica recesiva (55), 8 genes con herencia autosémica dominante (15) y 2 genes
con herencia ligada al X (8) (las familias fRPN-142, fRPN-169, fRPN-194 y fRPN-NB

presentaron mutaciones responsables de patologia en 2 genes diferentes) (Figura
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IV.2). De los 75 casos con diagnostico genético completo, los genes mutados
con mayor frecuencia fueron ABCA4 (n= 18, 24%), seguido de USH2A (n= 8,
11%), RPGR (n= 7, 9%) y PRPH2 (4= 5%). Mutaciones en estos 4 genes explicarian
casi la mitad de los casos resueltos de nuestra cohorte (37 de 75, 49%).
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Figura IV.2 Namero de casos resueltos con mutaciones en los genes representados.

En los pacientes resueltos, se identificaron 152 variantes patogénicas o
probablemente patogénicas, de las cuales 113 eran variantes Unicas y, de éstas, 38
mutaciones eran noveles. Del total de mutaciones Unicas, 45% (51) eran de cambio de
sentido o missense, 18% (20) de cambio de marco de lectura o frameshift, 16% (18)
sin sentido o nonsense, 12% (14) que afectan al splicing, 7% (8) CNV y 2% (2)

deleciones o duplicaciones que no alteran el marco de lectura (in frame del/dup)

(Figura IV.3).
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Figura IV.3 Tipo de mutaciones identificadas en los pacientes resueltos.
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El analisis de coberturas mediante el programa bioinformatico DECoN sugirié
deleciones en siete pacientes y duplicaciones en dos pacientes (Tabla IV.2).

Tabla V.2 CNV identificadas mediante el programa DECoN.

. Tipo de mutacion Regidn Gen Exo6n
Paciente
RP-632 Delecion chr6:64776188-64791961 EYS 32-33
RPN-443 Delecién chr6:66005724-66006043 EYS 12
RPN-602 Delecion chr6:65531457-65622655 EYS 16-21
RPN-317 Delecioén chr1:94520629-94520908 ABCA4 16
RPN-335 Delecion chr19:54631372-54631835 PRPF31 10-11
RPN-442 Delecién chr2:112656243-112786484 MERTK  Completo
RPN-434 Delecion chr1:197237478-197447041 CRB1 Completo

RPN-297 Duplicacién

hr11:62380729-62382341 ROM1 C let
RPN-461 Duplicacién e OMPIio

Las deleciones en los genes EYS, ABCA4 y PRPF31 se confirmaron en los
pacientes y se segregaron en los familiares mediante MLPA. La deleciébn en
heterocigosis del gen completo MERTK en la paciente RPN-442 y la delecién en
heterocigosis del gen completo CRB1 en el paciente RPN-434 fueron confirmadas
mediante array gendémico. La paciente RPN-442 presentd una delecién de 1,8 Mb
(chr2:111371701-113132395), incluyendo los genes BUB1, BCL2L11, ANAPCI,
MERTK, FBLN7, RGPD8 y RGPD5. Excepto MERTK, el resto de genes no se asocian
a ninguna DHR. El paciente RPN-434 presentd dos deleciones, una de 418 Kb
(chrl:197209166-197627439) que afecta los genes CRB1 y DENND1B, y otra de 391
Kb (chr9:2392405-2783187) que afecta a los genes FLJ35024, VLDLR y KCNV2, con
significado clinico desconocido para el resto de genes implicados. De los cinco genes
delecionados, CRB1 y KCNV2 se asocian con RP vy distrofia de conos,
respectivamente, ambas de herencia AR. El resto de genes delecionados no se

asocian con DHR.
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3. RECLASIFICACION DE PACIENTES

De acuerdo con los resultados de la secuenciacion, se diagnosticaron
genéticamente 16 (48%) de las 33 familias inicialmente clasificadas como sRP
(retinosis pigmentaria esporadica). De las cuales, 13 presentaron mutaciones en
genes con herencia AR, 2 con herencia AD (fRPN-175 y fRPN-233 con mutaciones en
PRPF31) y 1 ligada al X (fRPN-158 con mutacion en RPGR). De las 17 familias
inicialmente clasificadas como arRP se resolvieron el 65% (11) (Tabla 1V.3) y se
reclasificé una de ellas a adRP (fRPN-168 con mutacién en PRPF31) (Anexos, Tabla
VIIL.8).

De las 19 familias inicialmente clasificadas como adRP se resolvieron el 58% (11),
reclasificando a la familia fRPN-110 como arRP por presentar mutaciones en CNGB1 y
a las familias fRPN-8, fRPN-45, fRPN-97 y fRPN-174 en LX-RP por presentar
mutaciones en RPGR (Anexos, Tabla VIII.8).

De los 21 casos inicialmente clasificados como STGD se resolvieron el 86% (18),
de los cuales se reclasifico a la familia fRPN-39 con mutaciones en BEST1 a DM de
Best y a la familia fRPN-100 con mutacién en C1QTNF5 en degeneracién retiniana de
inicio tardio (DRIT). Respecto a la familia fRPN-125, inicialmente clasificada como DM
de Best AD, se reclasificé a distrofia de conos AD por presentar una mutacion en
GUCY2D. Por ultimo, la familia que fue inicialmente clasificada como distrofia coroidea
areolar central (fRPN-167) se reclasifico a acromatopsia congénita con mutaciones en
CNGB3 (Anexos, Tabla VIII.8). En total, se reclasificaron, ya sea por el patron de

herencia o por la entidad clinica, el 10% (13) de las 124 familias incluidas.
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Tabla V.3 Clasificacion clinica y de modo de herencia de los pacientes después del estudio
genético y tasa diagndstica calculada para cada entidad clinica.

0,
(%) Tasa Resueltos Incompletos No

Clasificacion

diagnostica resueltos
sRP 33 48 16 4 13
arRP 17 65 11 1 6
adRP 19 58 11 1 7
XRP 3 67 2 0 1
Fundus albipuntatus 1 100 1 0 0
sDCB 7 57 4 2 1
arDCB 1 100 1 0 0
Acromatopsia 1 100 1 0 0
SACL 5 60 3 0 2
arACL 1 100 1 0 0
sSTGD 17 82 14 0 3
arSTGD 4 100 4 0 0
adSTGD 3 67 2 1 0
sBest 5 20 1 3 1
arBest 1 0 0 1 0
adBest 1 100 1 0 0
DFVA 2 50 1 1 0
D. en patron del EPR 1 0 0 0 1
DCACB 1 0 0 1 0
DCAC 1 100 1 0 0
Total 124 75 15 34

Las letras antes de las abreviaturas indican el modo de herencia: ad: autosémico dominante; ar:
autosémico recesivo; x: ligado al X; s: esporadico. Abreviaturas: ACL: amaurosis congénita de Leber;
Best: enfermedad de Best; D: distrofia; DCAC: distrofia coroidea areolar central; DCACB: distrofia
coroidea anular concéntrica benigna; DCB: distrofia de conos y bastones; DFVA: distrofia foveomacular
viteliforme del adulto; RP: retinosis pigmentaria; STGD: enfermedad de Stargardt.
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4. CORRELACION FENOTIPO-GENOTIPO

4.1 Variabilidad fenotipica intra e interfamiliar

Los pacientes RPN-234 y RPN-552 de la familia fRPN-100 fueron diagnosticados
de distrofia macular a la edad de 56 y 55 afios respectivamente (examen oftalmolégico
de RPN-552 no disponible). El paciente RPN-234 empez6 con disminucion de la
agudeza visual y nictalopia en la década de los 50. A los 65 afios su agudeza visual
era de movimiento de manos en ambos 0jos, en el examen de fondo de ojo se observo
una gran atrofia central que afectaba a la macula y media periferia de ambos 0jos, y la
OCT revel6 atrofia severa del EPR y coroides con adelgazamiento de la capa sub-EPR
(Figura IV.4 B-C). La secuenciacién del panel de genes identificO la mutacion
C1QTNF5: p.(Pro188Leu) en RPN-234, no descrita anteriormente y que se clasifico
como probablemente patogénica de acuerdo a los criterios de la ACMG. El andlisis de
segregacion familiar identificé la mutacién en su madre (RPN-552), en su hermana
(RPN-509) y en su hija (RPN-640) (Figura IV.4 A), estas dos ultimas no diagnosticadas
clinicamente. El examen oftalmolégico realizado posteriormente al estudio genético en
la paciente RPN-509 a la edad de 63 afios mostré6 una agudeza visual de 0,9/0,7
(OD/OI) y atrofia asimétrica y bilateral de la capa externa de la retina y coroides
(Figura 1IV.4 D-I). El estudio electrofisiolégico realizado mostré6 un PEV-P alterado,
ERG-G con severa afectacion de predominio en escotopicas y ERG-MF con alteraciéon
de predominio periférico, compatible con retinopatia periférica. Dicha paciente afirmé
padecer nictalopia y mala visién central en ambos ojos desde hacia 4 afios. El examen
oftalmoldgico en la paciente RPN-640 a los 40 afios de edad revel6 multiples drusas
en el &rea temporal de la retina en el fondo de ojo, correspondiendo con
anormalidades del EPR, drusas y atrofia coroidal periférica en la OCT (Figura V.4 J-

0O). Sin embargo, la paciente no tenia ninguna molestia visual.
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®

M/wt

RPN-234 RPN-509
’ M/wt M/wt

RPN-640
M/wt

M = CIQTNF5 p.(Pro188Leu)

=

Figura IV.4 Datos clinicos de la familia fRPN-100. (A) Segregacion familiar de la mutacion en CLQTNF5
en la familia fRPN-100 (la flecha indica el probando). (B, C) Paciente RPN-234 a los 65 afios: la
tomografia de coherencia 6ptica (optical coherence tomography, OCT) muestra atrofia marcada tanto de
las capas retinianas como coroidea (flechas). (D, E) Paciente RPN-509 a los 64 afios: en las imagenes del
fondo de ojo se observan &reas de atrofia retiniana central y peripapilar (flechas); (F, G) las imagenes de
autofluorescencia de fondo de ojo muestran areas de hipoautofluorescencia, serpinginosa-like, afectando
la fovea y coincidiendo con las &reas de atrofia (flechas); (H, 1) la OCT revela atrofia asimétrica y bilateral
de las capas externas de la retina mas marcadas en el ojo izquierdo (segmento interno/ segmento
externo, membrana limitante externa y EPR) y coroides (flechas), el ojo derecho respeta levemente la
region subfoveal. Paciente RPN-640 a los 39 afios: (J, K) las imagenes de fondo de ojo muestran
multiples drusas en el area temporal de la retina en ambos 0jos como unico hallazgo (flechas), (L, M) las
imégenes de autofluorescencia de fondo de ojo son normales, (N, O) la OCT revela anormalidades en el
EPR correspondiendo con las areas de la retina con drusas y atrofia coroidea en ambos ojos (flechas).
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También se observé variabilidad fenotipica intrafamiliar en las familias fRPN-43 y
fRPN-BT. Las hermanas RPN-113 y RPN-114 de la familia fRPN-43 con la mutacion
CERKL: p.(Arg283*) en homocigosis debutaron con sintomas diferentes. La paciente
RPN-113 inicié en la adolescencia con nictalopia, en la década de los 20 comenz6 a
notar disminucién del campo visual y discromatopsia y alrededor de los 40 afios refirio
disminucion de la agudeza visual. Sin embargo, la paciente RPN-114 manifest
disminucion de la agudeza visual y discromatopsia en la década de los 20, y nictalopia
con disminucion del campo visual a partir de los 40 afios. A la pacientes RPN-113 se
la clasific6 como RP mientras que a la paciente RPN-114 como DCB (Anexos, Tabla
VIII.1). Por otra parte, en la familia fRPN-BT, los 3 hermanos afectados manifestaron
fotofobia desde la infancia. Sin embargo, los pacientes RPN-543 y RPN-547 refirieron
disminucion de la agudeza visual en la adolescencia, mientras que el hermano RPN-
545 refirid constriccion del campo visual. En los 3 hermanos se identificd la mutacion
PROMZ1: p.(Tyr452Leufs*13) en homocigosis. Los pacientes RPN-543 y RPN-547 se
clasificaron como DCB y el paciente RPN-545 como RP (Anexos, Tabla VIII.1).

En los pacientes estudiados, se observo variabilidad fenotipica interfamiliar entre la
paciente RPN-113 de la familia fRPN-43 diagnosticada de RP y la paciente de la
familia fRPN-211 diagnosticada de DCB, ambas con la mutaciéon CERKL: p.(Arg283*)
en homocigosis. También ocurri6 variabilidad fenotipica interfamiliar entre los
pacientes de las familias fRPN-159 y fRPN-185 diagnosticados de DCB y los pacientes
de la familia fRPN-217 diagnosticados de RP, las cuales comparten la mutacién
CDHR1: ¢.1485+2T>C en homocigosis (Anexos, Tabla VIII.1).

4.2.Pacientes con mutaciones en RPGR

Entre las 7 familias resueltas con mutaciones en RPGR sumaron 25 individuos con
variantes patogénicas en este gen: 10 hombres y 15 mujeres. Todos los hombres
excepto el paciente RPN-343 presentaban RP de inicio temprano (< 10 afios de edad).
De las mujeres portadoras, el 53% (8) estaban afectadas de RP, 4 de ellas
presentaron asimetria interocular (Figuras IV.5 - IV.8), y el resto eran asintomaticas
(Tabla IV.4). En la familia fRPN-158, el probando y su madre asintomatica tenian la
mutaciéon RPGR: p.(Asn305Lysfs*41) ademas de la mutacién RHO: p.(Cys140Ser),
clasificada por los autores como probablemente patogénica (Macke et al 1993). Sin
embargo, el examen oftalmolégico realizado posteriormente al estudio genético en la

portadora asintomatica evidencié Unicamente miopia magna a la edad de 43 afios.
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Tabla V.4 Datos clinicos y genotipo de los pacientes con mutaciones en RPGR.

a b CV, OD/Ol
ID familia 1D paciente Eolad Eolad AV (Qsca'a (VFI%, Fondo de ojo OCT Exo6n Mutacion Ref.
(afos) (afios) decimal)
OD/Ol)
Atrofia con
10°-15° AO " adelgazamiento del
RPN-301 2 20 0,3/0,4 (28/27) Tipico de RP NE con afectacion
central AO
Disminucion Atrofia con
transparencia ERP con adelgazamiento del
fRPN-142 RIFNRED 2 A DALY D) visualizacion de la NE con afectacion i3 C.247+2T>A Novel
coroides central AO
RPN-300 40 ND ND ND ND ND
RPN-364 A 44 0,4/0,8 (90/97) Fondo midpico sin RP SHP
RPN-367 A 43 FL (%rgg’/“fpe © (86/99)  Fondo mi6pico sin RP SHP
Placas de atrofia Adelgazamiento del
RPN-323 2 16 1,0/1,0 ND . . NE con afectacion
retiniana periférica
central AO (Carss et
fRPN-158 8 p.(Asn305Lysfs*41) | 2017
Miopia magna con al. )
RPN-412 A 43 0,8/0,8 (95/92) coroidosis midpica SHP
difusa bilateral
RPN-26 4 ND ND ND ND ND
o o L - Pérdida de la capa de
RPN-60 40 67 0,8/0,8 >%g 4ﬁé;) Degenzg?r(]:1|gtrr1iégt|n|ana fotorreceptores a
nivel parafoveal Ol
fRPN-GB 12 €.1506+1; p.? Novel
Alteraciones
RPN-560 25 51 0,5/0,5 ND pigmentarias en ND
periferia media
RPN-27 A 58 1,0/1,0 ND SHP SHP

80



Resultados

a b CV, OD/Ol
ID familia ID paciente Sexo Eolad Eolad AV (Qsca'a (VFI%, Fondo de ojo OCT Exo6n Mutacion Ref.
(afos) (afios) decimal)
OD/OI)
Pérdida de la capa de
RPN-296 H 3 15 0,8/0,8 ND Tipico de RP fotorreceptores a
nivel parafoveal AO
RPN-361 H 4 ND ND ND ND ND
fRPN-139 RPN-375 H 4 ND ND ND ND ND ORF15 p.(Gly766Asnfs*48) Novel
RPN-373 M A ND ND ND ND ND
RPN-374 M A 26 1,0/1,0 (100/100) Esplculas_als[adas en Engrosamiento MLI
periferia oD
RPN-376 M A 52 1,0/1,0 ND SHP SHP
RPN-116 H 10 ND ND ND ND ND (D.Y.
fRPN-45 ORF15 .(Lys786Thrfs*23 Wang et
RPN-117 M 39 39 ND <10°/20° ND ND p-Ly ) 2
al. 2005)
Atrofia con
10°-15° AO - adelgazamiento del
RPN-231 H 8 16 0,8/0,8 (33/33) Tipico de RP NE con afectacion
central AO (Vervoort
fRPN-97 Afectacion  Afectacion temporal en  Adelgazamiento del ORF15  p.(Gly817Lysfs*2) etal.
RPN-230 M 15 52 1,0/0,05 nasal/ 0° OD, afectacién extensa NE con afectacion 2000)
(65/0) en Ol central en Ol
RPN-437 M A ND ND ND ND ND
RPN-440 M ND ND ND ND ND ND
g Adelgazamiento
RPN-343 25 34 0,3/0,3 ND Tipico de RP severo del NE AO
fRPN-174 \PL Q%e'gaza",}ieﬂto gg' ORF15 p.(Glu916Lysfs*173)  Novel
RPN-487 M ND 67 ND Tipico de RP en periieria,

(ambliope)/ 0,8

dificil valorar por
ambliopia

®Edad de inicio de la enfermedad. "Edad del paciente en el momento de la exploracion. Tipico de RP: atenuacion vascular, palidez papilar y espiculas de pigmento.
Abreviaciones. A: asintomatica, AO: ambos ojos, EPR: epitelio pigmentario retiniano, H: hombre, M: mujer, MLI: membrana limitante interna, ND: no disponible, NE:

neuroepitelio, NPL: no percibe luz, OD: ojo derecho, Ol: ojo izquierdo, PL: percibe luz, SHP: sin hallazgos patoldgicos, VFI: visual field index (indice de campo visual).
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Figura IV.5 Asimetria interocular. Datos clinicos de la paciente RPN-230 a los 52 afios. Las
imagenes de tomografia de coherencia optica muestran (A) una histologia retiniana preservada en ojo
derecho (OD) y (B) una completa atrofia retiniana en ojo izquierdo (Ol). Las imagenes de fondo de ojo
muestran una clara degeneracién retiniana asimétrica entre OD (C) y Ol (D), aunque también se observa
algo de degeneracién retiniana cerca del disco éptico en OD. (E) Los potenciales evocados visuales
revelan un ligero retraso en las latencias en OD y sin respuesta valorable para Ol. (F) Segregacion
familiar de la mutacién en RPGR en la familia fRPN-97.
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Figura IV.6 Asimetria interocular. Datos clinicos de la paciente RPN-60 a los 57 afios. Las imagenes
de tomografia de coherencia 6ptica muestran (A) una histologia retiniana preservada en ojo derecho (OD)
y (B) pérdida de la capa de fotorreceptores a nivel parafoveal en ojo izquierdo (Ol). Las imagenes de
fondo de ojo muestran una clara degeneracion retiniana asimétrica entre OD (C) y Ol (D). Las iméagenes
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de la campimetria muestran conservacion de los 10° centrales en OD (E) y un campo visual <10° en Ol
(F). (G) Segregacion familiar de la mutacion en RPGR en la familia fRPN-GB.

c R
\,;/J
RPN-116
M/-
RPN-117
/ M/wt

M = RPGR p.(Lys786Thrfs*23)

Figura IV.7 Asimetria interocular. Datos clinicos de la paciente RPN-117 a los 39 afos. Las
imagenes de la campimetria muestran un campo visual reducido <10° en ojo derecho (A) y conservacion
de los 10° centrales en ojo izquierdo (B). (C) Segregacion familiar de la mutacién en RPGR en la familia

—~
e [

RPN-488 T RPN-487

M/wt wt/-

n

RPN-343
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M = RPGR p.(Glu916Lysfs*173)

Figura IV.8 Asimetria interocular. Datos clinicos de la paciente RPN-488 a los 67 afios. Las
imagenes de tomografia de coherencia 6ptica muestran (A) una completa atrofia retiniana en ojo derecho
(OD) y (B) una histologia retiniana conservada en ojo izquierdo. (C) Segregacion familiar de la mutacion
en RPGR en la familia fRPN-174.

4.3.Pacientes con mutaciones en ABCA4

Los pacientes resueltos con mutaciones en ABCA4 se clasificaron de acuerdo a la
edad en la que empezaron a manifestar disminucién de la agudeza visual: temprano
(210 anos), medio (11-30 afos) y tardio (>30 afos), con la finalidad de determinar el
subtipo fenotipico y correlacionarlo con alelos ABCA4 especificos segun el modelo de
(Maugeri et al. 1999) (Tabla IV.5). Para esta clasificacion se tuvieron en cuenta todos
los pacientes con mutaciones identificadas en ambos alelos del gen ABCA4, es decir,
23 pacientes procedentes de 18 familias no relacionadas. De los 23 pacientes, el 30%
(7) tuvieron un inicio temprano de la enfermedad con una media de edad de 6,3 afios
(2-10), el 44% (10) comenzaron a manifestar sintomatologia en una edad media con
una media de edad de 16,5 afios (13-24) y el 26% (6) tuvieron un inicio tardio con una
media de edad de 39,3 afios (33-47).

En la Tabla IV.5 se ha asignado a cada alelo identificado en la cohorte de este

estudio el subtipo fenotipico segun un estudio in silico de mas de 5.000 variantes en
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ABCAA4 realizado por (Cornelis et al. 2017) segun el modelo de correlacién fenotipo-
genotipo de Maugeri et al.

El paciente con fenotipo mas severo dentro de este grupo fue RPN-478,
diagnosticado de DCB de inicio a los 3 afios, en el que se identificaron las mutaciones:
p.(Tyr856*) y ¢.4773+1G>T en heterocigosis compuesta. El resto de pacientes fueron
diagnosticados de STGD. El alelo mutado mas prevalente en estos 23 pacientes fue
p.(Argl129Leu) con una prevalencia del 26% (12/46), seguido del alelo p.(Gly1961Glu)
con una prevalencia del 11% (5/46).
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Tabla IV.5 Pacientes con mutaciones bialélicas en ABCA4 clasificados segun subtipo fenotipico.

Resultados

*Edad

ID familia ID paciente (afios) Alelo 1 Referencia Clas. Alelo 2 Referencia Clas.
Inicio temprano

fRPN-51 RPN-129 9 p.(Glu328*) (Fishman et al. 2003) - p.(Arg602Trp) (Lewis et al. 1999) S
fRPN-132 RPN-289 9 p.(Pro62Ala) Novel - p.(Arg681*) (Maugeri et al. 1999) -
fRPN-132 RPN-587 8 p.(Pro62Ala) Novel - p.(Arg681*) (Maugeri et al. 1999) -
fRPN-179 RPN-379 2 p.(Arg1129Leu) (Allikmets, Shroyer, et al. 1997) S  ¢.5714+1G>A Novel -
fRPN-187 RPN-410 10  p.(Gly991val) (Fujinami, Zernant, et al. 2013) - C.4253+4C>T (Webster et al. 2001) -
fRPN-212 RPN-478 3 p.(Tyr856*) (Fujinami, Zernant, et al. 2013) - C.4773+1G>T (Rosa Riveiro-Alvarez et al. 2013) -
fRPN-219 RPN-507 3 p.(Argl129Leu) (Allikmets, Shroyer, et al. 1997) S p.(Leul940Pro) (Paloma et al. 2001) S
Inicio medio

fRPN-50 RPN-125 15  p.(Argl129Leu) (Allikmets, Shroyer, et al. 1997) S  p.(Glul330%) (Rosa Riveiro-Alvarez et al. 2013) S
fRPN-50 RPN-126 15 p.(Argl129Leu) (Allikmets, Shroyer, et al. 1997) S  p.(Glul330%) (Rosa Riveiro-Alvarez et al. 2013) S
fRPN-126 RPN-283 19  p.(Argl129Leu) (Allikmets, Shroyer, et al. 1997) S C.4253+5G>A (Rivera et al. 2000) S
fRPN-137 RPN-294 24 p.(Argll29Leu) (Allikmets, Shroyer, et al. 1997) S  p.(Argll29Leu) (Allikmets, Shroyer, et al. 1997) S
fRPN-153 RPN-317 13 3 gfégllllégmu; Novel - p.(Arge02Trp) (Lewis et al. 1999) s
fRPN-162 RPN-327 15 p.(Arg212Cys) (Gerber et al. 1998) S  p.(Arg212Cys) (Gerber et al. 1998) S
fRPN-173 RPN-342 14  p.(Argl129Leu) (Allikmets, Shroyer, et al. 1997) S p.(Serlli6Phe) Novel -
fRPN-206 RPN-463 20 p.(Gly1961Glu) (Rivera et al. 2000) L  p.(vall973%) (Allikmets, Singh, et al. 1997) S
fRPN-219 RPN-508 15  p.(Argl129Leu) (Allikmets, Shroyer, et al. 1997) S  p.(Leul940Pro) (Paloma et al. 2001) S
fRPN-220 RPN-510 15 Eiﬂbiﬁ’%@ﬁf (Fishman et al. 1999) M-S p.(Glyl961Gly)  (Allikmets, Singh, et al. 1997) L
Inicio tardio

fRPN-51 RPN-544 36 p.(Glu328*) (Fishman et al. 2003) S  p.(Gly1961Glu) (Allikmets, Singh, et al. 1997) L
fRPN-51 RPN-128 40  p.(Arg602Trp) (Lewis et al. 1999) S  p.(Gly1961Glu) (Allikmets, Singh, et al. 1997) L
fRPN-133 RPN-290 33  p.(Prol486Leu) (Lewis et al. 1999) - p.(Pro1486Leu) (Lewis et al. 1999) -
fRPN-134 RPN-291 35 p.(Gly863Ala) (Allikmets, Shroyer, et al. 1997) L  p.(Leull04Pro) Novel -
fRPN-199 RPN-445 47  p.(Argl129Leu) (Allikmets, Shroyer, et al. 1997) S  p.(Gly1961Glu) (Allikmets, Singh, et al. 1997) L
fRPN-239 RPN-609 45  p.(Argl129Leu) (Allikmets, Shroyer, et al. 1997) S  p.(Met61Thr) Novel -

% Edad de inicio de la disminucion de la agudeza basada en el autoinforme de paciente. Todos los pacientes fueron clinicamente clasificados como STGD a excepcion de

RPN-478 que fue diagnosticado de DCB. Abreviaciones: Clas.: clasificacion segun (Cornelis et al. 2017); L: leve; M: moderado; S: severo
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5. PACIENTES CON DIAGNOSTICO GENETICO INCOMPLETO

Se identificaron 15 familias con un diagnéstico genético incompleto, de las
cuales las familias fRPN-156 y fRPN-161 presentaron mutaciones en dos genes
diferentes. De las 13 familias restantes, ocho presentaron mutaciones en genes de
herencia AR y cinco en genes que pueden presentar tanto herencia AR como AD
(Tabla 1V.6). Mediante estudios de MLPA se descartaron grandes deleciones o
duplicaciones en los pacientes portadores de una mutacion en ABCA4, BEST1 o
USH2A. También se descartaron mediante secuenciacion Sanger las mutaciones
intrénicas profundas descritas previas al estudio y no incluidas en el disefio del panel
en los pacientes portadores de una mutacion en ABCA4 o USH2A (Anexos, Tabla
VIIL.3).

En la paciente RPN-536 con RP esporadico, se identificaron las mutaciones
CNGAL:p.(Thr631Met) y CNGB1:p.(Phel051Leufs*12) en heterocigosis compuesta.
Curiosamente, las proteinas codificadas por estos genes son miembros del mismo
canal iénico. Por otra parte, en las hermanas RP-44 y RP-36, inicialmente clasificadas
como adRP, una de ellas con RP unilateral, se identificaron las mutaciones
p.(Asn803Ser) y (p.Glul29Lys) en heterocigosis compuesta en el gen PDE6B. Sin
embargo, un hermano asintomatico era también heterocigoto compuesto para ambas
mutaciones. Posteriormente, el individuo asintomatico fue sometido a un estudio
oftalmologico en el que se le descartd la RP, por lo que la familia fRPN-SF continda sin

diagnéstico genético completo.
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Tabla IV.6 Mutaciones identificadas en pacientes con diagndstico genético incompleto.

Alelo 1
ID fam ID pac/ Sexo/’E Fenotipo Gen Herencia Ref
Nucleotido Proteina

fRPN-192 RPN-427/H/23 DCACB RGS9 AR c.1546C>T p.(Arg516¥) Novel

PDE6H AR c.35C>G p.(Serl2¥) (Kohl et al. 2012)
fRPN-156 RPN-320/M/30 DCB ABCA4 AR c.5908C>T b.(Leu1970Phe) (Sgl;;nets, Singh, et al.
fRPN-130 RPN-287/M/5 DMB CNGA1 AR c.304dup p.(Arg102Lysfs*12) Novel
fRPN-157 RPN-322/H/57 DMB BEST1 AR/AD €.393C>A p.(Tyrl31¥) Novel
(RPN-161 RPN.326/H/40 DVEB BEST1 AR/AD €.698C>A p.(Pro233GIn) (Marchant et al. 2007)

ABCA4 AR c.5642C>T p.(Alal881Val) (Testa et al. 2012)
fRPN-165 RPN-330/H/36 DMB ABCA4 AR C.5882G>A p.(Gly1961GIu) gi"il';mg%s' Shroyer, et
fRPN-207 RPN-466/M/6 DMB BEST1 AR/AD c.11C>T p.(Thr4lle) (Tian et al. 2014)
fRPN-196 RPN-441/M/ND DM STGD-like NR2E3 AR/AD €.932G>A p.(Arg311GIn) (Haider et al. 2000)
fRPN-155 RPN-319/M/6 RP PROM1 AR/AD c.1354dup p.(Tyr452Leufs*13) (Pras et al. 2009)
fRPN-170 RPN-339/H/34 RP ABCA4 AR ¢.5908C>T p.(Leu1970Phe) g’;‘g';;“ets' Singh, et al.

CNGB1 AR c.3150del p.(Phel051Leufs*12) (Nishiguchi et al. 2013)
fRPN-225 RPN-536/M/ND RP Alelo 2:

CNGA1 AR €.1892C>T p.(Thr631Met) Novel
fRPN-566 RP-1943/M/ND RP USH2A AR €.2276G>T p.(Cys759Phe) (Rivolta et al. 2000)
fRPN-CO RP-632/M/20 RP EYS AR Del ex. 32-33 p.? (Audo et al. 2010)
fRPN-MC RP-49/H/ND RP GUCY2D AR/AD c.1991A>G p.(His664Arg) Novel
fRPN-SF RP-44/M/12 RP PDE6B AR C.2408A>G p.(Asn803Ser) Novel

®E: Edad en el momento del diagnéstico de la enfermedad.
Abreviaciones. AR: autosdmico recesivo; AD: autosomico dominante; DCACB: distrofia coroidea anular congénita benigna; DCB: distrofia de conos y bastones; DMB: distrofia
macular de Best; DM STGD-like: distrofia macular Stargardt like; ID: identificacion; ND: no disponible; Ref: referencia; RP: retinosis pigmentaria
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6. PACIENTES CON MUTACIONES CONCOMITANTES

El 5% (6) de las familias incluidas en el estudio presentaron mutaciones
probablemente patogénicas o patogénicas en dos genes diferentes que podrian ser
ambos la causa de la DHR. En el caso de la familia fRPN-51, se trata de una
combinacion de tres mutaciones diferentes en un mismo gen dentro de la misma

familia. A continuacién, se describe cada una de ellas.

6.1.Familia fRPN-NB

El estudio genético se inicié6 en el paciente RPN-316 en el cual se identifico la
mutacion  SNRNP200: p.(Arg681Cys), previamente descrita, mediante la
secuenciacion del panel de genes. Mediante secuenciacién Sanger se fue ampliando
el estudio al resto de familiares afectados, confirmandose la mutacién en cada uno de
ellos: RP-196, RP-198, RP-199, RP-200, RPN-201 y RPN-196 (Figura IV.9). Sin
embargo, no se identificd dicha mutacion en el paciente RPN-481. Los pacientes con
la mutaciébn en SNRNP200 presentaban una RP de inicio entre los 12-14 afios,
mientras que el paciente RPN-481 tenia una RP congénita y mucho mas avanzada
gue sus familiares (Tabla 1V.7). Posteriormente, al paciente RPN-481 se le secuencio
el panel de genes, identificAndose la mutacion RP2: p.(Argl18Cys), previamente

descrita.

Una vez segregadas ambas mutaciones en todos los familiares disponibles se
identificaron 13 individuos portadores de la mutacion SNRNP200: p.(Arg681Cys), de
los cuales cuatro (RP-414, RP-417, RP-418 y RPN-575), de edades comprendidas
entre 26 y 31 afios, no presentaban sintomas de la enfermedad en el momento del
estudio, sin embargo, solo se pudo descartar la RP mediante pruebas oftalmolégicas a
las pacientes RP-418 y RPN-575 (Tabla IV.7).

Por otra parte, se identificd la mutacién RP2: p.(Arg118Cys) en 11 miembros de la
familia fRPN-NB, de los cuales 4 eran varones y 7 mujeres (Figura IV.9). De todas las
mujeres portadoras de la mutacion en RP2, solo la paciente RP-573 tenia RP, al resto
se le descarté mediante pruebas oftalmolégicas (Tabla IV.7). Sin embargo, la paciente
RPN-573 junto a su padre (RPN-572), son los Unicos familiares estudiados en los que
se le han identificado ambas mutaciones, SNRNP200: p.(Arg681Cys) y RP2:
p.(Arg118Cys).
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M1: SNRNP200: p.(Arg681Cys)
M2: RP2:p.(Arg118Cys)

Figura IV.9 Segregacion familiar de las mutaciones identificadas en la familia fRPN-NB. +: alelo wildtype; -: alelo mutado. La flecha sefiala al probando.
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Tabla IV.7 Datos clinicos y genotipo de los pacientes de la familia fRPN-NB.

. a b CV, OD/Ol
ID paciente/ E~dad E~dad AV (Qscala (VFI1%, Polo anterior Fondo de ojo OCT PEV-P ERG-MF Genotipo
Sexo (afos) (afios) decimal)
OD/Ol)
o - Adelgazamiento del NE, Afectacion de
RP-198/M 18 58 CD/0,05 <10 SHP Tipico de RP pseudoagujero en Ol Alterado predominio periférico SNRNP200
RP-199/M 15 56 CDI0,05  <10° SHP Tipico de Rp Adelgazamiento del NE, 5044 Afectacionde — gpNpo0Q
EMQ OD predominio periférico
o SHP, - . 0z s
RP-200/H 16 53 0,25/0,25 <10 pseudofaquia AO Tipico de RP  Adelgazamiento del NE Normal Afectacion periférica SNRNP200
20°-30° - Adelgazamiento del NE,
RPN-316/H 15 22 0,5/0,2 (70/72) SHP Tipico de RP EMQ AO ND ND SNRNP200
RP-418/M A 30 1,0/1,0 (100/100) SHP SHP SHP Normal Normal SNRNP200
RPN-575/M A 26 1,0/1,0 (98/97) SHP SHP SHP ND ND SNRNP200
o Atrofia con
RPN-573/M 6 52 03005 10 Cataratas oo avanzado  adelgazamiento del NE ND ND SIRRINPZLD.
(20/112) capsulares AO o RP2
con afectacion central
RPN-481/H 2 67 PL/PL <10° ND RP avanzado ND ND ND RP2
RPN-569/H ND 38 MM/MM <10° SHP RP avanzado ND ND RP2
Atrofia con
RPN-576/H 2 30 0,05/0,05 <10° (10/6) SHP Tipico de RP  adelgazamiento del NE ND ND RP2
con afectacion central
RPN-570/M A ND SHP SHP SHP ND ND RP2
Cémara muy
RPN-574/M A 57 0,8/0,8  (97/99) estrecha con SHP ND ND RP2
iridotomias
permeables
RPN-643/M A 41 0,6/0,2 ND SHP SHP SHP ND ND RP2
RPN-644/M A 35 1,0/0,6 ND SHP SHP SHP ND ND RP2

®Edad de inicio de la enfermedad. "Edad del paciente en el momento de la exploracion. Tipico de RP: atenuacion vascular, palidez papilar y espiculas de pigmento
Abreviaciones. A: asintomética, AO: ambos ojos, CD: cuanta dedos, EMQ: edema macular quistico, EPR: epitelio pigmentario retiniano, H: hombre, M: mujer, MLI: membrana
limitante interna, MM: movimiento de manos, ND: no disponible, NE: neuroepitelio, OD: ojo derecho, Ol: ojo izquierdo, PL: percibe luz, SHP: sin hallazgos patolégicos, VFI:
visual field index (indice de campo visual),
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Figura IV.10 Iméagenes de OCT de los pacientes de la familia fRPN-NB. Paciente RPN-316 a los 22 afios: (A, B)
las iméagenes de ambos ojos evidencian afectacion marcada de la retina a nivel macular con desestructuracion de
las capas de la retina, ademas, asocia edema macular quistico (EMQ) en ambos 0jos, 411 pm en ojo derecho (OD)
(A) y 434 um en ojo izquierdo (Ol) (B) con grandes quistes que son compatibles con la atrofia del tejido retiniano; la
agudeza visual del paciente era de 0,5/0,2 (OD/QI). Paciente RP-200 a los 53 afios: (C, D) las imagenes de ambos
ojos revelan adelgazamiento generalizado de la retina que afecta incluso la zona central de la retina; la agudeza
visual del paciente era de 0,25/0,25. Paciente RP-199 a los 56 afios: (E, F) las imagenes de ambos ojos revelan
atrofia/adelgazamiento muy importante de la retina en el Ol y en el OD se evidencia desestructuracion de las capas
de la retina, ademas, asocia EMQ en OD (E), 497 um; la agudeza visual de la paciente era de CD (cuenta
dedos)/0,05. Paciente RP-198 a los 58 afios: (G, H) las imagenes de ambos ojos revelan atrofia retiniana muy
marcada a nivel central, con imagen de pseudoagujero en Ol (H), 310 um; la agudeza visual de la paciente era de
CD/0,05. Paciente RPN-569 a los 38 afios: (I, J) atrofia retiniana muy importante con pérdida casi total de la retina
externa, la agudeza visual del paciente era de MM/MM. Paciente RPN-576 a los 30 afios: (K, L) atrofia retiniana
marcada bilateral. Paciente RPN-573 a los 52 afios: (M, N) OCT con adelgazamiento de todas las capas de la
retina.
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Figura IV.11 Imégenes del fondo de ojo de los pacientes de la familia fRPN-NB. Paciente RPN-481 a los 67
afios: (A, B) se observan signos tipicos de RP muy avanzada con palidez papilar extrema, casi total ausencia de
vascularizacion retiniana, alteracion severa del EPR, espiculas 6seas de predominio en periferia y atrofia macular;
en las imagenes de autofluorescencia (C, D) se observa alteracion del EPR con parches de atrofia difusos severos
en polo posterior y en periferia retiniana. Paciente RPN-569 a los 38 afios: (E, F) se observan signos de RP
avanzada con palidez papilar intensa, espiculas éseas periféricas y algunas centrales, afilamiento vascular
generalizado con vasos muy filiformes y parches de atrofia retiniana periférica. Paciente RPN-576 a los 30 afios: (G,
H) RP moderada con palidez papilar, espiculas éseas periféricas y atrofia retiniana central y periférica. Paciente
RPN-573 a los 52 afios: (I, J) atrofia retiniana severa que afecta tanto a retina periférica como central bilateral (se ve
red coroidea secundaria a atrofia retina) aunque mas avanzada en el ojo derecho.

