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Abreviaturas

AAV:
ACL:
ADN:
AF:
AG:
AO:
ARN:
ASO:
AV:
BBS:
bp:
CAR:
CFN:
CHR2:
CNTF:
CNV:

Virus adeno-asociado
Amaurosis congénita de Leber
Acido desoxirribonucleico
Autofluorescencia
Adenina/guanina

Ambos ojos

Acido ribonucleico
Oligonucleoétidos antisentido modificados
Agudeza visual

Sindrome de Bardet Biedl
Pares de bases

Retinopatia asociada al cancer
Capa de fibras nerviosas

Canal rhodopsina

Factor neurotroéfico ciliar
Variacion del nimero de copias

CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats): Repeticiones

CSP:
CV:

palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas.
Catarata SCP
Campimetria o campo visual

ddNTP:Didesoxinucleodtido trifosfato

DE:
DGP:

Desviacién estandar
Diagnéstico genético preimplantacional

dHPLC:Cromatografia liquida desnaturalizante de alta presion

dNTP:

DMAE:

DMD:
EMQ:
EPR:
ERG:

Desoxinuleotido trifosfato

Degenerciéon macular asociada a la edad
Distrofia muscular de Duchenne

Edema macular quistico.

Epitelio pigmentario de la retina
Electrorretinograma

ERGmf: Electrorretinograma multifocal

EZ:
FDA:
FR:
GC:
gRNA:
GU:
HITI

HRM:

Zona de elipsoides

Administracion de drogas y alimentos de EEUU.

Fotorreceptores

Guanina/citosina

RNA guia

Guanina/uracilo

(Homology-independent targeted integration): Integracion dirigida independiente
de homologia.

Andlisis de High Resolution Melting

IBT-CRI: Centro de recursos para la inclusion del alumnado con discapacidad visual

iPSCs:
ISP:
1Z:
MER:
MLE:
NGS:
NTC:
OCT:

Células madre pluripotentes inducidas

Particulas de la esfera de Ion enriquecidas

Zona de interdigitacion

Membrana epirretiniana

Membrana limitante externa

Next generation sequencing

Non template control, control negativo sin muestra de ADN
Tomografia de coherencia éptica
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OCT-A: OCT angiografia.

OD:  Ojo derecho

Ol: Ojo izquierdo

ONL: Capanuclear externa de la retina

0S: Segmentos externos de los fotorreceptores

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

PERG: Electrorretinograma patttern

PGM: Ilon Torrent Personal Genome Machine

RdcvF: Factor de viabilidad de conos derivado de los bastones

RDS: La proteina transmembrana periferina/ enlentecimiento de la degeneracion
retiniana

RFLP: Polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion

RHO: Gen que codifica para la rodopsina

RNA: Acido ribonucleico

RNAi: RNA interferente

RNAm: RNA mensajero

ROM1: Gen que codifica para la proteina retiniana del segmento externo 1.

RP: Retinosis Pigmentaria

RPAD: Retinosis Pigmentaria con herencia autosémico dominante

RPAR: Retinosis Pigmentaria con herencia autosémico recesiva

RPE65: Proteina 65 del epitelio pigmentario de la retina

RPesp: Retinosis Pigmentaria esporadica

RPGR: Proteina reguladora de la GTPasa de la Retinosis Pigmentaria

RPLX: Retinosis pigmentaria recesiva ligada al sexo

rs: Reference SNP: polimorfismo de nucleétido simple de referencia

Sd.: Sindrome

siRNA: RNA de transferencia

SNP: Polimorfismos de nucleétido simple

snRNP: Ribonucloeoproteinas nucleares pequenas

SSCP: Polimorfismo de conformacién de cadena sencilla

TVM: Traccion vitreomacular

USH: Sindrome Usher

USH1: Sindrome de Usher tipo 1

USH2: Sindrome de Usher tipo 2

USH2A: Gen que codifica para la proteina usherina

VUS: Variantes de significado incierto

WT: Wild type, sin mutacion.

WES: Whole Exome Sequencing, secuenciado del exoma completo

WGS: Whole Genome Sequencing, secuenciado del genoma completo
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Resumen

Introduccion

La retinosis pigmentaria (RP) se trata de un grupo heterogéneo de enfermedades
hereditarias de la retina que comparten la pérdida gradual de los dos tipos de
fotorreceptores (bastones y conos). La prevalencia mundial de RP es de aproximadamente
1 en 4000 personas. La enfermedad puede heredarse de forma autosémica dominante
(20-40%), autosoémica recesiva (30-50%) o ligado a X (5-15%). Hasta la fecha se han
identificado mas de 3000 mutaciones en 107 genes asociados a RP.

Objetivos

Conocer la prevalencia de la Retinosis Pigmentaria en Gipuzkoa y la distribucién de las
diferentes formas de herencia en nuestra poblacion. Realizar la caracterizaciéon genético-
molecular y clinica de la RP en nuestra poblacién y conocer las complicaciones asociadas
de la RP. Por udltimo, realizar correlaciones genotipo-fenotipo.

Material y métodos

Se realizé un estudio observacional transversal. Se incluyeron 175 pacientes de 127
familias con miembros afectados de RP derivados a la consulta del Hospital Donostia a
través de las consultas de Oftalmologia de Gipuzkoa y a través de la asociacion de
afectados de RP de Gipuzkoa (Begisare), en un periodo comprendido entre Junio 2009 y
Diciembre 2015.

Los pacientes se sometieron a una exploracién oftalmoldgica completa. Se realizé un arbol
geneal6gico y se tomd una muestra de ADN para su estudio molecular.

El andlisis molecular se realizé6 mediante diferentes técnicas: andlisis de High Resolution
Melting (HRM), Next generation sequencing (NGS) y microarrays de ADN (Affymetrix). Las
variantes genéticas clinicamente relevantes detectadas se confirmaron con la
secuenciacion de Sanger.

Se realiz6 un estudio descriptivo general de las caracteristicas clinicas, epidemiolégicas y
moleculares de los pacientes.

Posteriormente se cre6 un registro de todos los pacientes afectos de RP en Gipuzkoa.

El estudio se llevd a cabo siguiendo los principios de la Declaracién de Helsinki y de
confidencialidad en la recoleccion de datos. Todos los pacientes firmaron un
consentimiento informado para participar en el estudio. El estudio fue aprobado por el
Comité de Etica del Hospital Universitario Donostia.

Resultados

La prevalencia de RP en Gipuzkoa ha sido de 1 paciente por cada 4244 personas. Por
grupos de edad la prevalencia en el grupo de edad mas numeroso (entre 20 y 64 afios) ha
sido de 1 paciente entre 3512 personas. La prevalencia de las formas sindrémicas de RP
ha sido para el Sd. de Usher de 1/47619 y para el Sd. de Bardet Biedl 1/119048.

Segun el tipo de herencia las formas autosémico recesivas (RPAR) han sido las mas
frecuentes (47%), seguido de las formas dominantes (RPAD) (28%), esporadicas (RPesp)

33



Estudio epidemiolégico clinico y molecular de la Retinosis Pigmentaria en Gipuzkoa

(23%) y recesivas ligadas al cromosoma X (RPLX) (2%). E1 25% de las familias presentaba
consanguinidad.

Resultados moleculares: de las 127 familias se han encontrado resultados moleculares
en el 45,7% de familias. La técnica de NGS ha sido la técnica que mas resultados ha
ofrecido. En las formas de RPAD las mutaciones en el gen RHO han sido las mas frecuentes
(34%), en RPAR las mutaciones mas frecuentes han sido en los genes CERKL (23%) y
USH2A (19%), en RPLX se ha encontrado una tnica mutacién en el gen RP2.

Las mutaciones més frecuentes encontradas en las familias de origen guipuzcoano para las
formas recesivas han sido mutaciones en los genes CERKL (29%), USH2A (22%) y CRB1
(14%). En las formas dominantes las mutaciones mas frecuentes han sido en el gen PRPF8
(50%), RHO (25%) y PRPH2 (25%). En las formas sindrémicas la mutacién mas frecuente
en el Sd. de Usher ha sido la mutacién p.Cys759Phe en el gen USH2A y en el Sd. Bardet
Biedl la mutaciéon p.Met390Arg en el gen BBS1.

Caracteristicas clinicas: El principal sintoma al diagnéstico fue la nictalopia y la edad
media de diagnostico 29 afios. El 58% de pacientes presenté ceguera legal. Respecto a las
complicaciones secundarias a partir de los 40 afos se detecto catarata en al menos el 50%
de los pacientes. En un 25,3% y 27,8% de pacientes se detecté membrana epirretiniana y
edema macular en la tomografia de coherencia 6ptica (OCT) respectivamente. El anillo
hiperfluorescente macular en la autofluorescencia se apreci6 en el 61,5% de casos.
Correlacion genotipo-fenotipo: los pacientes con mutaciones en el gen mas prevalente
CERKL, presentaron un fenotipo caracteristico de baja agudeza visual, atrofia macular,
atrofia coriorretiniana parcheada y pigmento en media periferia en grumos.

Conclusiones

La prevalencia de RP en Gipuzkoa se asemeja a la prevalencia encontrada en otras
poblaciones. No se ha podido demostrar una mutaciéon fundadora en los pacientes
guipuzcoanos. Las mutaciones en el gen CERKL han sido las mas frecuentes. Mediante este
estudio se ha podido crear un registro de pacientes con RP en Gipuzkoa y gracias a la
caracterizacion molecular de nuestros pacientes, en un futuro se podra orientar mas
eficientemente el estudio genético. Las pruebas como la OCT y la autofluorescencia han
demostrado su utilidad para detectar las complicaciones asociadas, evaluar la progresion
de la enfermedad y la respuesta a futuras terapias.
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Summary

Introduction

Retinitis pigmentosa (RP) is a heterogeneous group of hereditary retinal diseases that
shares the gradual loss of photoreceptors (rods and cones). The worldwide prevalence of
RP is approximately 1 in 4000 individuals. The disease can be inherited as an autosomal
dominant (20-40%), autosomal recessive (30-50%) or X-linked (5-15%) trait. To date,
more than 3000 mutations have been identified in 107 genes associated with RP.