6.2. Familia fRPN-142
Los pacientes RPN-300, RPN-301 y RPN-302 son los Unicos afectados de RP en la familia

fRPN-142 (Figura IV.12). El paciente RPN-301 fue diagnosticado a los 10 afios, cuando ya se
observaba afectacion incipiente de los 10° grados centrales y espiculas de pigmentos en el
fondo de ojo. Al diagnéstico, se le realizé un ERG-G, estimulando con luz azul y blanca en
condiciones escotopicas y luz blanca y en condiciones fotépicas, en el que no se obtuvieron
respuestas valorables ni de bastones, ni mixta, ni de conos. Actualmente, el paciente tiene 20
afios de edad y presenta un campo visual residual inferior a 10° grados centrales y una
maxima agudeza visual corregida de 0,4/0,5 (OD/OI). En el estudio de fondo de ojo se observa
una pigmentacion periférica con signos aislados de atrofia y espiculas 6seas de predominio en
periferia media y extrema, palidez papilar y adelgazamiento vascular generalizado. En la OCT
se observa un leve adelgazamiento macular central con conservacién del perfil foveolar sin

aparentes signos de atrofia (Figura IV.13).

El paciente RPN-302 fue diagnosticado de RP a los 6 afios, pero refiere nictalopia desde
los 5 afios. Al diagnéstico presentaba una agudeza visual de 0,3 en ambos 0jos, signos de RP
en fondo de ojo con transparencia del EPR vy visualizacion de vasos coroideos. En la OCT se
observd adelgazamiento de la retina externa incluso a nivel macular. Se le realizaron PEV
Pettern con estimulo damero reversible en el que se obtuvieron respuestas retrasadas en
ambos ojos. Se le realizO ERG-G estimulando con luz azul y blanca en condiciones

escotopicas y luz blanca en condiciones fotdpicas, asi como potenciales oscilatorios de forma
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simultdnea, obteniéndose respuestas practicamente abolidas en ambos ojos, con mayor
afectacién en escotopicas. Actualmente el paciente tiene 10 afios y presenta una agudeza
visual de 0,6 en ambos ojos. En el estudio de fondo de ojo se observa palidez papilar,
afinamiento vascular generalizado aunque mas acentuado en la periferia donde se llega a ver
vasos exangues, atrofia del ERP macular y signos de coroidosis avanzada. La
autofluorescencia revela la caracteristica imagen en ojo de buey tipica de la alteracién del
EPR, con hipoautofluorescencia a nivel macular rodeada de un halo de hiperautofluorescencia.
En la OCT se evidencia un adelgazamiento de las capas de la retina que afecta a la region
central (Figura 1V.13).

El estudio del panel de genes en el paciente RPN-301 identific6 las mutaciones:
C.247+2T>A en RPGR, p.(His326GInfsTer9) en BEST1 y p.(Tyr199Valfs*2) en SNRNP200, las
tres se describen por primera vez en este trabajo. El estudio de segregacion familiar confirmé
la presencia de la mutacion en el gen RPGR en los otros 2 familiares afectados (RPN-300 y
RPN-302). Las hermanas RPN-364 y RPN-367, madres de los pacientes RPN-301 y RPN-302,
respectivamente, son también portadoras de la mutacion RPGR: ¢.247+2T>A en heterocigosis,
sin embargo, a la exploraciéon oftalmolégica no presentaron signos de RP, solo una ligera
miopia. Por otra parte, el paciente RPN-301 no compartia con sus familiares afectados las
mutaciones identificadas en BEST1 y SNRNP200. El estudio de segregacion familiar identificd
la procedencia paterna de la mutacién en BEST1, sin embargo, la mutacion en SNRNP200 no
se identificd en ninguno de los miembros de la familia, de los que se estudiaron tanto el ADN

procedente de sangre periférica como el de saliva.
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RPN-559 | RPN-364 RPN-367  RPN-386 M2: SNRNP200:p.(Tyr199Valfs*2)
M1: + M1: -/+ M1: -/+ M1: + . ] ;
Mo: 35 | N2 Al A o MBE AL M3: BEST1:p.(His326GInfsTer9)
M3:+ | M3:+/+

E OOm ]

RPN-301 R
Loy M1: -
A M2 mg :f:
M3: -+ '

Figura V.12 Segregacion familiar de las mutaciones identificadas en la familia fRPN-142. +: alelo wildtype; -:
alelo mutado. La flecha sefiala al probando.
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Figura IV.13 Pruebas oftalmoscopicas de los pacientes de la familia fRPN-142. Paciente RPN-301 a los 20
afos: tanto en las imagenes de fondo de ojo a color (A, B) como en las de autofluorescencia (C,D) se observa
palidez papilar, afilamiento vascular generalizado, espiculas éseas de predominio en periferia y signos de atrofia
parcheados; la OCT (E, F), que corresponde a una edad del paciente de 15 afios, evidencia atrofia con
adelgazamiento de la retina que afecta incluso zona central macular; la agudeza visual del paciente era de 0,5/0,5
(OD/OI). Paciente RPN-302 a los 8 afios: en el fondo de ojo a color (G, H) se observa palidez papilar, afilamiento
vascular generalizado, atrofia del EPR macular y signos de coroidosis avanzada,; la autofluorescencia (I, J) muestra
una imagen en ojo de buey perifoveal (hipoautofluorescencia rodeada de un halo de hiperautofluorescencia a nivel
macular) indicando atrofia del EPR; la OCT (K, M) revela atrofia con adelgazamiento de la retina que, como en el
caso anterior, también afecta a la macula; la agudeza visual del paciente era de 0,6/0,6.

6.3.Familia fRPN-51

En esta familia, tres de los miembros estan afectados de enfermedad de STGD (Figura
IV.14), con la peculiaridad de que la paciente RPN-129 tiene un inicio temprano (<10 afos) y
curso severo de la enfermedad, mientras que su padre y su hermano debutaron después de
los 30 afos de edad. La paciente RPN-129 asiste por primera vez a la consulta del oftalmdlogo
a los 13 afios, presentando en ese momento nistagmus y una agudeza visual de 0,1 en ambos
0jos, por lo que se le diagnostica de enfermedad de STGD. Ademas, refirid pérdida de vision

después de ser operada de nistagmus y estrabismo a los 29 afios de edad, en ese momento
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solo percibia luces y sombras. Sin embargo, su padre (RPN-128) fue diagnosticado a los 43
afios, siendo su agudeza visual de 0,6/0,5 (ojo derecho, OD/ojo izquierdo, OI). A los 67 afios,
se observl en el paciente la formacion de cataratas y una agudeza visual de 0,1 en ambos
ojos que fue disminuyendo progresivamente, siendo, ya intervenido de cataratas, de 0,05 en
ambos ojos a los 69 afios (Figura IV.15). Por el contrario, su hermano (RPN-544), debido a los
antecedentes familiares, acudié periédicamente a la consulta del oftalm6logo desde los 25
afos, siendo la exploracién normal y alcanzando una agudeza visual igual a la unidad. A los 31
afos se le aprecio una leve alteracion del EPR foveal, sin embargo, la agudeza visual siguio
siendo igual a la unidad. Dos afios mas tarde, los valores de agudeza visual eran de 0,8 en el
Ol e igual a la unidad en el OD, manteniéndose la leve alteracion macular en ambos ojos. A los
35 afios, el paciente RPN-544 present6 una agudeza visual de 0,15 en el Ol y maculopatia en
ojo de buey en ambos ojos, siendo superior en el Ol que en el OD (Figura IV.15).

El estudio del panel de genes identificé en la paciente RPN-129 las mutaciones p.(Glu328%)
y p-(Arg602Trp) en el gen ABCA4, previamente descritas. Los estudios de segregacion familiar
confirmaron que ambas mutaciones procedian de distinto progenitor, siendo el paciente RPN-
128 portador de la mutacion p.(Arg602Trp). En cambio, en el paciente RPN-544, de las dos
mutaciones identificadas en su hermana, solo se identifico la mutacion p.(Glu328*) en el gen
ABCAA4. Posteriormente, al paciente RPN-544 se le secuencio el panel de genes, hallAndose la
mutacién p.(Glu328*), previamente identificada mediante secuenciacion Sanger, y la mutacion
p.(Gly1l961Glu), previamente descrita, ambas en el gen ABCA4. Por ultimo, se confirmd
mediante secuenciacion Sanger la presencia de la mutacion p.(Gly1961Glu) en el padre (RPN-
128) (Figura IV.14).

RPN-128 RPN-127

vi++ O M
M2:-/+ M2:+/+
M3:-/+ M3:+/+
M1: ABCA4:p.(Glu328*)
;i M2: ABCA4:p.(Arg602Trp)
M3: ABCA4:p.(Gly1961Glu)
RPN-129 f RPN-544
M1:-/+ M1:-/+
M2:-/+ M2:+/+
M3:+/+ M3:-/+

Figura IV.14 Segregacion familiar de las mutaciones identificadas en la familia fRPN-51. +: alelo wildtype; -:
alelo mutado. La flecha sefiala al probando.
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Figura IV.15 Pruebas oftalmoscdépicas de los pacientes de la familia fRPN-142. Paciente RPN-129 a los 54
afios: (A, B) las imagenes de fondo de ojo corresponden a la retina periférica atréfica; no se muestran fotos
centrales por imposibilidad de captar imagenes dada la baja visién del paciente, la agudeza visual de la paciente era
de percibe luz en ambos ojos. Paciente RPN-544 a los 43 afios: en este caso se observa, tanto en retinografia (C,
D) como en autofluorescencia (E, F), que la afectacién esta limitada a la zona macular con papila y retina media
normales; en la OCT (G, H) hay marcada atrofia con desaparicion total de la retina externa, incluyendo capa de
fotorreceptores y membrana limitante externa; la agudeza visual del paciente era de 0,5/0,3.

6.4.Familia fRPN-219

El paciente RPN-508 acude por primera vez a la consulta del oftalmdlogo a los 16 afios por
pérdida de vision progresiva, presentando una agudeza visual de 0,05/0,15 que no mejora con
correccion en ambos o0jos, escotoma central en ambos ojos e hipoplasia macular. En la
angiofluorescencia se observo defecto ventana perifoveal en ambos ojos. Las respuestas de
los PEVP fueron anormales y las del ERG-G dentro del limite de normalidad en ambos ojos.
Se le diagnostica de distrofia macular. A los 24 afios, el paciente RPN-508 presentdé una
agudeza visual de 0,05/0,16 con manchas amarillentas centrales en el polo posterior. Sin
embargo, su hermana (RPN-507) refiri6 pérdida visual desde la infancia temprana, y fue
diagnosticada de STGD a los 14 afos. A los 24 afos, los valores de agudeza visual de a
paciente eran de 0,05/0,16. Ademas de estos hallazgos, la paciente presenté un fenotipo de

pelo y ojos claros con ligero estrabismo, que no tenia el hermano (Figura 1V.16).

Se les realiza a ambos hermanos diferentes estudios genéticos en paralelo. Al paciente
RPN-508 se le secuencia el panel de genes, identificandose las mutaciones p.(Arg1129Leu) y
p.(Leul940Pro) en el gen ABCA4, previamente descritas. Sin embargo, a la paciente RPN-507

se le secuencian los 5 exones del gen TYR, identificandose las mutaciones p.(Arg217Trp) en
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heterocigosis y p.(Arg402GIn) en homocigosis. Los estudios de segregacion familiar
confirmaron que ambas mutaciones del gen ABCA4 procedian de distinto progenitor y que la
paciente RPN-507 también era portadora de las mutaciones en ABCA4. Sin embargo, en el
paciente RPN-508 solo se identificd una de las dos mutaciones que tenia la hermana en el gen
TYR, la missense p.(Arg402GIn) en heterocigosis (Figura I1V.17).

A C

Figura IV.16 Pruebas oftalmoscépicas de los pacientes de la familia fRPN-219. Paciente RPN-508 a los 26
afos: en retinografia (A, B) como en autofluorescencia (C, D) se visualizan los cambios del EPR asi como acumulos
de lipofucsina; OCT (E, F) con atrofia macular caracteristica de la enfermedad de STGD. Paciente RPN-508 a los
24 afios: en retinografia (G, H) como en autofluorescencia (I, J) se visualizan los cambios del EPR asi como
acumulos de lipofucsina; OCT (K, L) con atrofia macular caracteristica de la enfermedad de STGD.
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O
RPN-562 RPN-563
M1:+/+ M1:-/+

M1:ABCA4:p.(Arg1129Leu)
M2:ABCA4:p.(Leu1940Pro)

M2:-/+ M2:+/+ M3:TYR:p.(Arg217Trp)
M3:+/+ M4:TYR:p.(Argd02Gln)
M4:-/-

. m e [

RPN-591 f RPN-508 RPN-507 RPN-592
M1:-/+ M1:-/+ M1:-/+ M1:+/+
M2:+/+ M2:-/+ M2:-/+ M2:-/+
M3:+/+ M3:+/+ M3:-/+ M3:+/+
M4:+/- M4:-/+ M4:-/- M4:+/-

FiguralV.17 Segregacion familiar de las mutaciones identificadas en la familia fRPN-219. +: alelo wildtype; -:
alelo mutado. La flecha sefiala al probando.

6.5.Familia RPN-194

El paciente RPN-432 refirié nictalopia desde los 8 afios de edad. A los 9 afios se
observé alteracién del EPR a nivel periférico con agudeza visual igual a la unidad en ambos
ojos. Presentd respuestas de PEVP y EOG alteradas y ERG-G sin respuesta valorable, sin
embargo, las respuestas al ERG-P estaban dentro de los limites de normalidad. Las pruebas
electrofisioldgicas en su conjunto sugirieron una retinopatia periférica. A los 13 afios, en la
autofluorescencia se observo una imagen en ojo de buey con agudeza visual igual a la unidad.
A los 17 afios, el paciente refirid nictalopia y estrechamiento del campo visual, con una
agudeza visual de 0,8/0,8. En el fondo de ojo se observd marcada atrofia con imagenes
pigmentadas sugestivas de RP. La autofluorescencia mostré una imagen en ojo de buey
perifoveal correspondiendo con la marcada atrofia y adelgazamiento de la capa de

fotorreceptores perifoveal observada en la OCT.

Por otra parte, la paciente RPN-433 a los 5 afios presentaba PEVP alterado y ERG-G
normal, excepto el coeficiente b/a que era <2, lo que podria sugerir retinosquisis, sin embargo,
la agudeza visual era igual a la unidad en ambos ojos y en el estudio de fondo de 0jo no se
observé alteracién macular, en cambio, si habia una degeneracion retiniana periférica. A los 13
afios, el fondo de ojo evidencié una atrofia retiniana con visibn de vasos coroideos en la

periferia media, en cambio, en la OCT se observd una macula conservada.

El estudio del panel de genes en el paciente RPN-432 identifico la mutacion
p.(Ala469Thr) y el polimorfismo p.(Thrl153Met), descrito como posible inductor de
susceptibilidad a enfermedad (Meighan, Peng, and Varnum 2015), en el gen CNGA3, vy la
mutacion p.(Pro2301Leu) en PRPF8, no descrita previamente. El estudio de segregacion

familiar confirmé que las variantes en el gen CNGB3 estaban en diferentes alelos y que la
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paciente RPN-433 también era portadora de ambas variantes, sin embargo, la mutacién en
PRPF8 no se identificé en ninguno de los miembros de la familia, de los que se estudiaron
tanto el ADN procedente de sangre periférica como el de saliva.

[FHO

RPN-533 | RPN-534
M1:-/+ M1:+/+
M2:+/+ M2:-/+
M3:+/+ M3:+/+ M1: CNGB3:p.(Thr153Met)

M2: CNGB3:p.(Alad69Thr)

i Q ‘ M3: PRPF8:p.(Pro2301Leu)

RPN-432 RPN-535 RPN-433

M1:-/+ M1:-/+ M1:-/+
M2:-/+ M2:+/+ M2:-/+
M3:-/+ M3:+/+ M3:+/+

FiguralV.18 Segregacion familiar de las mutaciones identificadas en la familia fRPN-194. +: alelo wildtype; -:
alelo mutado. La flecha sefala al probando.

Figura IV.19 Pruebas oftalmoscépicas de los pacientes de la familia fRPN-194. Paciente RPN-432 a los 13
afos: (A, B) fondo de ojo a color con imagen caracteristica de ojo de buey mas evidente en (C, D) con
hipoautofluorescencia rodeada de hiperautofluorescencia; retina peripapilar con atrofia leve. Paciente RPN-432 a
los 9 afios: (E, F) en este caso es mas evidente la atrofia retiniana, ya que solo respeta el polo posterior y permite
ver la coroides por transparencia; (G, H) autofluorescencia anodina.

6.6. Familia fRPN-169

La paciente RPN-336 es la Unica afectada de la familia. Fue diagnosticada a los 11 afios
de RP. A los 52 afios la paciente tenia una agudeza visual e 0,2/0,05 con pérdida del campo
visual que fue progresando hasta que a los 60 afios solo percibia luces y sombras, ademas de
presentar cataratas en ambos 0jos y nistagmus. Estudios electrofisiol6gicos realizados a los 62
afios mostraron un ERG-G sin respuesta para el Ol y de muy baja amplitud y retraso para el

OD, ademas, los PEV-flash estaban abolidos.

El estudio del panel de genes en la paciente RPN-336 identificoé las mutaciones

p.(Thr352lle) y p.(Glu767Serfs*21) en el gen USH2A, previamente descritas, y la mutacion
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p.(le681Asnfs*17) en RP1, no descrita previamente. El estudio de segregacion familiar
confirmé que las mutaciones en USH2A estaban en heterocigosis compuesta y que ninguno de
sus hijos era portador de la mutacién en RP1 (Figura IV.20).

| @  ren-3e6
f M1:-/+
M2:-/+ M1: USH2A:p.(Thr352lle)
- AR M2: USH2A:p.(Glu767Serfs*21)
RPN-490 () E RPN-483 M3: RP1:p.(lle681Asnfs*17)
M1:+/+ M1:-/+
M2:-/+ M2:+/+
M3:+/+ M3:+/+

Figura IV.20 Segregacion familiar de las mutaciones identificadas en la familia fRPN-169. +: alelo wildtype; -:
alelo mutado. La flecha sefala al probando.
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7. ESTUDIOS FUNCIONALES MEDIANTE MINIGENES

Después de aplicar los filtros de MAF, se analizaron las variantes identificadas en los
pacientes mediante herramientas bioinforméticas (HSF y MaxEnt), con la finalidad de estudiar
el efecto de éstas sobre el mecanismo de splicing. De todas ellas, se seleccionaron las
variantes con criterios combinados para HSF (valor consenso (VC) >65 y una variacion del VC
entre WT y MT de +/- 10%) y MaxEnt (VC >3 y una variacion del VC entre WT y MT de +/-
30%), ademas de mutaciones que afectaban a nucleétidos menos conservados con una
variacion del VC de 7% para variantes en posicion +4 y 14% para variantes en posicion +3 o
+5 (Desmet et al. 2009). En la tabla IV.8 se detallan los resultados obtenidos de los predictores
HSF, MaxEnt y SpliceAl para cada una de las variantes seleccionadas. En relacién al contesto

gendmico, solo se han incluido las predicciones acordes al efecto observado.

Para confirmar las predicciones bioinfomaticas, se realizaron estudios funcionales con
minigenes y se analizaron los diferentes productos de splicing. En este ensayo no se
incluyeron las mutaciones localizadas en los sitios canénicos de splicing (-2,-1, +1, +2). Sin
embargo, si se incluyeron variantes que afectaban al primer nucleétido del exén y que
cumplian uno o ninguno de los criterios anteriormente citados: ABCA4: ¢.6148G>C, BESTL1:
€.637_639del e IDH3B: ¢.532A>G (Tabla 1V.8). A continuacion, se detallan los resultados

obtenidos para cada una de las variantes estudiadas in vitro mediante minigenes.

101



Resultados

Tabla IV.8 Predicciones bioinforméticas de las variantes seleccionadas para el ensayo con minigenes.

HSF MaxEnt spliceAl (*)
Gen Mutacion SS Posicion
Wt M Variacion (%) Wt M Variacion (%)
ABCA4 €.2972G>T D Exdn 64,62 91,45 +41,52 0,41 8,05 +2063,41 DG: 0,09 (2)
ABCA4 €.6148G>C A Exon (12) 87,36 83,20 -4,76 12,46 9,41 -24,48 AL: 0,00 (0)
) 93,39 91,03 -2,53 AL: 1,00 (3)
BEST1 €.637_639del A Exon (13-39)
75,49 91,03 +20,59 11,00 11,68 +6,18 AG: 0,93 (6)
CACNA2D4 €.2153-12_2155del A Exdn (12-3%) 93,15 57,22 -38,57 8,53 -2,70 -131,65 -
CNNM4 €.2039C>T D Exon 55,92 82,75 +47,98 1,89 5,86 +409,52 -
o 69,04 77,38 +12,08 DG: 0,80 (20)
FSCN2 c.1105G>A D Exdn (dltima)
89,94 79,36 -11,76 9,10 4,04 -55,60 DL:0,47 (0)
IDH3B c.532A>G A Exon (12) 88,49 91,62 +3,54 6,89 7,89 +14,51 AG: 0,01 (-8)
) 59,74 88,69 +48,46 -3,58 5,16 +244,13 AG: 0,68 (-1)
MAK C.755A>G A Exon
81,74 81,69 -0,06 3,75 -2,2 -158,67 AL: 0,34 (-7)
o DG: 0,43 (16)
MERTK c.1450G>A D Exdn (dltima) 90,80 80,22 -11,65 8,94 3,45 -61,41
DL: 0,67 (0)
PRPF31 €.182C>G D Exon (52) 62,94 89,77 +42,63 -1,98 6,29 +417,68 DG: 0,00 (-1)
RHO c.316G>A A Exdn 64,15 93,10 +45,13 -1,61 6,34 +493,79 AG: 0,00 (2)
RIMS1 C.2544+4A>G D Intron (+4) 82,83 74,49 -10,07 4,44 -1,23 -127,70 -
RPGRIP1 €.930+3A>G D Intrén (+3) 96,23 85,39 -11,26 8,40 4,72 -43,81 -

Abreviaciones. A: aceptor, AG: acceptor gain, AL: acceptor loss, D: donador, DG: donor gain, DL: donor loss, M: mutante, SS: sitio de splicing, Wt: widltype, (*): distancia en pb.

-: gen no disponible en la web consultada.
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7.1.ABCAA4: c.2972G>T, p.(Gly991Vval)

Los algoritmos bioinformaticos HSF y MaxEnt predicen la creacion de un nuevo sitio
donador (GGGgtaagg), al contrario que el predictor de nueva generacion spliceAl que no
predice ningun efecto aberrante en el splicing para esta variante (Tabla I1V.8). Por otra parte,
segun el predictor hnRNP, esta mutacion también crearia un nuevo motivo silencer
(TAAGGG), con un VC de 80,00 (umbral de impacto >65,48). Esta mutacion se identificé en el
paciente RPN-410 en trans con la mutacion ¢.4253+4C>T, clasificada previamente como
patologica (Webster et al. 2001) (Anexos, Tabla VIII.8). El resultado del ensayo con minigenes
mostré que tanto el procesamiento de la construccién WT como la MT generaron dos bandas
de diferente tamafio: el procesamiento correcto (banda A) y el salto del exén 20 (banda B)
(Figura IV.21).

ABCA4
.2972G>T

M WT  MT

Po | S
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1000 s

700— L ]
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400~ b o - e A e

300, NN smaB s
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Figura IV.21 Resultados de los minigenes para la variante ¢.2972G>T de ABCAA4. Electroforesis en gel de
agarosa de los productos obtenidos por RT-PCR de las construcciones wildtype (WT) y mutado (MT). M: marcador.

7.2.ABCAA4: c.6148G>C, p.(Val2050L eu)

Segun los predictores bioinformaticos, esta mutacion daria lugar a un nuevo motivo
aceptor (tctcttccctagCT) que disminuiria la fuerza del sitio natural, con una variacion del VC
<10% para HSF e <30% para MaxEnt, concoordante con los resultados del predictor spliceAl
(acceptor loss): 0,00 (Tabla 1V.8). Esta mutacién se identific6 en los pacientes RP-44, RPN-
191 y RPN-536, diagnosticados de RP (Anexos, Tabla VII.7). En el ensayo in vitro con
minigenes no se observaron diferencias entre el procesamiento de las construcciones WT y
MT. En ambos casos se obtuvo una banda correspondiente al procesamiento correcto del
exoén 45 de ABCA4 (Figura IV.22).
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Figura IV.22 Resultados de los minigenes para la variante ¢.6148G>C de ABCAA4. Electroforesis en gel de
agarosa de los productos obtenidos por RT-PCR de las construcciones wildtype (WT) y mutado (MT). M: marcador.

7.3.BEST1: c.637 639del, p.(Glu213del)

Los resultados de las herramientas bioinformaticas empleadas predicen la activacion de
un sitio criptico aceptor con una variacion del VC de 20,59% para HSF y 6,18% para MaxEnt.
Por otra parte, spliceAl predice una pérdida del sitio aceptor natural (VC: 1,00) y la ganancia
de un aceptor (VC: 0,93) (Tabla IV.8). Esta variante se identificd en el paciente RPN-106 en
trans con p.(lle201Thr), inicialmente diagnosticado de STGD (Anexos, Tabla VIII.8). El ensayo
de los minigenes mostré que el procesamiento de la construccidn WT gener6 dos fragmentos
de distinta intensidad (Figura IV.23): el procesamiento correcto (banda A), mas intenso, y el
salto del exdn 6 de BEST1 (banda B), menos intenso. En el minigen MT se obtuvieron ambas
bandas, pero con la intensidad invertida respecto al minigen WT, es decir, la banda
correspondiente al exon skipping (banda B) es mucho mas intensa que la banda
correspondiente al procesamiento correcto (banda A). Ademas, una vez secuenciada la banda
A de la construccién MT se observo la ausencia de las tres primeras bases del exdn 6, acorde
con la mutacion a estudio. La delecién del exén 6 de BEST1 daria lugar a la proteina
p.(Glu212_GIn238del), con una pérdida de 26 amino4cidos respecto a la proteina wildtype.
Segun el predictor Conserved Domains de NCBI, el dominio bestrofina no desapareceria en la
proteina mutada. Sin embargo, segun la base de datos dbPTM, el residuo de la posicién 227

de la proteina BEST1 estaria fosforilado.
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Figura V.23 Resultados de los minigenes para la variante ¢.637_639del de BEST1. Electroforesis en gel de
agarosa de los productos obtenidos por RT-PCR de las construcciones wildtype (WT) y mutado (MT). M: marcador.

7.4.CACNA2D4: ¢.2153-12 2155del, p.?

Los algoritmos HSF y MaxEnt predicen una pérdida del sitio natural aceptor (Tabla IV.8).

Esta mutacion se identificé en heterocigosis en el paciente RPN-424, diagnosticado de DCB,
sin variantes potencialmente patogénicas adicionales (Anexos, Tabla VIII.7). Los experimentos
in vitro mostraron que la construccion WT creé dos transcritos diferentes: uno de ellos
corresponde al transcrito correcto (banda A) y el mas pequefio corresponde al salto del exén
23 (banda B). Por otra parte, en la construccién MT solo se observé la banda correspondiente
al salto de exon (Figura IV.23). El salto del exdn 23, daria lugar a la pérdida de la pauta de
lectura, pudiendo dar lugar a la degradacion del ARNm mediada por mutaciones terminadoras
(conocido como nonsense-mediated mMRNA decay, NMD), apoyado por el predictor NMDEsc.
Si no se produjese NMD, se produciria la proteina mutada p.(Cys718Trpfs*19), sin el dominio
VGCC-alpha2.
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Figura V.24 Resultados de los minigenes para la variante ¢.2153-12_2155del de CACNA2DA4. Electroforesis en
gel de agarosa de los productos obtenidos por RT-PCR de las construcciones wildtype (WT) y mutado (MT). M:
marcador.
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7.5.CNNM4: ¢.2039C>T, p.(Ala680Val)

Segun los predictores bioinforméaticos, esta mutacion daria lugar a un nuevo sitio donador
(TTGgtaggce) (Tabla 1V.8). Sin embargo, segun el predictor hnRNP, esta mutacién también
incrementaria la fuerza de un sitio silencer: de un VC de 74,76 (CAGGCA) a 90,00 (TAGGCA)
(umbral de impacto >65,476). Esta variante se identificé en la paciente RP-677, diagnosticada
de enfermedad de STGD vy sin variantes potencialmente patogénicas adicionales (Anexos,
Tabla VIIIL.7). En el ensayo in vitro con minigenes no se observaron diferencias entre el
procesamiento de las construcciones WT y MT (Figura 1V.25). En ambos casos se obtuvo una
banda correspondiente al procesamiento correcto del exdén 6 de CNNM4.
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Figura IV.25 Resultados de los minigenes para la variante ¢.2039C>T de CNNM4. Electroforesis en gel de
agarosa de los productos obtenidos por RT-PCR de las construcciones wildtype (WT) y mutado (MT). M: marcador.

7.6.ESCN2: c.1105G>A, p.(Gly369Ser)

Para esta variante, localizada en la dltima posicién del exén 3 de FSCN2, los algoritmos
HSF y MaxEnt predicen una pérdida del sitio natural donador. Por otra parte, spliceAl también
predice una pérdida del sitio natural donador, con una fuerza media, y afiade la prediccion de
la activacién de un sitio criptico donador a una distancia de 20 nucleétidos (Tabla IV.8). Esta
variante fue identificada en las tres pacientes afectadas de distrofia macular STGD-like de la
familia fRPN-144, con una mutacién potencialmente patogénica en PRPH2 (Anexos, Tabla
VIII.8). El ensayo con minigenes mostré que la construccion WT generé una banda que
corresponde al procesamiento correcto del pre-ARNm (banda A) (Figura IV.26). Por otra parte,
la construccién MT generd dos bandas: la banda B, en la que se observa una insercion de 20
pb intrénicas al exdn 3, que correspoderia con la activacion del sitio criptico donador
CAGgtactg (VChsr: 76,95 ¥ VCuaxent: 9,04), y la banda C, en la que se observa la pérdida del
exon 3. El nuevo transcrito mutado r.1105_1106ins[1105+1_1105+20], segun el predictor
NMDEsc, no seria degradado y daria lugar a la proteina p.(Lys370Glufs*50), carente de uno
de los cuatro dominios fascina.
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Figura 1V.26 Resultados de los minigenes para la variante ¢.1105G>A de FSCN2. Electroforesis en gel de
agarosa de los productos obtenidos por RT-PCR de las construcciones wildtype (WT) y mutado (MT). M: marcador.

7.7.1DH3B: ¢.532A>G, p.(Serl178Gly)

La variante a estudio se localiza en la primera posicion del exén 7 de IDH3B. Los

predictores HSF y MAXEnt indican un incremento de la fuerza en el sitio aceptor, pero con una
variacion del VC por debajo del umbral establecido, acorde con los resultados de spliceAl que
para esta variante tampoco predicen un efecto aberrante en el splicing (Tabla 1V.8). Esta
variante se identific6 en heterocigosis en el paciente RPN-299, diagnosticado de RP
esporadico, en el que no se encontraron variantes potencialmente patogénicas adicionales
(Anexos, Tabla VIII.8). En el disefio de este minigen se incluyeron los exones 6, 7 y 8 debido a
la gran proximidad entre ellos. Por tanto, el ensayo in vitro mostré6 que tanto el minigen WT
como MT generaron tres bandas (Figura IV.27): el procesamiento correcto de los exones 6, 7 y
8 (banda A), el procesamiento correcto de los exones 7 y 8 (banda B) y el procesamiento
correcto del exén 8 (banda C).
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Figura IV.27 Resultados de los minigenes para la variante c.532A>G de IDH3B. Electroforesis en gel de
agarosa de los productos obtenidos por RT-PCR de las construcciones wildtype (WT) y mutado (MT). M: marcador.
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7.8.MAK: c.755A>G, p.(Asn252Ser)

Los algoritmos bioinforméticos, para esta mutacion exonica localizada fuera de los sitios
de splicing 3’ y 5’ del exdn 8 de MAK, predicen dos eventos diferentes: la creacion de un nuevo
sitio aceptor (tcttattcccagTG) y la pérdida de un sitio criptico aceptor (Tabla IV.8). Por otra
parte, el predictor hnRNP sefiala la creacion de un nuevo motivo silencer (CAGTGC) con un
VC de 67,62. Esta variante se identifico en el paciente RPN-326, afectado de distrofia macular
de Best y con diagnéstico genético incompleto (Anexos, Tabla VIII.7). El ensayo funcional con
minigenes mostrdé una banda visualmente del mismo tamafio para cada construcciéon (Figura
IV.28): WT y MT. Una vez secuenciadas, en la banda de la construccién WT se observé una
secuencia correspondiente al procesamiento correcto del exon 8 y otra de un transcrito mas
pequefio, formado por los ultimos 70 nucleétidos del exén 8. En la construccion MT también se
observo el transcrito con el exén 8 completo y otro transcrito con las Ultimas 76 pb del exén,
gue corresponderia con el nuevo sitio aceptor creado, dando lugar a un transcrito con las
primeras 92 pb del exén 8 delecionadas. El transcrito aberrante r.664_755del (banda B), segun
el predictor NMDEsc, seria susceptible de ser degradado. Si no se produjese NMD, daria lugar

a la proteina mutada p.(Ser222Cysfs*3), con el dominio proteina kinasa (4 — 284 aa) truncado.
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Figura IV.28 Resultados de los minigenes para la variante c.755A>G de MAK. Electroforesis en gel de agarosa
de los productos obtenidos por RT-PCR de las construcciones wildtype (WT) y mutado (MT). M: marcador.

7.9.MERTK: ¢c.1450G>A, p.(Gly484Ser)

Esta variante se localiza en la Ultima posicion del exén 9 de MERTK. Los predictores
bionformaticos sugieren que esta mutacién podria dar lugar a la pérdida del sitio natural
donador vy, spliceAl aflade que se activaria un donador a una distacia de 16 nucleétidos de la
mutaciéon a estudio (Tabla IV.8). La mutacion p.(Gly484Ser) se identificd en la paciente RPN-
442, afectada de RP, con una delecion completa del gen MERTK en el segundo alelo
(Anexos, Tabla VIII.8). El ensayo in vitro con minigenes mostré una banda en la construccion

WT, correspodiente al procesamiento normal del exon 9 (banda A) (Figura IV.29), y dos
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bandas en la construccién MT. En la primera de ellas (banda B) se observa una insercion de
16 pb intronicas al exon 9, que correspoderia con la activacion del sitio criptico donador
CCAgtaagg (VCusr: 82,74 y VCyaxent: 5,74). En la segunda banda de la construccion MT
(banda C) se observa un transcrito con los 76 ultimos nucleétidos delecionados, que
corresponderia con la activacion del sitio criptico donador ACAgtgagg (VChsk: 80,63 Y VCyiaxent:
3,44). Tanto el transcrito con la insercion r.1450_1451ins[1450+1_1450+16] como el transcrito
con la delecién r. 1374_1450del, segun el predictor NMDEsc, serian susceptibles de ser
degradados. Si no se produjese NMD, se producirian las proteinas mutadas
p.(Trp485Glufs*63) y p.(Val459Leufs*60), respectivamente. En ambas proteinas el dominio
proteina tirosina kinasa (588 — 852 aa) estaria ausente.
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Figura IV.29 Resultados de los minigenes para la variante ¢.1450G>A de MERTK. Electroforesis en gel de
agarosa de los productos obtenidos por RT-PCR de las construcciones wildtype (WT) y mutado (MT). M: marcador.

7.10. PRPE31: ¢.182C>G, p.(Ala61Gly)

Los algoritmos HSF y MaxEnt sefalaron la creacion de un nuevo sitio donador
(TTGgtgaga), con una variacion del VC por encima del umbral de impacto establecido (Tabla
IV.8). Sin embargo, el predictor de nueva generacién spliceAl no lo predice. Esta variante se
identificd en la paciente RPN-284, diagnosticada de enfermedad de STGD y en la que no se
han identificado mutaciones potencialmente patol6gicas (Anexos, Tabla VIII.8). En el estudio
de los minigenes no se observaron diferencias entre las construcciones WT y MT (Figura
IV.30).
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Figura 1V.30 Resultados de los minigenes para la variante ¢.182C>G de PRPF31. Electroforesis en gel de
agarosa de los productos obtenidos por RT-PCR de las construcciones wildtype (WT) y mutado (MT). M: marcador.

7.11. RHO: ¢.316G>A, p.(Gly106ArQq)

Esta mutacion no se encuentra cerca de los sitios de splicing, pero los algoritmos HSF y
MaxEnt sugieren la creacién de un nuevo sitio aceptor (Tabla IV.8). Sin embargo, spliceAl no
predice ningun efecto aberrante en el splicing para esta variante. Por otra parte, segun el
predictor hnRNP, esta mutacién también crearia un nuevo motivo silencer (CAGGCC) con un
VC de 72,86. La mutacion p.(Glyl06Arg), previamente descrita como patoldgica, se identificd
en los pacientes RPN-253 y RPN-254, afectados de RP (Anexos, Tabla VIII.8). En el ensayo
con minigenes se obtuvo una banda del mismo tamafio para las construcciones WT y MT,

correspondiente a la pérdida del ex6n 1 de RHO (Figura IV.31).
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Figura IV.31 Resultados de los minigenes para la variante ¢.182C>G de PRPF31. Electroforesis en gel de
agarosa de los productos obtenidos por RT-PCR de las construcciones wildtype (WT) y mutado (MT). M: marcador.
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7.12. RIMS1: c.2544+4A>G, p.?

Los algoritmos HSF y MaxEnt sefialaron la ruptura del sitio donador natural (Tabla 1V.8).
Esta variante se identifico en los dos hermanos afectados de ACL de la familia fRPN-38
(Anexos, Tabla VIII.8). Ademas, estos pacientes tienen una variante deletérea en homocigosis
en AIPL1. Mediante el estudio con minigenes se observé que la construccion WT generd una
sola banda correspondiente al procesamiento correcto del exén 14 (banda A) (Figura IV.31),
mientras que la construccion MT generd otra banda mas pequefia (banda B), correspondiente
al salto del exén 14 de RIMS1. El salto del exén 14, daria lugar a la pérdida de la pauta de
lectura y a la degradacion del ARNm mediada por la via NMD, apoyado por el predictor
NMDEsc. Si no se produjese NMD, se produciria la proteina mutada p.(Ser791Argfs*4), sin los
dominios altamente conservados C2A_RIM1lalpha y C2B_RIMlalpha.

RIMS1
C.2544+4A>G

M WT  MT

Figura IV.32 Resultados de los minigenes para la variante ¢.2544+4A>G de RIMS1. Electroforesis en gel de
agarosa de los productos obtenidos por RT-PCR de las construcciones wildtype (WT) y mutado (MT). M: marcador.

7.13. RPGRIP1: c.930+3A>G, p.?

Los algoritmos HSF y MaxEnt predicen la ruptura del sitio donador natural (Tabla 1V.8).
Esta mutacién se identificd en la paciente RP-632, diagndsticada de RP y portadora de una
mutacién patoldgica en EYS (Anexos, Tabla VIIL.7). Los resultados de los minigenes no

identificaron transcritos aberrantes debidos a esta variante (Figura IV.33).
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Figura IV.33 Resultados de los minigenes para la variante ¢c.930+3A>G de RPGRIP1. Electroforesis en gel de
agarosa de los productos obtenidos por RT-PCR de las construcciones wildtype (WT) y mutado (MT). M: marcador.