Objectives
To determine the prevalence of RP in Gipuzkoa and the distribution of the different forms
of inheritance in our population. To perform the molecular and clinical characterization of
RP and the secondary complications associated and to perform genotype-phenotype
correlations.

Material and methods

A population based cross-sectional study that included 175 patients with RP from 127
families referred to the Donostia Hospital through the Ophthalmology clinics of Gipuzkoa
and through the association of RP in Gipuzkoa (Begisare), between June 2009 and
December 2015.

Patients underwent a complete ophthalmological examination. A family tree was made
and a DNA sample was taken for the molecular study.

Molecular analysis was performed by different techniques: High Resolution Melting (HRM)
analysis, Next generation sequencing (NGS) and DNA microarrays (Affymetrix). The
clinically relevant genetic variants detected were confirmed with Sanger sequencing.

A description of the clinical, epidemiological and molecular characteristics of the patients
was carried out.

Subsequently, a registry was created with all the patients affected by RP in Gipuzkoa.

The study was carried out following the principles of the Declaration of Helsinki and
confidentiality in data collection. All patients signed an informed consent to participate in
the study. The study was approved by the Ethics Committee of the Donostia University
Hospital.

Results

The prevalence of RP in Gipuzkoa was 1 in 4244 people. By age groups, the prevalence in
the bigger age group (between 20 and 64 years) was 1 in 3512 people. The prevalence of
syndromic RP was 1 in 47619 for Usher syndrome and 1 in 119048 for Bardet Biedl
syndrome.

According to the type of inheritance the autosomal recessive forms (ARRP) were the most
frequent (47%), followed by the dominant (ADRP) (28%), sporadic RP (23%) and X linked
forms (XLRP) (2%). Consanguinity was found in 25% of the families.

Molecular analysis: genetic results were obtained in 45.7% of families. The technique
with greatest diagnostic yield was NGS. Mutations in the RHO gene were the most frequent
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(34%) among ADRP patients. Mutations in CERKL (23%) and USH2A (19 %) were the
most frequent among ARRP patients, and only a mutation in the RP2 gene was found
among XLRP patients.

In families of Gipuzkoan origin, the most frequent mutations for ARRP were mutations in
the genes CERKL (29%), USH2A (22%) and CRB1 (14%). In ADRP, the most frequent
mutations were in the PRPF8 (50%), RHO (25%) and PRPH2 (25%) genes. In syndromic
RP, the most frequent mutation in Usher syndrome was the p.Cys759Phe mutation in the
USH2A gene and in Bardet Biedl syndrome p.Met390Arg mutation in the BBS1 gene.
Clinical characteristics: The main symptom at diagnosis was nictalopia and the average
age of diagnosis was 29 years. 58% of patients had legal blindness. Regarding secondary
complications, cataract was detected in at least 50% of patients over 40 years of age. In
25.3% and 27.8% of the patients, epiretinal membrane and macular edema were detected
in the optical coherence tomography (OCT), respectively. The hyperfluorescent macular
ring in the autofluorescence was found in 61.5% of cases.

Genotype-phenotype correlation: patients with mutations in the most prevalent gene,
CERKL, had a distinctive phenotype of low visual acuity, macular atrophy, patchy
chorioretinal atrophy and pigment clumps in the periphery.

Conclusions

The prevalence of RP in Gipuzkoa resembles the prevalence found in other populations. A
founder mutation has not been demonstrated in Gipuzkoan patients. Mutations in the
CERKL gene have been the most frequent. This study has enabled the creation of a registry
of RP patients in Gipuzkoa and thanks to the molecular analysis, in the future we will be
able to guide the genetic study more efficiently. The OCT and autofluorescence have
proven useful for detecting associated complications, assessing the progression of the
disease and the response to future therapies.
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1. La Retinosis Pigmentaria: nota histérica y nosoldgica

El nombre de Retinitis Pigmentosa (Retinosis Pigmentaria en castellano) lo acui6 por
primera vez el Doctor Donders en 1857 (Oftalmdlogo holandés Dr. Franciscus Donders).
Es la descripcién fenotipica de diferentes entidades hereditarias todas ellas relacionadas,
aunque distintivas, de los fotorreceptores (FR) de la retina y del epitelio pigmentario de la
retina (EPR). Los pacientes presentan escotoma en anillo y problemas para la vision
nocturna (nictalopia), los sintomas progresan perdiendo el campo visual periférico y por
dltimo la visién central. Es la causa mas frecuente de degeneracion retiniana hereditaria

asociada a ceguera.l

Figura 1. Dr. Franciscus Donders, uno de los pioneros de la oftalmologia cientifica. Nombré por

primera vez la Retinosis Pigmentaria en la literatura.