En resumen, seis de las 13 mutaciones estudiadas mediente ensayos in vitro con
minigenes dieron lugar a un procesamiento aberrante del ARNm (Tabla IV.9). Las mutaciones
BEST1: ¢.637_639del, CACNA2D4: ¢.2153-12_2155del y RIMS1:c.2544+4A>G provocaron un
salto completo del exén, las mutaciones MAK: ¢.755A>G y MERTK:c.1450G>A generaron la
delecion de 92 y 76 pb, respectivamente, y la mutacion FSCN2 provocé la inserciéon de 20 pb

intronicas en el transcrito.

Tabla IV.9 Resumen: mutaciones con efecto deletéreo sobre el splicing

Gen Mutacién Resultado minigenes
BEST1 €.637_639del Exon skipping
CACNA2D4  ¢.2153-12_2155del Exon skipping
FSCN2 c.1105G>A Ins 20 pb
MAK C.755A>G Del 92 pb
MERTK €.1450G>A Del 76 pb
RIMS1 €.2544+4A>G Exon skipping
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8. PACIENTES NO RESUELTOS

En el 27% (34) de los pacientes no se identific6 ninguna variante potencialmente
patogénica en los genes estudiados. El 76% (26) de los pacientes no resueltos tenian una
sospecha diagnostica de RP. En este grupo de pacientes se secuenciaron las mutaciones
intrénicas profundas previamente descritas y no incluidas en el disefio del panel, pero no se
identifico ninguna de ellas.
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Discusioén

En las enfermedades clinica y genéticamente heterogéneas, en las que estan implicados
muchos genes diferentes, como las DHR, el estudio en paralelo de varios de ellos incrementa
sustancialmente el ratio diagndstico y representa la eleccién diagndstica mas coste-eficiente (S
P Daiger, Sullivan, and Bowne 2013). En este estudio se disefid un panel genes incluyendo las
regiones codificantes de 117 genes previamente relacionados con las DHR no sindromicas o
genes que dan lugar tanto a formas sindrémicas como no sindrémicas (USH2A). En el disefio,
también se consideraron 5 regiones intrénicas profundas en las que se habian identificado
mutaciones en pacientes con DHR. Para la validacion del disefio del panel y estrategia de
andlisis de datos, se secuenciaron 8 pacientes con mutaciones conocidas como controles
positivos, obteniendo una tasa de deteccion de mutaciones del 100%, lo que demostro la alta

especificidad y sensibilidad de nuestra aproximacién diagnostica.

Se seleccionaron familias afectadas de DHR no sindrémica procedentes sobre todo de la

asociacion de pacientes “Retina Comunidad Valenciana” (http://www.retinacv.es/) y del

departamento de salud Valencia La Fe, aunque en el diagndéstico oftalmologico y

electrofisiol6gico también participaron el hospital de Manises y el Hospital General de Valencia.
1. RATIO DIAGNOSTICO Y VARIANTES GENETICAS

De las 124 familias que no contaban con un diagndstico genético con anterioridad a este
estudio, se consiguié un diagnéstico completo en 75 de ellas, lo que supone una tasa
diagnostica del 60%. Este porcentaje es comparable al de otros estudios similares en los que
también utilizan NGS dirigida a una seleccién de genes (Bravo-Gil et al. 2016; Bernardis et al.
2016). Sin embargo, el rango de rendimiento diagndstico publicado en pacientes con DHR
varia entre 30-70% independientemente del nimero de genes incluidos en el panel, incluso
cuando se emplea WES o WGS (Tiwari et al. 2016; Carss et al. 2017; Ezquerra-Inchausti et al.
2018; Jespersgaard et al. 2019). Esta diferencia en el rango de rendimiento es principalmente
debida a la composicién de la cohorte a estudio, obteniendo ratios diagndsticos mas altos en
aquellas entidades clinicas donde los genes causantes de enfermedad se han identificado
practicamente en su totalidad, siendo del 70-80% en ACL (Kumaran et al. 2017), 80-90% en
STGD (Bauwens et al. 2019) y aproximadamente del 50% en RP (Neveling et al. 2012),

consistente con los resultados obtenidos en este trabajo.

El fenotipo mas prevalente en esta cohorte es RP (58%) seguido de STGD (17%) y el
modo mas prevalente de herencia es AR, por otra parte, los genes mas frecuentemente
mutados son ABCA4 (24%), USH2A (11%) y RPGR (8%). Estos hallazgos son similares a los
descritos en grandes cohortes de DHR de otras poblaciones (Sharon et al. 2019; Holtan et al.

2019; Stone et al. 2017). En los 75 pacientes con diagndstico genético completo se
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identificaron 113 mutaciones Unicas distribuidas en 30 genes diferentes, de las cuales 38 se

describen por primera vez en este trabajo. Del total de variantes Unicas la mayoria eran
missense, seguidas de frameshift y nonsense.

Se estima que entre el 7-10% de los pacientes son portadores de una CNV en los genes
asociados a DHR (Khateb et al. 2016; Bujakowska et al. 2017; Bauwens et al. 2019). Las
técnicas gold standardt utilizadas para la deteccion de CNV son los arrays de SNP, arrays
CGH o MLPA (Pieras et al. 2011; Steele-Stallard et al. 2013). Sin embargo, desde hace
algunos afos, se estan desarrollando diferentes algoritmos para la deteccién de CNV a partir
de los datos de NGS (Krumm et al. 2012; Pounraja et al. 2019). Estos algoritmos se basan
principalmente en la profundidad de las lecturas, la distancia fisica entre una pareja de lecturas
(paired-end mapping), la deteccion de lecturas divididas y comparacion con el genoma de
referencia (Tattini, D’Aurizio, and Magi 2015). La alta profundidad y uniformidad de lecturas en
las distintas regiones contempladas en el panel de este estudio, permitié realizar un analisis de
CNV con la herramienta bioinformatica DECoN (Fowler et al. 2016), detectando tres deleciones
en EYS, una delecion en ABCA4, una delecién en PRPF31, una delecién completa de MERTK,
una delecion completa de CRB1 y dos duplicaciones en ROM1 (Anexos, Tabla VIII.8),
suponiendo el 7% (8) del total de mutaciones Unicas identificadas. Dichas CNV fueron
validadas posteriormente mediante MLPA o CGH array, excepto la duplicacion en ROM1, que
no dispone de MLPA comercial y el CGH array carece de la sensibilidad suficiente para poder
detectar esta region. Una de las opciones a contemplar seria utilizar el microarray customizado
arrEYE de (Van Cauwenbergh et al. 2017) para confirmar la duplicacién identificada en ROML.
Por tanto, el ratio de portadores de CNV en nuestra cohorte fue de 6,5% (8), ligeramente
inferior a lo estimado. Destacamos la posibilidad de que grandes deleciones o duplicaciones
patolégicas podrian ser mas frecuentes de lo estimado para los casos con DHR (Van Schil et
al. 2018). Ademas, en los casos esporadicos 0 recesivos en los que se ha identificado un
cambio en homocigosis deberiamos tener en mente la posibilidad de que haya una CNV en

heterocigosis compuesta.
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2. RECLASIFICACION DE PACIENTES

Tras los resultados genéticos obtenidos con la secuenciacion del panel de genes, 13 (10%)
de las 124 familias fueron reclasificadas tanto clinica como de acuerdo a su patron de
herencia. Cuatro de ellas fueron clinicamente reclasificadas: una de ellas a DMB tras la
identificacion de mutaciones en BEST1, otra en DRIT tras la identificacion de una mutacién en
C1QTNF5, otra en distrofia de conos AD tras la identificacion de una mutacion en GUCY2D y
la dltima en acromatopsia congénita tras la identificacion de dos mutaciones en CNGB3. Las
otras nueve familias se han reclasificado genéticamente: una a AR tras la identificacién de dos
mutaciones en CNGB1, tres a herencia AD tras la identificacién de una mutacién en PRPF31 y

cinco a LX tras la identificacion de una mutaciéon en RPGR.

La mayoria de casos de RP esporadicos resueltos se clasificaron a RP AR con un bajo
riesgo de trasmision a la descendencia, al igual que ocurre en otros estudios (Martin-Merida et
al. 2019). Sin embargo, el nimero de casos con herencia AD y LX no es despreciable. En este
estudio uno de los casos reclasificados a LX y dos de los casos reclasificados a AD eran
esporadicos. En estos dos Ultimos casos y en los tres hermanos afectados de la familia fRPN-
168, previamente clasificados como RP AR, se identificaron mutaciones en PRPF31. El
estudio de segregacion en los respectivos familiares mostré penetrancia incompleta en las 3
familias, fenbmeno ampliamente descrito en pacientes portadores de mutaciones en este gen
(Rose et al. 2016; Martin-Merida et al. 2017).
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3. CORRELACION FENOTIPO-GENOTIPO

3.1.Sobreexpresion de ROM1

La proteina de membrana 1 del segmento externo retiniano (Retinal outer segment
membrane protein 1, ROM1) es una proteina especifica de los fotorreceptores localizada en la
membrana discal de los segmentos externos de bastones y conos (Moritz and Molday 1996).
La funcién de ROML1 requiere interaccion con su homélogo estructural, periferina 2 (peripherin
2, PRPH2), con el cual comparte el 55% de nucleétidos y el 35% de identidad de aminoacidos.
Concretamente, ROM1 y PRPH2 forman complejos a través de interacciones covalentes y no
covalentes que son criticas para la formacién y mantenimiento de los segmentos externos de
los fotorreceptores (Goldberg and Molday 1996). (Zulliger et al.2018). Mas de 150 mutaciones
se le han atribuido a PRPH2, dando lugar a un espectro de DHR AR y AD que incluye la
distrofia coroidea areolar central, distrofia en patrén, distrofia macular viteliforme de inicio en
adultos y RP (Farrar et al. 1991; Schatz et al. 2003; Boon et al. 2007). También se han descrito
casos de digenismo con mutaciones en ROM1 y PRPH2 en pacientes con RP (Kajiwara,
Berson, and Dryja 1994; Dryja et al. 1997). Sin embargo, los casos de DHR descritos con
mutaciones Unicamente en ROM1 son muy escasos Yy ninguno de ellos conlleva una

sobreexpresion de la proteina (Anasagasti et al. 2013; Xu et al. 2014; Ma et al. 2019).

Se ha observado que mientras que la sobreexpresion de Prph2 es tolerada por los
fotorreceptores (Nour et al. 2004), la sobreexpresion de Roml puede ser toxica para éstos.
Chakraborty et al estudiaron el papel de Roml en los conos utilizando ratones transgénicos
con sobreexpresion de Roml, sugiriendo que la alteraciéon del ratio Roml/Prph2 por
sobreexpresion de Roml crea un efecto negativo en la funcién y estructura del segmento
externo del cono (Chakraborty et al. 2012). Estudios mas recientes en los que utilizaron
ratones knock-in que expresaban una proteina quimérica compuesta por el cuerpo de Rom1 y
el dominio c-terminal de Pprh2, demostraron que el exceso de Rom1l en ambos fotorreceptores
era toxico, ademas de que el papel de Roml y Prph2 era diferente entre ambos
fotorreceptores (Conley et al. 2018). También se ha demostrado que la sobreexpresion de
otras proteinas especificas de los fotorreceptores, como la rodopsina, es téxica para la retina
(Tan et al. 2001; Wen et al. 2009).

En este estudio se ha identificado la duplicacion del gen ROM1 entero en 2 familias no
relacionadas y diagnosticadas de RP. Dichos resultados apoyan a lo publicado previamente
sobre el efecto téxico de la sobreexpresiéon de ROML1.
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3.2.Variabilidad fenotipica intrafamiliar

La degeneracion retiniana de inicio tardio (DRIT) es una enfermedad rara autosémica
dominante de inicio en la quinta o sexta década de la vida caracterizada por nictalopia, pérdida
del campo visual, presencia de depdésitos subretinianos (entre el EPR y la coroides) llamadas
drusas y, como consecuencia, atrofia del tejido local o neovascularizacion de la coroides,
dando lugar a pérdida de la vision central y ceguera (Jacobson et al. 2014). Todos los casos
de DRIT publicados hasta la fecha estan causados por mutaciones en C1QTNF5, que codifica
para C1QTNF5, una proteina de membrana expresada en gran cantidad en las células del
EPR que participa en la adhesioén celular (Hayward et al. 2003).

Se han descrito solamente unas pocas variantes potencialmente patoldgicas en C1QTNFS5,
entre ellas la mutacion fundadora p.(Serl63Arg) y la mutacién p.(Prol88Thr), que comparte
residuo mutado con la identificada en este estudio (Hayward et al. 2003; Stanton et al. 2017;
Shyamanga Borooah et al. 2018). En este trabajo se describen cuatro casos de una familia con
tres generaciones de afectados de DRIT, en los que se ha identificado la mutacién C1QTNF5:
p.(Prol88Leu), previamente no descrita. Sin embargo, hubo variabilidad en la presentacion de
los sintomas visuales entre los casos de la misma familia. EI probando (RPN-234) y su madre
(RPN-552) empezaron a manifestar pérdida visual sobre la década de los 50 y fueron
diagnosticados de distrofia macular. Sin embargo, la hermana del probando (RPN-509) refirio
nictalopia casi diez afios mas tarde que el debut de su hermano y la degeneracién retiniana al
diagnéstico fue de predominio periférico y no macular. De hecho, la agudeza visual de la
paciente RPN-509 a los 63 afios era de 0,9/07 (OD/OI), mientras que la de su hermano a los
65 afios era de movimiento de manos en ambos ojos. La variabilidad en la presentacién de los
sintomas visuales también se ha descrito en otros casos con DRIT (Stanton et al. 2017,

Shyamanga Borooah et al. 2018).

Por otra parte, la paciente RPN-640, aunque asintomética, a los 39 afios ya presentaba
drusas localizadas en el area paramacular temporal observadas en fondo de ojo y OCT, a
diferencia de lo expuesto por Borooah et al que define, segun los datos clinicos recopilados de
pacientes con DRIT, el primer estadio de la enfermedad (0-40 afios) con fondo de ojo normal
(S Borooah et al. 2009). Por tanto, la paciente RPN-640 seria la paciente con mutacion en
C1QTNF5 mas joven con signos fundoscoépicos caracteristicos de DRIT.

3.3.RPGR

El gen regulador de retinosis pigmentaria GTPasa (retinitis pigmentosa GTPase regulator,
RPGR) esta formado por 19 exones y codifica para la proteina RPGR, localizada en el cilio
conector de los fotorreceptores y cuyas funciones son estructurales y de trasporte (Meindl et
al. 1996). Hay varias isoformas de RPGR derivadas del splicing alternativo o modificacion

postraduccional, que se expresan en diferentes cantidades en varios tejidos (pulmon, rifion,
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retina, cerebro, testiculos), lo que sugiere que el splicing en RPGR sea especifico de tejido con
funciones también especificas de tejido. La isoforma que se expresa en mayor cantidad en la
retina contiene un exén terminal 3’ llamado exén open reading frame 15 (ORF15), que incluye
el exon 15 y parte del intrén 15 de la isoforma constitutiva. El exon ORF15 codifica para una
secuencia repetitiva rica en glicina y acido glutamico que crea un punto caliente de mutaciones
(hot spot) (Vervoort et al. 2000). La detecciéon de ORF15 mediante NGS presenta un gran
desafio técnico debido a la naturaleza de la secuencia de ADN, de hecho, esta region no esta
incluida en algunos paneles de genes o0 no esta completamente cubierta (Churchill et al. 2013;
Perez-Carro et al. 2016; Stone et al. 2017). En este trabajo, el enriquecimiento de esta region
ha permitido secuenciar el exdtn ORF15 completo, identificando en primer lugar la mutacién
€.2323_2324del en el paciente control RPN-1 (Tabla 1I1.2) y, posteriormente, las mutaciones:
€.2296_2299del, ¢.2357_2375del, c.2442_2445del y c.2746del en la cohorte de pacientes sin

diagnéstico genético previo a la secuenciacion del panel de este estudio.

Mutaciones en RPGR se han identificado en pacientes con RP (Meindl et al. 1996),
degeneracion macular (Ayyagari et al. 2002) o distrofias de conos-bastones (Yang et al. 2002).
Entre el 70-80% de pacientes con RP XL tienen mutaciones en RPGR, de las cuales
aproximadamente el 20% estan en los exones 1-14 y el 80% en el exdn ORF15 (Vervoort et al.
2000; Sharon et al. 2003). La RP LX es una de las formas mas severas de RP, con nictalopia
en la mayoria de varones afectados antes de los 10 afios y progresion a ceguera legal en la
tercera o cuarta década de la vida (Flaxel et al. 1999). En dos estudios independientes de 111
y 98 varones con mutaciones en RPGR respectivamente, observaron que aquellos pacientes
con mutaciones en los exones del 1-14 estaban mas afectados que los pacientes con
mutaciones en ORF15 (Sharon et al. 2003; Fahim et al. 2011). Ademas, Sharon et al exponen
gue debido a la peculiar composicién de ORF15, no hay un coddn de stop en ninguna de las
tres pautas en una region de 729 bases y que muchas mutaciones frameshift hacia o dentro
de la region 5 de ORF15 dan como resultado un largo tramo de codones mutantes aguas
abajo del sitio de la mutacién antes de un coddén de parada. Entre los pacientes con
mutaciones en ORF15 descubrieron que cuanto mas larga era la secuencia de aminoacidos
wildtype codificados mas leve era la enfermedad y cuanto mas larga era la secuencia de

aminodacidos anormales codificados mas graves era la enfermedad (Sharon et al. 2003).

En este estudio, se han identificado diez varones con mutaciones en RPGR procedentes
de siete familias diferentes. A diferencia de lo sugerido por Sharon et al y Fahim et al, en
general, no se observan diferencias en la severidad de la RP entre los varones con mutaciones
en los exones del 1-14 y los varones con mutaciones en ORF15. Sin embargo, dentro de los
pacientes con mutaciones en ORF15, el paciente RPN-343 fue el Gnico caso con un debut de
la nictalopia alrededor de los 20 afos, siendo portador de la frameshift p.(Glu916Lysfs*173).

Como sugirieron (Sharon et al. 2003), el fenotipo moderado del paciente RPN-343, comparado
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con el resto de pacientes, podria deberse a una secuencia de aminoacidos ORF15 de tipo

salvaje mas larga capaz de realizar alguna funcion en comparacion con los otros pacientes con
variantes en RPGR aguas arriba.

A pesar de la herencia LX de RPGR, fenotipos de RP moderados y, aunque menos
frecuente, severos también se observan en mujeres portadoras (Comander et al. 2015; Nanda
et al. 2018). Por tanto, familias RP LX con mujeres afectadas en varias generaciones podrian
ser clasificadas erroneamente como AD (Churchill et al. 2013). En este estudio, de las siete
familias diagnosticadas genéticamente de RP LX, cuatro fueron inicialmente clasificadas como
AD. Por otra parte, aunque la asimetria interocular en mujeres heterocigotas para mutaciones
en RPGR ya se ha descrito en casos aislados (Jacobson et al. 1989; Acton et al. 2013), en
este trabajo destaca por su prevalencia en la cohorte estudiada, ya que el 50% (4) de las
mujeres portadoras y sintomaticas presentaron RP asimétrica (Figuras IV.5-IV.8). Los
diferentes patrones descritos en mujeres portadoras de mutaciones en RPGR, incluida la
asimetria interocular, muestran los diferentes fenotipos clinicos que se consideran que
suceden como resultado de la inactivacién aleatoria del cromosoma X en el desarrollo
embrioldgico temprano. En retinas de ratones se han observado patrones de mosaico debido a

la inactivacion aleatoria del cromosoma X (Lyon 1961; H. Wu et al. 2014).

En la familia fRPN-158, ademas de la mutacién en RPGR son portadores de la mutacion
p.(Cys140Ser) en RHO quizas la RP causada por la mutacién p.(Cys140Ser) en RHO aun no
se ha manifestado o esta variante podria tener un efecto neutral. Siguiendo los criterios de la

ACMG, se reclasifico esta variante a significado clinico incierto.

3.4.ABCA4

El gen transportador de casete de union a ATP tipo 4 (ATP-binding cassette transporter,
ABCA4) codifica para una proteina transmembrana localizada exclusivamente en el segmento
externo de los fotorreceptores que es esencial en el proceso del ciclo visual (Allikmets, Singh,
et al. 1997). Hasta la fecha, se han publicado mas de 1.000 mutaciones diferentes en el gen

ABCA4 (hitps://databases.lovd.nl/shared/genes/ABCA4), asociadas con una gran variedad de

DHR (F. P. Cremers et al. 1998; Rozet et al. 1998; Maugeri et al. 2000), entre las que destacan
STGD vy distrofia de conos-bastones. La heterogeneidad fenotipica observada en los pacientes
con mutaciones en ABCA4 podria explicarse mediante un modelo de correlacion genotipo-
fenotipo, en el que la actividad residual de la proteina ABCA4 mutada determinaria el resultado
clinico. Segln este modelo, pacientes STGD estan normalmente caracterizados por una
combinacion de una mutacién severa y una leve o dos mutaciones moderadamente severas,
mientras que los pacientes con un fenotipo mas severo como la DCB son portadores de una
mutacién severa y una moderadamente severa o dos mutaciones severas (Maugeri et al.

1999). Ademas, estudios posteriores confirman que el fenotipo de la enfermedad correlaciona
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con la presencia de variantes severas (Simonelli et al. 2005; Fujinami, Lois, et al. 2013;
Kjellstrom 2014).

Como se esperaba, los efectos mas severos sobre la vision se observaron en pacientes
con mutaciones deletéreas como deleciones e inserciones que dan lugar a una frameshift,
codon de parada o variantes de splicing (Tabla 1V.5). Si comparamos el tipo de mutaciones
entre los pacientes con un inicio de la enfermedad temprano (< 10 afios), con los pacientes
con un inicio medio (11-30 afos) y éstos, a su vez, los comparamos con los de inicio tardio, se
observa que el porcentaje de mutaciones tipo missense fue inferior en el primer grupo respecto
al segundo (50% vs 77%) y en el segundo respecto al tercero (77% vs 92), mientras que el
porcentaje de mutaciones deletéreas fue mayor en el primer grupo (50% vs 23%) respecto al
segundo y en el segundo respecto al tercero (23% vs 8%). Esta observacién correlaciona con
la hip6tesis de (Maugeri et al. 1999).

En base a los datos de este estudio, las mutaciones de tipo missense en ABCA4
probablemente severas, identificadas en pacientes con inicio temprano de la enfermedad,
serian: p.(Gly991lval), p.(Pro62Ala) (previamente no descrita), p.(Arg602Trp) vy
p.(Leu1940Pro). Estas dos ultimas también han sido clasificadas como severas por otros

estudios (Rosa Riveiro-Alvarez et al. 2013; Cornelis et al. 2017).

El alelo p.(Argl129Leu), también identificado en el primer grupo de pacientes, es el alelo
mas prevalente en la cohorte de pacientes STGD espafiola (22%). Se asocia principalmente
con fenotipo STGD y se considera segin Riveiro-Alvarez et al. un alelo de severidad
moderada (Rosa Riveiro-Alvarez et al. 2013). En este estudio, la prevalencia del alelo
p.(Argl129Leu) es del 26% (12/46). El unico caso homocigoto para este alelo, la paciente
RPN-294, tuvo un inicio de enfermedad a los 24 afios, lo que indicaria segun el modelo de
correlacion genotipo-fenotipo de Maugeri et al que esta mutacién tendria un efecto moderado.
Ademas, el porcentaje de recurrencia de este alelo en el segundo grupo de pacientes es del
40% frente al 14% del primer grupo. Por otra parte, las mutaciones tipo missense
p.(Serl116Phe) y p.(Met61Thr), identificadas por primera vez en este estudio, se podrian
clasificar como moderadas o severas, ya que en ambos casos se encuentran en trans con
p.(Argl129Leu), considerada moderada, en el segundo y tercer grupo de pacientes,
respectivamente. Sin embargo, la mutacién p.(Leul104Pro) se consideraria probablemente
severa ya que se ha identificado en trans con la mutacion p.(Gly863Ala), calificada de efecto

leve por (Cornelis et al. 2017).

Si bien las estimaciones anteriores son simples ya que no tienen en cuenta los factores
ambientales y las variaciones genéticas en otros loci en estos pacientes, sirven como una

buena base para la asociacion con el inicio de la enfermedad y gravedad de la enfermedad.
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A pesar de que las deleciones en ABCA4 son muy raras (Yatsenko et al. 2003; Zernant et
al. 2014), en la paciente RPN-317se ha identificado la delecién del ex6n 16 en cis con
p.(Argl129Leu) y la mutacion p.(Arg602Trp) en el segundo alelo. Ademas, en este estudio se
ha identificado otro caso con un alelo complejo, la paciente RPN-510, que es portadora de
p.[Leu541Pro); p.Alal038Val] en trans con p.(Gly1961Glu). Ambos casos tuvieron un inicio
intermedio de la enfermedad, 13 y 15 afios respectivamente. El alelo complejo de la paciente
RPN-510 se identificd previamente en varios casos independientes (Cornelis et al. 2017), sin
embrago, la paciente RPN-317 es el primer caso con una delecién de un exdn en un alelo
complejo. Por lo tanto, consideramos importante realizar un analisis cuidadoso de las variantes
para evitar la falta de informacién. En la poblacién general, se estima que el 9-10% de los
alelos ABCA4 patolégicos son alelos complejos (Shroyer, Lewis, and Lupski 2000; Cornelis et
al. 2017). En la poblacion espafiola este porcentaje de alelos complejos es del 7,2% y se
asocian con fenotipo STGD de inicio temprano (< diez afios) (Rosa Riveiro-Alvarez et al.
2013). En este estudio, estos dos casos identificados suponen el 8,6% de los pacientes con
mutaciones en ABCA4.
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4. PACIENTES CON DIAGNOSTICO GENETICO INCOMPLETO

En 15 de las 124 familias estudiadas no se logré6 completar el diagndstico genético, no
pudiéndose descartar la presencia del segundo alelo mutado en zonas reguladoras o
intrénicas profundas mediante la secuenciacion del panel de genes. Tras el estudio de MLPA
se descartaron grandes deleciones y duplicaciones en los genes: ABCA4, BEST1, EYS y
USH2A, en aquellos pacientes portadores de una mutacién en alguno de estos genes.
También se descartaron mediante secuenciacién Sanger mutaciones en regiones intronicas
profundas conocidas. Sin embargo, un estudio realizado en poblacion control estima que 1 de
cada 4-5 individuos de la poblacién mundial en general podria ser portador de una mutacion
asociada a DHR (Nishiguchi and Rivolta 2012), por lo que no podemos descartar la posibilidad
de que en alguna de estas familias el gen causante de la enfermedad sea otro, siendo los

alelos mutados identificados en este estudio alelos modificadores o hallazgos casuales.

Un caso interesante entre las 15 familias parcialmente diagnosticadas es el de una
paciente con RP esporadica que portaba la mutacion CNGAL: p. (Thr631Met) en el alelo
paterno y CNGB1: p. (Phel051Leufs * 12) en el alelo materno. CNGAL1 y CNGB1 son canales
controlados por nucleétidos ciclicos (CNC) que pertenecen a la superfamilia de los canales
controlados por voltaje. En los bastones, el canal de CNC estd compuesto por tres
subunidades CNGAl y una CNGB1, por tanto, mutaciones en cualquiera de estas
subunidades de CNC causaran RP AR (Weitz et al. 2002; Schon, Biel, and Michalakis 2013).
Es tentador especular que las proteinas mutantes CNGB1 y CNGAL1 conducen a un complejo
de canales heterotetraméricos de CNC dafiado, sin embargo, debido a que no podemos

demostrar el digenismo, este caso se incluyo entre los parcialmente diagnosticados.

Otro caso interesante dentro de este grupo es la familia fRPN-SF inicialmente
diagnosticada de RP AD. En dos hermanas afectadas de esta familia se identificé la mutacion
p. (Glul29Lys) en PDEG6B, previamente descrita como probable patogénica (L. Wang et al.
2018), en trans con p. (Asn803Ser), no descrita previamente y que clasificamos como
probablemente patogénica. El padre y tia paterna de las pacientes, también afectados,
portaban p. (Glul29Lys) en homocigosis, por lo tanto, pensamos que el diagndstico genético
en esa familia se habia completado. El andlisis posterior en los miembros restantes de la
familia identific6 las dos mutaciones missense en un hermano de 52 afios de edad en el que
se descartd clinicamente la RP. Por lo tanto, la variante p. (Glul29Lys) se reclasific6 como

significado clinico incierto y el diagnéstico de la familia fRPN-SF permanecio incompleto.
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5. PACIENTES CON MUTACIONES CONCOMITANTES

La alta tasa de portadores de mutaciones asociadas a DHR en la poblacion general ya
comentado anteriormente, también supondria que ademas de la mutacibn o mutaciones
causantes de patologia, pueda haber otros alelos mutados. La mala interpretacion de tales
hallazgos podria complicar el diagnéstico molecular o dar lugar a falsas especulaciones sobre
la herencia oligogénica o efectos dominantes de alelos recesivos. En este trabajo se han
identificado seis (5%) familias con mutaciones en dos genes que potencialmente ambos
podrian ser la causa de la DHR, frente al 1% identificado en otros trabajos (Jespersgaard et al.
2019).

5.1.Familia fRPN-NB

En esta familia, la paciente RPN-573 y su padre (RPN-572) son portadores de la mutacion
p.(Arg681Cys) en SNRNP200 (Benaglio et al. 2011) y de la mutacién p.(Arg118Cys) en RP2

(Bader et al. 2003), ambas previamente descritas.

El gen SNRNP200 codifica para la helicasa hBrr2, la cual es esencial para desenrollar el
duplex snRNP U4/U6, paso clave en la activacion catalitica del espliceosoma. Mutaciones en
este gen se asocian con RP AD (C. Zhao et al. 2009). Benaglio et al identificaron por primera
vez la mutacion p.(Arg681Cys) en tres pacientes con RP AD procedentes de familias no
relacionadas, pero solo dispusieron de familiares para poder segregar la mutacién en una de
ellas (familia 0270). En esta familia, la mutacion en SNRNP200 se identific6 en los tres
miembros afectados analizados y en uno no afectado, al cual no pudieron descartarle RP
mediante un examen oftalmolégico (Benaglio et al. 2011). Estos autores no informan sobre la
edad de inicio de la enfermedad en los pacientes, sin embargo, un estudio posterior realizado
por Bowne et al en familias con RP AD identifica esta misma mutacion en dos familias mas
(familia UTAD565 y UTAD728), en las que demostraron que la mutacién p.(Arg681Cys)
segregaba con la enfermedad. La edad de inicio informada por los miembros afectados oscilé
entre 8 y 35 afios. Ademas, se examiné clinicamente a un miembro (00) a priori no afectado de
la familia UTAD565, ya que, en base al arbol familiar, deberia ser portadora de la mutacién
pero no pudieron descartarla al carecer de ADN del individuo. La familiar 00 a los 66 afios fue
diagnosticada de vision normal, aunque clinicamente se detectd una reduccién muy pequefia
en la campimetria y un tiempo implicito ligeramente retrasado en el ERG-G (Bowne et al.
2013).

En este estudio, la mutacién p.(Arg681Cys) en SNRNP200 se identificé en 13 miembros de
la familia fRPN-NB. La edad de inicio de la RP en esta familia varia de 15 a 18 afos, con
reduccion severa del campo visual antes de la quinta década de vida. Cuatro de los portadores

de esta mutacion presentaron penetrancia incompleta, dos de ellos (RPN-418, RPN-575)

126



Discusion
fueron examinadas clinicamente a los 30 y 26 afios, respectivamente, obteniéndose una
valoracion visual completamente normal en ambos casos (Tabla IV.7). Estos hallazgos
sugieren que las mutaciones en SNRNP200, como las de otros genes de factores de splicing
como PRPF31, pueden ser de penetrancia incompleta, aunque pueden aparecer hallazgos
subclinicos, como los de la paciente de la familia UTAD565 de (Bowne et al. 2013), y aumenta

la posibilidad de que los mecanismos compensatorios puedan modificar la expresion clinica del
gen como ha sido postulado para PRPF31 (Rio Frio et al. 2008; Venturini et al. 2012).

Por otra parte, el gen RP2 es responsable de aproximadamente el 15-20% de los casos de
RP LX (Breuer et al. 2002; Branham et al. 2012). Este gen codifica para la proteina RP2 que
se expresa ubicuamente y participa en el transporte de proteinas a la membrana plasmatica y
en el mantenimiento de la cohesion del aparato de Golgi (Patil et al. 2011). Mutaciones en RP2
se asocian con una RP atipica, caracterizada por atrofia macular de inicio en la infancia, baja
agudeza visual y miopia magna (Sharon et al. 2003; Jayasundera et al. 2010). Las mujeres
heterocigotas manifiestan un amplio rango de caracteristicas clinicas que pueden variar desde
asintomaticas a sintomas severos similares a los observados en varones afectados
(Jayasundera et al. 2010). La mutacién p.(Arg118Cys) en RP2 se informé por primera vez por
(Bader et al. 2003), pero no aportaron informacion sobre el fenotipo del paciente.
Posteriormente, Jayasundera et al. identifican esta mutacién en un varon con atrofia periférica
similar a coroideremia de inicio a los 12 afios y una agudeza visual de 0,3/0,1 a los 13 afios

(Jayasundera et al. 2010).

En este estudio, la mutacién en RP2, se identificd en cuatro varones y siete mujeres. De
los varones que disponemos de informacioén, la edad de inicio de la enfermedad fue a los dos
afios, con una reduccion severa del campo y la agudeza visual antes de los 30 afios, en el
caso del paciente RPN-576. De los pacientes RPN-481 y RPN-569, no disponemos de datos
clinicos anteriores a los informados, pero el paciente RPN-481 a los 67 afios es ciego total y su
sobrino, a los 38 afios, tiene una agudeza visual de movimiento de manos en ambos 0jos
(Tabla IV.7). Estos datos hacen suponer que la atrofia macular en estos pacientes pudo
debutar en la infancia, tal y como se ha descrito en otros varones con mutaciones en RP2 (Y
Wada et al. 2000; Sharon et al. 2003). Ademas, algunos estudios afirman que los varones
afectados con mutaciones en RP2 tienen un fenotipo mas severo que los que tienen
mutaciones en RPGR (Jayasundera et al. 2010; Kurata et al. 2019). Concretamente, Kurata et
al. observaron que la agudeza visual y los campos visuales de estos sujetos disminuyeron con
el aumento de la edad y tendieron a ser peores en los pacientes con mutaciones RP2. En los
varones afectados con mutaciones en RPGR de este estudio, de los que disponemos de datos
clinicos, se observaron valores de agudeza visual igual o cercanos a la unidad en pacientes de
una edad comprendida entre 10-16 afios (Tabla IV.7). Los dos restantes (RPN-301, RPN-343)

obtuvieron valores de 0,3/0,4 y 0,3/0,3 con 20 y 34 afios, respectivamente. Por otra parte, el
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paciente RPN-576 con mutacion en RP2 tiene un campo visual practicamente abolido y unos
valores de agudeza visual de 0,05 en ambos ojos a los 30 afios (Tabla 1V.7). Estos resultados
muestran un fenotipo mas severo para el paciente con la mutacién en RP2 respecto a los

varones afectados con mutaciones en RPGR, acorde con los casos previamente descritos
(Jayasundera et al. 2010; Kurata et al. 2019).

Todas las mujeres portadoras de la mutacion p.(Arg118Cys) en RP2 eran asintomaticas,
excepto la paciente RPN-573. En las exploraciones oftalmolégicas realizadas a cuatro de ellas
no se observaron hallazgos sugestivos de RP. Hasta la fecha, no se han descrito diferencias
en la severidad fenotipica entre portadoras de RPGR y RP2, sin embargo, en este estudio, el
53% (8/15) de las mujeres heterocigotas para RPGR manifestaron RP frente al 14% (1/7) de
las heterocigotas para RP2. De hecho, la RP en la paciente RPN-573, podria ser causada por
la mutacion en SNRNP200 y ser asintomatica para RP2, ya que también hay casos descritos
con mutaciones en este gen y un inicio de la enfermedad entre 7-8 afios, similar a la de
nuestra paciente (Li et al. 2010). Ademas, el campo visual y los valores de agudeza visual de
la paciente RPN-573 son similares a los de sus familiares de edades parecidas y portadores
solo de la mutacion en SNRNP200 (Tabla IV.7).

5.2. Familia fRPN-142

En el probando (RPN-301) de la familia fRPN-124 se identificd una variante deletérea en
RPGR que explicaria la RP en su familia, ya que su abuela y su primo también afectados eran
portadores de la misma mutacion. Sin embargo, en el paciente RPN-301 también se identifico
la delecién de una y cuatro bases en BEST1 y SNRNP200, respectivamente, que no compartia
con sus familiares afectados. Ninguna de las mutaciones identificadas en estos tres genes ha

sido informada previamente.

El gen BEST1 se expresa principalmente en el EPR, aunque también se ha detectado
expresion en rifién, cerebro, médula espinal y testiculos. Este gen codifica para la proteina
bestrofina-1 localizada en la membrana plasmatica basolateral del EPR y participa en la
regulacion de los canales dependientes de voltaje (Marquardt et al. 1998; Petrukhin et al.
1998). Mutaciones en BEST1 se asocian principalmente a distrofia macular de Best y distrofia
foveomacular viteliforme del adulto, ambas pueden presentar herencia AD y AR (Boon et al.
2009). En el paciente RPN-301, la mutacion en BEST1 fue heredada de su padre, el cual era
totalmente asintomatico, por lo que, a pesar de que se hayan descrito casos con herencia AD
en BESTL, lo mas probable es que en esta familia la mutacién p.(His326GInfsTer9) se

comporte de forma AR.

Por otra parte, en este paciente se identificé la mutacién p.(Tyrl99Valfs*2) en SNRNP200,

no identificada en ninguno de sus progenitores, por lo que seria una mutacion de novo. Como
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ya se ha comentado, mutaciones en el gen SNRNP200 se asocian con RP AD, por tanto seria
esperable que esta frameshift causara RP en el paciente. Sin embargo, es dificil predecir la
implicacion de esta mutacién en el fenotipo del paciente ya que los primeros signos podrian
estar enmascarados por una RP avanzada debida a la mutacion en RPGR. En cualquier caso,
podria ser esperable un fenotipo mas severo en el paciente RPN-301, debido a la mutacion en
SNRNP200, respecto a su primo (RPN-302). Sin embargo, el paciente RPN-302 a la edad de
10 afios presenta un curso de la enfermedad mas agresivo que el paciente RPN-301, debido a
la atrofia del ERP macular y signos de coroidosis avanzada. No hay que olvidar que en este
gen se han descrito mutaciones con penetrancia incompleta, como los casos descritos y
comentados anteriormente, fenémeno que también podria ocurrir con la mutacion
p.(Tyrl99Valis*2).

5.3.Familia fRPN-51

En esta familia, el estudio genético identificé las mutaciones p.(Glu328*) y p.(Arg602Trp)
en el gen ABCA4, previamente descritas, en la paciente RPN-129. Esta paciente fue
diagnosticada de STGD con 13 afios cuando ya tenia unos valores de agudeza visual de 0,1
en ambos ojos. En cambio, su padre (RPN-128) y su hermano (RPN-544) empezaron con los
sintomas de la enfermedad a los 40 y 36 afios, respectivamente. El padre, como era de
esperar, compartia una mutacién con su hija, pero su hermano solamente era portador de una
de las dos mutaciones identificadas en la paciente RPN-129. Como ya se ha comentado,
mutaciones en ABCA4 se asocian con DHR de herencia AR y en esta familia, se observaba
también cierto componente de herencia vertical, ya que el padre y dos de los tres hijos
padecian una distrofia de retina. Puesto que el hermano y padre de la probando presentaron
un debut similar entre ellos y distinto con respecto a la paciente RPN-129, y que el paciente
RPN-544 no presentaba el mismo genotipo que su hermana, se pensé en que quizas los
pacientes RPN-128 y RPN-544 tuviesen una mutacién en un gen de herencia AD que diese
lugar a un fenotipo similar a STGD como PRPH2 o ELOVL4 (Yi et al. 2012; Bardak et al.
2016).

Tras la secuenciacion del panel de genes, no se identificaron variantes potencialmente
patolégicas en los genes sospechados, pero se identificaron las mutaciones p.(Glu328*) y
p.(Gly1l961Glu) en ABCA4, completando el diagnéstico genético en la familia. La variacién
fenotipica observada en la familia fRPN-51 podria explicarse con el modelo de correlacion
fenotipo-genotipo para los alelos de ABCA4 ya comentado de (Maugeri et al. 1999). Como se
observa en la Tabla IV.5, las mutaciones p.(Glu328*) y p.(Arg602Trp) se consideran severas y
la mutacion p.(Gly1961Glu) leve. Segun este modelo, a la paciente RPN-129, portadora de dos

mutaciones severas en heterocigosis compuesta, le corresponderia un inicio mas temprano y
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curso de la enfermedad mas severos que a su padre y hermano, que son portadores de una

mutacidn severa en trans con una mutacion leve.

5.4 . Familia fRPN-219

Estos dos hermanaos, a diferencia de la familia fRPN-51, comparten las mismas mutaciones
en el gen ABCA4. Sin embargo, hay una variacién en la percepcion del comienzo de los
sintomas. La paciente RPN-507 refiere pérdida visual desde los 3 afios aproximadamente,
mientras que su hermano lo percibié a los 15 afios, siendo su agudeza visual de 0,05/0,15 en
el momento del diagnostico a los 16 afios. A los 24 afios, ambos hermanos obtuvieron
idénticos valores de agudeza visual, lo que hace pensar en un curso de la enfermedad

bastante homogéneo entre ellos.

Ademaés, la paciente RPN-507 es portadora de las mutaciones p.(Arg217Trp) (Tripathi et al.
1992) y p.(Arg402GIn) en el gen TYR, esta Ultima en homocigosis. El gen TYR codifica para la
tirosinasa, una oxidasa que contiene cobre y que cataliza las dos primeras reacciones de la
biosintesis de melanina. Mutaciones en este gen dan lugar a albinismo oculocutaneo de tipo 1
(oculocutaneous albinism, OCA), una enfermedad autosémica recesiva, que en funcion de la
actividad residual de la enzima se subdivide en tipo 1A y 1B (Park and Gilchrest 1999;
Simeonov et al. 2013). OCALA es la forma clinica mas severa caracterizada por la ausencia
completa de pigmentacion en piel, pelo, iris y EPR, con la consiguiente hipoplasia foveal,
disminucion de la agudeza visual, fotofobia, nistagmus y estrabismo (Fukai et al. 1995). Este
tipo de OCA se asocia con alelos nulos o patogénicos en TYR. Mutaciones menos severas en
TYR dan lugar a OCA1B caracterizado por un fenotipo mas suave y extremadamente variable
debido a la disminucidon pero no ausencia de la actividad tirosinasa (Norman et al. 2017,
Arshad et al. 2018). Estos pacientes carecen de pigmento de melanina al nacer pero van

acumulando durante la infancia y edad adulta (Tripathi et al. 1992).

La variante p.(Arg402GIn) fue descrita por primera vez como un polimorfismo no patoldgico
sensible a la temperatura. En estudios de expresion in vitro, se observé que la proteina mutada
GIn402 a una temperatura fisiologica (37°C) reduce su actividad catalitica (Tripathi et al. 1991).
Otros estudios observaron que la proteina GIn402 a 37°C se retiene en el reticulo
endoplasmico de los melanocitos (Halaban et al. 2000). Por si sola, esta variante no es
suficiente para causar albinismo, ya que se han identificado individuos no afectados que son
homocigotos para p.(Arg402GIn) y no muestran signos clinicos de albinismo (Tripathi et al.
1992; Preising et al. 2011). Otros autores afirman que esta mutacién da lugar a albinismo
parcial cuando se encuentra en trans con una variante patogénica (Hutton and Spritz 2008;
Chiang, Spector, and Tsai 2009). Por otra parte, la mutacion p.(Arg217Trp) se identificé por
primera vez en un paciente con OCAlA en heterocigosis compuesta con p.(Pro81lLeu)

(Tripathi et al. 1992). Posteriormente, se ha visto que esta mutacion es bastante recurrente
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entre los pacientes OCAL independientemente de la etnia (Ghodsinejad Kalahroudi et al. 2014,
Shahzad et al. 2017).

Por tanto, podriamos decir que la paciente RPN-507 presenta un albinismo parcial que
categorizariamos de OCAILB, causado probablemente por las mutacion p.(Arg217Trp) y
p.(Arg402GIn), ya que, como se ha comentado, esta Ultima variante en homocigosis no
produciria albinismo. Por otra parte, tanto ella como su hermano (RPN-508) son heterocigotos
compuestos para las mutaciones p.(Argl129Leu) y p.(Leul940Pro) en el gen ABCA4. Sin
embargo, la paciente RPN-507 se clasificd dentro del primer grupo de pacientes definido por
un inicio de la enfermedad temprano (<10 afios) y su hermano en el grupo intermedio (11-30
afos) (Tabla IV.5). A pesar de que los ultimos hallazgos oftalmolégicos muestren una
evolucion homogénea entre los dos hermanos, el OCA1B en la paciente RPN-507 pudo ser la
causa de un inicio precoz en la manifestacion de la enfermedad, ya que estos pacientes de

manera congénita carecen de pigmento y poco a poco van acumulandolo (Tripathi et al. 1992).

5.5.Familia RPN-194

Mediante el estudio del panel de genes, en el paciente RPN-432 se identificaron las
variantes p.(Thrl53Met) (Kohl et al. 1998) y p.(Ala469Thr) (Reuter et al. 2008) en el gen
CNGAZ3 y la mutacion de novo p.(Pro2301Leu) en PRPF8, previamente no descrita.

El gen CNGAS3, al igual que CNGAl1 y CNGB1 comentados anteriormente, codifica para
canales controlados por nucleétidos ciclicos (CNC) que pertenecen a la superfamilia de los
canales controlados por voltaje. CNGA3 y CNGB3 codifican las subunidades A3 y B3,
respectivamente, de los canales CNC de los conos. Estos canales se localizan en el segmento
externo del fotorreceptor y tienen un papel importante en el proceso de fototransduccion
(Bonigk et al. 1993; Gerstner et al. 2000). Mutaciones en CNGB3 deterioran la funcién de los
Conos y son una causa de acromatopsia (ACHM2, MIM #216900), una DHR AR que puede
diferenciarse en forma completa o incompleta. Los sintomas tipicos de la acromatopsia
completa son agudeza visual fuertemente disminuida (0,1-0,2), pérdida de la capacidad de
discriminacién de los colores, extrema fotofobia y nistagmus, mientras que la acromatopsia
incompleta se caracteriza por un fenotipo mas leve con visién residual del color y una

disminucion de la agudeza visual menos severa (Kohl et al. 1998; Wissinger et al. 2001).

La mutacién p.(Ala469Thr) se identificé por primera y Unica vez en trans con p.(Arg277Cys)
en un paciente con una ligera alteracién en la capacidad para diferenciar los colores y un ERG
con ausencia de respuestas para conos (Reuter et al. 2008). Por otra parte, la variante
p.(Thr153Met) se identific6 por primera vez en un paciente con otras dos missense
heterocigotas. Mediante estudios de segregacion familiar observaron que la variante

p.(Thr153Met) estaba en el mismo alelo que otra de las sustituciones identificadas y mucho
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mas conservada entre los miembros de la familia de canales CNC que p.(Thr153Met), por lo
gue no se consideré patoldgica (Kohl et al. 1998). Estudios in vitro demostraron que la
mutacion p.(Thrl53Met) disminuye la sensibilidad del ligando A3+B3 de los canales CNC,
pudiendo contribuir a la susceptibilidad a enfermedad cuando se combina con otros factores
genéticos o no genéticos (Meighan, Peng, and Varnum 2015). Por tanto, en los pacientes de la
familia fRPN-194 de este estudio, el polimorfismo p.(Thrl53Met) en trans con p.(Ala469Thr)
podria inducir a enfermedad. Sin embargo, segun los hallazgos de las pruebas oftalmolégicas
y electrofisiolégicas de estos pacientes, el fenotipo es mas parecido a una retinopatia periférica
tipo RP que a una distrofia de conos.

El gen Pre-mRNA splicing factor 8 (PRPF8) codifica para una gran proteina nuclear
altamente conservada que estimula la helicasa Brr2 requerida para la activacion del
espliceosoma (Smith, Query, and Konarska 2008). Mutaciones en este gen se asocian con RP
AD (McKie et al. 2001). Se han descrito casos con marcada variabilidad fenotipica intrafamiliar
y penetrancia incompleta asociados con mutaciones en este gen (van Lith-Verhoeven et al.
2002; Maubaret et al. 2011). La mutacion potencialmente patolégica p.(Pro2301Leu),
identificada en el paciente RPN-432 de este estudio, no se ha informado previamente. Sin
embargo, si se han descrito casos con la mutacion p.(Pro2301Thr) (McKie et al. 2001) y
p.(Pro2301Ser) (Ziviello et al. 2005). La mutacion identificada en PRPF8 podria explicar la RP
en el paciente RPN-432, sin embargo, su hermana también afectada no es portadora de dicha

mutacion.

5.6. Familia fRPN-169

En la probando y Unica afectada de la familia fRPN-169 se identificaron las mutaciones
p.(Thr352lle) (F. P. M. Cremers et al. 2007) y p.(Glu767Serfs*21) (Dreyer et al. 2001) en el gen
USH2A y la mutacion p.(Ile681Asnfs*17) en RP1, no descrita previamente.

El gen USH2A codifica para una proteina transmembrana compleja con un enorme dominio
extracelular (Eudy et al. 1998). Mutaciones en este gen suponen el 80% de los casos de
Sindrome de Usher tipo 2 (MIM #608400) y el 10-15% de los casos de RP AR (Fahim, Daiger,
and Weleber 2000; Garcia-Garcia et al. 2011). Por otra parte, el gen RP1 se asocia con RP AD
y AR (Blanton et al. 1991; Avila-Fernandez et al. 2012). La mutacion p.(lle681Asnfs*17) en
RP1 no se ha descrito previamente, pero si la mutacién p.(Arg677*) asociada a RP AD (Pierce

et al. 1999). En esta paciente el fenotipo clinico podria estar causado por ambos genes.
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6. ESTUDIOS FUNCIONALES MEDIANTE MINIGENES

Las mutaciones que afectan al procesamiento del pre-ARNm no son insignificantes en la
poblacién. Hasta la fecha, del total de variantes publicadas en HGMD Professional 2019.3
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php, acceso diciembre, 2019), el 8,7% (269.419 / 23.354)
son mutaciones causantes de enfermedad que afectan al splicing. Sin embargo, esta

estimacion parece aun conservadora porque las mutaciones en regiones codificantes
normalmente se consideran como missense, nonsense o silenciosas, lo que puede dar lugar a
una clasificacion errénea de las mutaciones de splicing y la subestimacién del nUmero de éstas
(Cartegni, Chew, and Krainer 2002).

Es complicado predecir las consecuencias de variantes tipo missense, sinénimas e
intrénicas, para después poder discriminar aquéllas que son neutras de las que tienen efecto
patogénico. Las variantes que supuestamente afectan al mecanismo de splicing normalmente
se consideran patogénicas en base a la conservacién de su sitio canénico de splicing, su
ausencia en poblacion control, la cosegregacion con la enfermedad en las familias y los
resultados de los predictores bioinformaticos (Sangermano et al. 2018). En este trabajo, se han
utilizado los algoritmos HSF y MaxEnt para predecir el efecto sobre el splicing de las variantes
identificadas en nuestra cohorte. La interpretacién de los datos in silico y el establecimiento de
los umbrales se eligieron en base a trabajos previos (Desmet et al. 2009). Siguiendo estos
criterios, se seleccionaron 13 cambios que potencialmente podrian afectar a este mecanismo
(Tabla IV.8). Sin embargo, estos resultados son solamente predicciones computacionales, asi
gue se requiere de estudios adicionales para confirmar el efecto en el procesamiento del
ARNmM. Se ha visto que los ensayos in vitro mediante minigenes son una aproximacion (Util
para determinar el efecto de estas variantes cuando los genes presentan un perfil de expresion
restringido y la muestra de tejido especifico es dificil de obtener (Roepman and Wolfrum 2007).
Los ensayos funcionales con minigenes realizados en este trabajo revelaron que seis de las 13
variantes estudiadas afectaban al mecanismo de splicing. A continuacion se comenta cada una

de ellas.

6.1. Mutaciones con efecto deletéreo observado

La mutacion ¢.637_639del en BEST1 supone la deleciéon de las tres primeras bases del
exén 6 de este gen. Los resultados del predictor spliceAl para esta mutacion indican que se
producirian dos eventos: la pérdida del sitio aceptor natural y la activacion de un sitio criptico
aceptor. A diferencia de los resultados de los algoritmos HSF y MaxEnt que no atribuyen
correctamente estos dos eventos. A pesar de que esta variante no cumplia con el umbral de
impacto establecido para MaxEnt (variacion del VC >30%), se analiz6 mediante minigenes ya

gue el paciente RPN-106 era heterocigoto compuesto para esta variante y para la mutacion
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p.(le201Thr) (Lotery et al. 2000) en BEST1. El resultado de los minigenes para la construccion
MT demuestra que hay un salto del exén 6. Sin embargo, la deleciéon de este exén no alteraria
la pauta de lectura, dando lugar a la proteina mutada p.(Glu212_GIn238del). La bestrofina-1 es
una proteina de canal que conduce aniones a través de la membrana del EPR (Sun et al.
2002). La alteracion de la secuencia primaria de esta proteina tendria un impacto negativo en
la conductancia i6nica, acorde con la disminucion o ausencia de la respuesta en el EOG
descrito en los pacientes con la enfermedad de Best (Weleber 1989). Estudios histopatolégicos
de la retina de un paciente con la enfermedad de Best y la mutaciéon p.(Tyr227Asn) sugieren
gue esta mutacion podria dar lugar a un transporte erréneo de la bestrofina-1 a su destino en
la célula (Mullins et al. 2005). Posteriormente, Doumanov et al. demostraron que el motivo
Tyr227AspTrplle es esencial en el adecuado envio de la bestrofina-1 a la membrana
basolateral de las células del EPR (Doumanov et al. 2013). Por todo ello, consideramos que el
exén 6 de BESTL1 es esencial en la funcién de la proteina, y que la variante ¢.637_639del,
previamente no descrita, seria potencialmente patogénica. El paciente RPN-106 es uno de los
reclasificados clinicamente después del diagnéstico genético, ya que inicialmente fue
diagnosticado de STGD.

En el ensayo de la variante ¢.2153-12_2155del en CACNA2D4, que también afect6 al sitio
natural aceptor, se observé la pérdida del exdn 23 en la construccibn que contenia la
mutacién, al igual que ocurrid para la mutacion en BEST1. Sin embargo, el diagndstico
genético del paciente RPN-424, portador de esta variante, no estaria resuelto, ya que el gen
CACNAZ2D4 se asocia a distrofia de conos AR (Wycisk et al. 2006) y el paciente no presenta

mutaciones adicionales en las regiones analizadas de este gen.

La mutacion ¢.755A>G en MAK, que no se encuentra cerca de los sitios de splicing 3’y 5’,
dio lugar a la pérdida de los 92 nucledtidos iniciales del exén 8 debido a la creacion de un
nuevo sitio aceptor. Esta mutacion también afecté a otro sitio aceptor, distinto al natural, que
también estaba siendo utilizado. Estos resultados coinciden con los obtenidos de los
predictores bioinforméaticos. Sin embargo, a pesar de reclasificar esta variante como
potencialmente patogénica, el diagndstico genético de la paciente portadora (RP-677) no

estaria resuelto.

Por otra parte, las mutaciones localizadas en la Ultima posicion del exén, FSCN2:
€.1105G>A y MERTK: c.1450G>A, junto a RIMSL1: ¢.2544+4A>G, dieron lugar a la pérdida del
sitio natural donador. En el caso de las variantes en FSCN2 y MERTK se reconocieron otros
sitios donadores cripticos, que dieron lugar a la delecién de parte del exén o a la insercién de
pb intronicas, segun la localizacion del donador activado. Sin embargo, en el caso de la
variante en RIMS1, no se reconoci6 otro sitio donador, dando lugar a la pérdida completa del

exon.
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La variante FSCN2: ¢.1105G>A se identifico en la probando (RPN-304) de la familia fRPN-
144 y en sus dos familiares también afectadas (RPN-415 y RPN-416) de distrofia macular
STGD-like (Anexos, Tabla VIIIL.8). En las tres paciente, ademas se identifico la mutacion
p.(Glyl67Ser) en PRPH2 descrita como patolégica y asociada al fenotipo de las mujeres
(Testa et al. 2005). Mutaciones en FSCN2 inicialmente se asociaron a RP AD y distrofia
macular AD debido a que encontraron la delecién c.72del en cuatro y dos familas japonesas
con RP AD y degeneracion macular AD, respectivamente (Y Wada et al. 2001; Yuko Wada et
al. 2003). Un estudio posterior realizado en poblacién china, detectd esta delecion en ocho de
242 pacientes con degeneracion retiniana y en 13 de 521 individuos control (Zhang et al.
2007). Sin embargo, esta delecion no se encontré en 458 familias con degeneracion retiniana
procedentes de otros grupos étnicos. En cambio, se identificaron en este gen otras variantes
tipo missense, pero que no cosegregaban con la enfermedad en las familias. (Gamundi et al.
2005; Ziviello et al. 2005; Sullivan et al. 2006). Eisenberger et al (Eisenberger et al. 2013)
identificaron cinco variantes en una cohorte de 126 pacientes con RP y LCR, pero como
mutaciones adicionales, como los casos de la familia fRPN-144 de este estudio. Por todo ello,
actualmente se desconoce la implicacion de FSCN2 en la fisiopatologia de las DHR, por lo que
no podemos concluir que la mutacién FSCN2: ¢.1105G>A sea potencialmente patogénica, a
pesar de que tenga un efecto aberrante en el splicing. Quizas tenga un papel de modificador

de la enfermedad.

6.2.Mutaciones sin efecto deletéreo observado

Las variantes ABCA4: ¢.6148G>C e IDH3B: ¢.532A>G, a pesar de que no cumplian con el
umbral de impacto establecido para los predictores, se estudiaron in vitro por localizarse en la
primera posicion del exéon. Ninguna de ellas demostré alterar el correcto procesamiento del
pre-ARNm, acorde con los resultados in silico. Ademas, la variante ¢.6148G>C en ABCA4 se
guiso estudiar ya que no hay consenso sobre la interpretacion clinica de esta variante en la
bibliografia. EI cambio ¢.6148G>C en ABCA4 se describié por primera vez por Allikmets et al.
como ¢.6034G>C p.(Val2012Leu), identificada en heterocigosis, en dos familias
independientes diagnosticadas de enfermedad de STGD (Allikmets, Singh, et al. 1997), y
tradicionalmente se ha considerado como una mutacioén causante de patologia (Corton et al.
2013; Carss et al. 2017). Sin embargo, una revisién exahustiva de la literatura realizada por
Cornelis et al. clasifica esta variante de significado clinico incierto (Cornelis et al. 2017).
Ademas, en muchos de los casos en los que se ha identificado la variante p.(Val2050Leu) no
se ha identificado la segunda mutaciéon y/o se ha identificado en pacientes resueltos con
mutaciones en otros genes y fenotipo de RP (Briggs et al. 2001; Poloschek et al. 2010; Haer-
Wigman et al. 2017; Jespersgaard et al. 2019). Por todo ello, consideramos que esta variante
deberia ser interpretada con precaucion, especialmente en el contexto del asesoramiento

genético y reproductivo. En este trabajo, la variante p.(Val2050Leu) se ha identificado en tres
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pacientes procedentes de distintas familias, con fenotipo de RP y diagnéstico genético no
resuelto (Anexos, Tabla VIIL.7). Incluso si esta variante fuera ciertamente patogénica, no
explicaria la causa de la enfermedad en nuestros pacientes. Por todo lo expuesto

anteriormente y siguiendo los criterios de la ACMG, hemos clasificado esta variante de
significado clinico incierto.

Los ensayos funcionales con minigenes para las variantes ABCA4: ¢.2972G>T, CNNM4:
€.2039C>T y RHO: ¢.316G>A no mostraron alteracién en el mecanismo de splicing. Para estas
variantes, los predictores bioinformaticos indicaron una combinacion de eventos: la creacion de
un nuevo sitio donador y la creaciéon de un nuevo sitio silencer. En en caso de la variante en
RHO, tanto el procesamiento de la construccién WT como MT no contiene el exdn 1 a estudio,
probablemente porque en el disefio del minigen no se hayan incluido secuencias reguladoras
necesarias para su reconocimiento. Sin embargo, en la construccién MT tampoco se observa
la inclusion de parte del exdn que deberiamos observar si realmente hubiese un nuevo sitio
aceptor debido a la mutacién a estudio. Por lo que el sitio aceptor sugerido por los predictores
no se utiliza. Estos resultados confirmarian que el efecto patoldgico de las mutaciones ABCA4:
€.2972G>T y RHO: ¢.316G>A, previamente descritas (Fujinami, Zernant, et al. 2013;

Inglehearn et al. 1992), es a nivel de proteina y no de alteracion del splicing.

Por dltimo, tampoco se observo efecto deletéreo en los minigenes de las variantes
PRPF31: ¢.182C>G y RPGRIP1: ¢.930+3A>G. En el caso de la variante en PRPF31, el
predictor de nueva generacién spliceAl es el Unico de los tres que coincidiria con el resultado
obtenido in vitro. En el caso de la variante en RPGRIP1, los resultados obtenidos in vitro
estarian de acuerdo con el umbral de impacto establacido por Desmet et al para las variantes

localizadas en las posiciones +3 y +5 (variacion del VC >15%) (Desmet et al. 2009).

En resumen, tres de las mutaciones inicialmente clasificadas de tipo missense: FSCN2:
€.1105G>A, MAK: ¢.755A>G, MERTK: ¢.1450G>A y dos deleciones: BESTL1: ¢.637_639del y
CACNAZ2D4: ¢.2153-12_2155del, se han reclasificado a mutaciones que afectan al splicing. De
acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo todo tipo de variante sospechosa de ser
patolégica deberia ser analizada mediante herramientas bioinformaticas, y cuando se
observen altas variaciones de puntuacion, dichas variantes deberian ser estudiadas mediante
ensayos in vitro, para evitar resultados tanto falsos positivos como falsos negativos. El proceso
de splicing observado mediante minigenes no siempre refleja el proceso real en los tejidos
afectados. La restriccibn del tamafio de las construcciones representa una limitacion
importante para evaluar completamente el efecto de variantes en sitios de splicing no
canonicos. Como se muestra aqui, es importante estudiar las variantes en sitios de splicing no
canonicos en el contexto de sus intrones aguas arriba 0 aguas abajo y exones, ya que su

efecto a menudo esta influenciado por otros elementos intronicos cis-reguladores o afecta a
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exones ubicados a distancias considerables. Otro inconveniente del ensayo de splicing in vitro
es que las células HEK293 no siempre imitan los defectos de splicing que podrian ocurrir en la
retina del paciente. De hecho, hay estudios que indican que en la retina hay factores de
splicing especificos (Murphy et al. 2016; Parfitt et al. 2016b). A pesar de ello, los minigenes
son una buena aproximacion para determinar la naturaleza patogénica de las variantes de
splicing cuando es dificil obtener ARN del tejido del paciente, como en el caso de los genes de
DHR, que la mayoria de ellos presentan un perfil de expresion restringido asociado a

fotorreceptores y células del EPR.
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7. PACIENTES NO RESUELTOS

Existen varias hipétesis que podrian explicar que en un 27% (34/124) de los pacientes
estudiados no se haya identificado la/s mutacion/es responsables de la enfermedad, como
son:

- Variantes en el promotor u otros elementos reguladores no detectados o
reconocidos por la estrategia de secuenciacion de este estudio.

- Relaciones de heterocigosidad entre genes conocidos.

- Mutaciones de splicing no reconocidas.

- Grandes duplicaciones, deleciones, inversiones o translocaciones no detectados
por la estrategia de secuenciacion de este estudio.

- Mutaciones en genes DHR no incluidos o descubiertos después del disefio del
panel.

- Mutaciones en genes todavia no descubiertos o asociados a DHR.

- Que el paciente realmente no tenga una DHR y presente un fenotipo similar.

La alta variabilidad fenotipica de estos pacientes, el solapamiento clinico con otras formas
de DHR y en ocasiones, la escasa informacién clinica disponible, dificulta enormemente su
diagnéstico. Por ello, el uso de aproximaciones que nos permitan abarcar todos los genes
asociados a DHR, como el estudio del exoma o genoma completo, ayudaria a incrementar la
tasa diagnostica de aquellos pacientes de los que no se disponga practicamente de
informacion clinica.
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8. PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS
En esta ultima década se ha incrementado exponencialmente la investigacion en terapias

dirigidas a las DHR. Actualmente, existen 110 ensayos con intervencion para la RP, 20 para
STGD y cinco para el sindrome de Usher (https://clinicaltrials.gov/).

La importancia de las mutaciones de splicing en la patogénesis de enfermedades genéticas
dio lugar a numerosos estudios experimentales y clinicos que se centran en el desarrollo de
farmacos que pueden revertir el efecto de estas mutaciones. La aproximacion mas
prometedora para este tipo de mutaciones es el uso de oligonucledtidos antisentido (antisense
oligonucleotides, AON) (Bergsma et al. 2018). Los AON son moléculas cortas y sintéticas de
ADN o ARN que reconocen fragmentos de pre-ARNm diana complementarios y pueden
modular su splicing bloqueando los sitios de unién para proteinas involucradas en la regulacion
del proceso de splicing. Los AON sintéticos se pueden usar para evitar el splicing aberrante o
para inducir una exclusion de un exén adicional para restaurar el marco de lectura adecuado
(Siva, Covello, and Denti 2014). Esta aproximacion ya ha demostrado su potencial terapéutico
para diferentes genes asociados a DHR, tal como CEP290 (R. W. Collin et al. 2012; Gerard et
al. 2012; Garanto et al. 2016), USH2A (Slijkerman et al. 2016) o ABCA4 (Albert et al. 2018).
Uno de los ensayos clinicos con AON gque actualmente esta en fase I/ll es el estudio STELLAR
(NCT03780257), dirigido a los pacientes con sindrome de Usher tipo 2 o retinosis pigmentaria
debida a mutaciones en el exén 13 de USH2A. El tratamiento consistiria en una Unica dosis
intravitrea del farmaco QR-421a, un AON de ARN, con la finalidad de que se produzca un salto
del exén 13 en USH2A.

Por otra parte, ya existe un farmaco aprobado por la FDA y la Agencia Europea de
Medicamentos dirigido a pacientes con Amaurosis congénita de Leber debido a mutaciones en
RPEG65. Este farmaco, llamado LUXTURNA (voretigene neparovec-rzyl), es un vector viral
modificado dirigido a proporcionar a las célular del EPR una copia normal del gen RPEG65
(NCT00999609).

Sin embargo, para poder aplicar cualquiera de las aproximaciones basadas en terapia
génica se requiere conocer previamente el gen mutado en cada caso o incluso la mutacién
exacta causante de la enfermedad. La importancia de esta tesis radica en la identificacién de
las mutaciones responsables de enfermedad en una amplia cohorte de pacientes afectados de
DHR, de manera rapida y precisa. Con la finalidad de que estos pacientes puedan beneficiarse

de futuros tratamientos o ensayos clinicos.
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The NGS technology applied in this work, based on a panel of 117 genes previously
associated with IRD, has allowed us to reach a diagnostic rate of 60%, similar to larger
panels, WES and / or WGS.

The sequencing of a panel of genes demonstrates its effectiveness as a first option in
the diagnostic process, by assuming a lower economic cost, speeding up the analysis
and interpretation of the data, facilitating the storage of the data and reducing the
frequency of false negative due to low coverage. The gene panel designed in this study
is used in clinical practice for the diagnosis of NS-IRD.

The most frequently mutated genes in our cohort are ABCA4, USH2A, RPGR and
PRPH2, that accounted for the 50% of the cases solved.

Of all the variants identified, 39% were classified as variants of uncertain clinical
significance and 27% as pathogenic or probably pathogenic, of which 38 mutations are

described for the first time in this work.

In 5% of the families studied, the underlying cause of the disease could be due to
mutations in two different IRD genes. Misinterpretation of such findings could lead to

erroneous genetic-reproductive advice.

Our NGS-based approach has shown to be effective for the identification of CNV, since
eight such mutations have been identified in six different genes (8%), indicating that the
implication of these variants in the appearance of DHRs could have been

underestimated due to the inherent difficulty of its detection.

The sequencing studies in the 124 families analyzed have allowed us to deepen in the
knowledge of the molecular basis of IRD by establishing new phenotypic associations

with previously identified genes.

Functional studies using minigenes showed an alteration in mRNA processing in six of

the variants analyzed.

This study has allowed in 75 families to confirm the preliminary clinical diagnosis, make
a correct genetic-reproductive advice and enable these patients to access future clinical

trials based on gene therapy.



Conclusions

10- Those families not diagnosed in this study through the gene panel, will be susceptible to
be analyzed by WES and / or WGS, thus allowing to identify mutations in non-coding
areas of the genome or in genes not previously associated with IRD.
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ANEXO 1. Datos clinicos

Tabla VIII.1 Datos clinicos de los pacientes diagnosticados genéticamente.

Anexos

. " BCVA .
. Patient ID /Sex/ ,2 Additional VF RE/LE Fundus Vision
Family 1D Al () AT() Dx Symptoms onset findings (l(;{gE’\//:_AER) (RE/LE VFI %) examination FAF ocT electrophysiology
’ . . 27y: typical of RP,
RPN-104/F/40 atbirth  LCA B e Lol DAETE YL 27y: null NA macular RPE NA NA NA
pendular nystagmus.  catar, epilepsy. atrophy.
fRPN-38
. Blind from birth, Keratoconus,
RPN-532/M/57  at birth LCA pendular nystagmus. —— NA NA NA NA NA NA
Childhood: photo, decr 27y: yellow-white
fRPN-39 RPN-106/M/41 9 BMD VA,; stationary since 16- Hyperopia 37y: 0,6/0,2 NA deposits in the NA NA NA
18y. macula.
Teenage: NB; 20s: const 40s: BE SCP
RPN-113/F/51 20 arRP VF, dyschro; early 40s: 'catar 49y: LP/null 49y: <10°/null NA NA NA NA
decr VA. ’
fRPN-43
RPN-114/F/50 20  arcRp  20S: decr VA, dyschro; e NA NA NA NA NA NA
40s: NB, const VF. astigmatism.
. . . Total blind
RPN-116/M/83 10  xLRrp  Cnildhood:NB, photo; o0 ooy NA NA NA NA NA NA
Teenage: const VF. 40s
fRPN-45 Myopia 39y: null sup
RPN-117/F/55 39  xLRp 405 NB, const VF, 50s: magna, NA field/ 20 NA NA NA 39y: delayed lat VEP.
decr VA. . : affecting sup
astigmatism. -
temporal field.
22y: macular RPE
. . . atrophy, perifoveal
. Myopia, 48y:  23y: 1,0/1,0 . . .
RPN-125/F/51 19  STeD L-@leteenage: photo, incipient  48y: CF/CF 48y central - pigments, drusen; NA NA NA
decr VA; 30s: dyschro. . : scotoma (19/35). 48y: mild pale OpD,
facoesclerosis. 51y: SP/SP .
N all posterior pole
fRPN-50 .
atrophied.
58y: macular RPE 58y: severe
30s: decr VA, photo; . 29y: 0,8/1,0 58y: central
RPN-126/F/62 27 STGD 50s: dyschro. Myopia 58y: CF/CF  scotoma (47/50). atrophy,ol\'la\llj, atrophy NA c;?;rrﬁlnl;E NA
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. L BCVA .
. Patient ID /Sex/ ,2 Additional VF RE/LE Fundus Vision
Family 1D Al () AT() Dx Symptoms onset findings (Ic;{gEl\//ILAER) (RE/LE VFI %) examination FAF oCcT electrophysiology
20s: photo, decr VA; late  Hyperopia, ggy ggﬁg 43{05 ?23;2547)¥: atrgs?wl: pﬁl p;::aéép 61y: periphand  40y: NR VEP, NR
RPN-147/F/61 15 arCRD 30s: dyschro; 50s: 40s: BE SCP y: Do \ o itropny, fig L NA central NE cone and severe decr
strabismus catar operated 41y:1,3/1,0 59y: <10 light NV, drusen in thinnin rod ffERG
: P " 60y: 1,0/CF (13/14). LE. 9: :
fRPN-58 .
Childhood: strabismus 30s: BE 28y: 1,3/1,3 60v: BSP in the 60z;g{erglp:zlgnd
RPN-148/F/64 25 arCRD operated; Teenage: cortical and 59y:1,3/1,3 60y: <10° (11/8). %.ild- erioh NA thinning. ERP NA
photo, decr VA. SCPcatar.  61y: 1,3/PL periph. 9
atrophy.
; . 9y: 0,8/0,8 Sy: abN lat and amp
RPN-170/M/22 & ACHM Ea"ygg"gzgf‘\j/'AphOto' 11y: 0,8/1,0 NA 11y: N NA NA VEP, NR cone ffERG:
’ ’ 13y: 0,8/1,0 12y: N EOG.
fRPN-66 i
Early childhood: photo, 5y: 0,3/0,3 8y: Vsl,E)IID II,%E gg:fgﬁ%gé_
RPN-171/M/19 3 ACHM CB, decr VA, horizontal - 0,8/0,8 10y: NA 8y: N NA NA 5y: ! bN | d ’
nystagmus. 0,8/0,8 y: 2bN lat and amp
D VEP; 9y: N EOG.
20s: NB; early 30s: const ~ 40s: SCP 38y:0,2/0,2 42y: <10°; 45y: 42y: typical of RP, 47rg:scl\?£trglilzy 29y: decr amp VEP,
RP-455/M/53 28 arRP L e y ) : 47y: 0,2/0,2 y: A%y macular RPE NA P ' NR cone and decr rod
VF; late 30s: decr VA. catar. : null CME and LE
54y: 0,5/0,8 atrophy. LMH ffERG.
fRPN-68 34y: NR rod and decr
. . . Myopia . . cone ffERG, abN
RPN-173/F/45 34 arrp By 30s:NB;late 30s: o0 "a0s,  35Y:0,1/0.1 45y: 15° 44y: typical of RP. NA ady. centrally £y delayed lat
const VF; 40s: decr VA. . 45y: 0,5/0,3 pres NE. f .
SCP sclerosis. VEP, periph dysf with
central pres mfERG.
Early childhood: NB, . .
RPN-187/F/45 3 arRP  decr VA: late childhood: - S ek NA NA NA ST SEEIE NA
39y: LSP/LSP central thinning.
const VF.
fRPN-71
Early childhood: NB, 46y: RE SCP 37y: typical of RP, 37v: severe
RPN-188/F/48 5 arRP decr VA; late childhood: operated, light 47y: LP/LP NA severe macular RPE NA centr);l P NA
const VF; 30s: photo. LE SCP catar. atrophy. 9:
. . . Myopia; 40s: . .
fRPN-84  RPN-213/M/48 37 arrp 205" NB, CONSLVE A0S prcrp cotar  37y: 0,210,2 NA 37y: BSP in the NA NA NA
photo. operated periph, NV.