El término anglosajon “Retinitis Pigmentosa” como muchos otros términos médicos
antiguos es una denominacidn errdénea. A pesar del sufijo "itis", no existe componente
inflamatorio ni infeccioso en este grupo de enfermedades. Seria mas correcto el término
latino de Retinosis Pigmentaria, donde el sufijo “osis” hace referencia a un proceso
degenerativo. La Retinosis Pigmentaria (RP) clasicamente ocurre de forma aislada como
una enfermedad hereditaria, pero también puede estar asociada a otras enfermedades,

denominandose RP sindrémica.
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2. Epidemiologia descriptiva

2.1. Prevalencia

La RP, incluyendo las formas sindrémicas y las no sindrémicas, tiene una prevalencia en
todas las edades de aproximadamente de 1 de cada 4.000 personas, aunque la prevalencia
descrita en diferentes estudios varia de 1 de cada 750 a 9000 personas.z12 En el grupo de
edad de entre 45 y 64 anos la prevalencia se encuentra en 1 de cada 3.195.6 No existe
predileccién por sexo, pero, como las formas de RP recesivas ligadas al cromosoma X se
expresan sélo en varones, estadisticamente puede que los hombres se afecten ligeramente

en mayor frecuencia.

La RP no muestra especificidad por etnias, pero la RP causada por mutaciones en genes
particulares puede ser mas frecuente en ciertas poblaciones aisladas o consanguineas
(como el gen USH3 asociado al sindrome de Usher tipo IlI, normalmente raro, pero mas

frecuente en los finlandeses y judios askenazis).13

Los diferentes estudios epidemiolégicos demuestran una diferente distribucién geografica
de los distintos tipos de herencia de la enfermedad, con una mayor predominancia de los
casos ligados al sexo (RPLX) en el Reino Unido frente a una menor proporcién de ellos en
Norteamérica (USA y Canada). Esto puede ser debido a que existen muchos casos
esporadicos en la RP en los cuales determinar el tipo de herencia sé6lo es posible al conocer
la mutacién causante de la enfermedad y por lo tanto, la distribucién por tipo de herencia

puede cambiar en los estudios de prevalencia mas recientes realizados con genotipado.l4

2.2. Estudios en Espaiia
En el estudio del grupo multicéntrico de retinosis pigmentaria en Espafia
(www.esretnet.org)!s analizaron 1583 familias con RP.1415 Los resultados epidemiolégicos

hasta el momento los recoge la siguiente figura:

1583 FAMILIAS RP: 3009 PACIENTES RP:
314 SINDROMICAS Y 473 SINDROMICOS Y 2536
1269 NO SINDROMICAS NO SINDROMICOS
16%
20%
127 i L 239

otras otras
DR DR

Datos Epidemioldgicos: Prevalencia y Registro de casos
1:4000 (de 10 a 15.000 casos en Espaiia)

Figura 2. Prevalencia y Registro de casos en Espafia (www.esretnet.org).
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2.3. Estudios poblacionales

Diferentes estudios poblacionales han detectado diferentes prevalencias de RP. En
Dinamarca en un estudio poblacional llevado a cabo sobre distrofias retinianas en el 2013
se encontr6 una prevalencia de 1:3454, con un 28% de casos asociados a sindromes y el
72% restante s6lo padecian afectaciéon ocular. En cuanto a la herencia encontraron un
45% de casos esporadicos y el patréon de herencia mas frecuente fue el autosémico

recesivo (RPAR) (23%).16

Se han encontrado prevalencias mas altas en los Indios del Sur (1:570)8 y en poblaciones
chinas (1:1000) mayores de 40 afios?, y en Puerto Rico (1:229) en pacientes con RP de
todas las edades.!” La alta prevalencia encontrada en estos paises puede ser debido en
parte a la mayor incidencia de matrimonios consanguineos. Se han detectado prevalencias
mas bajas de RP en Eslovenia (1:6023)18, Suiza (1:7000)3, EEUU (1:3700)1° , Noruega
(1:4440)5, el Estado de Maine (1:4756)2, China (1:3784)* y la ciudad de Birmingham en el
Reino Unido (1:4869)20. Varios autores han estudiado frecuencias en grupos no-

poblacionales de pacientes con RP con el objetivo de clasificaciéon genética.21.22

2.4. Registros

Existen registros nacionales de distrofias retinianas en diferentes paises. En Espafia
tenemos el registro EsRetNet, dentro de la Red de Grupos (G03/018) de investigacion
cooperativa. El Departamento de Salud del Gobierno Vasco, siguiendo las
recomendaciones del Consejo Asesor de enfermedades poco frecuentes de Euskadi, creé
en el afio 2015 el Registro de Enfermedades Raras de Euskadi. Un registro que recaba los
datos por via telematica desde distintas fuentes: registros de hospitales publicos y
privados, del Departamento de salud y Osakidetza, asociaciones de enfermos y
familiares. En Osakidetza en el 2015-2016 se implant6 el registro de enfermedades raras
en el Osabide Global. Se ird creando el registro de enfermedades raras de Osakidetza de
una forma paulatina a medida que se registran los diagnoésticos de los pacientes vistos por

primera vez o tras revisiones.
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? Impresion Diagnostica / Diagnostico / Motivo de Consulta @- & Guards: =

TIETO alud Mental

Impresion diagndstica F* Fin Diag.