176



Anexos

. L BCVA .
. Patient ID /Sex/ ,2 Additional VF RE/LE Fundus Vision
Family 1D Al () AT() Dx Symptoms onset findings (Ic;{gEl\//ILAER) (RE/LE VFI %) examination FAF oCcT electrophysiology
35y: BSP in the 41y: severe .
Teenage: NB; early 20s:  Myopia; 30s:  35y: 0,3/0,1 mild-periph, NV. 37v: hvper AF central NE 33%' EE félfz\?vft;h
RPN-214/M/45 34 arRP  const VF; 30s: decr VA; BE SCP catar  39y: 0,3/0,3 35y: 5% 41y: null  41y: typical of RP, 2'Y: NYPE! thinning, periph cy
] ; macular ring. . moderate central
40s: photo, dyschro. operated. 41y: 0,8/0,7 macular RPE posterior res
atrophy. staphyloma. pres.
52y: N RE,
Childhood: NB; . . . 48y: temporal BSP atrophy with .
. 50s: LE SCP  48y:0,1/1,3  52y: null nasal 52y: light delayed lat
RPN-230/F/52 15 XL RP  Teenage: const VF, decr : . RE, macular atrophy NA central and
VA, catar operated. 52y: 0,0/1,3 field /null LE: 52y: wsc. periph NE RE, NR LE VEP.
fRPN-97 thinning LE.
Childhood: NB; 7y: 0,3/0,1 o . 7y: BSP in the . .
RPN-231/M/15 7 XLRP  Teenage: const VF, decr  Myopia 14y: 0,1/0,2 14y'1165 _ (13157’ 36) periph; 14y: NA 143;5’,‘"38“,'%;5'\5 : dﬁ'gﬁggwp’
VA. 16y: 0,1/0,2 y: papillary edema BE. pres; 1oy : ’
65y: severe central 65y: severe
RPN-234/M/67 56  LORD 50s: decr VA, NB. ; 65y: HMHM  B9Y:central - atrophy, affecting NA atrophy retinal NA
scotoma. macula and mild layers and
periph retina. choroid.
. . 64y: abN lat and amp
fRPN-100 64y central 64y: areas of central 64%/' acr)leAa[L__s of Gi)at::rroeei?]);r)f VEP, decr rod ffERG,
RPN-509/F/64 64 LORD 60y: NB, decr VA. - NA y retinal and YPOAT, periph dysfuntion with
scotoma (27/29). L serpinginosa- layer and
peripapilar atrophy. ) . central LE pres
like. choroid.
mfERG.
39y: multiple drusen 39y: drusen and
RPN-640/F/39 39 LORD Asymptomatic - NA NA in the temporal area  39y: normal choroidal NA
of the retina. atrophy in BE.
40s: NB, const VF; 50s: bt B 48y: 0,3/0,2 48y: <10°, inf nagil)/;n??):rilzt:,hl?lv; 48y: centrall 42))(/1: gggéon:riar;]d
RPN-253/M/57 40 adRP 5 INIZ% 19U incipient BE y: 9o y: <295 56y: macular RPE NA Y- y —R©, Perip
decr VA, photo, dyschro. - 56y: CF/CF pres. ST, ST e pres NE. dysf with moderate
fRPN-108 : P )gresp central pres mfERG.
RPN-254/F/50 40 adRP  30s: NB; 40s: decr VA.  40s: BE catar.  42y: 0,2/0,2 42y:p<rig o 1iF - AT B;Fr’ipl)rr]] 4773 i NA 42y N. NA
. BE catar, total
Childhood: NB; 30s: ; ’ 58y: N VEP, NR
fRPN-110 RPN-256/M/67 18 adRP const VF: 40s: decr VA. sbllrl]ré(inSegss NA NA NA NA NA HERG.
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. L BCVA s
. Patient ID /Sex/ ,2 Additional VF RE/LE Fundus Vision
Family 1D Al () AT() Dx Symptoms onset findings (Ic;{gEl\//ILAER) (RE/LE VFI %) examination FAF oCcT electrophysiology
31y: 10° (70/73); . 32y: NR rod and decr
35y: central and
B Teenage: NB; 20s: const 32y: 0,1/0,0 35y: <10° - - cone ffERG; 35y: N
RPN-258/M/39 31 adRP VF, 30s: decr VA. 37y:0,000  (64/77); 38y: SO light BSP. NA ‘iﬁir;]’:;]ri‘nNE VEP, periph dysf
<10° (43/60) 9 mfERG.
33y: central NE
fRPN-125 ~ RPN-282/F/33 33  adCRD 20s: decr VA. - 33y: 0,5/0,5 NA NA S sl alsiygion, /e NA
macular ring. central ERP
atrophy.
20y: 0,4/0,4 . 20y: decr amp VEP;
fRPN-126 RPN-283/M/25 20 STGD Childhood: decr VA. 20){: Dark 22y: 0.5/0.5 20y: light central  25y: yellow flecks ~ 25y: hype_r AF NA 25y: decr rod ffERG,
choroid on FA. ; scotoma (93/93). around the macula. macular ring. central dysf mfERG,
25y: 0,5/0,7
N EOG.
. 42y: nasal/sup
Childhood: NB; 30s: . . . 42y: centrally  39y: N VEP,decr rod
fRPN-131 RPN-288/F/44 38 arRP const VE. Myopia 44y: 0,0/0,0 r|n?8i(/:;):tlt;ma NA NA pres NE. ffERG. abN EOG.
11y: central NE
; . . Lo 11y: abN lat and amp
RPN-289/M/15 12  sTep  Childhood:decrVA, 00 onia  12:0.500.7 NA 11y: RPE atrophy. NA thinning, LE - {ep " ecr rod fERG,
photo. 15y: 0,5/0,8 central ERP
fRPN-132 atrophy. abN EOG.
RPN-587/M/10 9 STGD Childhood: decr VA, Hyperopia 9y: 0,4/0,4 NA 9y: ||ght'macular NA 9y: centrally NA
photo. lesion. pres NE.
38y central and 27y: N VEP, N ffERG,
Ankilosing 28y: 0,0/0,0 36y: central 27y: yellow-white y[;eriph NE abN EOG; 36y:
fRPN-133 RPN-290/M/43 27 STGD 30s: decr VA, photo. L 35y: 0,4/0,1 ’ deposits around the NA N . delayed lat RE VEP,
spondylitis. : scotoma (56/ 63) thinning; 43y:
43y: 1,0/1,0 macula. WSo decr cone and rod
' ffERG.
46y: central and
. 42y: 0,4/0,2 . periph NE
fRPN-134  RPN-291/F/49 39  STGD 20s: decr VA. as:\i"ynﬂg'ﬁ‘;m 46y: 1,000,7 NA :tzri’) ’r‘:a_‘cféaf VRVECE NA thinning; 50y: NA
9 " 50y: 0,8/1,0 Py 40y- WSC. central EPR
atrophy.
. . . . 24y: abN lat and amp
fRPN-137  RPN-294/F/26 24  STGD  20s: deacr VA, photo. _, 22¥-daK o5 ggpa  25y-central - 25y: yellow flecks 25y hyper AF NA VEP, decr cone

choroid on FA.

scotoma (93/93). around the macula.

macular ring.

ffERG.
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. -, BCVA .
. Patient ID /Sex/ ,2 Additional VF RE/LE Fundus Vision
Family 1D Al () AT() Dx Symptoms onset findings (Ic;{gEl\//ILAER) (RE/LE VFI %) examination FAF oCcT electrophysiology
15y: periph NE
. ) . . 12y: 0,0/0,0 12y: BSP in the disruption,
RPN-296/M/12 3 XL RP Early childhood: NB. Astigmatism 15y: 0.1/0.1 NA periph: 15y: NV. NA central NE NA
thinning.
RPN-361/M/82 4 xLrp  Ealy childhood: NB; late - NA NA NA NA NA NA
childhood: const VF.
fRPN-139
- ; Myopia, . . 26y: isolated BSP in )
RPN-374/F/26 26 XL RP Asymptomatic astigmatism 26y: 0,0/0,0  26y: (100/100) the periph. NA 26y: N NA
Early childhood: NB; late
RPN-375/M/53 4 XL RP childhood: const VE. - NA NA NA NA NA NA
RPN-271/M/97 NA adRP NA - NA NA NA NA NA NA
fRPN-140 20s: NB; 30s: const VF; . 58y: <10° L
RPN-297/F/61 32 adRP 40s: decr VA. - 58y: 0,5/0,3 (30/21) 58y: typical of RP. NA NA NA
. . 49y: central NE 51y: N VEP, N ffERG,
RPN-304/F/49 49  adMD 40s: photo. - 49y:00000 54 (100/99)  49Y- Yellow flecks NA thinning,  light central dysf with
50y: 0,0/0,0 around the macula. . )
dispersed flecks. periph pres mfERG.
70y: RE macular
50s: photo, 60s: 68v: LE catar  70v: 0.1/0.1 drusen, LE ERM; 70y: REN, LE  72y: delayed RE lat
fRPN-144 RPN-415/F/77 65 adMD metamorphopsia, decr g.erated 75y: 0’9/0’2 76y: null 75y: severe areas of NA ERM; 75y: RE  VEP, NR rod ffERG,
VA. P : Y- 0,500, EPR atrophy, LE CME, LE ERM. abN EOG.
ERM.
RPN-416/F/54 48 adMD 40s: photo, decr VA. ; NA NA 52y. yellow flecks NA NA NA
around the macula.
18y: central and  18y: decr cone and
) . ) . 18y: 10-20° . . periph NE rod ffERG; periph
RPN-309/F/18 16 adRP Teenage: NB. 18y: 0,1/0,1 (71/76) 18y: Typical of RP. NA thinning BE dysf with central pres
CME. mfERG.
RN 2T 32y: central and 44y: delayed lat VEP,
3 30s: NB; 40s: photo, 30s: BE SCP  32y: 0,4/0,5 . 32y: Typical of RP; periph NE periph dysf with
RENEIEEE e EURE decr VA. catar. 44y:0,7/1,3 EE S 44y: wsc. s thinning, BE  moderate central pres
CME; 44y: wsc. mfERG.
2y: BSP in the
At birth: nystagmus; periph, NV, foveal . R
fRPN-150 RPN-313/M/13 2 LCA Early childhood: NB, - 14y: 1,0/0,8 14y: null RPE hyperplasia. NA NA 3y: NR ffERG; 5y: N

photo, fixation exotropia.

14y: Typical of RP,
macular RPE

VEP.
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. L BCVA s
. Patient ID /Sex/ ,2 Additional VF RE/LE Fundus Vision
Family 1D Al () AT() Dx Symptoms onset findings (l%gE’\//:_AER) (RE/LE VFI %) examination FAF oCcT electrophysiology
atrophy.
13v: dark 13y: macular RPE 13y: severe decr cone
fRPN-153 RPN-317/F/14 13 STGD Teenage: decr VA. y: 14y: 1,0/1,0 NA atrophy, flecks in the NA NA and rod ffERG,
choroid on FA. : )
mild-periph. central dysf mfERG.
10y: macular
. 6y: delayed lat VEP,
. . Bruton 8y: 0,4/0,4 . 10.90° 11y: BSP in the hyper AF 13y: central and . .
fRPN-158  RPN-323/M/16 6  xLRp iy childhood: NB, disease,  11y:0,2/02  1oY;10-20 periph, RPE without clear  periph NE NR ffERG; 10y:
const VF. . ; (73/62) ) P severe periph and
myopia. 16y: 0,0/0,0 atrophy. periph hypo thinning.
AE central dysf.
L . 32y: central and
Childhood: dyschro Psg[:ﬁsslséy2e4y. 26y: 0,8/0,9 32y: yellow-white  32y: hypo AF periph NE 24y: abN lat and amp
fRPN-159 RPN-324/F/38 24 arCRD photo, decr VA, const  maculopathy 3382y S&;ﬁ; 24y: null deppsr:t'séllg t'he ”.“"dl' spotte? Ie?ons, dlsruptllzogl,a WEE, NRdcone ach
VE. on EA: 30s- y: periph; 40y: typical macular hyper  severe severe decr ro
’ 40y: LP/LP of RP. AF. atrophy. 40y: ffERG.
SCP catar. .
retinal atrophy.
. . 16y: bull's eye .
. Myopia. 16s: i i . . 16y: abN lat and amp
fRPN-162  RPN-327/F/22 16  STGD Tee”agﬁbtdoe"r VA, dark choroid %fyj %ﬁ"g 2;():/6tt:oenr11;ral ’;‘gcgé?t‘;a;?gur{g"tﬁg Z;i’r'cfor‘]’ea' Zlyt'h‘i‘r?:it;a' NE " VEP, central dysf
photo. on FA. y- Lo : P pay- 9 MfERG, N EOG.
macula.
DM (type 1);  57y: 0,1/0,3 627?/;];?]\:?;'\/;‘”; d
RPN-331/F/62 56 AVMD  50s: NB, photo, decr VA. 50s: SCP catar 61y: 0,2/0,4 NA NA NA Y- CE NA
: periph NE
operated. 63y: 0,1/0,1 L
thinning, VL.
fRPN-166
32y: intraretinal
29y: 0,2/0,1 At :
RPN-332/F/37 29  AVMD  30s: NB, photo, decr VA. - 33y: 0,1/0,2 NA NA NA RIPLS e, 22 N VIER, N HERE,
: VL; 38y: central N mfERG, N EOG.
38y: 0,2/0,2 e
NE thinning.
. , 48y: 1,0/0,8 . .
RPN-333/F/53 6 AcHm  Ealy Ch"dchg‘)d' photo, - 50y: 1,3/1,3 NA 48y: ’;tfg“r']ar RPE NA 52yt'hcir?:itr:a' NE NA
' 55y: 1,3/1,3 phy. g.
fRPN-167
. . 50s: LE SCP  44y:0,8/0,8 . .
RPN-334/F/49 5 ACHM Early childhood: photo, catar, 48y: 0.8/0.8 NA NA NA 43y: (_:en_tral NE 43y: decr cone ffERG,
dyschro. : thinning. N EOG.
glaucoma. 51y: 1,0/0,8
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. L BCVA .
. Patient ID /Sex/ ,2 Additional VF RE/LE Fundus Vision
Family 1D Al () AT() Dx Symptoms onset findings (Icl)?gEl\//ILAER) (RE/LE VFI %) examination FAF oCcT electrophysiology
20y: centrally
N . 20y: 0,0/0,4 25y: <10° . . . pres NE, LE
RPN-335/M/i28 20  arRP Ea;'é’r:;ecgggéc”rB\'/Azos' - 23y:0,004  (37/27); 27y 2O gp'_c\z'sgf R ZCS?;‘ Pet A "CME; 27y: NA
’ ’ 30y: 0,1/0,2 <10° (25/17). Y- : 9- centrally pres
NE, RE CME.
. 17y: 0,1/0,1 21y: <10° . 23y: centrally
mpn1gs  RPNSBUM24 17 aRP B feenage: 2o S - 19y:00/0.0  (39/37); 24y: 23y typical of RP. Zrﬁgcgé ’?erirnAF pres NE, BE NA
i : 26y: 0,1/0,0  <10° (43/34). 9- CME.
16y: 10° (60/64); .
c 5 - 10° . . 20y: centrally
) Early teenage: NB, const ) 14y: 0,1/0,1 17y: 10° (65/47); L 18y: hyper AF
RPN-585/F/19 12 arRP VE. 22y: 0.0/0,0 18y: <10° 18y: typical of RP. macular ring. presclltl/llliz, BE NA
(48/42). :
30y: white foveal
. . lesion; 45y: macular
fRPN-173  RPN-342/M/47 30  STGD | cenage:decrVa, SOy dark ey 0,710,7 NA RPE atrophy, yellow NA NA NA
photo. choroid on FA.
flecks around the
macula.
20s: NB, early 30s: const 28y: 0,1/0,1 28y: BSP in the 38y: hyper AF 36y:ecrei>nrt]r§IEand
RPN-343/M/34 24 XL RP VF, decr VA, late 30s: - 36y: 0,2/0,2 31ly: <10° periph; 38y: typical spots, macular Perip 28y: NR ffERG.
. thinning, RE
photo. 38y: 0,5/0,5 of RP. dystrophy. ERM
fRPN-174 67 LE sectorial 67: LE sectorial 67y: no va!uable
RE severe atrophy, affecting EEE, e sEg ] e
RPN-488/F/67 NA XL RP NA . 67y: NLP/0,1 NA PP . affecting the inf  disruption inf NA
amblyopia. the inf nasal mild- I mild | mild
eriph. nasal mild- nasal mild-
P periph. periph LE.
. . . : 47y: centrally .
fRPN-175  RPN-347/F/53 45 SRP 40s: NB, const VE,  42y: BEcatar 45y:0,1/0,2 45y: <10° 47y BSP in the NA pres NE, LE _20Y: N VEP, decr
operated. 47y: 0,2/0,1 mild-periph. ERM cone and rod ffERG.
. 30y: abN lat and amp
. 24y: paracentral
fRPN-178  RPN-363/M/33 24 BMD NA - 30y:0,210.4 o toma (89/86); NA NA 3oy:Becme.  YEP.NRrodand
31y: 0,3/0,3 31y: (84/86) severe decr cone
y: : ffERG, abN EOG.
Childhood: decr VA 10y 0,5/0,8 10y: central 10y: central NE 12y: N VEP, decr
fRPN-179 RPN-379/F/11 10 STGD : ! - 11y: 0,8/0,8 y: NA NA y: cen y: !
photo. 12y 0,8/0.8 scotoma (91/84). thinning. cone and rod ffERG.
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. L BCVA I
. Patient ID /Sex/ ,2 Additional VF RE/LE Fundus Vision
Family 1D Al () AT() Dx Symptoms onset findings (l%gE’\//:_AER) (RE/LE VFI %) examination FAF oCcT electrophysiology
Early childhood: 6y: 0,4/0,48y: 7y 10-20° st ey I%’;/F’gg{a‘)’/ggﬁngRE%
RPN-402/F/14 5 arCRD exotropia, decr VA, - 0,3/0,2 11y: (78/67); 14y: 10-  8y: N; 11y: N. NA ' ' g
A pres NE. decr cone and rod
photo. 0,4/0,3 20° (73/68). HERG
fRPN-183
8y: 10-20°
RPN-403/M/9 5 arCRD  Early childhood: photo. - NA (80/77); 9y: 10- NA NA NA NA
20° (77/72).
Late teenage: photo: i?y 83583 3910?:3{71113413’ 36y: NV, pallor of 46y: central and 36y: delayed lat VEP,
fRPN-185  RPN-406/M/46 36  arCRD : ge: photo - Y- D0 02 243Y: " the OpD, macular NA periph NE  NR cone and severe
30s: decr VA, const VF. 43y: 0,3/1,1 25/29; 46y: <10 RPE atroph thinnin decr rod ffERG
46y: 0,6/1,3 (15/15) phy- 9 :
50y: macular RPE
. . . . 48y:1,0/1,0 50y: central and
fRPN-187  RPN-410/F/59 40  sTgp  Childhood: photo, NB,  Myopia, 60y: 550 3'6/1'g NA By e NA periph NE NA
decr VA. BE SCP catar. : flecks around the -
60y: 1,3/1,3 thinning.
macula.
. ) . . Sy: delayed lat VEP,
fRPN-191  RPN-426/F/3 2 SRP Eavrly childhood: decr — Hyperopia, . g ,cp NA 2y- macular NA NA NR rod and severe
VA, photo, LE exotropia. astigmatism. pigments.
decr cone ffERG.
26y: central and
) ) Teenage: NB; 20s: 32y: BE SCP  26y: 0,5/1,3 . o . periph NE
fRPN-197 RPN-442/F/32 12 SRP photo, decr VA. catar operated.  32y: 1.3/1,3 26y: <10 26y: typical of RP. NA thinning; 32y: NA
wscC.
e,
fRPN-198 RPN-444/F/49 7 albipunctat Childhood: NB, photo. DM (type 1). 25y: 0,0/0,0 NA amip NA NA 48y: NR rod ffERG.
us without macular
atrophy.
. 48y: macular RPE . 52y: macular  52y: abN lat and amp
. 48y: 0,0/0,1 50y: macular
fRPN-199  RPN-445/F/56 48  STGD LR [l - 52y: 0,0/0,3 NA atrophy, yellow —— pop oophy,  RPE atrophy, VEP, decr cone
metamorphopsia. 57v: 0.5/0.3 flecks around the O ——— centrally pres ffERG, central and
y: Or0lU, macula. pres. NE. periph dysf, N EOG.
At birth: nistagmus; early
fRPN-200 RPN-450/F/38 <1 LCA childhood: decr VA, - - - - - - -
totally blind since 15 y.
. 35y: <10° . 36y: N VEP, decr
fRPN-202  RPN-448/F/36 35 arRP 30s: NB, const VF. - g;;y: 8'(1);8'(1) (29/23); 38y: NA NA 363’;::{\‘]?"" cone and rod ffERG,
UB ot <10° (9/7). P : periph dysf mfERG.
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. L BCVA -
. Patient ID /Sex/ ,2 Additional VF RE/LE Fundus Vision
Family 1D Al () AT() Dx Symptoms onset findings (Ic;{gEl\//ILAER) (RE/LE VFI %) examination FAF oCcT electrophysiology
_ . _ . 27y: 10-20°; 30y: 30y: NV, BSP in the 30y: centrally 27y: NR ffERG,
RPN-455/F/35 26 arRP Late 20s: NB, const VF. 30y: 0,0/0,1 10-20° (63/57). periph. NA pres NE. periph dysf mfERG.
. ) . . 19y: BE catar . 27y: typical of RP, .
fRPN-203  RPN-451/M/29 12 srp  Chidnood: NB; teenage: ' 0 Jioq g o7y Lppp 2/ central severe macular NA 21y: severe NA
const VF, decr VA. . scotome. macular atrophy.
vitrectomy. atrophy.
48y: BSP in the
; . 48y: centrally
_ ) 40s: NB, const VF; 50s: ) . . o periph, light RE . 48y: N VEP, NR
fRPN-204  RPN-452/M/51 47 SRP photo, decr VA. 48y: 0,1/0,2  47y: <10° (3/3). ERM: 51y typical of NA pres NE, light e
RP RE ERM.
30y: macular 27y: decr cone LE
B ) . ) 26y: 1,0/1,0 26y: N; 27y: macular  atrophy with 27y: severe  ffERG, periph RE and
fRPN-206 RPN-463/F/30 27 STGD 20s: photo, decr VA. 27y: 0,8/0,8 NA RPE atrophy. hyper AF central atrophy. central LE dysf
spotted lesions. mfERG.
. 27y: peripheral  27y: typical of RP, . 27y: central and
fRPN-211  RPN-475/F/27 27  arcRD 208 photo, decr VA, - NA and central macular RPE 20 el Ul periph NE NA
decr VF. atrophy. LT
scotoma. atrophy. thinning.
Early childhood: decr 7y: diffused retinal h 72;: T;gic;lirz . 10y: NR VEP, severe
fRPN-212 RPN-478/M/13 3 arCRD VA; Late childhood: - 10y: 1,0/1,3 10y: <10°(9/14) atrophy, macular NA ypop ' 2<Y* " decr cone and rod
) severe NE
photo, decr VF. hypoplasia. L ffERG, abN EOG.
thinning.
24y: N VEP, NR
fRPN-214  RPN-482/M/24 24 SRP  Teenage: NB, const VF. - SnpauEn  Cor MR 2RI ekl NA R
vision. BSP in the periph. pres NE. with central pres
mfERG.
Early 30s: NB, photo, Eng”zpisg' 45v: HM/HM: 45y: typical of RP,
RPN-495/F/57 31 arRP decr VA; late 30s: yopra - 4%y : NA macular ERP NA NA NA
magna, 40s:  54y: LSP/LSP
dyschro, const VF. SCP catar atrophy.
fRPN-217 '
20s: NB, photo; 30s: Mvoia 43y: typical of RP,
RPN-496/F/55 25 arRP decr VA; 40s: dyschro, me{gﬁa NA NA macular ERP NA NA NA

const VF.

atrophy.
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. L BCVA .
. Patient ID /Sex/ ,2 Additional VF RE/LE Fundus Vision
Family 1D Al () AT() Dx Symptoms onset findings (I%gEl\//ILAER) (RE/LE VFI %) examination FAF oCcT electrophysiology
Teenage: photo; 20s: 30s: SCP 43y: typical of RP,
RPN-498/F/48 25 arRP NB, const VF; 30s: decr ca-ltar 43y: 0,7/0,5 NA macular ERP NA NA NA
VA, 40s: dyschro. ’ atrophy.
: ) . ) . 15y: bull's eye 16y: central dysf
fRPN-220 RPN-510/F/16 15 STGD Teenage: decr VA. 15y: 0,5/0,5 NA maculopathy. NA NA MfERG.
23y: 10-20° 23y: central and
B ) . 23y: periph 23y: 0,0/0,0 - C1q.  23y:BSPinthe 23y: hyper AF periph NE 23y: decr cone and
fRPN-224 RPN-525/F/28 23 SRP Teenage: NB, photo. atrophy on AF.  29y: 0,0/0,0 (77/69;’02093" 10 periph; 29y: wsc. macular ring.  thinning; 29y: rod ffERG.
’ WwscC.
51y: decr cone and
fRPN-226  RPN-551/M/59 59 SRP 40s: NB, const v, ~ PM®PE2) 5104 000 51y: 10° syt B e NA NA el =G, B2l 5T
glaucoma. periph. LE amp VEP, NR
ffERG, abN EOG.
Childhood: NB; 20s: Asymptomatic  27y: 0,0/0,2 (68/2288))/5 ;go 10° 27y: typical of RP;
fRPN-232 RPN-602/M/39 20 SRP const VF; middle 30s:  hyperckemia;  30y: 0,1/0,3 (65/35)' Syg ~ 30y: wsc; 39y: RPE NA NA 27y: NR ffERG.
photo, decr VA. 30s: BE catar.  39y: 0,2/0,2 <10’° y: atrophy.
27y: centrally
5 27y: 10-20° Nl 5 . pres NE; 29y:
fRPN-233  RPN-603/F/28 25 SRP 2l 12, GanEi Vi - 20y: 1,005  (42/41); 29y: 2oy~ N: 29y: BSPin NA central and NA
photo, decr VA. o the periph. .
<10 periph NE
thinning.
Early childhood: Hyoeropia. BE
fRPN-235  RPN-605/F/31 6 LCA  nystagmus, strabismus, ' YPEropia 6y: <0,1/<0,1 By: <5° 6y: N; 10y: NV. NA NA 6y: NR ffERG.
catar.
NB, decr VA, const VF.
Myopia . . 21y: foveal .
. d . i 41y: yellow-white . 21y: abN lat and amp
fRPN-238  RPN-608/F/41 21 adMD UGEIEREE CERV, — WERIESARTE ap oores GLVBCEILEY deposits in the DA, AR MEBLEVITS oy Ty s e
photo. dark choroid scotoma. perifoveal thinning.
macula. EOG.
on FA. hyper AF.
. X . 53y: atrophy and
fRPN-239  RPN-609/M/53 48  STGD  40s:photo, decrVF, - 53y:1,0/1,0 ooy central  53y:macular RPE NA thinning of the NA
decr VA. scotoma. atrophy.
macula.
fRPN-AP RP-434/F/71 46 pallp U MR S0 G 47y: 0,0/0,0 47y: <30° NA NA NA AT CLEE B VIR,

40s: decr VA.

decr rod ffERG.
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. L BCVA .
. Patient ID /Sex/ ,2 Additional VF RE/LE Fundus Vision
Family 1D Al () AT() Dx Symptoms onset findings (Ic;{gEl\//ILAER) (RE/LE VFI %) examination FAF oCcT electrophysiology
Myopia, . .
. . 44y: 0,0/0,0 49y: macular
) Early teenage: NB; 30s: astigmatism; : 44y: <5°; 47y: o
RPN-461/F/54 33 adRP const VF: 40s: decr VA. 44y incipient jgy: 8,;;(1),81 <5° (1/3). 44y: typical of RP. NA atrcI;pF:lR/A, LE NA
SCP catar. y- 5.8, '
Hyperopia and
Childhood: photo; astigmatism; ov: 0.8/0.7
RP-543/F/A8 9 arCRD teenage: decr VA, 20s: incipient y._ T NA NA NA NA NA
13y: 1,0/1,0
dyschro. catar, total
blindness.
fRPN-BT
RP-545/M/51 8 arRP Childhood: photo; 20s: total NA NA NA NA NA NA
teenage: const VF. blindness.
RP-547/M/55 13  arCRD Childhood: photo;  Early 20s: total ;5. /5 7 NA NA NA NA NA
teenage: decr VA. blindness.
Early childhood: NB; 70v: catar
RPN-26/M/83 10 XL RP teenage: const VF, o )(/e'rated NA NA NA NA NA NA
photo; 20s: decr VA. P :
. 42y: N VEP, light decr
RPN-27/F/56 56 XL RP Asymptomatic - NA NA NA NA NA rod fIERG.
¥ . —_— . 57y: 20°-30°, . . 57y: macular NE  50y: decr amp LE
fRPN-GB RPN-60/F/66 40 XL RP Ewéyégolfl.glisof::gtg]\lllghts, 50y: 0,0/0,3 affecting sup A Be?iPr:n e NA pres RE, periph VEP, decr cone and
o NES : filed/<10° Periph. NE thinning LE. rod ffERG.
Late 20s: NB, photo; Myopia, 51yv: BSP in the
RPN-560/M/52 45 XL RP  early 30s; 40s: const VF, astigmatism,  51y: 0,3/0,3 NA y: . NA NA NA
mild-periph.
decr VA. BE catar.
Childhood: NB, photo; '\éuccllz?i;g:q 57y: typical of RP
fRPN-GG RP-506/F/57 10 SRP early teenage: const VF; 20s: totaI' NA NA and chorioretinal NA NA NA
late teenage: decr VA. blindness atrophy.
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. - BCVA -
. Patient ID /Sex/ ,2 Additional VF RE/LE Fundus Vision

Family ID A" (y) AT () Dx Symptoms onset findings (I%gEl\//ILAER) (RE/LE VFI %) examination FAF ocT electrophysiology
55y: abN lat and amp

; . NR- . . - . 60y: central and  VEP, NR rod and

fRPN-SRT  RPN-443/M/64 18 SRP ch)h'!dhr?‘;d' NBr; fa\;'g £ BrEtCEtar 30y: 1,010 SN <1_)9 P49 49y: typical of RP. NA periph NE decr cone ffERG,

P GO ' operated. thinning. central and periph

dysf mfERG.

Abbreviations: abN: abnormal; ACHM: achromatopsia; adRP: autosomal dominant RP; adMD STGD-like: autosomal dominant macular dystrophy STGD disease-like; A *: Age at genetic testing; A 2 Age at
time of diagnosis; amp: amplitude; arRP: autosomal recessive RP; AVMD: adult-onset vitelliform macular dystrophy; BCVA: best-corrected visual acuity; BE: both eyes; BMD: Best macular dystrophy; BSP:
bone spicule pigmentation; catar: cataracts; CB: colour blindness; CF: counting fingers; CME: cystoid macular edema; const: constricted; decr: decreased; DM: Diabetes mellitus; Dx: diagnosis; dyschro:
dyschromatopsia; dysf: dysfunction; EOG: electrooculogram (Arden index); ffERG: full field electroretinography; ERM: epiretinal membrane; FA: fluorescein angiography; FAF: fundus autofluorescence; HM:
hand motion; hyper AF: hyperautofluorescence; hypo AF: Hypoautofluorescence; inf: inferior; lat: latency; LCA: Leber congenital amaurosis; LE: left eye; LMH: lamellar macular hole; LORD: late-onset retinal
degeneration; LP: light perception; LSP: light and shadow perception; mfERG, multifocal electroretinigraphy, N: normal; NA: data not available; NB: night blindness; NE: neuroepithelium; NLP: no light
perception; NR: no response; NV: narrowed vessels; OCT: optical coherence tomography; OpD: optic disc; periph: peripheral, periphery; photo: photophobia; pres: preserved, preservation; RE: right eye;
RPE: Retinal pigment epithelium; RP: retinitis pigmentosa; SCP: subcapsular posterior; SP: shadow perception; SRP: sporadic retinitis pigmentosa; STGD: Stargardt disease; sup: superior; typical of RP,
comprised bone spicule pigmentation, narrowed vessels and pallor of the optic disc; VA: visual acuity; VEP: visual evoked potentials; VF: visual field; VFI: Visual Field Index; VL: vitelliform lesions; wsc:
without significant changes; y: years.
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ANEXO 2. Cuestionario

b G =

~

11.

Estudio de las DHR mediante NGS

RECOGIDA DE DATOS CLINICOS

FECHA: s

SOSPECHA DIAGNOSTICA oo e e eeeeseeee e ereeesseeeeesnenees

DATOS OFTALMOLOGICOS

CEGUERA NOCTURNA
FOTOFOBIA

TARDAR EN ADAPTARME A LA OSCURIDAD

TROPIEZA CON FACILIDAD

DISMINUCION DEL CAMPO VISUAL
-Practicamente no le queda campo visual
-Solo ve como por el cafidén de una escopeta

-Escotoma central
-Mitad campo (nasal/temporal)

DIFICULTAD PARA LEER, COSER, VER LA TV
ALTERACION EN LA PERCEPCION DE COLORES

CATARATAS

-¢Tiene o ha tenido catarata? ¢En qué ojo?

-¢A qué edad le aparecié?
-¢Se ha operado? ¢Cuando?
NISTAGMO

10. ESTRABISMO
OTROS SINTOMAS OFTALMOLOGICOS

OTROS SINDROMES

-Auditivos

-Endocrinoldgicos (diabetes, tiroides, ciclo menstrual...)

-Renal / Hepatico / Cardiaco
-Obesidad

-Polidactilia

-Dismorfologia facial

-Ataxia

-Dificultad en el aprendizaje
-Retraso psicomotor

Otros
-Tto farmacolégico: ...............

ANTECEDENTES FAMILIARES

-Consanguinidad entre los padres
-Arbol:

S
S
S
S
S

S
S
S

NO
NO
NO
NO
NO

NO
NO
NO

NO
NO
NO

Sl

NO

IIS-la Fe
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ANEXO 3. Consentimiento informado

HOJA INFORMATIVA PARA EL PACIENTE

El paciente acepta entrar a formar parte del proyecto de investigacion titulado:
DIAGNOSTICO GENETICO MOLECULAR DE LAS DISTROFIAS HEREDITARIAS
DE LA RETINA MEDIANTE SECUENCIACION MASIVA DE NUEVA GENERACION
(NGS) cuyos objetivos y caracteristicas se detallan en este documento y que, en ningun
caso, podra comportar peligro adicional para su salud. Para ello se solicita Ila
autorizacion por escrito del paciente y la aceptacion por parte del investigador y de la
Direccion del Hospital Universitario La Fe segun el art. 10 de la Ley General de
Sanidad 14/86.

OBJETIVOS DEL PROYECTO:

El principal objetivo del presente proyecto es el diagnostico genético molecular en pacientes
con distrofias hereditarias de la retina (DHR) mediante secuenciacion de alto rendimiento o
nueva generacion (NGS) de todos los genes asociados a distrofias hereditarias de retina
conocidos hasta la fecha de redaccion de este proyecto

METODOLOGIA EMPLEADA
Como participante:

1. Seré entrevistado por un experto en Genética Humana que le interrogaré acerca
de posibles antecedentes familiares, consanguinidad y diversos aspectos clinicos
de relevancia en las DHR. Usted tiene derecho a negarse a responder cualquier
pregunta que no desee contestar.

2. Se le podra pedir una muestra de sangre de unos 10cc que se le extraera del
brazo. De la muestra de sangre se aislara el material genético (ADN). El ADN
sera utilizado por los Investigadores de la Unidad de Genética del Hospital
Universitario La Fe.

3. Las muestras obtenidas se guardaran para su empleo en el presente proyecto de
investigacion hasta un maximo de 6 afos.

BENEFICIOS ESPERADOS PARA EL PARTICIPANTE O LA SOCIEDAD

Los beneficios directos para el participante serian la posible identificacion de las
mutaciones responsables de la enfermedad de cara a poder ofrecer un consejo genético
al paciente.

Asi mismo, los conocimientos que se puedan adquirir en el diagnéstico y la
identificacion de mutaciones implicadas en las DHR podrian ser beneficiosos para la
sociedad en general y para las personas que padecen esta enfermedad y sus familiares.

INCOMODIDADES Y RIESGOS DERIVADOS DEL ESTUDIO
1. La toma de la muestra de sangre puede ser incomoda y ocasionalmente puede
provocar un pequefio hematoma.
2. En alguna ocasion se le podria solicitar la consulta por parte de especialistas en
neurofisiologia y/o oftalmologia.
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CARACTER VOLUNTARIO DE SU PARTICIPACION

Su participacion en este estudio es VOLUNTARIA.

Si usted decide no participar, su relacion con los médicos que lo atienden, su derecho a
los servicios de salud u otros servicios que le corresponden no se veran afectados en
absoluto.

Si usted decide participar, puede libremente dejar de participar en el momento que lo
decida, sin que ello altere la relacion médico-enfermo ni se produzca perjuicio en su
atencion sanitaria.

CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos
los sujetos participantes se ajustara a lo establecido en la Ley Orgénica 15/1999 de 13
de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal, garantizando los derechos
del paciente de acceso, rectificacion y peticion de cancelacion.

Su sangre y muestras de ADN y ARN seran codificadas con un numero de
identificacion que no incluye ninguna informacion personal, siendo el responsable del
registro el investigador principal del presente proyecto. En dicho registro se disociaran
los datos de identificacion personal del paciente de los obtenidos mediante el presente
trabajo. Ninguna informacion suya serd transferida a otras personas ajenas al personal
investigador sin su permiso por escrito.

El acceso a su informacion personal quedard restringido al Investigador principal y sus
colaboradores, autoridades sanitarias, al Comité Etico de Investigacion Biomédica y
personal autorizado por el promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos
procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los
mismos de acuerdo a la legislacion vigente en nuestro pais.

El propietario de las muestras y responsable del Registro sera el Dr. José M. Millan
Salvador, investigador principal de este proyecto. Las muestras quedaran custodiadas
por él en las instalaciones de la Unidad de Genética del Hospital La Fe por un periodo
de 6 afos. Transcurrido este tiempo los datos obtenidos seran facilmente consultables,
el material genético dejara de ser propiedad del promotor del estudio y el destino del
mismo sera decidido y/o regulado por los Organismo Gubernamentales o sera destruido.
En ningun caso las muestras seran motivo de lucro directo, bien sea por la venta del
material o de los derechos para realizar estudios sobre los mismos.

El paciente puede revocar el estudio en cualquier momento sin que la no participacion
suponga perjuicio para él ni se le discrimine en el trato con el clinico o en el tratamiento
si lo hubiese.

Tendra acceso a la informacion referente a este proyecto el personal investigador
adscrito al mismo, siendo el investigador principal el Dr. José M. Millan Salvador, con
quien podra contactar personalmente o en caso de urgencias al teléfono 961973153.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO POR ESCRITO

Este consentimiento informado ha sido autorizado por el Comité de Etica Asistencial
del Hospital Universitario La Fe de Valencia para participar en el proyecto de
investigacion: “DIAGNOSTICO GENETICO MOLECULAR DE LAS DISTROFIAS
HEREDITARIAS DE LA RETINA MEDIANTE SECUENCIACION MASIVA DE
NUEVA GENERACION (NGS)”, dirigido por el Dr. José M. Millan, de la Unidad de
Genética y Diagndstico Prenatal del Hospital Universitario La Fe de Valencia.

He leido la hoja de informacidn que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
& (S 4 T2 o) P T6 [ T oo ) s AR ,
Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
- Cuando quiera.
- Sin tener que dar explicaciones.
- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.
Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO ORAL ANTE TESTIGOS

Este consentimiento informado ha sido autorizado por el Comité de Etica Asistencial
del Hospital Universitario La Fe de Valencia para participar en el proyecto de
investigacion: “DIAGNOSTICO GENETICO MOLECULAR DE LAS DISTROFIAS

HEREDITARIAS DE LA RETINA MEDIANTE SECUENCIACION

NUEVA GENERACION (NGS)”, dirigido por el Dr. José M. Millan, de la Unidad de
Genética y Diagnostico Prenatal del Hospital Universitario La Fe de Valencia.

Nombre:
DNI:

Ha recibido la hoja de informacion sobre el estudio.
Ha podido hacer preguntas sobre el estudio.
Ha recibido suficiente informacion sobre el estudio.

HABIUE IDTOTTRAGNE TROT 1unims usunssssss ssmnsums s nsss s s s s e s s e A O RAAS

Comprende que su participacion es voluntaria.
Comprende que puede retirarse del estudio:
- Cuando quiera.
- Sin tener que dar explicaciones.
- Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.
Y ha expresado libremente su conformidad para participar en el estudio.

FEChA: oo

Firma del testigo........ccoevvueevereeneeniennene

DE
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO DEL REPRESENTANTE
(menores o incapaces)

Este consentimiento informado ha sido autorizado por el Comité de Etica Asistencial
del Hospital Universitario La Fe de Valencia para participar en el proyecto de
investigacion: “DIAGNOSTICO GENETICO MOLECULAR DE LAS DISTROFIAS
HEREDITARIAS DE LA RETINA MEDIANTE SECUENCIACION MASIVA DE
NUEVA GENERACION (NGS)”, dirigido por el Dr. José M. Millan, de la Unidad de
Genética y Diagnostico Prenatal del Hospital Universitario La Fe de Valencia.

(nombre y apellidos)
€N CAIIAAA ...ttt ae et e a et e e e nnnens
(relacion con el participante)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

Comprendo que su participacion es voluntaria.
Comprendo que puede retirarse del estudio:
-Cuando quiera

-Sin tener que dar explicaciones

-Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos

En mi presencia s€ ha dado @ ........oooiieiiiiiiiiiiiicee e
(nombre del participante)

toda la informacion pertinente adaptada a su nivel de entendimiento y esta de acuerdo
en participar.

Y presto mi conformidad con qUe...uasmumwssmssmvassisvmmrsmsvsmams s s

(nombre del participante)
participe en el estudio.

Firma del representante: ...........occeceveerernieenienieenenneeseneesee e seesseesanens
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ANEXO 4. Cebadores

Tabla VIII.2 Cebadores utilizados en la validacion y segregacion familiar.

Gen (exon) Secuencia (5°-3’) Amplicon (pb)
ABCA4 (5D) ACTAAATTGGGCCCAGCTGC 547
ABCA4 (5R) ACCAGGATGTGTACAGCTTCG

ABCA4 (6D) TTCCTGTCGCCATGTAACAC 405
ABCA4 (6R) GTCCAGAACACCAGGCTCAC

ABCA4 (8D) GCAGCTGGATTAAGGATTGC 501
ABCA4 (8R) AGGCCACTCAGCAAGACAAG

ABCA4 (3D) CTACACCGGGAGCTTGAGAG 505
ABCA4 (3R) AGAGAGGAAACCTGCTCTGC

ABCA4 (10D) GGAAGTTGGGAGATGGTGAA 459
ABCA4 (10R) CACTTGGTGACTGCTTGGAA

ABCA4 (12D) ACAGCAGCCCTTATCCTGTG 382
ABCA4 (12R) CCAGTCTCAATCCCTTTCTCTC

ABCA4 (13D) GAGTTCCGAGTCACCCTGTG 410
ABCA4 (13R) GTCAGAGCTCCATGCTCTCC

ABCA4 (14D) CAGCCCATTAAATGTCCAGG 450
ABCA4 (14R) AATCCAGGCACATGAACAGG

ABCA4 (17D) AAGATTATTGGTCTTGCTGTTGC 527
ABCA4 (17R) TCATCCATGATCAGCCATTC

ABCA4 (20D) TCTCACTGAACCTGGTGTGG 454
ABCA4 (20R) CACCCTTCTGAGGGAGGAG

ABCA4 (21D) CCACCACAGTGAGCATCTTG 357
ABCA4 (21R) AAGCTCTCCTGCTCCAAGC

ABCA4 (22D) CTAAGAGGCAGCACCAAACC 428
ABCA4 (22R) CAGGAGGCTTTAGCTGGAAC

ABCA4 (23D) CCAGGAAATTGCTGTACACC 390
ABCA4 (23R) AAGACACTGATTCTGGTGGC

ABCA4 (27D) TGGCATTAGAGATCCAGACC 447
ABCA4 (27R) TCTAAAGAGGGTGCTCCTTG

ABCA4 (28D) GCTCTTTGAAATGCCCTTTG 587
ABCA4 (28R) CTGCCTGTCCACTAGGATCG

ABCA4 (30D) GAAAGGGCCTGGGTCTAAAG 504
ABCA4 (30R) TTTTGGTGAGTGGCTTCCTC

ABCA4 (34D) GAAACTCTCATGAGTGATAAC 264
ABCA4 (34R) CCTTGCTAGATTTCAGCAGG

ABCA4 (39D) ATGCTCTGCTGGACAAATCC 452
ABCA4 (39R) AAACAGAGGCACCCTAATCC

ABCA4 (40D) AGATGTCTATGCCCGGTTTG 574
ABCAA4 (40R) GGCTCCTGAGGAAAGAAATG

ABCA4 (41D) TGAGCACCTGACCTCTCTACC 500
ABCA4 (41R) TAGCAGGGAACACACATTGG

ABCA4 (42D) GAGATGTCTCAGTACTCACC 313
ABCAA4 (42R) TGAATAGCTCTGCCTTATGG

ABCA4 (43D) CCGTGTCAACTGGGACTTAG 401
ABCA4 (43R) CAGATCTTTCAGGGCCTCAG

ABCA4 (45D) AGCACATGCCAGAGGACAG 381
ABCAA4 (45R) TAAATCTGCCGACCCAGAAC

ABCA4 (48D) CCCAACCACTAACAGAGGCC 437
ABCA4 (48R) CAGCTTTTACCCAATAAACA

ADAM9(9D) GGTCTCCAACTCCTGATCTCC 574
ADAM9(9R) GGTCACAGGAATCCAAAACAG

ADAMTS18 (18D) CAATGCTGGTAAATCAGAAGC 456
ADAMTSI18 (18R) GACTCACTGGAGCCTGGAAC

ADAMTS18 (20D) TGGAGTTTATCCCACCTTTCAC 563
ADAMTS18 (20R) TCAAGAAACCTCCAGCAGTG

AIPL1 (2D) AGGATTTCTGGACGCACAGG 547
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Gen (exon) Secuencia (5°-3’) Amplicon (pb)
AIPL1 (2R) AGTTTGCAGGACTGGCTTTG

AIPL1 (3D) CCTGGCACACAGTTAACCAC 486
AIPL1 (3R) CGTATTCTCCCATGGCTTATG

BBS1 (9D) CAGCTGCACGGTTGTTTAAG 539
BBS1 (9R) TCACAAGCCTCCAGGTATCC

BBS1 (8D) GGCATTCTGGGAGTATCTTGG 277
BBS1 (8R) CAGAACTAACTGTGGAGCATGG

BBS2 (10D) GCAAGGGAGCACTAATGAGG 456
BBS2 (10R) ACAGGAGAATGGCATGAACC

BEST1 (2D) GCCTTGGAGACCACTTCATC 505
BEST1 (2R) GCAGCCTCTCAGTCTGACTTC

BEST1(4D) CAGCAGAAAGCTGGAGGAG 520
BEST1(4R) CACCTTCAGACACCCGACTC

BEST1 (5D) ATCCCTTCTGCAGGTTCTCC 295
BEST1 (5R) CCCAAGGCTTCTCTTTGTAGG

BEST1(6D) CAGCCAGGAATGGACCATAG 287
BEST1(6R) AGCCTCTAGGTGAGCCCTTC

BEST1 (9D) CTGCAGCCAGTCATTCACTC 671
BEST1 (9R) GCCTGACACTTACTGAAGCAAC

C1QTNFS5 (15D) GGGGTACGGTGACCTTAGAG 547
C1QTNFS5 (15R) GGTGCTGTCTGTCTTGATGC

C21lorf2 (2D) TTGCCATGCCATTAAAATCC 239
C2lorf2 (2R) AAAATTCTCTTGGGAAAGAAGC

C21lorf2 (4D) ACACAGGTCCCATGAGTGC 450
C2lorf2 (4R) ATCTATGTCCCGCCAGACC

C2o0rf71 (1cD) CAGCCAAATCTCCTGCAAC 596
C20rf71 (1cR) ATCCCAAAGGAATCACATGG

C2orf71 (1dD) CAGGACTGCCTGCTCTCAG 568
C2orf71 (1dR) ACGACTCTGACTGGGACCTC

C8orf37 (5D) ATGACGATCTCCCTCAGACG 582
C8orf37 (5R) CAGTCCATCGTTGACTGAAGC

CA4 (8D) TAATGAGGGCTCCCAGGAC 500
CA4 (8R) CCTGGAACAGGAGGAACAGG

CACNA1F (16-17D) GATCTGGAGACCATGGGATG 494
CACNA1F (16-17R) CTAGAGGCATCTCTGGTGGTG

CACNALF (20D) TCCTGGAGGAGCTGACATTC 503
CACNA1F (20R) AAGACATGATGGTGGATGAGG

CACNALF (3-4D) CCAGGACCTGTCACCTTGG 654
CACNALF (3-4R) AAAGAGTCGCTTTCCTGAGC

CACNALF (5-6 D) TTTCTAGTTACAGGGACTTGTGC 576
CACNALF (5-6 R) TTTCAGTGGGTTTCCCTGAG

CACNALF (6int) TTCGATGTGAAGGCATTGAG

CACNA2D4 (21-22D) GGGACCTGTGCAGACTTAGC 502
CACNA2D4 (21-22R) GCTAATGGGATAGGGCTGTG

CACNA2D4 (23D) GCTCCCTCAAGCTCACAGAG 443
CACNA2D4 (23R) CAACCCAGAGAAAGGAGCTG

CACNA2D4 (25D) AATTGCTGGGAAGCATTGTC 518
CACNA2D4 (25R) GCTGGCTAGGGAATCAAATG

CDH3 (11D) TCCCTCCTGCATAGGTTCTC 532
CDH3 (11R) CAAATAGCCCTCCTCGACAC

CDH3 (14D) CAGTTAGAGGGGCTCTGAGG 378
CDH3 (14R) GCAATGGACCAGAGAAGTGC

CDHR1(11D) AGCCAGGACACACTCAAACG 487
CDHR1(11R) TGGTTACTCTCCCTCCTCTCC

CDHR1(13D) GAAGATGCCAGGCCTTAGAG 482
CDHR1(13R) TGAGGCTAAGAGAGGGCAAG

CEP290 (14 D) CCACCATGTTGGGATCACTG 331
CEP290 (14 R) AAATGGTATGCAGTAAATAGCACAG

CEP290 (16-17D) CTTGGGTTACAGTTTAAATATCTGG 598
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Gen (exon) Secuencia (5°-3’) Amplicon (pb)
CEP290 (16-17R) GGACTGAACCCACTGACACTC

CEP290 (33D) AGTTTCTTCAATGTGTTGTGAGG 482
CEP290 (33R) TTGGAAGGGGCAAACTAGG

CEP290 (8-9D) TTTCTTTGGTTATTCAAGATAATATGC 530
CEP290 (8-9R) CCAGGGAATTTACATGTAGGG

CEP290 (21D) CATAAATAAGAATTTGAATTGGCATAC 570
CEP290 (21R) CTCAACCATACTTCAGTTTCTGC

CERKL (6D) CCTGTGTTGTGTTTGTGTTGTC 243
CERKL (6R) TGCCAGAAGTCTGGATCTTTC

CHM (2D) GCAAGGATGGGTCTCTTTGG 390
CHM (2R) TTTCACAAAATAGTAAAACTTGTATGC

CHM (5D) TCTGAGTCACATAAGCAAAACG 580
CHM (5R) ACAAAACAAATGTTCTGCATCTC

CNGAL (10c D) TCTTTGTGGTGGTTGATTTCC 676
CNGAL (10c R) TGCTTCCCTTTCTCTTCCAG

CNGAL (10Da) GACCTCAACAAAGTTAATTGACAG 297
CNGAL (10Ra) TGTTTCTGTTCTCTGGAAGAACTC

CNGAL1 (10Db) GTTAGGGTGGAACTATCCAG 450
CNGAL1 (10Rb) GCTTGAAATTCTGCTCTGGC

CNGAL1 (3D) TGCTTTCTGCCATGATTGTG 477
CNGAL (3R) GACAAGTTATGCAGTTCCAAAGTG

CNGA3 (5D) AAGCAGTGGGATAGGGATTG 248
CNGA3 (5R) TAAGGAGAGAGGCCAAGCTG

CNGAR3 (6D) GTGGACAGCCACATCTTGG 350
CNGA3 (6R) TAAGTGGTGGCCGTGAGG

CNGA3 (7D) CAATCCCAGCTCTTCTCAGG 478
CNGA3 (7R) ACCACCTACCCTCACTGTCG

CNGA3 (8b D) AAAGATGAGGAGTATCTCTTTGTGG 600
CNGA3 (8b R) GTAGCCAATGCTGCGGATG

CNGA3 (8c D) GGTCACCCAGTTCGTGGTC 586
CNGA3 (8c R) AGCTGGAATTCAACCCTGAC

CNGB1 (11D) CTGGAGACCTGGGCTCTG 367
CNGB1 (11R) AGGGAGTGGGTGGAATGAAC

CNGB1 (20D) ATAATGGTGCCAGGGTCCTC 375
CNGB1 (20R) CCATCCCACCTCTTGAATCC

CNGB1 (21 D) GAAAGAACAAAACCCTACCTGA 380
CNGB1 (21 R) TATGACAGCATCAGGGGTCA

CNGB1 (25D) GTGTCTATACCTCACCTCCC 351
CNGB1 (25R) GGCCCAAGATGTGGCTCTTG

CNGB1 (28-29D) AATCCAGAGTGGTTCCATGC 570
CNGB1 (28-29R) CTCTTGGGTCTGGTCAGGTC

CNGB1 (30-31D) CCAGTGCCTAGGTTCCTCCT 696
CNGBL1 (30-31R) TGTGGTTATGTAAGAGAAATTC

CNGB3 (10D) CCAGTCAAGACATTGCCATC a1
CNGB3 (10R) TGGCCAAATAGCATTTACCAG

CNGB3 (18D) AAGCAAAGCAGACATGATTCC 589
CNGB3 (18R) TTGCCTTTCGTTTCTCAAGG

CNGB3 (2D) AACCAGAGGGCAGCTGTG

CNGB3 (2R) TGGCACATGTCAGGTGATG 513
CNGB3 (2R)int TTTCAGACTGCATTCTGACC

CNGB3 (6D) AGTCCAGAGGCAGAATGGTG 485
CNGB3 (6R) TTCTTGCAATTATCCATGCAG

CNGB3(12D) CAAGTAATCAGGGCATTAGAAGG 373
CNGB3(12R) TTTTCAACCTTTTGTTCAAATCC

CNNM4 (1aD) GGGCCTCCAATGCAAATG 590
CNNM4 (1aR) GGTGAGCACCACCAGCAC

CNNM4 (1aD)v2 CAGAGCCAGAGCAACATGG 536
CNNM4 (1aR)v2 TCCACCATGAAGAGCAGTGA

CNNM4 (1cD) CCAACACCATCCTTCTCACC 594

195

Anexos



Anexos

Gen (exon) Secuencia (5°-3’) Amplicon (pb)
CNNM4 (1cR) CAGAACACTAAAGCCAGCAGAC

CNNM4 (6 D) TGTTTGGTTGATTTGTTTTGG 688
CNNM4 (6 R) AGCCACATGCACACCTGTAG

CRBL1 (11D) GAGATAAGGCAAACTTTTTCTTCC 208
CRB1 (11R) TCATTCATACGCAAAATGAGG

CRB1 (12D) ACTGAGTGGTACCAGCTTGC 444
CRB1 (12R) TTCCAGTGTAATCCCAGTTGC

CRB1 (4D) AGATGATGCCATGGGTCTTG 400
CRB1 (4R) TGTGAGCACTGAAGAATAAAACTAAAC

CRB1 (7D) GTCTTCCATCCCTTCTGTC 821
CRB1 (7R) CTGGTGGGTCAGTAACATC

CRB1 (8D) TGTAAAGATGCAGGGAAATTAGC 605
CRB1 (8R) TTCCCAGTAATGAGGGAAGG

CRBL1 (2D) GGTTGAGGCAGCACAAAGG 794
CRB1 (2R) TGGATTTTCAGCAGTTTAGGG

CRX (4 D) AGATGTGAACCCAGCACCTC 537
CRX (4 R) ACCATGGGAGAAAGGTAGGG

DTHD1 (5D) GCATAATTCCTGGCACATAG 464
DTHD1 (5R) CAGATAGCATACCCATGTC

DTHD1 (9D) CACTGCTCCAAGGCCAAAC 597
DTHD1 (9R) CGTGCTTCTCCCTTTGTCTC

EFEMP1 (10-11D) TGCAAACAGAATCTGCCAGT 596
EFEMP1 (10-11R) GTTTGCTTTCCTTCCACATG

EYS (24D) AAACTGATCATGAAGATACACTGAGG 391
EYS (24R) GAAGGAGAGATGCGCTGAAG

EYS (26aD) GCAATTTGCCTGAGATTTATCC 591
EYS (26aR) CAACTGGAGTTGCACTTATGG

EYS (26bD) CCCACTTTTATGAGACATTCTGG 593
EYS (26bR) CAATGGTGGCAGATTATTTTTG

EYS (26¢cD) AACTATGGGACCCACTGAGG 638
EYS (26¢cR) CTGCTGCCCTGATTACAATG

EYS (29D) TGCTTCTGGCTTTGTTTTATTG 395
EYS (29R) CAGATGGCCCCACTAGCC

EYS (33D) TCTTTGATGGCAAAGATTGTG 376
EYS (33R) GAGGCGGAGGTTGTAGTGAG

EYS (36D) TTCAGTGGAAAGCACACAGC 486
EYS (36R) GAACCCAGAAGAAGATTTGATG

EYS (40D) CTACAGCTTAGTGCAGATTG 556
EYS (40R) GTTTGTACAAGTGGAATGAC

EYS (43aD) GGACAGCCTGTGGGTACAAC 590
EYS (43aR) TGGATCAATATCCTCGGAAAG

EYS (43bD) CAGTTGCCTGTGTACTTTGG 722
EYS (43bR) CAGTTGATTCCCCGTAAGC

FLVCR1 (1D) TCGTGGTGCTCCTGATCTTC 552
FLVCR1 (1R) TTCAACGGCTTCATCTCCTC

FSCN2 (1bD) GCCTGTGAGGCAGAGCAG 732
FSCN2 (1bR) ACGCACAGACACGATACCAC

FSCN2 (3D) CACTCCTTGGAACCTGAG 315
FSCN2 (3R) CAGCTCTTGGTGGAGATG

GDF6 (2D) TGCACGTGAACTTCAAGGAG 426
GDF6 (2R) ATCCAGGCTGTTCCCTCAC

GNAT2 (4D) ATAGTGCCACCCTCTGCATC 437
GNAT2 (4R) GTGAGGTTTCTCCCAACCAG

GNAT2 (8D) CAAAGGTGGAAAGACACCTCTC 574
GNAT2 (8R) TGCAATAGCTATCCCACTTTG

GUCAI1B (2D) AGGCCACATGGATTAAAAGG 473
GUCAI1B (2R) CCAAACAGATGGGGATTTTC

GUCAI1B (4D) TGAGGTCTGAGACTGCAGGA 365
GUCA1B (4R) GAAGTCAACACCAGGGGAAG
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Gen (exon) Secuencia (5°-3’) Amplicon (pb)
GUCY2D (10D) TGTTCAAGTCCTCCCTCCTG 507
GUCY2D (10R) GGCAGCTCAGGTACAAGTCC

GUCY2D (13D) GGGTGCTTGATGAATAGTAGATG 458
GUCY2D (13R) TCAAAGTACTCGGGCTCCAC

IMPDHL1 (10D) CTTGGGAAGAGGGCTAGGTC 477
IMPDH1 (10R) GGCACAGGCTTAATCAGAGG

IMPG2 (5D) GGGTGATTCTAGTGGAGTAGGC 592
IMPG2 (5R) AAATGGTGGCGTTAGAATGG

IQCBL1 (8D) TTCTTGGATCAGGACACAGTC 496
IQCBL1 (8R) TCTTCCACATGCTATCTGTAGTGAC

IQCBL1 (14D) CTTGCATAAGAGTACAAGATAGACATC 535
IQCBL1 (14R) GGGTGACACATATGAATGATGG

KCNJ13 (3D) TGACTCACTGAAAGGCATGG 864
KCNJ13 (3R) ATTACCGTGATGTAGAGAGC

KCNV2 (1a D) GCCACGTGATCCATCCTC 596
KCNV2 (1a R) CCCGGACAGGTAGAAATTGTAG

KCNV2 (1b D) TAAGCCTGTGCGACGACTAC 549
KCNV2 (1b R) GCAGGTACTCGAGCGTGAAG

KCNV2 (1c D) GTGGAGGAGATGCAGCAG 599
KCNV2 (1c R) AGCCTGGTGGCTGATAACC

KIZ (10D) TGGGGAACCTATCCACAGAC 553
KIZ (10R) CAACAAAAGGGCTTTTCCAC

LCAS5 (9D) AAACATCAGAGAGGTCAAATCC 600
LCA5 (9R) CCTTCATTCTTGGCAAACTATC

MAK (6 D) TGAACACCCACTGGAGTCAC 600
MAK (6 R) AATAAACCAATCCTTCGCTTTC

MAK (14D) CCCATCAAATGAGAGGATG 379
MAK (14R) TTTGCCCTTCCAAGTACCC

MERTK (2D) AGTTGGGCATGAAGGACTTG 795
MERTK (2R) GCCTGGGCTACAGAATGATAC

MERTK (9D) CTGTGGAAGTGTGGCTTCTG 551
MERTK (9R) TCCCAAGTAGCTGGGACAAC

MVK (9D) GAACACCTCCTCCCTCCAC 400
MVK (9R) TTCTGAGCACAGCCAGATTG

MVK (10D) GTGCCAGGTAGGCAAAGC 295
MVK (10R) ACACAGCGGAGCTGAGACC

NMNAT1 (5D) CCACTTGGAGGAGGTAGAG 535
NMNAT1 (5R) CCCCAGTTATTAACTCCCAG

NR2E3 (2-3D) TCGTTCAAATGCGGGTGAGC 588
NR2E3 (2-3R) AGGCAGGAAGGGTCAGGACG

NRL (2D) AGAGGGACTTGGTGAAGAG 551
NRL (2R) AGCTCCCCTTCCTCTCTTG

OFD1 (15D) GGGACCCTGTTGTTTACTGTC 368
OFD1 (15R) TGGCTTTTCCCCTAAAACAA

PDEGA (8D) CCTTGGACAAGAACATGGTG 374
PDEGA (8R) AGGCCAGAAAGCAAAGAGTG

PDE6B (10D) GAGACCCCACACAGAAGCAC 577
PDE6B (10R) GACCTGCCTCTGCTGCAC

PDE6B (11D) TTGACAGCACCTTCCTCTAGC 297
PDE6B (11R) CACACACAGCACCAACATCC

PDE6B (12D) CTGAGGTGTCTGAGGCTTGG 392
PDEG6B (12R) GCCCTCTAAACTTCCTGTGG

PDEG6B (13-14D) ACTGTGAAGTCAGCCACAGG 699
PDE6B (13-14R) CCCACAGTGCTGGAGTACG

PDEG6B (15D) CCATGATTGCACCACTGC 356
PDE6B (15R) CACACACCCAGTGCTCACC

PDE6B (16-17D) GAGCAGCAGGCGGATTAG

PDE6B (16-17R) AGGGCTACAGACCAATGCAG 744
PDEG6B (16-17iR) AGGTGGGAGCAAGTGTGG
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Gen (exon) Secuencia (5°-3’) Amplicon (pb)
PDEG6B (18-19D) GGGCAACAGAGCAAGACTCC 666
PDEG6B (18-19R) ACCCCACGACCTCAGAACC

PDEG6B (1D) TTACTCCCAGCCTTCATTCC 768
PDEG6B (1R) GGATCCGAGCTGACCCTTAG

PDEG6B (20D) TCCATGAGCACATCTGAGTGA 269
PDEG6B (20R) GAGTCCACGCGACTCCAG

PDEG6B (21D) CGAGGTTTCTCCCTTCACAG 536
PDEG6B (21R) TTTCAGTCCGGGTTTGCTAC

PDEG6B (22aD) GGGTTGGTAGAGGTCACACC 400
PDEG6B (22aR) ACGAGAATCGCTTGAACCTG

PDEG6B (22bD) TGGAGTCTTGCTCTGTCACC 490
PDEG6B (22bR) CCTGAGCATGTGTGTTTTCC

PDEG6B (22cD) ACCACTGGGAGACCTTTGAA 365
PDEG6B (22cR) CTGCACTGCCCTCCTGGT

PDEG6B (2D) CCCCCACAGAGCTTGACG 338
PDEG6B (2R) GCAGGTAAAGAGGTGGATGC

PDEG6B (3D) AGCTTGTGTGTGCCAATCC 397
PDEG6B (3R) CATGGAGCCCTCCTCTCC

PDEG6B (3'D) CAGAACATCACGCCAAACC 479
PDEG6B (3'R) AGAGTGAAGCATTGCTGACG

PDEG6B (4D) GGCAGGTGGTCAGATCAGG 353
PDEG6B (4R) ATTCCTGGGCAGAGAAGAGG

PDEG6B (4-5 D) GCCACCAATCAGGGTCTG 571
PDEG6B (4-5 R) AGTTCCCACCTCCCTAAACC

PDEG6B (6D) GCACGGTTACGTGTGTGG 296
PDE6B (6R) GACTGCACCGTGGGAAGC

PDEB6B (7-8D) TGCACACAGACATCCAGTCC 509
PDEB6B (7-8R) AAACGAATTCACTTCATCATCG

PDE6B (9D) AGAGAGGGAATGCAGAGAGC 394
PDE6B (9R) ACACAGCCGAATGCTTGG

PDEG6C (1D) CTGCCTCAGGTAGTGCTCTG 657
PDEG6C (1R) TGCCAAACTAATGCCACAAG

PDE6C (15D) AATTGAGTGAGGAGGGAGAAG 378
PDE6C (15R) GCTACTTCCAACTTGGCTGTTC

PDEG6H (2D) TCCATTAAGTGCCTGCATTG 592
PDEG6H (2R) GTTAAATTCGGCCACAGACC

PITPNMS3 (6D) CTGCTTCTCTGGCCTCAGTC 499
PITPNMS3 (6R) TCTGACACCCCAGAGAGTCC

PITPNM3 (13D) AGTCTGTGCAATGGGAGACC 380
PITPNM3 (13R) GTAGGTGCTCCAATGCCTTC

POC1B (11D) CCCTCAGATCAGTGTATGGAAAG 577
POCI1B (11R) CCCTGCTCTGCTAGTTCTGC

PROML1 (11D) GCTCACAGCTTGCTGTTTTG 479
PROML1 (11R) GGCCTCCTTGTACAATTTGC

PROML1 (12 D) CTCCAGCCTTAGTCCAGCAG 398
PROML1 (12 R) CAAGGAAGGTCCCATCACAG

PROML1 (18D) CAGCCCTCCTGGCTACAC 295
PROML1 (18R) TGGGACCTATGAGAGATGAGC

PRPF3 (11D) GCAAATGCTGAAGTGATTGG 631
PRPF3 (11R) ATTCTGCCTCAAGCACTTGG

PRPF3 (7D) ATGCAGTCTCCTTGTGTTGG 682
PRPF3 (7R) GAACCATCACGAAACCATCC

PRPF4 (10D) TCATTTGGATCTTGGAACAGG 506
PRPF4 (10R) AATTCCCTGCAGCCCAAG

PRPF6 (21 D) GCTCCTTTGAGGAACACACC 571
PRPF6 (21 R) GAGGCTTCTGTCCAAGCAAG

PRPF8 (4-5D) GAGGCAGGGTTTCTGGTTAG 685
PRPF8 (4-5R) CCTTCTGCATTTCCAGAACTC

PRPF8 (43D) GGATAGCAGTAGGGATAAGG 519
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Gen (exon) Secuencia (5°-3’) Amplicon (pb)
PRPF8 (43R) TCAGGATGACAAGCCATCAG

PRPF31 (2-3 D) GAAGGACCAGGGTCTTCTGG 547
PRPF31 (2-3 R) GATATACCCAGCCACAAGCAG

PRPF31 (11D) GGTAGGCATGGGGGTCATG 365
PRPF31 (11R) CAGCGGAGACACAGGCTC

PRPF31 (14D) CCACCCTCTCCCTCTAGACC 495
PRPF31 (14R) AGAGGGCTTTTTCCTTCTGG

PRPH2 (1D) TGGGCTCGTTAAGGTTTGG 780
PRPH2 (1R) TACGCAGCAATAAGTTGTGC

PRPH2 (2D) CAAATATATACCAAGTGTGCG 480
PRPH2 (2R) CTGTTTCCAAAGAGGGAGG

RBP3 (1a D) GATACCCAGGGTTGATGTGC 489
RBP3 (1aR) TGGGCTCATAGGAGATGACC

RBP3 (1b D) AAGAGCCATGAGATTCTGAGC 497
RBP3 (1b R) CCGTACCTTTCTCCCAGGAC

RBP3 (1c D) TGCACGTGGACACTATCTACAAC 491
RBP3 (1c R) CATGCTGGCCAAGTGCTG

RBP3 (1d D) TGGCCATCCTCACTCTGC 588
RBP3 (1d R) GGCGATCATAGGTGGTGAAG

RD3 (2D) GGTCCCAGCTCTCCTCTCTC 500
RD3 (2R) TCCCTGACTCTAGTCCTGGTG

RDH12 (5D) CCCGAAGTGGCAATATGTTC 466
RDH12 (5R) TCTACCCACCATCCTCTTGC

RDH12 (8D) TTCCTGAGTCCCTCCTTCTC 394
RDH12 (8R) TCATCAGGCACAAACTCAGC

RDH5 (2D) ATGGTTGGCCAATTATCTGC 566
RDH5 (2R) TAGCTTACCACAGCCCTTGC

RDH5 (4D) CCCACTTGACCCTTGTCC 438
RDH5 (4R) CATCCTGTTCACCCTCAACC

RDH5 (5D) GGGACTGAGGGTGACAAGC 481
RDH5 (5R) TCCACTGGGCACATTTCTG

RGS9 (18D) TAGGAGGCAGCCATATCAGG 771
RGS9 (18R) GAATATCTTCCAGTGGCCAAG

RHO (1D) AGAACCCAGAGTCATCCAGC 634
RHO (1R) GGCTATCACCATGAATGGTG

RHO (2D) TGGTTGCCTTCCTAGCTACC 345
RHO (2R) ACACTACTGGGTTTGAGTCC

RHO (3-4D) CATGCAGACGTTTATGATCC 769
RHO (3-4R) AAGACTGCTGCCAGTAACC

RHO (5D) AGCTGGATTTGAGTGGATGG 356
RHO (5R) CTTCGTTCATTCTGCACAGG

RIMS1 (6a D) TGAAATGATTTAAGACTGGAATGAG 501
RIMS1 (6a R) CTGGTCTCCGCAGTTCTCTC

RIMS1 (14D) GCGACACATCATTTAGAATGTACC 568
RIMS1 (14R) TACCAATGCGGTTCATCATC

ROML1 (2D) TGAAGATGTGAATTATGCTTGG 481
ROML1 (2R) AGTCAGCGGTTCCAAGAGG

RP1 (1b D) ACCCTCGCTCCTTTAAGTCC 592
RP1 (1b R) ATCGGAGCACACACACTCAC

RP1 (3D) TTTGGAAAGGAGTGGCAAAG -
RP1 (3R) AAACTGGTCATTGAAGCATGG

RP1 (4aD) TGCTGCCTCTTCCTTTGG 454
RP1 (4aR) TGCTGCAAGCTTTAAACCAG

RP1 (4bD) AGACGGCACTATGACAGTTGAG 496
RP1 (4bR) CCCACTTTCCCTTTCTTCAC

RP1 (4cD) CTGTGATTGGCAGTGTGACC 536
RP1 (4cR) CCAGTTTTGTTGTCCAATACCA

RP1 (4dD) GGTATTGGACAACAAAACTGG 430
RP1 (4dR) CAAAGTATCCCTCCTTTAAGG
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Gen (exon) Secuencia (5°-3’) Amplicon (pb)
RP1 (4eD) CCATTGGTGATATATTTGATC 473
RP1 (4eR) TATGTCTTCCTCTTCCCAAATG

RP1L1 (2aD) TGGAGTGGAGCACATTTGG 700
RP1L1 (2aR) CAGGAGATCTGAGGCTTTGC

RP1L1 (2bD) GATGGAGGCTGCTACCTCTG 461
RP1L1 (2bR) GTGTCTCCATGCTGTTCACC

RP1L1 (3D) TGTGCAGAAATCAGGACAGG 344
RP1L1 (3R) TTTCCTGAATTACCTGGAAGG

RP1L1 (4aD) AGCAGTGTTGTTTCCCAACC 458
RP1L1 (4aR) GTGGACGCTTCCTTICTTCTG

RP1L1 (4bD) CAGCTTGAGCCTGGTTTGG 592
RP1L1 (4bR) GGCTCACTTTCTTCCTCACG

RP1L1 (4cD) TGACCAAGATCCAGGACAGA 648
RP1L1 (4cR) GGTCTCCACTTCAACCTCCA

RP2 (2D) CCTGGCAGCCAATAGTCC 848
RP2 (2R) TTGCCTGTATTTCCAATAGCC

RP2 (5D) GACTCTTATTCAGTAGCTTCC 651
RP2 (5R) CAGAGAAACAAAACTGCAAG

RP9 (6D) AAGGACTGTGGAAACATGCAG 547
RP9 (6R) CTCTCGGCGTCTCTATCCTG

RPEG65 (4-5D) TCAAGGGACATTGTGTCTGC 698
RPEG65 (4-5R) AGAGGCAATCAGTGCAGTCC

RPEG5 (8D) GCACTGTTGATTCTTGTAAC 294
RPEG65 (8R) CATTATTAAACACATCTTCTTC

RPGR (12D) TCCCTGACATGAGGTTAAAGG 441
RPGR (12R) TCCGCTCTCAATTGCCATAC

RPGR (13D) CTATCTGAACTGTTTTCCCTT 369
RPGR (13R) GCAAAATGGAGGTTATCTAC

RPGR (3D) TGCTTTGTGGTGACCTCATC 394
RPGR (3R) CATTACTTCCTTTGTGGTCC

RPGR (8D) CCCAGAGGCACTTAACCTTC 505
RPGR (8R) ATCATCGGCCTATTGTGAGG

RPGR (ORF15_D3) GACTAAACCCATAATATCCAAATCCA 1211
RPGR (ORF15_R8b) TCCTTCCTCCTCTTCCCCCTCCCA

RPGR (ORF15-F1) AGTTCAGGAGCAGAACACTGG 1360
RPGR (ORF15_R9) CCCTGTGTGTTAGTAACTGAC

RPGR (ORF15_F4) GTGAAAAGGAGGAAGGAGAG

RPGR (ORF15_F7b) TGAGGGGGAAGAGGAGGAAGG

RPGR (ORF15_F8b) TGGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGA

RPGR (ORF15_F10) GGAAATGGGAAAGAGCAGAGGTC

RPGR (ORF15_R4) CTCTCCTTCCTCCTTTTCAC

RPGR (ORF15_R5) ACTGGCCATAATCGGGTCACAT

RPGR (ORF15_R6) GCCAAAATTTACCAGTGCCTCCTAT

RPGR (ORF15_R7b) CCTTCCTCCTCTTCCCCCTCA

RPGRIP1 (13D) GTCTGCAAGGAAATCAAACC 394
RPGRIP1 (13R) ATGAGAGGCACCCTTCTTGA

RPGRIP1 (17D) AGGTGCTGACAAATGCTCAC 450
RPGRIP1 (17R) CTGGTCTTGAACTCCTGACC

RPGRIP1 (14D) TGCTTTTCCTTTTGAATCACG 677
RPGRIP1 (14R) CACCAGAAAAGCAACTGTAGG

SAG (2D) CATAACTAGGATGTTCTTGAC 274
SAG (2R) GATGTTGATCATGACTACAC

SAG (8D) CTCCATGGGGAGCATTCC 397
SAG (8R) GGGGCTGGTGAAGAGAGG

SAG (5D) GTGTTCGCTGCCCATTCC 399
SAG (5R) TTCAAGGGTGCAATTTCCAG

SAG (11D) AGTCTCAGGAGGAGGCTGTG 584
SAG (11R) CACACTACACACGCCAGACC

SEMA4A (8-9D) CGAGGAAGCCTGTGTGTCC 825
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Gen (exon) Secuencia (5°-3’) Amplicon (pb)
SEMA4A (8-9R) GCTGGCTCATGTCAATTCC

SEMAJA (8D) CTCCAGGGCCAAACCAAC 586
SEMAJA (8R) GGCCTTCAGGAAGGTGGTC

SEMA4A (9D) TCGGGGCGCCCGGGGCGCL 297
SEMA4A (9R) TTCCTGCCTCCGCTCACGAGC

SLC7A14 (7a D) GTGGAGCAGGACCAGGAG 487
SLC7A14 (7a R) TCATTGTCTCCCAAGGATGG

SLC7A14 (7bD) GGAGCACACCAAGAAGAAGG 473
SLC7A14 (7bR) TCAGAACAACCAGAAGGATGG

SNRNP200 (16D) TCAGGAAAGACTGGGCAAAG 508
SNRNP200 (16R) TCCTTCCAGTGGCTATAGGTTC

SNRNP200 (31 D) TTTGGCATCTCAGGTTTTCC 568
SNRNP200 (31 R) TGGAATAGGGCAGCAGGTAG

SNRNP200 (5D)

TTTCCTGAGGAGAGGTAGTCG

SNRNP200 (5R) GCCCAAGTCTGAAACCCATAC 288
SPATAY (5D) TGTTCCATTTATTACTCTAACAAGACC 373
SPATATY (5R) GTGACAGAGGCCTGAACAGC

TOPORS (3b D) ACAACTCCACCGGATAGTGG 480
TOPORS (3b R) AAAAGGAGATCGGGCAAAAC

TTC8 (13D) CATCCAGGTTTGGCAGTAGTC 473
TTC8 (13R) AATCCACGCCTGTCAGATTC

TULP1 (5D) CCCTCATTCTTCTGGGAAGG 557
TULP1 (5R) TCTGTCCTCCTCTGCCTCAC

USH2A (13D) TGCATTAAGCATTTTTCTTTGC 994
USH2A (13R) AAATTTGTAGAAGCCACAAACC

USH2A (22D) GAATGTGGGCATAAGATTCC 576
USH2A (22R) CCACAGATTCTCAGTCAGACC

ZNF408 (5c D) AGCGAGACCTCAAAGAGCAC 291
ZNF408 (5c R) ACACTGGGGACAGGGAAAG

Anexos

Tabla VIII.3 Cebadores para la identificacion de mutaciones intrénicas profundas no incluidas en el panel.

Gen (intron) Secuencia (5’-3’) Inserto (pb)
ABCA4 (i30D) GCAGGGAGGAGCAAATAATG P
ABCA4 (i30R) ACAGACCGCGTGGAAGTAAG

ABCA4 (i36D) CCAACATGAGCCTCCATTTC 552
ABCA4 (i36R) CTCCCACCTCAGATGTCCAC

PROML1 (i18D) CATTCAGGTTAACCACTCTTGC o
PROML1 (i18R) TGTTAGCCAAGATGGTCTCG

USH2A (i27D) AGAGTACTGCCAGACTTCAC 377
USH2A (i27R) ACATCAGCCTACAGAAGAGC

USH2A (i44D) ACTCGTCGCTCATTAGCAAG e
USHZ2A (i44R) TAGTCGTCAGGGATTGACAC

USH2A (i50D) TGTAGCCCCTAATGACTG 498
USH2A (i50R) CACTTCTACACAACGCATCTG

USH2A (i64D) ACTTGCTTTTCTTCCCCAAT )
USH2A (i64R) TTCTATGTGGGATCTCTGCTG

Tabla VIII.4 Secuencias de los cebadores utilizados en la construccion de los minigenes.

Gen (exén) Secuencia (5°-3’) Inserto (pb)
ABCA4(20D)_Xhol AAGAATCTCGAGGGGAGCACCATGAAACAAGT 503
ABCA4(20R)_Nhel AAGAATGCTAGCGGAGGAGCCCTCAGCTCT

ABCA4(45D)_Xhol AAGAATCTCGAGCGAGACCCACTGTCTTGCTC 676
ABCA4(45R)_Nhel AAGAATGCTAGCACAGGAGACATCCTGGGAAC

BEST(6D)_Xhol AAGAATCTCGAGCTGAGGGTCTTCCGAGAGC 654
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BEST(6R)_Nhel
CACNA2D4 (23D)_Xhol

AAGAATGCTAGCTCAGCTTCCCAAAGTGCTG
AAGAATCTCGAGTGAGGTCACTGAGGGTCTCC

CACNA2D4 (23R)_Nhel AAGAATGCTAGCCAACCCAGAGAAAGGAGCTG 566
CNNM4(6 D)_Xhol AAGAATCTCGAGTGTTTGGTTGATTTGTTTTGG 688
CNNM4(6 R)_Nhel AAGAATGCTAGCAGCCACATGCACACCTGTAG

FSCN2 (3D)_Xhol AAGAATCTCGAGCATCACCTGCACCATCACTC 557
FSCN2 (3R)_Nhel AAGAATGCTAGCTCCCAGCAGCGGAGATAAG

IDH3B(7D)_Xhol AAGAATCTCGAGATATGCGGCTGAGGTAGGTG 800
IDH3B(7R)_Nhel AAGAATGCTAGCTCCCATAGAGATTGGGCATC

MAK(8D)_Xhol AAGAATCTCGAGCGCATTGTTTCCTAACTCTCAG 576
MAK(8R)_Nhel AAGAATGCTAGCTTTCTGCATTTCTCCCAATG
MERTK(9D)_Nhel AAGAATGCTAGCGGGTCTCACTCTGTTACCTAGC 889
MERTK(9D)_Xhol AAGAATCTCGAGGTGTGACTGGCGTATTGTGC

PRCD (1D)_ Xhol AAGAATCTCGAGTTAGAGTGGCAGCTCCTTGC 979
PRCD (1R)_ Nhel AAGAATGCTAGCTGGAGATGAGAGGCACAGC

PRPF8(4D)_ Xhol AAGAATCTCGAGTGGCCTGACAGACATGAGAC 950
PRPF8(4R)_ Nhel AAGAATGCTAGCAAGGCCCACCTCAAGTAAGC

PRPF31(3 D)_Xhol AAGAATCTCGAGTAGCAAGGTGGCGGTCATAG 835
PRPF31(3 R)_Nhel AAGAATGCTAGCGTCTGGGAAACCTCAAGCTG

RHO(1D)_Xhol AAGAATCTCGAGGGACAGACAAGTCATGCAG 945
RHO(1R)_Nhel AAGAATGCTAGCGACAAGCGCATATTGCTCCA

RIMS1 (14D) _Xhol AAGAATCTCGAGGCGACACATCATTTAGAATGTACC 647
RIMS1 (14R) _Nhel AAGAATGCTAGCTCCATGAATATGTCGCCTTG
RPGRIP1(7D)_Xhol AAGAATCTCGAGGAAATGGTGTGAATGATTGCAG 497

RPGRIP1(7R)_Nhel

AAGAATGCTAGCAATTTGCTCCAGCAATAGGC

Tabla VIII.5 Cebadores del vector pSPL3.