Capitulo

Subcapitulo

C EY) Sl S
S
1 RETINOSIS PIGMENTARIA AO 36274 ® v X
v
ENFERMEDADES RARAS & Guardar
Paciente: IRIGOYEN LABORRA, CRISTINA 06/11/2017 14:01:55

1. Nombre de Enfermedad Rara

En caso de seleccionar la categoria OTRAS, o si se
quiere precisar, especificar

2. Cédigo de Enfermedad Rara:

3. Tipo de Diagnéstico: No declarar con una simple sospecha clinica

Confirmado .| Confirmado: si constan en la H. Clinica los resultados de las pruebas
especificas de la enfermedad

Probable: si los resultados indican una alta probabilidad y se agotan
las pruebas disponibles que existan en el centro declarante

4. Prueba diagnéstica mas especifica:  De las siguientes pruebas diagnésticas seleccione la que considere
mas especifica para este caso:

Criterios Clinicos

En caso de seleccionar "otras" especificar:

Figura 3. Registro de enfermedades raras en la historia clinica electrénica Osabide Global de

Osakidetza.

2.5. Impacto econémico-social

Se ha estimado que al menos el 90% de los afectados llega en su etapa laboral a una
situaciéon de incapacidad. En un estudio multicéntrico en Japén que incluyeron 29 centros
de rehabilitaciéon visual, la RP fue la mayor causa de discapacidad visual o ceguera,
sumando el 25% de pacientes2?3. En Kuwait, la RP fue la primera causa de discapacidad
visual en pacientes menores de 60 afios24, y en Dinamarca, la RP y la neuropatia 6ptica
fueron las primeras causas de ceguera en la poblacién comprendida entre los 20 y 64 anos,
cada una correspondiendo al 29% de los casos respectivamente.25 En un estudio
retrospectivo llevado a cabo en EEUU estimaron el gasto anual por paciente de los
servicios sanitarios de los pacientes con RP comparando con un grupo de pacientes sin
RP.26 E] gasto sanitario fue significativamente mayor en pacientes con RP con un coste de
894$%, 4855% y 452% mas respecto al grupo control para ingresos, consultas externas y
farmacia respectivamente. El gasto sanitario total fue de 7317$ mas por paciente al afio en
el grupo de RP. El estudio concluye que los tratamientos que retrasen o reestablezcan la

vision en pacientes con RP pueden ser costo-eficientes para la sociedad.
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En Espafa, a partir de datos estimados de un informe elaborado por la fundacion
Retinaplus se estima que la RP supone un 24% del coste de discapacidad por patologia
ocular, ocupando el tercer puesto por detras de la degeneraciéon macular asociada a la
edad y la retinopatia diabética (Ver tabla 1). Y el coste de la ceguera en el grupo de RP
calculado en el mismo informe ascenderia a un total de 1.479,95€ por persona al afio,
situdndose en el segundo lugar después de la retinopatia diabética (ver tabla 2).

En la figura 4 se resumen los costes directos e indirectos de la patologia retiniana.

Patologia Distribucion del coste de

discapacidad por patologia

Degeneracion macular 35%
asociada a la edad (DMAE)

Retinopatia Diabética (RD) 35%
Retinosis Pigmentaria 24%
Glaucoma 5%
Cataratas 1%

Tablal. Carga de la discapacidad por patologia. Estimado a partir de datos de la ONCE. Datos

cedidos por la Fundacién Retinaplus.

Enfermedades Coste ) % afiliados Coste de la

patologias afiliados ONCE Ceguera
ONCE normalizado

Retinopatia 7.990 € 6,87% 22,25% 1.777,76 €

Diabética

Retinosis 5.191 € 8,80% 28,51% 1.479,95 €

Pigmentaria

Glaucoma 2.558 € 3,64% 11,79% 301,59 €

Cataratas 1.149 € 1,62% 5,25% 60,32 €

DMAE 4.585 € 9,94% 32,20% 1.476,37 €

Total 30,87% 100% 5.095,99 €

Tabla 2. Coste anual de la ceguera en Espafia. Datos cedidos por la Fundacién Retinaplus.
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Costes Directos e Indirectos de la Patologia de la Retina

DIRECTOS INDIRECTOS

Dispositivos para Menor empleabilidad

deficiencia visual, ‘(EN GO

modificaciones
Baja laboral

Transporte

Jubilacién prematura

Servicios (ayuda 0 e
domiciliaria y < \0
comidas) JA V‘S Mortalidad prematura
Costes atencion Tiempo empleado por el

acompanante

Figura 4. Costes directos e indirectos de la patologia retiniana.

3. Patogenia y aspectos clinicos de la Retinosis Pigmentaria

La RP se trata de un grupo heterogéneo de enfermedades que comparten la pérdida
gradual de los dos tipos de fotorreceptores (figura 5): bastones, que median la visién
acromatica a la luz de las estrellas o la luz de la luna; y los conos, que son importantes para
la visién del color y la agudeza fina en la luz del dia. La capa nuclear externa de la retina se
compone de los nicleos de bastones y conos y se ve severamente atenuada en pacientes
con RP. La capa nuclear interna, compuesta de células amacrinas, células bipolares y
células horizontales, y la capa de células ganglionares estan bastante bien conservadas,
pero muchas de estas células degeneran seglin avanza la enfermedad.

Los bastones representan el 95% de todos los fotorreceptores de los humanos y son
responsables de la visidon escotdpica, mientras que los conos son responsables de la vision
fotopica, visidn en colores y la agudeza visual y aumentan en intensidad a medida que nos

acercamos al centro de la macula.

En 1990 se identifico, el primer gen implicado en la RP, Rhodopsina (RHO).27 Codifica el
pigmento visual de los bastones. Desde entonces, se ha establecido que las mutaciones en
muchos genes pueden causar RP (RetNet: Summaries of Genes and Loci Causing Retinal
Diseases).28 Hasta la fecha, se han identificado 70 genes y loci en RP no sindrémicos,
incluidos 23 para formas dominantes, 42 para formas recesivas, 5 para la herencia ligada
al cromosoma X y uno, ROM1, que se ha encontrado mutado sélo en el digenismo con RDS.
Los productos génicos se localizan en los bastones (a veces en bastones y conos), estando
involucrados en diversas vias metabdlicas. Incluyen proteinas de la transduccién visual de

bastones (rhodopsina, las subunidades o y B de la fosfodiesterasa de bastones, las
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subunidades o y B del canal GMPc de bastones, arrestina, la proteina 1B activadora de la
guanilato ciclasa), las proteinas del citoesqueleto (periferina/RDS, ROM1, fascina 2),
proteinas responsables del trafico (RPGR, RP1, RP2, prominina-like 1), proteinas
involucradas en la diferenciacién de fotorreceptores (NRL, NR2E3, CRX), en el corte y
empalme (splicing) del RNAm (PRPC8, HPRP3, PRPF3, PRPF4, PRPF6, PRPF8, PRPF31,
PAP1, SNRNP200), en la composicién de las matrices extracelulares (USH2A) y en las vias
metabdlicas de lipidos (ABCA4, CERKL), nucleétidos (IMPDH1) u otras sustancias (TULP1,
CRB1, MITS2, CA4, SEMA4A). Ademas, la RP también esta causada por mutaciones de los
genes expresados en los tejidos de apoyo al fotorreceptor, como es, el epitelio pigmentario
de la retina (EPR), las proteinas codificadas por estos genes estan involucradas en el
metabolismo del retinol (retinol isomerasa RPE65, el 11-cis retinoide transportador
CRALBP, la lecitina retinol acilo transferasa LRAT, RGR) o en la fagocitosis de los

segmentos externos de los fotorreceptores (cMERTK).

3.1. Especificidades de los fotorreceptores

La heterogeneidad genética de la RP es dificil de correlacionar con el fenotipo bastante
homogéneo de la enfermedad. Los fotorreceptores, y particularmente los bastones,
pueden requerir un ambiente altamente regulado para funcionar correctamente y
cualquier alteracidon de su homeostasis puede hacer que estas células sean propensas a la
apoptosis, causando la pérdida de bastones y conos. Los fotorreceptores se componen de
un segmento externo (0S), un segmento interno, un cuerpo celular y una terminal
sindptica donde ocurre la neurotransmisiéon con una neurona de segundo orden (Figura
5). Los OS se renuevan en un ritmo circadiano desde la base del OS del fotorreceptor, el
epitelio pigmentario de la retina fagocita los discos distales del OS, y asi se mantiene la
longitud del OS constante. Los bastones tienen un segmento exterior muy alargado que
contiene varios centenares de discos de membrana en los que ocurre la transduccion
visual. Los discos contienen enormes cantidades de proteinas de la transduccién visual,
particularmente rodopsina (~ 4 x 107 moléculas por bastdn) y proteinas del citoesqueleto.
Los discos del 4pice del segmento externo del bastén son fagocitados diariamente por el
epitelio pigmentario de la retina (EPR), y este fenémeno es compensado por un aumento
diario de la sintesis del disco en la base del segmento externo. Esto requiere de una
intensa actividad de RNAm y sintesis de proteinas, asi como un importante trafico de
proteinas desde el segmento interno del bastén, a través del cilio de conexién, hasta el
segmento externo del baston. Esta actividad celular genera un importante consumo
energético, requiriendo alto contenido de mitocondrias y oxigeno, y mecanismos para

proteger la célula contra el estrés oxidativo.2?
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3.2. Posibles vias comunes para la muerte celular de los fotorreceptores