Identificacién Secuencia (5’-3’)

pSPL3 D CATGCTCCTTGGGATGTTGATG
pSPL3_R ACTGTGCGTTACAATTTCTGG
SD6_D TCTGAGTCACCTGGACAACC
SA2_R ATCTCAGTGGTATTTGTGAGC

Tabla VIII.6 Regiones codificantes con una cobertura media <50x.

Region Gen Cobertura media
chr2:182402740-182403140 CERKL 36
chr6:35479283-35479723 TULP1 16
chr6:66112194-66112674 EYS 48
chr7:33134653-33135237 RP9 28
chr7:128045645-128046085 IMPDH1 50
chr10:95396585-95396985 PDE6C 40
chr10:95422138-95422578 PDE6C 28
chr11:119210760-119211240 C1QTNF5 32
chr12:88443950-88444390 CEP290 46
chr12:88449183-88449663 CEP290 49
chr12:89853234-89853674 POC1B 42
chr12:89919474-89919834 POC1B 16
chr14:88882881-88883361 SPATA7 50
chrl7:6459581-6459941 PITPNM3 20
chrl7:58227224-58227624 CA4 24
chrX:13785104-13785544 OFD1 42
chrX:38186426-38186786 RPGR 21
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ANEXO 5. Variantes identificadas

Tabla VIII.7 Variantes con una MAF<0,01 identificadas en cada paciente y clasificadas segin la ACMG.

Anexos

ID familia D . Dx Gen:transcrito Nucleodtido Proteina Estado Clasif. Ref
paciente

PDEG6B:NM_000283 c.G496A p.E166K het PB (Neveling et al. 2013)
RP1L1:NM_178857 c.C2991G p.D997E het PB Novel

fRPN-8 RPN-60 RP RPGR:NM_000328 c.1506+1G>A het P Novel
SEMA4A:NM_001193301 c.A829G p.K277E het Sl Novel
AIPL1:NM_014336 €.97_104dup p.(Phe35Leufs*2) hom P (Testa et al. 2011)
ELOVL4:NM_022726 c.T800C p.1267T het PB (Rivolta et al. 2003)
FAM161A:NM_001201543 c.A812G p.K271R het PB Novel

fRPN-38 RPN-104 ACL IQCB1:NM_001023570 €.1518_1519del p.(His506GInfs*13) het P (Otto et al. 2005)
RIMS1:NM_014989 C.2544+4A>G het Sl Novel
RP1L1:NM_178857 c.G704C p.R235T het PB Novel
RP1L1:NM_178857 c.A4046T p.Q1349L het PB Novel
BEST1:NM_004183 c.T602C p.1201T het PP (Lotery et al. 2000)
BEST1:NM_004183 €.637-2_637del p.Glu213del het PP Novel

fRPN-39 RPN-106 DMB CABP4:NM_145200 c.A214C p.N72H het PB Novel
CNGA1:NM_001142564 c.C2123T p.T708I het SI Novel
PRPF3:NM_004698 c.G830A p.R277H het SI Novel

Tuson, Marfany, and Gonzalez-

fRPN-43 RPN-113 RP CERKL:NM_001030311 c.C847T p.R283X hom P l(Duarte 2004) y
PDEG6C:NM_006204 c.G1755T p.K585N het PB (Langlo et al. 2016)
ABCA4:NM_000350 c.G5882A p.G1961E het PP (Allikmets, Shroyer, et al. 1997)
IQCB1:NM_001023570 C.A1549T p.N517Y het SI Novel

fRPN-45 RPN-116 RP RP1L1:NM_178857 c.C6545A p.A2182D het PB Novel
RPGR:NM_001034853 €.2357_2375del p.(Lys786Thrfs*23) hem P (D. Y. Wang et al. 2005)
SLC7A14:NM_020949 c.G1129A p.Vv377I het PB Novel
ABCA4:NM_000350 c.G3386T p.R1129L het (Allikmets, Shroyer, et al. 1997)
ABCA4:NM_000350 ¢.G3988T p.E1330X het (2%22‘;‘ Riveiro-Alvarez et al.
CNGA3:NM_001298 c.C440G p.T147R het PB Novel

fRPN-50  RPN-125  STGD  cnga3:NM_001298 c.G1618A p.V540l het sI (A. A H J Thiadens et al. 2010)
CNGB3:NM_019098 c.C2420G p.A807G het SI Novel
DTHD1:NM_001170700 €.C920T p.T307I het Sl Novel
RP1L1:NM_178857 c.A3971G p.E1324G het PB Novel
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ID

ID familia . Dx Gen:transcrito Nucleotido Proteina Estado Clasif. Ref
paciente
RPGR:NM_001034853 c.G2148T p.E716D het PB Novel
ABCA4:NM_000350 c.C1804T p.R602W het P (Lewis et al. 1999)
RPN-129 STGD ABCA4:NM_000350 c.G982T p.E328X het P (Fishman et al. 2003)
fRPN-51 BBS1:NM_024649 c.C751G p.L251V het Sl Novel
RPN-544 STGD ABCA4:NM_000350 c.G5882A p.G1961E het PP (Allikmets, Shroyer, et al. 1997)
ABCA4:NM_000350 €.G982T p.E328X het B (Fishman et al. 2003)
C21lorf2:NM_004928 C.96+1G>A hom P (L. Huang et al. 2016)
EYS:NM_001142800 c.G5510C p.W1837S het PB (Audo et al. 2010)
PDEGA:NM_000440 c.1113+1G>A het P Novel
PDE6C:NM_006204 c.G1926T p.L642F het SI Novel
fRPN-58 RPN-148 DCB PRPF4:NM_004697 c.A233G p.H78R het B Novel
RIMS1:NM_014989 €.T2803C p.S935P het PB Novel
RP1L1:NM_178857 ¢.G5598T p.E1866D het PB Novel
RPGRIP1:NM_020366 c.G1767T p.Q589H het PB (Fernandez-Martinez et al. 2011)
SNRNP200:NM_014014 €.G5933C p.G1978A het B Novel
CNGB3:NM_019098 c.C1432T p.R478X het P (Kohl et al. 2005)
CNGB3:NM_019098 c.1148delC p.T383fs het P (Kohl et al. 2000)
fRPN-66 RPN-170 ACRM EYS:NM_001142800 c.G7941C p.E2647D het Sl Novel
ZNF513:NM_144631 c.G1483A p.G495S het PB Novel
ADAMTS18:NM_199355 ¢.C2500T p.P834S het PB Novel
CACNA1F:NM_005183 €.2466_2474dup p.E823_E825dup het Sl Novel
CNGB3:NM_019098 €.852+1G>C het P (Mayer et al. 2017b)
fRPN-68 RPN-173 RP IMPG1:NM_001563 c.A1673G p.Y558C het Sl Novel
RP9:NM_203288 c.664delT p.X222D het B (Keen et al. 2002)
USH2A:NM_206933 c.G2276T p.C759F het PP (Rivolta et al. 2000)
USH2A:NM_206933 c.G130A p.G44R het PP (Garcia-Garcia et al. 2011)
ADAMTS18:NM_199355 c.C3157T p.R1053W het PB Novel
ADAMTS18:NM_199355 c.A2752G p.K918E het SI Novel
DTHD1:NM_001170700 c.G2246A p.R749H het B Novel
fRPN-70 RPN-179 — RP MAK:NM_005906 c.G1759C p.G587R het PB Novel
MERTK:NM_006343 c.C436G p.Q146E het SI Novel
USH1C:NM_153676 c.G403A p.V135I het PB Novel
CDH3:NM_001793 c.C2041T p.R681W het Sl Novel
ELOVL4:NM_022726 c.G814C p.E272Q het PB Novel
fRPN-71 RPN-188  RP GDF6:NM_001001557 c.C746A p.A249E het PP (Tassabehji et al. 2008)
RDH12:NM_152443 c.C295A p.L99I het PP (Perrault et al. 2004)
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ID familia . Dx Gen:transcrito Nucleotido Proteina Estado Clasif. Ref
paciente

RDH12:NM_152443 c.806_810del p.(Ala269Glyfs*2) het P (Janecke et al. 2004)
RP1L1:NM_178857 c.G3901T p.V1301L het PB Novel
RP9:NM_203288 c.G34A p.A12T het PB Novel
RPGR:NM_001034853 €.2694_2696del p.E899del het PB Novel
BBS1:NM_024649 c.T616G p.L206V het Sl (Janssen et al. 2011)

TRPN-72 RPN-189  RP RP1L1:NM_178857 c.G389A p.R130Q het PB Novel
ABCA4:NM_000350 c.G6148C p.V2050L het Sl (Allikmets et al. 1998)
CACNA1F:NM_005183 €.2466_2474dup p.E823_E825dup het Sl Novel
CNGB1:NM_001297 c.CH595T p.R199C het PB Novel

fRPN-74 RPN-191  RP CNGB1:NM_001297 c.G232A p.A78T het PB Novel
RP9:NM_203288 c.G34A p.A12T het PB Novel
TULP1:NM_003322 c.C659T p.P220L het Sl Novel
CNGA3:NM_001298 c.C458T p.T153M het PB (Kohl et al. 1998)
CRB1:NM_201253 c.T487G p.C163G het PP Novel

TRPN-84 RPN-214 RP EYS:NM_001142800 c.G8834A p.G2945E het PP (Barragan et al. 2010)
EYS:NM_001142800 c.6714delT p.12239Sfs*16 het P (R. W. J. Collin et al. 2008)
CACNA2D4:NM_172364 €.T2987C p.F996S het PB Novel
CDHR1:NM_001171971 c.A2159C p.H720P het PB Novel
CNGA3:NM_001298 c.C143T p.P48L het PB (Nishiguchi et al. 2005)

fRPN-85 RPN-217 RP EYS:NM_001142800 ¢.G5510C p.W1837S het PB (Audo et al. 2010)
RP1L1:NM_178857 c.G4444A p.G1482R het PB Novel
SNRNP200:NM_014014 c.G4165A p.V1389I het B Novel
USH2A:NM_206933 c.G14074A p.G4692R het PB (Leijendeckers et al. 2009)
CNGA3:NM_001298 c.C616A p.L206M het SI Novel
CNNM4:NM_020184 €.273_275del p.-S92del het SI Novel

fRPN-93 RPN-226 RP EYS:NM_001142800 €.A4093G p.K1365E het PB (Messchaert et al. 2018)
RP1L1:NM_178857 c.G4444A p.G1482R het PB Novel
SLC7A14:NM_020949 c.G1129A p.v377I het PB Novel
C20rf71:NM_001029883 c.947delA p.(Asn316Metfs*7) het P (R. W. J. Callin et al. 2010)
CNGA3:NM_001298 c.C143T p.P48L het PB (Nishiguchi et al. 2005)
CNGA3:NM_001298 c.G1280A p.R427H het PP Novel

fRPN-97 RPN-230  RP PDE6C:NM_006204 c.T413C p.L138S het S Novel
RPGR:NM_001034853 €.2442_2445del p.(Gly817Lysfs*2) het P (Vervoort et al. 2000)
TCHHL1:NM_001008536 c.C1205T p.T402I het PB Novel
RP1:NM_006269 c.C2029T p.R677X het P (Pierce et al. 1999)

LA RPN-246  RP RP1L1:NM_178857 c.C6545A p.A2182D het PB Novel
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RPGRIP1:NM_020366 c.A3358G p.11120V het PB (Vallespin et al. 2007)
C1QTNF5:NM_015645 c.C563T p.P188L het PP Novel
CHM:NM_000390 c.C116T p.S39L hem Sl Novel
CRB1:NM_201253 c.T614C p.1205T het Sl (Bernal et al. 2003)

fRPN-100  RPN-234  DRIT IQCB1:NM_001023570 c.G708C p.L236F het Sl Novel
IQCB1:NM_001023570 c.T658A p.S220T het Sl Novel
PRPF6:NM_012469 c.T1158G p.1386M het PB Novel
CDHR1:NM_033100 c.G2431C p.vV811L het S Novel
FSCN2:NM_001077182 c.C1172T p.P391L het PB Novel

fRPN-108 RPN-253 RP FSCN2:NM_001077182 c.C611G p.P204R het Sl Novel
PITPNM3:NM_031220 c.C1511T p.S504L het PB Novel
RHO:NM_000539 c.G316A p.G106R het P (Inglehearn et al. 1992)
ABCA4:NM_000350 c.C3113T p.A1038V het P (Allikmets, Singh, et al. 1997)
CNGB1:NM_001297 Cc.A2957T p.N986I het PP (Simpson et al. 2011)
CNGB1:NM_001297 c.G1822T p.E608X het P Novel

fRPN-110 RPN-258 RP EYS:NM_001142800 c.C9214A p.P3072T het PB Novel
EYS:NM_001142800 c.A2234G p.N745S het PB (Audo et al. 2010)
RP1:NM_006269 c.G2833T p.V945L het PB Novel
CACNA1F:NM_005183 c.A2237C p.N746T hem PB (L. Zhao et al. 2015)
RBP3:NM_002900 c.G1037A p.R346H het PB (den Hollander et al. 2009)

fRPN-116 RPN-268 RP RP1L1:NM_178857 c.C5821T p.Q1941X het SI Novel
SAG:NM_000541 c.A548G p.H183R het SI Novel
ADAMTS18:NM_199355 c.A389T p.D130V het Sl Novel

fRPN-122 RPN-278 STGD LCA5:NM_181714 €.2040_2051del p.vV681_A684del het Sl Novel
RP1L1:NM_ 178857 ¢.G5598T p.E1866D het PB Novel
ABCA4:NM_000350 c.G455A p.R152Q het Sl (Zobor et al. 2018)

fRPN-123  RPN-279  RP TTC8:NM_144596 c.A284G p.K95R het PB Novel
CRB1:NM_201253 c.A2576G p.N859S het Sl Novel
EYS:NM_001142801 Cc.A1798G p.1600V het PB Novel
GDF6:NM_001001557 c.G1022A p.R341H het Sl Novel
GUCY2D:NM_000180 c.G2513A p.R838H het P (Weigell-Weber et al. 2000)

fRPN-125 RPN-282 DC RP1L1:NM_ 178857 c.G1081A p.E361K het Sl Novel
RP1L1:NM_ 178857 c.G4112C p.G1371A het PB Novel
RP1L1:NM_ 178857 c.A4046T p.Q1349L het PB Novel
RP1L1:NM_178857 c.A3914G p.E1305G het PB Novel
USH1C:NM_153676 c.C2191T p.R731W het Sl Novel
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USH2A:NM_206933 ¢.C5932T p.P1978S het SI (McGee et al. 2010)
ABCA4:NM_000350 c.G3386T p.R1129L het P (Allikmets, Shroyer, et al. 1997)
ABCA4:NM_000350.2 c.4253+5G>A het P (Rivera et al. 2000)
CA4:NM_000717 c.C835T p.R279C het Sl Novel

fRPN-126  RPN-283  STGD EYS:NM_001142800 c.C281A p.P94Q het PB (Audo et al. 2010)
KCNV2:NM_133497 c.C441A p.D147E het Sl Novel
USH2A:NM_206933 c.A7130G p.N2377S het PB (Garcia-Garcia et al. 2011)
KIZ:NM_001163022 c.1450A>T p.D484V het Sl Novel
PDEG6B:NM_000283 ¢.C793G p.R265G het Sl Novel
PRPF31:NM_015629 c.C182G p.A61G het Sl Novel
RP1L1:NM_178857 c.G547C p.G183R het Sl Novel

fRPN-127 RPN-284  STGD RP1L1:NM_178857 c.G2456A p.G819D het S Novel
RP1L1:NM_178857 c.A2462C p.H821P het PB Novel
RP1L1:NM_178857 ¢.G5598T p.E1866D het PB Novel
TTC8:NM_144596 €.A1253G p.Q418R het SI Novel
C210rf2:NM_004928 c.C316T p.R106C het SI Novel

fRPN-128  RPN-285 RP RPGR:NM_001034853 c.A1367G p.Q456R het PB (Breuer et al. 2002)
POC1B:NM_172240 c.G1202A p.C401Y het SI Novel

fRPN-129  RPN-286 DCB USH2A:NM_206933 c.A7130G p.N2377S het PB (Garcia-Garcia et al. 2011)
USH2A:NM_206933 c.G12622A p.D4208N het SI Novel
AIPL1:NM_014336 c.G971T p.R324L het Sl (Wiszniewski et al. 2011)
CNGA1:NM_001142564 c.304dupA p.R102fs het PP Novel

fRPN-130  RPN-287 DMB FAM161A:NM_001201543 c.C197T p.T66I het PB (Langmann et al. 2010)
PDE6C:NM_006204 c.G2082A p-M694I het SI Novel
RP1L1:NM_178857 c.G455A p.R152Q het Sl (Zobor et al. 2018)
EYS:NM_001142800 ¢.G5510C p.W1837S het PB (Audo et al. 2010)
FLVCR1:NM_014053 c.C595T p.L199F het Sl Novel
RBP3:NM_002900 c.G2626T p.A876S het SI Novel

fRPN-131 RPN-288 RP RP1:NM_006269 c.G3040C p.D1014H het Sl Novel
RP1:NM_006269 c.G4336A p.E1446K het Sl Novel
USH2A:NM_206933 ¢.C1390T p.R464C het PP (Seyedahmadi et al. 2004)
USH2A:NM_206933 c.G12575A p.R4192H het PP (McGee et al. 2010)
ABCA4:NM_000350 c.C2041T p.R681X het P (Maugeri et al. 1999)
ABCA4:NM_000350 c.C184G p.P62A het PP Novel

fRPN-132  RPN-289  STGD CDHR1:NM_001171971 c.C556T p.H186Y het Sl Novel
CNGB3:NM_019098 ¢.C2420G p.-A807G het SI Novel
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NR2E3:NM_016346 c.C50T p.A17V het PB Novel
RIMS1:NM_014989 €.1047_1049del p.E349del het Sl Novel
RP1L1:NM_178857 c.G4865A p.R1622Q het PB Novel
USH2A:NM_206933 c.G14074A p.G4692R het PB (Leijendeckers et al. 2009)
ABCA4:NM_000350 c.C4457T p.P1486L hom PP (Lewis et al. 1999)

fRPN-133 RPN-290 STGD C20rf71:NM_001029883 c.G2063A p.C688Y het PB (Audo et al. 2010)
CNGB1:NM_001297 c.C1322T p.A441V het PB Novel
ABCA4:NM_000350 c.T3311C p.L1104P het PP (Nassisi et al. 2018)
ABCA4:NM_000350 c.G2588C p.G863A het P (Allikmets, Shroyer, et al. 1997)
ABCA4:NM_000350 c.G455A p.R152Q het SI (Zobor et al. 2018)
CEP290:NM_025114 c.A2135G p.N712S het SI Novel

fRPN-134  RPN-291 STGD CNGB3:NM_019098 c.1148delC p.T383fs het P (Kohl et al. 2000)
PRPH2:NM_000322 c.C938T p.P313L het PB (Ruiz et al. 1997)
SEMA4A:NM_001193301 c.C1265T p.T422| het PB Novel
TULP1:NM_003322 c.G1486A p.A496T het PB (Gu et al. 1998)
IMPG2: NM_016247.3 c.534-4dup het Sl Novel
RBP3:NM_002900 ¢c.G1037A p.R346H het PB (den Hollander et al. 2009)

fRPN-136  RPN-293 RP RGS9:NM_003835 c.C1964T p.T655I het Sl Novel
USH2A:NM_206933 c.A7130G p.N2377S het PB (Garcia-Garcia et al. 2011)

fRPN-137 RPN-294 STGD ABCA4:NM_000350 c.G3386T p.R1129L hom P (Allikmets, Shroyer, et al. 1997)
ABCA4:NM_000350 c.G455A p.R152Q het Sl (Zobor et al. 2018)
PRPH2:NM_000322 €.C938T p.P313L het PB (Ruiz et al. 1997)

fRPN-138  RPN-295  RP RP1:NM_006269 c.A1595G p.E532G het S| Novel
ZNF408:NM_024741 c.C1496T p.P499L het Sl Novel
CLRN21:NM_ 174878 c.C401T p.P134L het Sl Novel
RP1L1:NM 178857 c.C4825T p.R1609C het PB Novel

fRPN-139  RPN-296 RP RPGR:NM_001034853 €.2296 2299del p.G766fs hem P Novel
SEMA4A:NM_001193301 c.G1973A p.R658Q het Sl Novel
SNRNP200:NM_014014 c.G4165A p.V1389I het B Novel
KCNV2:NM_133497 c.C979A p.L327M het Sl Novel
ROM1:NM_000327 ROML1 dup p.? het PP Novel

fRPN-140  RPN-297  RP RP1L1:NM_178857 c.C4275A p.D1425E het PB Novel
RP1L1:NM_ 178857 c.G2899A p.E967K het PB Novel
C21orf2:NM_004928 c.G172T p.V58L het SI Novel

fRPN-141 RPN-299 RP C20rf71:NM_001029883 c.G1942A p.A648T het PB (Koyanagi et al. 2019)
ELOVL4:NM_022726 c.G814C p.E272Q het PB Novel
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EYS:NM_001292009 c.G8130C p.K2710N het PB Novel
IDH3B:NM_001258384 c.A532G p.S178G het Sl Novel
IMPG2:NM_016247 c.C1495A p.P499T het PB Novel
RP1L1:NM_178857 c.G5598T p.E1866D het PB Novel
BEST1:NM_004183 c.978delC p.H326fs het PP Novel
RBP3:NM_002900 c.G1923T p.E641D het Sl Novel

fRPN-142 RPN-301 RP RPGR:NM_001034853 C.247+2T>A hem P Novel
SNRNP200:NM_014014 ¢.594_597del p.T198fs het P Novel
USH2A:NM_206933 c.G11008A p.E3670K het PB Novel
C20rf71:NM_001029883 c.A1475C p.E492A het Sl Novel
PRPF6:NM_012469 c.G2743A p.V915M het Sl Novel

fRPN-143 RPN-303 RP RBP3:NM_002900 c.T2270G p.V757G het Sl Novel
RP1L1:NM_178857 c.C6545A p.A2182D het PB Novel

DM FSCN2:NM_012418 c.G1105A p.G369S het Sl Novel
fRPN-144  RPN-304  STGD- GUCA1B:NM_002098 c.G584A p.R195Q het SI Novel
like PRPH2:NM_000322 c.G499A p.G167S het P (Testa et al. 2005)

CACNA2D4:NM_172364 €.T2987C p.F996S het PB Novel
KCNV2:NM_133497 €.183_185del p.E64del het SI Novel
PDE6A:NM_000440 c.A763G p.1255V het SI Novel

fRPN-147  RPN-309 RP PRPF3:NM_004698 c.C1477T p.P493S het P (Chakarova et al. 2002)
RDH5:NM_002905 c.G261C p.Q87H het SI Novel
TOPORS:NM_005802 c.A881G p.H294R het SI Novel
USH1C:NM_153676 c.G946C p.E316Q het PB Novel
C20rf71:NM_001029883 c.G1942A p.A648T het PB (Koyanagi et al. 2019)
FAM161A:NM_001201543 c.A494G p.Q165R het PB Novel
GNAT2:NM_005272 c.G370A p.vV124M het Sl (Nishiguchi et al. 2005)

fRPN-148  RPN-311  RP IMPDH1:NM_000883 c.A967G p.K323E het S (Yuko Wada et al. 2005)
RIMS1:NM_014989 c.T3731C p.L1244P het Sl Novel
TOPORS:NM_005802 c.C74G p.S25W het PB (F. Wang et al. 2014)
CACNA1F:NM_005183 c.G811A p.G271R hem PB (Neveling et al. 2012)
RDH12:NM_152443 c.C689G p.P230R het P Novel

R et RDH12:NM_152443 c.C795A p.S265R het P Novel
USH2A:NM_206933 c.G5837A p.R1946Q het SI Novel
CACNA1F:NM_005183 c.A2237C p.N746T hem PB (L. Zhao et al. 2015)

fRPN-152 RPN-315 RP CRB1:NM_201253 c.C866T p.T289M het PB (Lotery et al. 2001)
GNAT2:NM_005272 c.G370A p.V124M het Sl (Nishiguchi et al. 2005)
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IMPG1:NM_001563 c.G1982A p.R661H het Sl Novel
RBP3:NM_002900 c.A1795G p.1599Vv het PB (den Hollander et al. 2009)
RGS9:NM_003835 c.A1275C p.E425D het SI Novel
TULP1:NM_003322 €.371_394del p.D124 E131del het Sl Novel
ABCA4:NM_000350 c.G3386T p.R1129L het P (Allikmets, Shroyer, et al. 1997)
ABCA4:NM_000350 c.C1804T p.R602W het P (Lewis et al. 1999)

fRPN-153 RPN-317 STGD ABCA4:NM_000350 Deletion ex. 16 het P Novel
CNGA3:NM_001298 c.C458T p.T153M het PB (Kohl et al. 1998)
PITPNM3:NM_031220 c.A503G p.H168R het Sl Novel
CACNA1F:NM_005183 c.A2237C p.N746T het PB (L. Zhao et al. 2015)
CRB1:NM_201253 c.G3992A p.R1331H het Sl (Lotery et al. 2001)
EYS:NM_001142800 c.C281A p.P94Q het PB (Audo et al. 2010)

fRPN-154 RPN-318 RP GUCA1B:NM_002098 c.G253A p.vV85M het PB (Nishiguchi et al. 2005)
RP1L1:NM_178857 c.C2154A p.N718K het PB Novel
TCHHL1:NM_001008536 c.C697A p.Q233K het SI Novel
USH2A:NM_206933 c.A7130G p.N2377S het PB (Garcia-Garcia et al. 2011)
GNAT2:NM_005272 c.G370A p.V124M het SI (Nishiguchi et al. 2005)

fRPN-155  RPN-319 RP PROM1:NM_006017 €.1354dupT p.T452Lfs*13 het P (Pras et al. 2009)
USH2A:NM_206933 €.C5858G p.A1953G het PB (McGee et al. 2010)
ABCA4:NM_000350 €.C5908T p.L1970F het PP (Allikmets, Singh, et al. 1997)
CEP290:NM_025114 c.G226A p.A76T het SI Novel
CNGB3:NM_019098 €.C2420G p.A807G het SI Novel

fRPN-156  RPN-320 bCB CRB1:NM_201253 C.T1748A p.I1583N het SI Novel
GDF6:NM_001001557 c.C1304T p.A435V het SI Novel
PDEG6H:NM_006205 €.C35G p.S12X het P (Kohl et al. 2012)

fRPN-157  RPN-322 DMB BEST1:NM_004183 c.C393A p.Y131X het P Novel
CACNA1F:NM_005183 €.A3656G p.N1219S het Sl Novel
CEP290:NM_025114 c.A1298G p.D433G het PB (Eisenberger et al. 2013)

fRPN-158 RPN-323 RP CRX:NM_000554 c.A425G p.Y142C het Sl (Cicinelli et al. 2016)
RHO:NM_000539 c.G419C p.C140S het Sl (Macke et al. 1993)
RPGR:NM_001034853 c.914dupA p.N305fs hem P (Carss et al. 2017)
CDHR1:NM_001171971 €.1485+2T>C hom P (Nikopoulos et al. 2015)

fRPN-159  RPN-324 RP SAG:NM_000541 c.C74T p.S25L het SI Novel
USH1C:NM_153676 c.G2611A p.A871T het PB (Ganapathy et al. 2014)
CERKL:NM_001030311 c.C1601T p.S534L het Si Novel

fRPN-160  RPN-325  DMB DTHD1:NM_001170700 c.C2245A p.R749S het S Novel
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PDEGC:NM_006204 c.T413C p.L138S het Sl Novel
RD3:NM_183059 c.A259G p.K87E het Sl (De Castro-Mir¢ et al. 2014)
RGR:NM_002921 c.G397A p.V133I het Sl Novel
ABCA4:NM_000350 c.C5642T p.A1881V het PP (Testa et al. 2012)
BEST1:NM_004183 c.C698A p.P233Q het PP (Marchant et al. 2007)
C20rf71:NM_001029883 c.C3058A p-Q1020K het SI Novel

fRPN-161  RPN-326  DMB C20rf71:NM_001029883 ¢.A3059G p.Q1020R het PB Novel
DTHD1:NM_001170700 €.2121 2129del p.707_710del het Sl Novel
MAK:NM_005906 Cc.A755G p.N252S het Sl Novel
ABCA4:NM_000350 c.C634T p.R212C hom P (Gerber et al. 1998)
ADAMTS18:NM_199355 c.C2500T p.P834S het PB Novel

fRPN-162 RPN-327 STGD CRB1:NM_201253 c.T614C p.1205T het Sl (Bernal et al. 2003)
SAG:NM_000541 c.C74T p.S25L het PB Novel
TCHHL1:NM_001008536 c.G823T p.D275Y het Sl Novel

D en KIAA2026:NM_001017969 c.A3496C p.N1166H het SI Novel
fRPN-163  RPN-328 ggltron KIAA2026:NM_001017969  c.A5956G p.11986V het s Novel
EPR OFD1:NM_003611 c.A1634G p.Q545R het PB Novel

EYS:NM_001142800 c.A1596C p.K532N het PB (Audo et al. 2010)

fRPN-164  RPN-329  ACL NEUROD1:NM_002500 c.G1013C p.S338T het SI Novel
SLC7A14:NM_020949 c.G1129A p.v3771 het PB Novel
ABCA4:NM_000350 c.G5882A p.G1961E het PP (Allikmets, Shroyer, et al. 1997)

fRPN-165  RPN-330 DFVA ADAM9:NM_003816 c.G226A p.E76K het PB Novel
RP1L1:NM_178857 c.C1448T p.A483V het PB Novel
C20rf71:NM_001029883 c.G1942A p.A648T het PB (Koyanagi et al. 2019)

fRPN-166 RPN-332 DFVA CNGA1:NM 001142564 c.C1277T p.T426l het Sl Novel
PRPH2:NM_000322 c.356_365del p.C119fs het P Novel
BBS2:NM_031885 c.1197delT p.H399fs het PP Novel
CEP290:NM_025114 c.A3605G p.K1202R het Sl Novel
CNGB3:NM_019098 c.1148delC p.T383fs het P (Kohl et al. 2000)

LRGSR SRR CNGB3:NM_019098 c.G133T p.E45X het P Novel
IMPDH1:NM_000883 c.G1057A p.V353I het SI (Bowne et al. 2002)
PROM1:NM_006017 c.G1196A p.R399H het PB Novel
CNGA3:NM_001298 c.C143T p.P48L het PB (Nishiguchi et al. 2005)

fRPN-168 RPN-335 RP CNGB1:NM_001297 Cc.A634T p.T212S het PB Novel
KIAA2026:NM_001017969 c.A5554G p.T1852A het PB Novel
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PRPF31:NM_015629 ex. 10-11 del p.? het P Novel
SNRNP200:NM_014014 c.G4165A p.v1389I het B Novel
USH2A:NM_206933 c.G9262A p.E3088K het PB (Dreyer et al. 2008)
KIAA2026:NM_001017969 c.A5542C p.T1848P het PB Novel
MAK:NM_005906 c.G1868A p.R623Q het Sl Novel
PDEG6B:NM_000283 €.C343G p.P115A het PB Novel
RP1:NM_006269 C.T2042A p.1681K het PB Novel

fRPN-169  RPN-336  RP RP1:NM_006269 €.2040dupA p.A680fs het = Novel
USH2A:NM_206933 c.C4714T p.L1572F het Sl (Aller et al. 2006)
USH2A:NM_206933 €.2299delG p.E767fs het P (Dreyer et al. 2001)
USH2A:NM_206933 c.C1055T p.T352| het PP (F. P. M. Cremers et al. 2007)
ABCA4:NM_000350 ¢.C5908T p.L1970F het PP (Allikmets, Singh, et al. 1997)
CDHR1:NM_033100 €.T1058C p.F353S het Sl Novel
IMPG1:NM_001563 c.G173A p.R58K het PB Novel

fRPN-170  RPN-339 RP PDE6B:NM_000283 c.G496A p.E166K het PB (Neveling et al. 2013)
RIMS1:NM_014989 €.T2803C p.S935P het PB Novel
RPGRIP1:NM_020366 c.G1767T p.Q589H het PB (Fernandez-Martinez et al. 2011)
ABCA4:NM_000350 c.G3386T p.R1129L het P (Allikmets, Shroyer, et al. 1997)
ABCA4:NM_000350 c.C3347T p.S1116F het PP Novel

fRPN-173  RPN-342 STGD GNAT2:NM_005272 c.C928T p.L310F het SI Novel
RDH5:NM_002905 c.G572A p.R191Q het SI (Pras et al. 2012)
C20rf71:NM_001029883 c.G2063A p.C688Y het PB (Audo et al. 2010)
EYS:NM_001142800 c.A8789G p.D2930G het PB Novel

fRPN-174  RPN-343 RP RP1L1:NM_178857 c.G292A p.D98N het SI Novel
RPGR:NM_001034853 c.2746delG p.E916Kfs*171 hem P Novel
USH2A:NM_206933 c.A7130G p.N2377S het PB (Garcia-Garcia et al. 2011)
ABCA4:NM_000350 c.A466G p.1156V hom SI (R. Riveiro-Alvarez et al. 2009)
PRPF31:NM_015629 c.1462_1472del p.K488Rfs*74 het P (Martin-Merida et al. 2018)

fRPN-175  RPN-347 RP UNC119:NM_005148 c.CATT p.S16F het PB Novel
ZNF408:NM_024741 c.C126G p.D42E het PB Novel
BEST1:NM_004183 c.C388A p.R130S het P (Meunier et al. 2011)
BEST1:NM_004183 c.T602C p.1201T het PP (Lotery et al. 2000)
CNGA3:NM_001298 c.C458T p.T153M het PB (Kohl et al. 1998)

fRPN-178  RPN-363  DMB ELOVL4:NM_022726 c.G814C p.E272Q het PB Novel
PDEG6B:NM_000283 c.T655C p-Y219H het PB (Neveling et al. 2012)
PDE6C:NM_006204 c.A2501G p.E834G het PB (Gao et al. 1999)
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PITPNM3:NM_031220 c.C1688T p.T563M het Sl Novel
RP1L1:NM_178857 c.G236A p.R79H het Sl Novel
RP1L1:NM_178857 c.G4906A p.E1636K het PB Novel
RP1L1:NM_178857 c.4732_4734dup p.L1578dup het PB Novel
ABCA4:NM_000350 c.G3386T p.R1129L het P (Allikmets, Shroyer, et al. 1997)
ABCA4:NM_000350 c.5714+1G>A het P Novel
fRPN-179  RPN-379  STGD CDH3:NM_001793 c.G909T p.M303I het Sl Novel
RGS9:NM_001165933 €.A1435G p-K479E het Sl Novel
C21lorf2:NM_004928 c.C246A p.Y82X het P Novel
C21lorf2:NM_004928 c.G218C p.R73P het PP (Wheway et al. 2015)
CABP4:NM_145200 c.G547C p.G183R het Sl Novel
CACNA2D4:NM_172364 c.G2515T p.A839S het PB Novel
fRPN-183  RPN-402 DCB CNGB3:NM_019098 c.C677A p.T226N het S Novel
CRB1:NM_201253 c.T614C p.1205T het Sl (Bernal et al. 2003)
MVK:NM_000431 €. T803C p.1268T het PP (Siemiatkowska et al. 2013)
RDH5:NM_002905 c.G839A p.R280H het PP (Gonzalez-Fernandez et al. 1999)
ARL2BP:NM_012106 c.G485A p.R162Q het SI Novel
EYS:NM_001142800 c.G5510C p.W1837S het PB (Audo et al. 2010)
EYS:NM_001142800 C.A7222G p.T2408A het SI Novel
fRPN-184  RPN-404 RP IMPG1:NM_001563 c.G173A p.R58K het PB Novel
KIAA2026:NM_001017969 ¢.C2893G p.L965V het SI Novel
RP1:NM_006269 c.G6196A p.D2066N het SI (Berson et al. 2001)
USH2A:NM_206933 c.T7685C p.V2562A het PB (Dreyer et al. 2008)
ABCA4:NM_000350 c.G5882A p.G1961E het PP (Allikmets, Shroyer, et al. 1997)
fRPN-185  RPN-406  DCB CDHR1:NM_001171971 €.1485+2T>C hom P (Nikopoulos et al. 2015)
BBS2:NM_031885 c.C1454T p.A485V het Sl Novel
ELOVL4:NM_022726 c.G814C p.E272Q het PB Novel
EYS:NM_001142800 c.A7796G p.H2599R het PB (Audo et al. 2010)
fRPN-186  RPN-407  RP PITPNM3:NM_031220 c.G1726A p.A576T het S Novel
RP1L1:NM 178857 ¢.G5598T p.E1866D het PB Novel
TTLL5:NM_015072 c.G2891A p.R964Q het PB Novel
ABCA4:NM_000350 c.G2972T p.G991V het PP (Fujinami, Zernant, et al. 2013)
ABCA4:NM_000350 €.4253+4C>T het P (Webster et al. 2001)
fRPN-187  RPN-410 STGD C20rf71:NM_001029883 ¢.G2063A p.C688Y het PB (Audo et al. 2010)
CACNA1F:NM_005183 c.C345G p.F115L het Sl Novel
EYS:NM_001142800 c.G977A p.S326N het PB (Audo et al. 2010)
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RBP3:NM_002900 c.G1037A p.R346H het PB (den Hollander et al. 2009)
RP1L1:NM_178857 C.A3971G p.E1324G het PB Novel
USH1C:NM_153676 c.G2611A p.A871T het PB (Ganapathy et al. 2014)
CDHR1:NM_033100 €.T1948C p.C650R het PB Novel
IMPG2:NM_016247 c.G1432A p.v478I het PB Novel

fRPN-189  RPN-419 RP RIMS1:NM_014989 c.C928T p.R310C het Sl Novel
RP1L1:NM_178857 c.C6545A p.A2182D het PB Novel
USH2A:NM_206933 c.T7915C p.S2639P het Sl (McGee et al. 2010)
C21lorf2:NM_004928 c.G172T p.V58L het SI Novel
CACNA2D4:NM_172364 €.2153-12_2155del  p.? het SI Novel

fRPN-190 RPN-424 DCB CRB1:NM_201253 €.493_501del p.1167_G169del het SI Novel
RP1L1:NM_178857 C.A3971G p.E1324G het PB Novel
SAG:NM_000541 c.C374T p.T125M het PB (Sippel et al. 1998)
ADAMTS18:NM_199355 c.C637T p.R213W het PB Novel
C20rf71:NM_001029883 c.G1942A p.A648T het PB (Koyanagi et al. 2019)
CRB1:NM_201253 c.G481A p.A161T het PP Novel

fRPN-191  RPN-426 RP CRB1:NM_201253 C.T2688A p.C896X het P (Hanein et al. 2004)
NR2E3:NM_016346 c.C131T p.S44L het PB (Bernal et al. 2003)
RBP3:NM_002900 c.C1753A p.P585T het PB Novel
ADAM9:NM_003816 c.G1327A p.E443K het SI Novel
CEP290:NM_025114 c.G2980A p.E994K het PB (F. Wang et al. 2014)

fRPN-192  RPN-427 DCACB RGS9:NM_003835 c.C1546T p.R516X het PP Novel
RPGRIP1:NM_020366 c.G3501A p.R768Q het PB Novel
USH1C:NM_153676 €.T864G p.1288M het SI Novel
ABCA4:NM_000350 c.G455A p.R152Q het SI (Zobor et al. 2018)
CACNA2D4:NM_172364 €.G2408C p.R803P het SI Novel
CNGA3:NM_001298 c.C458T p.T153M het PB (Kohl et al. 1998)

fRPN-194  RPN-432 RP CNGA3:NM_001298 c.G1405A p.A469T het PP (Reuter et al. 2008)
MAK:NM_005906 €.402_403insATG p.(Met134dup) het SI Novel
PRPF8:NM_006445 €.C6902T p.P2301L het P Novel
RP1L1:NM_178857 c.G1138A p.G380R het PB (Tiwari et al. 2016)
AIPL1:NM_014336 c.A401T p.Y134F het PB (Dharmaraj et al. 2004)
CDH3:NM_001793 c.G1222A p.Vv408I het PB Novel

fRPN-195  RPN-434 ACL CRB1:NM_201253 c.C4142T1 p.P1381L het PP (Henderson et al. 2011)
CRB1:NM_201253 CRB1 del (chrl: 197209166-197627439) het P Novel
KCNV2:NM_133497 KCNV2 del (chr9:2392405-2783187) het PP Novel
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RP1L1:NM_178857 c.C2644T p.R882W het PB Novel
ZNF408:NM_001184751 c.G22C p.G8R het PB Novel
NR2E3:NM_016346 c.G932A p.R311Q het PP (Haider et al. 2000)
I RIMS1:NM_001168408 c.G89%A p.R30Q het PB Novel