La pérdida del segmento externo de los bastones puede estar causada por mutaciones que
conducen a su desestabilizaciéon (mutaciones en el citoesqueleto o en las proteinas de
trafico). Esto acortaria considerablemente la capa fotorreceptora y expondria al cuerpo
celular del fotorreceptor a niveles altos de presiéon de oxigeno, y por consiguiente se
produciria toxicidad por el oxigeno. Las mutaciones que conducen a la disminucién de la
capacidad de responder a la alta demanda de energia o de la sintesis de RNAm / proteina
pueden desestabilizar el segmento externo. Otros mecanismos que pueden estar
implicados son la toxicidad del calcio o el agotamiento metabdlico por la apertura
permanente del canal cerrado por GMPc, debido a proteinas de transduccién visual
defectuosas, o, inversamente, debido al bajo nivel de calcio cuando la transduccién visual
estd permanentemente activada.3? Por dltimo, las alteraciones en las funciones criticas del
EPR, como la fagocitosis del disco o el metabolismo del retinol, también pueden alterar el

equilibrio fino del metabolismo de los fotorreceptores.29

Retina sana Células neuronales de la retina Retina en paciente
con RP

Capa células
ganglionares

Capa plexiforme
interna

. bipolar
Capa nuclear interna

Capa plexiforme
externa s e LR £oae SRR
| Fotorreceptor

g Al YN

PR R R
Baston

Capa nuclear externa

Segmentos externos
de fotorreceptores

Epitelio pigmentario

Figura 5. Aspecto histolégico de la retina humana sana (izquierda) y de la retina de un paciente con
RP en una etapa media de la enfermedad. Se puede observar una gran disminucién en la densidad

de células fotorreceptoras en la capa nuclear externa (modificado de Hartong et al., 2006).31
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La RP se caracteriza por la triada clinica de pigmento en forma de espiculas 6seas,
atenuacion arteriolar y palidez papilar. Estudios post-morten han descrito que la
pigmentacion esta causada por la gemacién y asentamiento de las células del EPR sobre
las capas de la retina neurosensorial. En estadios avanzados de la enfermedad se aprecia
un adelgazamiento de los vasos retinianos, probablemente debido a la pérdida de células

retinianas y por consiguiente menor requerimiento vascular.

La RP evoluciona a un gradual deterioro de las células retinianas sensibles a la luz. Se
pueden afectar tanto los conos como los bastones, y dependiendo del defecto genético de
cada paciente se veran afectados los conos y los bastones en diferente proporcién. La
pérdida de los bastones es la norma en la RP y los conos se afectaran a medida que avanza
la enfermedad. Las distrofias de conos, sin embargo, son una entidad propia donde se

afectan los conos sin afectacién de bastones y se presentan con diferente clinica.

3.3. Sintomas y signos

Los sintomas frecuentemente comienzan en la adolescencia con pérdida de la vision
nocturna (nictalopia). Se produce una pérdida de la vision periférica gradual (muchas
veces refieren tropiezos frecuentes, no ver el balén en las clases de gimnasia, etc), al
afectarse los bastones antes que los conos el campo visual se va estrechando
progresivamente, quedando en fases avanzadas lo que se conoce como vision en cafidn de
escopeta. En casos evolucionados puede producirse la pérdida de la visién central. Cuando
la agudeza visual es menor de 0,5 (escala de Snellen) también se altera la percepcién de
los colores. La RP evoluciona a la ceguera en un rango variable de pacientes. Los sintomas
normalmente son aparentes en las edades comprendidas entre los 10 y 30 afios (en las
formas recesivas y ligadas al sexo se suele iniciar en la primera década y en las
dominantes en la segunda década), aunque existen casos de diagnéstico en nifios y en
adultos. En una forma de RP, la amaurosis congénita de Leber (ACL), los nifios pueden
padecer ceguera o pérdidas severas de agudeza visual en los primeros seis meses de vida.
Otros tipos de RP presentan sintomas en la edad adulta y pueden diagnosticarse como
hallazgo casual en una exploracién oftalmolégica. En algunos casos, la RP se diagnéstica

tras un accidente de trafico, debido a la disminucion del campo visual (CV) periférico.

Signos
Los hallazgos oftalmoscdpicos mas caracteristicos son: pigmentacién retiniana en forma
de espiculas 6seas, atenuacion arteriolar y palidez del nervio éptico. También se observan

con frecuencia lesiones en la retina central.
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La dispersién y agregacién de pigmento retiniano produce cambios que van desde un
moteado granular hasta agregados focales con la apariencia de espiculas dseas. La retina
presenta concentraciones de pigmento en forma de estrella marrén oscuro o negro.
Existen diferentes patrones de pigmentacién, incluyendo el pigmento localizado a un
cuadrante de la retina (RP sectorial), pigmentacién que parece irradiar desde el nervio

optico y paravascular.