RP1L1:NM_178857 c.C2644T p.R882W het PB Novel

fRPN-196  RPN-441 ﬁkTeGD' RPGR:NM_001034853 c.C1399A p.Q467K het PB Novel
SAG:NM_000541 c.G301A p.A101T het PB Novel
USH2A:NM_206933 c.T7685C p.V2562A het PB (Dreyer et al. 2008)
ABCA4:NM_000350 c.G1654A p.V552I het Sl (M. Michaelides et al. 2007)
MERTK:NM_006343 MERTK del (chr2:111371701-113132395) het P Novel

fRPN-197 RPN-442 RP MERTK:NM_006343 c.G1450A p.G484S het PP (Eisenberger et al. 2013)
RP1L1:NM_178857 c.C6992T p.T2331M het PB Novel
TULP1:NM_003322 c.G1486A p.A496T het PB (Gu et al. 1998)
ADAMTS18:NM_199355 c.C637T p.R213W het PB Novel
C20rf71:NM_001029883 c.G1942A p.A648T het PB (Koyanagi et al. 2019)
ELOVL4:NM_022726 c.G814C p.E272Q het PB Novel

fRPN-198 RPN-444 FA EYS:NM_001142800 c.A2309C p.Q770P het SI (Messchaert et al. 2018)
RDH5:NM_002905 c.C625T p.R209X hom P (Schatz et al. 2010)
RP1L1:NM_178857 ¢.G5598T p.E1866D het PB Novel
ABCA4:NM_000350 c.G5882A p.G1961E het PP (Allikmets, Shroyer, et al. 1997)
ABCA4:NM_000350 c.G3386T p.R1129L het P (Allikmets, Shroyer, et al. 1997)
C20rf71:NM_001029883 c.G2063A p.C688Y het PB (Audo et al. 2010)

fRPN-199  RPN-445 STGD PDE6A:NM_000440 c.A1476C p.Q492H het PB Novel
PDEG6C:NM_006204 €.A1885G p.1629V het PB Novel
RP1:NM_006269 c.G5624C p.G1875A het PB Novel
CEP290:NM_025114 c.A508T p.K170X hom P Novel
EYS:NM_001142800 c.G977A p.S326N het PB (Audo et al. 2010)
IMPG2:NM_016247 c.A2897G p.K966R het PB Novel

fRPN-200 RPN-450  ACL PDE6B:NM_000283 c.G496A p.E166K het PB (Neveling et al. 2013)
RPGRIP1:NM_020366 c.A3358G p.11120V het PB (Vallespin et al. 2007)
TOPORS:NM_005802 €.C3034G p.P1012A het PB Novel
USH2A:NM_206933 c.C1663G p.L555V het PB (Leroy et al. 2001)
PDEG6B:NM_000283 c.G496A p.E166K het PB (Neveling et al. 2013)
SAG:NM_000541 c.C74T p.S25L het PB Novel

fRPN-202 RPN-455  RP USH2A:NM_206933 c.G2276T p.C759F het PP (Rivolta et al. 2000)
USH2A:NM_206933 €.2299delG p.E767fs het P (Dreyer et al. 2001)
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USH2A:NM_206933 c.C4714T p.L1572F het Sl (Aller et al. 2006)
ADAMTS18:NM_199355 c.C2500T p.P834S het PB Novel
PRCD:NM_001077620 c.102_111dup p.Ser38X het P Novel

fRPN-203  RPN-451  RP PRCD:NM_001077620 C.74+5G>C p.? het PP Novel
TOPORS:NM_005802 c.C74G p.S25W het PB (F. Wang et al. 2014)
CEP290:NM_025114 c.G2980A p.E994K het PB (F. Wang et al. 2014)
CNGA1:NM_001142564 c.G4A p.E2K het PB Novel
CNGB1:NM_001297 €.801delG p.(Leu267Phefs*10) het P Novel

fRPN-204 RPN-452 RP PRPF4:NM_004697 c.C1006T p.R336C het Sl Novel
USH2A:NM_206933 c.G2276T p.C759F het PP (Rivolta et al. 2000)
USH2A:NM_206933 ¢.C1663G p.L555V het PB (Leroy et al. 2001)
USH2A:NM_206933 €.1841-2A>G het P (Bernal et al. 2003)
CNGA3:NM_001298 €.C440G p.T147R het PB Novel

fRPN-205  RPN-462 RP CNGA3:NM_001298 c.G1618A p.V540I het SI (A. AHJ Thiadens et al. 2010)
TTC8:NM_144596 c.A284G p.K95R het PB Novel
ABCA4:NM_000350 c.G5882A p.G1961E het PP (Allikmets, Shroyer, et al. 1997)
ABCA4:NM_000350 c.5917delG p.V1973X het P (Rivera et al. 2000)
EYS:NM_001142800 C.A7796G p.H2599R het PB (Audo et al. 2010)

fRPN-206  RPN-463  STGD FAM161A:NM_001201543 c.C197T p.T66I het PB (Langmann et al. 2010)
PRCD:NM_001077620 c.C49T p.R17C het PB (Zangerl et al. 2006)
ZNF513:NM_144631 c.G395C p.C132S het SI Novel

fRPN-207  RPN-466 DMB BEST1:NM_004183 c.C11T p.T4l het PP (Tian et al. 2014)
CDH3:NM_001793 c.A805C p.M269L het PB Novel
RBP3:NM_002900 c.G1037A p.R346H het PB (den Hollander et al. 2009)

fRPN-208 RPN-472 RP RP1L1:NM_178857 c.G4444A p.G1482R het PB Novel
USH2A:NM_206933 c.G14413A p.Vv4805I het Sl Novel
USH2A:NM_206933 €.C8631G p.H2877Q het SI Novel
CACNA1F:NM_005183 c.A2237C p-N746T het PB (L. Zhao et al. 2015)
CACNA2D4:NM_172364 €.T2987C p.F996S het PB Novel

fRPN-211 RPN-475  DCB  rpki:NM_001030311 c.C847T p.R283X hom P ([)Tu”asr‘t’g’z'\é'gf)a”y' Eidieoyesles
TTC8:NM_144596 c.A284G p-K95R het PB Novel
ABCA4:NM_000350 C.4773+1G>T het p (2%32‘;‘ Riveiro-Alvarez et al.

fRPN-212  RPN-478  DCB  Agca4:NM_000350 c.C2568A p.Y856X het P (Fujinami, Zernant, et al. 2013)
DTHD1:NM_001170700 c.G2246A p.R749H het B Novel
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RIMS1:NM_014989 c.G3240T p.Q1080H het PB Novel
USH2A:NM_206933 c.G9478A p.V3160M het Sl Novel
C1QTNF5:NM_015645 c.G580A p.G194R het Sl Novel
CNGB3:NM_019098 c.A2159G p.Q720R het PB Novel
LCA5:NM_001122769 c.A1522G p.T508A het PB Novel
fRPN-214 RPN-482 RP RAB28:NM_004249 c.G610A p.E204K het Sl Novel
RGS9:NM_003835 c.C1146A p.H382Q het Sl Novel
USH2A:NM_206933 c.C5329T p.R1777TW het PP (Nakanishi et al. 2011)
USH2A:NM_206933 c.C2209T p.R737X het P (Kaiserman et al. 2007)
CRX:NM_000554 c.A425G p.Y142C het Sl (Cicinelli et al. 2016)
fRPN-216 ~ RPN-493  RP CRX:NM_000554 c.G365A p.G122D het B (Zernant et al. 2005)
CDHR1:NM_001171971 €.1485+2T>C hom P (Nikopoulos et al. 2015)
CRB1:NM_201253 c.C866T p.T289M het PB (Lotery et al. 2001)
fRPN-217 RPN-495 RP IQCB1:NM_001023570 c.A623G p.Y208C het PB Novel
RDH12:NM_152443 c.G490C p.V164L het PB Novel
USH2A:NM_206933 ¢.C11597T p.A3866V het PB (Le Quesne Stabej et al. 2012)
ABCA4:NM_000350 c.G3386T p.R1129L het P (Allikmets, Shroyer, et al. 1997)
ABCA4:NM_000350 €.T5819C p.L1940P het P (Paloma et al. 2001)
AIPL1:NM_014336 c.G364C p.G122R het Sl (Jacobson et al. 2011)
fRPN-219  RPN-508 STGD EYS:NM_001292009 c.A4985T p.D1662V het PB (Audo et al. 2010)
SEMA4A:NM_001193301 €.732_734del p.F247del het SI Novel
SNRNP200:NM_014014 c.G4165A p.V1389I het B Novel
ABCA4:NM_000350 c.G5882A p.G1961E het PP (Allikmets, Shroyer, et al. 1997)
ABCA4:NM_000350 c.C3113T p.A1038V het P (Allikmets, Singh, et al. 1997)
fRPN-220  RPN-510  STGD ABCA4:NM_000350 c.T1622C p.L541P het PP (Rozet et al. 1998)
CEP290:NM_025114 c.G4237C p.D1413H het PB (Bernardis et al. 2016)
CNGA3:NM_001298 c.C458T p.T153M het PB (Kohl et al. 1998)
PDE6C:NM_006204 c.G1755T p.K585N het PB (Langlo et al. 2016)
fRPN-223 RPN-520 RP PITPNM3:NM_031220 c.C1688T p.T563M het Sl Novel
RP1L1:NM_178857 c.A4016T p.E1339V het SI Novel
USH2A:NM_206933 c.T7685C p.V2562A het PB (Dreyer et al. 2000)
CNGA3:NM_001298 c.G1669A p.G557R het PP (Kohl et al. 1998)
FAM161A:NM_001201543 c.T698C p.V233A het PB Novel
fRPN-224 RPN-525 RP TOPORS:NM_005802 c.G1991A p.S664N het PB Novel
USH2A:NM_206933 c.G12575A p.R4192H het PP (McGee et al. 2010)
USH2A:NM_206933 c.C1390T p.R464C het PP (Seyedahmadi et al. 2004)
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ABCA4:NM_000350 c.G6148C p.V2050L het Sl (Allikmets et al. 1998)
CNGA1:NM_001142564 c.C1892T p.T631M het PP Novel
CNGB1:NM_001297 ¢.3150delG p.(Phel051Leufs*12) het P (Nishiguchi et al. 2013)

fRPN-225 RPN-536 RP IMPG1:NM_001563 c.G316C p.V106L het Sl Novel
PROM1:NM_006017 c.G2020T p.A674S het Sl Novel
SNRNP200:NM_014014 c.G5933C p.G1978A het B Novel
TTLL5:NM_015072 c.G2966A p.R989H het Sl Novel
EYS:NM_001142800 c.G5510C p.W1837S het PB (Audo et al. 2010)
PDEG6B:NM_000283 c.G794A p.R265Q het Sl (Bernardis et al. 2016)

fRPN-226  RPN-551  RP ROM1:NM_000327 c.C664T p.P222S het Sl Novel
USH2A:NM_206933 c.G10073A p.C3358Y hom PP (McGee et al. 2010)
EYS:NM_001142800 c.C4120T p.R1374X het P (Barragan et al. 2010)
EYS:NM_001142800 ex. 16-21 del p.? het P Novel

fRPN-232 RPN-602 RP RP9:NM_203288 c.664delT p.X222D het B (Keen et al. 2002)
SNRNP200:NM_014014 c.A3572T p.Q1191L het SI Novel
USH2A:NM_206933 c.T7685C p.V2562A het PB (Dreyer et al. 2008)
CNGA1:NM_001142564 c.G4A p.E2K het PB Novel
CRX:NM_000554 c.C28G p.H10D het PB Novel

fRPN-233  RPN-603 RP PDE6C:NM_006204 c.G1755T p.K585N het PB (Langlo et al. 2016)
PRPF31:NM_015629 €.1462_1472del p.K488Rfs*74 het P (Martin-Merida et al. 2018)
SLC7A14:NM_020949 c.G1129A p.vV377I het PB Novel
DRAM2:NM_178454 c.C347A p.T116N het SI Novel
RP1:NM_006269 c.G2833T p.Vo45L het PB Novel

fRPN-235  RPN-605 ACL RPEG65:NM_000329 €.T1022C p.L341S hom PP (Morimura et al. 1998)
SLC7A14:NM_020949 c.G1168C p.V390L het SI Novel

. C21orf2:NM_004928 c.T752G p.V251G het SI Novel

DTHD1:NM_001170700 c.C2245A p.R749S het SI Novel

fRPN-238  RPN-608 ﬁkTeGD' PRPH2:NM_000322 c.C514T p.R172W het PP (Wells et al. 1993)
RPGR:NM_001034853 c.G2897A p-G966E het PB Novel
ABCA4:NM_000350 c.G3386T p.R1129L het P (Allikmets, Shroyer, et al. 1997)
ABCA4:NM_000350 c.T182C p.M61T het PP Novel

fRPN-239  RPN-609  STGD ADAMTS18:NM_199355 Cc.A3551G p.E1184G het PB Novel
RBP3:NM_002900 c.G2077A p.V693M het SI Novel
CNGA3:NM_001298 c.C458T p.T153M het PB (Kohl et al. 1998)

fRPN-566  RP-1943 RP FAM161A:NM_001201543 c.C1153G p-Q385E het SI (Langmann et al. 2010)
KIAA2026:NM_001017969 c.A5542C p.T1848P het PB Novel
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PDEG6B:NM_000283 c.G496A p.E166K het PB (Neveling et al. 2013)
TULP1:NM_003322 c.G539A p.R180H het Sl (Gonzalez-del Pozo et al. 2011)
USH2A:NM_206933 c.G2276T p.C759F het PP (Rivolta et al. 2000)
CDH3:NM_001793 c.T1436C p.L479P het Sl Novel
PRPF8:NM_006445 C.434+3G>A p.? het Sl Novel
ROM1:NM_000327 ROM1 dup p.? het PP Novel

fRPN-AP - RPN-461  RP RPE65:NM_000329 c.G394A p.A132T het Sl (Morimura et al. 1998)
SAG:NM_000541 c.C874G p.R292G het Sl Novel
SNRNP200:NM_014014 c.G4165A p.v1389I het B Novel
C20rf71:NM_001029883 c.G1968T p.R656S het PB Novel
KIAA2026:NM_001017969 c.G5695A p.v1899I het Sl Novel

fRPN-BT RP-543 RP PROM1:NM_006017 €.1354dupT p.T452Lfs*13 hom P (Pras et al. 2009)
RP1L1:NM_178857 c.G4865A p.R1622Q het PB Novel
CNGB3:NM_019098 c.A731G p.Y244C het Sl Novel
EYS:NM_001142800 ex. 32-33 del p.? het P (Audo et al. 2010)

fRPN-CO RP-632 RP IMPG1:NM_001563 c.G173A p.R58K het PB Novel
RPGRIP1:NM_020366 €.930+3A>G het Sl Novel
TCHHL1:NM_001008536 c.A2119G p.K707E het Sl Novel

fRPN-DG RP-191 RP PDEG6B:NM_000283 c.G760A p.E254K het Sl Novel
C8orf37:NM_177965 c.470+1G>A hom P Novel
KIAA2026:NM_001017969 ¢.G3005C p.G1002A het Sl Novel
RBP3:NM_002900 c.G2317A p.V773M het Sl Novel

fRPN-GG  RP-506 RP ROM1:NM_000327 c.C688G p.L230V het PB Novel
USH2A:NM_206933 c.G9262A p.E3088K het PB (Dreyer et al. 2008)
USH2A:NM_206933 €.C5858G p.A1953G het PB (McGee et al. 2010)

fRPN-IA RP-639 RP EYS:NM_001142800 c.A1596C p.K532N het PB (Audo et al. 2010)
CDH3:NM_001793 c.A805C p.M269L het PB Novel
GUCY2D:NM_000180 c.A1991G p.H664R het PP Novel

fRPN-MC  RP-49 RP RBP3:NM_002900 c.C2168T p.P723L het PB (den Hollander et al. 2009)
RP1L1:NM_ 178857 c.G389A p.R130Q het PB Novel
CNNM4:NM_020184 c.C2039T p.A680V het Sl Novel
FAM161A:NM_001201543 c.T1133G p.L378R het PB (Langmann et al. 2010)

fRPN-MP RP-677 STGD IMPDH1:NM_000883 c.A1598G p.Q533R het Sl Novel
USH2A:NM_206933 c.A7130G p.N2377S het PB (Garcia-Garcia et al. 2011)
CNGA3:NM_001298 c.A1976C p.K659T het Sl Novel

fRPN-NB RPN-316  RP EYS:NM_001142800 c.A1145T p.N382I het PB (Messchaert et al. 2018)
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SAG:NM_000541 c.C374T p.T125M het PB (Sippel et al. 1998)
SLC7A14:NM_020949 c.C1639T p.R547W het Sl Novel
SNRNP200:NM_014014 c.C2041T p.R681C het P (Benaglio et al. 2011)
USH1C:NM_153676 c.G2611A p.A871T het PB (Ganapathy et al. 2014)
CA4:NM_000717 Cc.A761C p.Q254P het Sl Novel
RPN-481 RP CABP4:NM_145200 c.G547C p.G183R het Sl Novel

MERTK:NM_006343 c.G500A p.R167H het Sl (Mandal et al. 2005)
RP2:NM_006915 c.C352T p.R118C het PP (Bader et al. 2003)
CACNA2D4:NM_172364 ¢.C2030G p.P677R het S Novel

fRPN-PV RPN-464 RP CDH3:NM_001793 c.A805C p-M269L het PB Novel
CEP290:NM_025114 c.G1670A p.R557H het Sl Novel
ABCA4:NM_000350 c.G6148C p.V2050L het Sl (Allikmets et al. 1998)
KIAA2026:NM_001017969 c.C3470T p.P1157L het Sl Novel

fRPN-SF RP-44 RP PDEG6B:NM_000283 c.G385A p.E129K het Sl (L. Wang et al. 2018)
PDEG6B:NM_000283 c.A2408G p.N803S het PP Novel
SNRNP200:NM_014014 €.C4235G p.T1412S het Sl Novel
EYS:NM_001142800 ex. 12 del p.? het P Novel
EYS:NM_001142800 €.5928-2A>G p.? het P (Gonzalez-del Pozo et al. 2011)

fRPN-SR — RPN-443  RP RHO:NM_000539 c.G850T p.G284C het Sl Novel
RP1L1:NM_178857 c.A1769C p.Q590P het PB Novel

Variantes con una MAF<0,01 (excepto las variantes sindnimas) identificadas en cada paciente estudiado mediante NGS, y calsificadas como benigna, probablemente benigna,
significado clinico incierto, probablemente patogénica y patogénica, de acuerdo con la ACMG. Las variantes patogénicas y probablemente patogénicas estan resaltadas en negrita.

Abreviaturas: ACL: amaurosis congenital de Leber; ACRM: acromatopsia; DC: distrofia de conos; DCB: distrofia de conos y bastones; DFVA: distrofia foveomacular viteliforme del
adulto; DMB: distrofia macular de Best; DM STGD-like: distrofia macular STGD-like; DRIT: degeneracion retiniana de inicio tardio; Dx: diagnéstico: FA: fundus albipunctatus; RP:
retinosis pigmentaria; STGD: enfermedad de Stargardt.
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Tabla VIII.8 Mutaciones causantes de enfermedad identificadas en las 75 familias diagnosticadas genéticamente.

Anexos

ID fam ID pac/Sexo/E"

Fenotip

Gen

Alelo 1

Referencia

Alelo 2

Referencia

Casos autosémico dominantes

®RPN-309/F/16
RPN-310/F/32

fRPN-175 *RPN-347/F/45

fRPN-147

fRPN-233  RPN-603/F/25

2RPN-335/M/20
fRPN-168 RPN-584/M/17
RPN-585/F/12
2RPN-253/M/40
RPN-254/F/40
RPN-271/M/ND
3RPN-297/F/32
RP-434/F/46
2RPN-461/F/33
RPN-233/M/25
RPN-235/F/ND
RPN-236/M/ND
2RPN-246/F/ND
RP-196/F/NA
RP-198/F/18
RP-199/F/15
RP-200/M/16
RP-201/M/ND
RPN-196/M/ND
*’RPN-
316/M/15
"RPN-572/M/ND
RPN-573/F/6
*RPN-234/M/56
RPN-509/F/63
RPN-552/F/55
RPN-640/F/39

fRPN-125 ®RPN-282/F/33

RPN-331/F/56
fRPN-166  apoN-332/F/30
fRPN-144  °RPN-304/F/49

fRPN-108

fRPN-140

fRPN-AP

fRPN-99

fRPN-NB

fRPN-100

RP
RP

RP

RP

RP
RP

RP

RP

RP

°DRIT

DFVA
DM

PRPF3
PRPF31

PRPF31

PRPF31

RHO
ROM1

ROM1

RP1

SNRNP200

C1QTNF5

GUCY2D

PRPH2
PRPH2

C.1477C>T; p.(Pro493Ser)

c.1462_1472del;
p.(Lys488Argfs*75)
€.1462_1472del;
p.(Lys488Argfs*75)

del ex. 10-11

€.316G>A,; p.(Glyl06Arg)
dup gen completo

dup gen completo

€.2029C>T; p.(Arg677%)

€.2041C>T; p.(Arg681Cys)

¢.563C>T; p.(Pro188Leu)

€.2513G>A; p.(Arg838His)

c.356_365del; p.(Cys119Phefs*17)
€.499G>A,; p.(Glyl67Ser)
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(Chakarova et al. 2002)

(Martin-Merida et al.
2018)

(Martin-Merida et al.
2018)

Novel

(Inglehearn et al. 1992)
Novel

Novel

(Pierce et al. 1999)

(Benaglio et al. 2011)

Novel

(Weigell-Weber et al.
2000)

Novel

(Testa et al. 2005)
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Anexos

ID fam ID pac/Sexo/El Fenotip Gen Alelo 1 Referencia Alelo 2 Referencia
RPN-415/F/77 STGD-
RPN-416/F/48 like
DM
fRPN-238 RPN-608/M/21 STGD- PRPH2 ¢.514C>T; p.(Argl72Trp) (Wells et al. 1993) wt
like
Casos autosémico recesivos
fRPN-GG  °RP-506/M/10 RP C8orf37 C.470+1G>A; p.? Novel C.470+1G>A; p.? Novel
*RPN-495/M/NA
fRPN-217  RPN-496/M/NA RP CDHR1 €.1485+2T>C (Nikopoulos et al. 2015) €.1485+2T>C (Nikopoulos et al. 2015)
RPN-498/M/NA
*RPN-113/M/20 RP . (Tuson, Marfany, and . (Tuson, Marfany, and
fRPN-43 RPN-114/M/20 CRD CERKL €.847C>T; p.(Arg283%) Gonzalez-Duarte 2004) ¢.847C>T; p.(Arg283") Gonzalez-Duarte 2004)
b
RPN-256/H/18 , . €.1822G>T; p.(Glu608*) Novel
fRPN-110  abppN.258/H/31 RP CNGBL ¢.1822G>T; p.(Glu608") Novel C.2957A>T; p.(Asn986lle) (Simpson et al. 2011)
- *PRPN-432/H/9 _ _

RPN-194 RPN-433/M/5 RP CNGB3 €.458C>T; p.(Thr153Met) (Kohl et al. 1998) ¢.1405G>A,; p.(Ala469Thr) (Reuter et al. 2008)
fRPN-191  ®RPN-426/M/2 RP CRB1 C.481G>A,; p.(Alal61Thr) Novel C.2688T>A; p.(Cys896*) (Hanein et al. 2004)
fRPN-232  ?RPN-602/H/20 RP EYS C.4120C>T; p.(Argl374*) (Barragén et al. 2010) del ex. 16-21 Novel
fRPN- a . (Gonzélez-del Pozo et
SRT RPN-443/H/18 RP EYS €.5928-2A>G; p.? al. 2011) del ex. 12 Novel

b .
RPN-213/H/37 ) * (R.W. J. Collin et al. . .
fRPN-84  anon o0 aiiza RP EYS c.6714del; p.(lle2239Serfs*17) 2008) €.8834G>A; p.(Gly2945Glu) (Barragén et al. 2010)
del gen completo
fRPN-197  *RPN-442/M/12 RP MERTK €.1450G>A; p.(Gly484Ser) (Eisenberger et al. 2013)  (chr2:111371701- Novel
113132395)
fRPN-203  *RPN-451/H/12 RP PRCD €.102_111dup; p.(Ser38*) Novel C.74+5G>C; p.? Novel
fRPN-71 EDZ’\;;;_SZQ\SA//;/S RP RDH12 €.295C>A; p.(Leu99lle) (Perrault et al. 2004) €.806_810del; p.(Ala269Glyfs*2) (Janecke et al. 2004)
fRPN-150 ®RPN-313/H/2 RP RDH12 C.795C>A; p.(Ser265Arg) Novel €.689C>G; p.(Pro230Arg) Novel
fRPN-226  *RPN-551/H/40 RP USH2A €.10073G>A; p.(Cys3358Tyr) (McGee et al. 2010) €.10073G>A; p.(Cys3358Tyr) (McGee et al. 2010)
a,b
) "“RPN- . (F. P. M. Cremers et al. . o
fRPN-169 336/M/23 RP USH2A €.1055C>T; p.(Thr352lle) 2007) €.2299delG; p.(Glu767Serfs*21) (Dreyer et al. 2001)
RP-455/H/29 Garcia-Garcia et al
fRPN-68  *°RPN- RP USH2A ¢.130G>A; p.(Gly44Arg) (zoi“lc)'a' arcia et al €.2276G>T; p.(Cys759Phe) (Rivolta et al. 2000)
173/M/34
&’ RPN- . (Seyedahmadi et al. . .
fRPN-224 525/M/24 RP USH2A €.1390C>T; p.(Arg464Cys) 2004) €.12575G>A; p.(Arg4192His (McGee et al. 2010)
fRPN-131  *RPN-288/M/38 RP  USH2A ¢.1390C>T: p.(Arg464Cys) (Z%f)fdahmad' etal C.12575G>A: p.(Arg4192His) (McGee et al. 2010)
fRPN-204  *RPN-452/H/47 RP USH2A €.1841-2A>G; p.? (Bernal et al. 2003) €.2276G>T; p.(Cys759Phe) (Rivolta et al. 2000)
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ID fam ID pac/Sexo/El Fenotip Gen Alelo 1 Referencia Alelo 2 Referencia
fRPN-214 °RPN-482/H/24 RP USH2A €.2209C>T; p.(Arg737%) (Kaiserman et al. 2007)  €.5329C>T; p.(Arg1777Trp) (Nakanishi et al. 2011)
fRPN-202 ERPF':"\f:SSé '/V"\fl f258 RP  USH2A  c.2276G>T: p.(Cys759Phe) (Rivolta et al. 2000) ¢.2299delG; p.(Glu767Serfs*21)  (Dreyer et al. 2001)

2PRPN-104/M/C
fRPN-38 RPN-532/H/C ACL AIPL1 €.97_104dup; p.(Phe35Leufs*2) (Testa et al. 2011) €.97_104dup; p.(Phe35Leufs*2) (Testa et al. 2011)
fRPN-200  ®RPN-450/M/C ACL  CEP290 C.508A>T; p.(Lys170%) Novel ¢.508A>T; p.(Lys170%) Novel

del gen completo
fRPN-195  *RPN-434/H/C ACL CRB1 C.4142C>T; p.(Pro1381Leu) (Henderson et al. 2011) (chrl: 197209166- Novel
197627439)

fRPN-235 aRPN-605/M/C ACL RPEG5 €.1022T>C; p.(Leu341Ser) (Morimura et al. 1998) €.1022T>C; p.(Leu341Ser) (Morimura et al. 1998)
fRPN-198  ®RPN-444/M/7 FA RDH5 €.625C>T; p.(Arg209*) (Schatz et al. 2010) €.625C>T; p.(Arg209¥) (Schatz et al. 2010)
fRPN-212  *RPN-478/H/3 DCB  ABCA4 C.2568C>A; p.(Tyr856%) (Z’BL‘lj'gr;am" zemant, etal. ¢ 4773+1G>T; p.? ngazg'l‘g"o““"arez
fRPN-183 *°RPN-402/M/5 DCB  C2lorf2 ¢.218G>C; p.(Arg73Pro) (Wheway et al. 2015) C.246C>A; p.(Tyrg2¥) Novel

RPN-403/H/5 ' T ' ' T

RPN-147/M/15
fRPN-58 &PRPN- DCB C21lorf2 C.96+1G>A; p.? (L. Huang et al. 2016) C.96+1G>A; p.? (L. Huang et al. 2016)

148/M/25
fRPN-159  ®RPN-324/M/24 DCB CDHR1 €.1485+2T>C; p.? (Nikopoulos et al. 2015) €.1485+2T>C; p.? (Nikopoulos et al. 2015)
fRPN-185 *°RPN-406/H/36 DCB CDHR1 €.1485+2T>C; p.? (Nikopoulos et al. 2015) €.1485+2T>C; p.? (Nikopoulos et al. 2015)

} } . (Tuson, Marfany, and . (Tuson, Marfany, and

fRPN-211  aRPN-475/M/23 DCB  CERKL C.847C>T; p.(Arg283*) Gonoaler-Duatte 2004y C-847C>T: p.(Arg283") Gonsalez-Duane 2004)

*RP-543/M/9 DCB
fRPN-BT RP-545/H/8 RP PROM1 €.1354dup; p.(Tyr452Leufs*13 (Pras et al. 2009) €.1354dup; p.(Tyr452Leufs*13 (Pras et al. 2009)

p; p-(1y p; p-(1y

RP-547/H/13 DCB

*RPN-170/H/5 . .
fRPN-66 RPN-171/H/3 ACRM CNGB3 c.1148del; p.(Thr383llefs*13) (Kohl et al. 2000) €.1432C>T; p.(Arg478*) (Kohl et al. 2005)

a,b

PRPN-333/M/6 _ . _ .
fRPN-167 RPN-334/M/5 ACRM CNGB3 €.1148delC; p.(Thr383llefs*13) (Kohl et al. 2000) €.133G>T; p.(Glu45*) Novel
fRPN-239  RPN-609/H/45 STGD  ABCA4 ¢.182T>C; p.(Met61Thr) Novel ¢.3386G>T; p.(Arg1129Leu) gl*”'l'gg%s' Shroyer, et
fRPN-132  ?RPN-289/H/12 STGD  ABCA4 ¢.184C>G; p.(Pro62Ala) Novel €.2041C>T; p.(Arg681*) (Maugeri et al. 1999)
fRPN-162 ®RPN-327/M/16 STGD ABCA4 €.634C>T; p.(Arg212Cys (Gerber et al. 1998) €.634C>T; p.(Arg212Cys (Gerber et al. 1998)

p.(Arg Yy p.(Arg Yy

*RPN-129/M/13 €.982G>T; p.(Glu328%) (Fishman et al. 2003) €.1804C>T; p.(Arg602Trp) (Lewis et al. 1999)
fRPN-51 RPN-128/M/40 STGD ABCA4 €.1804C>T; p.(Arg602Trp) (Lewis et al. 1999) . (Allikmets, Shroyer, et

RPN-544/H/36 C.082G>T: p.(Glu328¥) (Fishman etal. 2003) O °882G>A p.(Gly1961GIu) al. 1997)

i a i €.1622T>C; p.(Leu541Pro) ) . (Allikmets, Shroyer, et

fRPN-220 ®RPN-510/M/15  STGD  ABCA4 C3113C>T p.(Ala1038Val) (Fishman et al. 1999) €.5882G>A; p.(Gly1961GIu) al, 1997)
fRPN-153 °RPN-317/M/13  STGD  ABCA4 c.1804C>T; p.(Arg602Trp) (Lewis et al. 1999) gjsei&i?; e gl*”'l'gg%s' Sl
fRPN-134  *RPN- STGD ABCA4 €.2588G>C; p.(Gly863Ala) (Allikmets, Shroyer, etal.  ¢.3311T>C; p.(Leu1104Pro) (Nassisi et al. 2018)
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ID fam ID pac/Sexo/El Fenotip Gen Alelo 1 Referencia Alelo 2 Referencia
291/M/39 1997)
fRPN-187  °RPN-410/M/40 ~ STGD  ABCA4 €.2972G>T; p.(Gly991Val) (22“11'33""“’ Zemant, etal. ¢ 4253+4C>T; p.? (Webster et al. 2001)
fRPN-173 °RPN-342/H/30  STGD  ABCA4 €.3347C>T; p.(Ser1116Phe) Novel ¢.3386G>T; p.(Arg1129Leu) g?”‘l'gg%s' Shroyer, et
fRPN-137 °RPN-204/M/24  STGD  ABCA4 ¢.3386G>T; p.(Arg1129Leu) gg'g';;“ets' Shroyer, etal. ¢ 3386G>T: p.(Arg1129Leu) ﬁ"ilkgrg%s’ Stoven €
*RPN-125/M/19 . (Allikmets, Shroyer, et al. . " (Rosa Riveiro-Alvarez
fRPN-50 RPN-126/M/27 STGD ABCA4 €.3386G>T; p.(Argl129Leu) 1997) €.3988G>T; p.(Glul330%) etal. 2013)
fRPN-126 °RPN-283/H/20  STGD  ABCA4 ¢.3386G>T; p.(Arg1129Leu) Soog 1> Strover €18l ¢ 4253+5G>A; p.? (Rivera et al. 2000)
fRPN-179 °RPN-379/M/10 STGD  ABCA4 ¢.3386G>T; p.(Arg1129Leu) (l’;'g%"ets* Shroyer, etal. ¢ 5714+1G>A; p.? Novel
RPN-507/M/14 : (Allikmets, Shroyer, et al. ;
fRPN-219  apo " ione  STGD  ABCA4 ¢.3386G>T; p.(Arg1129Leu) o ¢.5819T>C; p.(Leul940Pro) (Paloma et al. 2001)
fRPN-199 °RPN-445/M/48  STGD  ABCA4 ¢.3386G>T; p.(Arg1129Leu) g’g‘gg;"etsv Shroyer, etal. ¢ 5885G>A; p.(Gly1961GIu) gl*”'l'gg%s' Shroyer, et
fRPN-133 °RPN-290/H/28  STGD  ABCA4 C.4457C>T; p.(Pro1486Leu) (Lewis et al. 1999) c.4457C>T; p.(Pro1486Leu) (Lewis et al. 1999)
fRPN-206 °RPN-463/M/27  STGD  ABCA4 C.5882G>A; p.(Gly1961Glu) g’g‘g?;“e& Shroyer, etal. ¢ 5917delG: p.(val1973%) (Rivera et al. 2000)
fRPN-178  2RPN-363/H/24 Best  BEST1 c.388C>A; p.(Arg130Ser) (Meunier et al. 2011) ¢.602T>C; p.(Ile201Thr) (Lotery et al. 2000)
fRPN-39  “RPN-106/H/9 ‘Best  BEST1 ¢.602T>C; p.(Ile201Thr) (Lotery et al. 2000) c.637-2_637del; p.(Glu213del) Novel
Casos ligados al X
*RPN-481/H/C
fRPN-NB  RPN-569/H/ND RP  RP2 ¢.352C>T; p.(Argl18Cys) (Bader et al. 2003) -
RPN-576/H/2
RPN-26/H/15 -
fRPN-8  RPN-560/M/45 RP  RPGR C.1506+1; p.? Novel t
*RPN-60/M/40
*RPN-296/H/3 i
RPN-361/H/4 €.2296_2299del;
RPN-139  LoN-372/M126 RP RPGR p.(Gly766Asnfs*48) Novel wt
RPN-375/H/4 -
a,b
PRPN-116/H/10 c.2357_2375del; -
fRPN-45 bRPN-117/M/40 RP RPGR p.(Lys786Thrfs*23) (D. Y. Wang et al. 2005) wt
"RPN-231/H/8 -
*’RPN- , .
fRPN-97 230/M/40 RP RPGR €.2442_2445del; p.(Gly817Lysfs*2) (Vervoort et al. 2000) wt
RPN-440/M/NA wt
RPN-300/M/ND wt
fRPN-142 ®°RPN-301/H/10 ~ RP  RPGR C.247+2T>A Novel ;

RPN-302/H/6
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ID fam ID pac/Sexo/E1 Fenotip Gen Alelo 1 Referencia Alelo 2 Referencia
®RPN-343/H/24 . * B
fRPN-174 RPN-488/M/67 RP RPGR c.2746del; p.(Glu916Lysfs*173) Novel wt
fRPN-158 °RPN-323/H/6 RP RPGR €.914dup; p.(Asn305Lysfs*41) (Carss et al. 2017) -

E': edad al diagnostico; # Probandos; b pacientes con mutaciones adicionales (Ver Anexos, Tabla VIII.7); © pacientes reclasificados después del estudio genético.

Abreviaturas: ACL: amaurosis congenital de Leber; ACRM: acromatopsia; C: congénito; DC: distrofia de conos; DCB: distrofia de conos y bastones; DFVA: distrofia foveomacular
viteliforme del adulto; DMB: distrofia macular de Best; DM STGD-like: distrofia macular STGD-like; DRIT: degeneracion retiniana de inicio tardio; FA: fundus albipunctatus; ND: no
disponible; RP: retinosis pigmentaria; STGD: enfermedad de Stargardt.
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