Otras manifestaciones oculares son:31
- Catarata subcapsular posterior (41%)32
- Membrana epirretiniana (MER) (0,6 a 27,3%)33
- Edema macular (EMQ) (5,5 a 24,5%)34
- Miopia3s
- Drusas del nervio 6ptico (10%)36
- Glaucoma (2,3%)37
- Alteraciones vitreas: células pigmentadas finas, con aspecto de polvo, liberadas

por la degeneracion del EPR, desprendimiento posterior del vitreo, turbidez vitrea.

3.4. Asociaciones sistémicas

La RP generalmente afecta unicamente al ojo, aunque un 20-30% de casos presentan
asociaciones sistémicas. Se han descrito al menos 30 sindromes asociados diferentes.3! La
RP sindrémica mas frecuente es el sindrome de Usher, el cual cursa con pérdida de
audicidn, que puede ser leve o severa y congénita o de apariciéon tardia (Ver tabla 4). El
sindrome de Usher estd implicado en la mitad de todos los casos de sordoceguera
combinada.3® La RP asociada a la pérdida de audicidon también se asocia al sindrome de
Waardenburg, sindrome de Alstréom, sindrome de Alport, sindrome de Refsum y otras
alteraciones sistémicas, las cuales tienen sus propias manifestaciones sistémicas. El
sindrome de Bardet-Biedl o sindrome de Laurence-Moon es la segunda RP sindrémica en
frecuencia y es responsable del 5-6% de todos los casos de RP. Este sindrome asocia RP a
obesidad, insuficiencia renal, polidactilia, retraso mental e hipogonadismo.3! Para una

descripcion de los diferentes sindromes ver la tabla 3.
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SINDROME ASOCIACIONES SISTEMICAS

Amaurosis congénita de
Leber (ACL)

Sindrome de Usher
Sindrome de Bardet-Biedl
Sindrome de Hallgren
Sindrome de Almstrom
Sindrome de Cockayne

Sindrome de Joubert

Sindrome de Jeune

Sindrome de Senior Loken

Sindrome de Bassen-
Kornzweig
Enfermedad de Refsum
Sindrome de Kearns-
Sayre

Sindrome de Hallen
Vorden-Spatz
Sindrome de Pelizaeus-
Merzbacher

Ataxia cerebelosa
dominante tipo II (SCA7)

Sindrome de Graefe

Lipofuscinosis neuronal

(Enfermedad de Batten)

Mucopolisacaridosis

Amaurosis y nistagmo. Alteraciones psicomotoras. Estrabismo

Sordera

Retraso mental. Obesidad. Hipogenitalismo. Polidactilia. Nefropatia.
Sordera congénita. Ataxia vestibulo-cerebral (90%). Deficiencia mental
(25%).

Nistagmo. Sordera neurosensorial progresiva. Obesidad. Diabetes
insulinodependiente. Nefropatia. Hipogonadismo.

Baja estatura. Fotosensibilidad de la piel. Demencia prematura. Caquexia.
Disfuncién cerebelar. Sordera.

Hipoplasia vermis, ataxia. Nistagmus. Retraso mental. Quistes renales.
Taquipnea. Polidactilia

Hipoplasia toracica. Braquidactilia. Nefropatia.

Nefronoptosis.

Esteatorrea. Ataxia. Neuropatia periférica sensorial y motora. Depoésitos de
pigmento a nivel retiniano

Neuropatia periférica. Anosmia. Sordera. Ataxia. Cardiomiopatia.
Oftalmoplejia externa. Ptosis. Debilidad muscular. Cardiomiopatia. Sordera.
Baja estatura.

Disfuncién motora extrapiramidal progresiva. Demencia.

Alteraciones del troncoencéfalo. Espasticidad. Ataxia. Nistagmo.
Raquitismo. Retraso mental.

Atrofia olivopontocerebelosa. Ataxia. Tremor. Oftalmoplejia.

Cambios degenerativos graves del SNC.

Oftalmoplejia progresiva hasta inmovilidad y ptosis.

Demencia. Retraso mental. Las formas infantiles y juveniles se asocian a RP:
infantil (Haltia- Santavuori), infantil tardia (Jansky- Bielschowsky), juvenil
precoz (Lake- Cavanagh) y juvenil (Spielmeyer- Vogt-Batten).

Retraso mental. Displasia del esqueleto. Sélo los tipos en los que se
deposita heparan sulfato se asocian a distrofia retiniana: Tipo IH (Sindrome
de Hurler), tipo IS (Sindrome de Scheie), tipo II (Sindrome de Hunter) y
tipo III (Sindrome de Sanfilippo).

Tabla 3. Tipos mas frecuentes de RP sindrémica. Tabla modificada de Retinosis Pigmentaria.

Avances diagnésticos y terapetuticos.3?
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Tipo Locus (Genes)
Vision Audicion Funcién vestibular
clinico implicados
Tipol  Disminucién progresiva  Sordera de nacimiento. Problemas de USH1B (MYO74),
de vision desde la equilibrio graves USH1C(USH1CQ),
infancia desde una edad USH1D (CDH23),
temprana, que USH1E, USH1F

empeora con la (PCDH15),

disminucién de USH1G(USH1G),

vision. USH1H, USH1J
(CIB2), USH1K

TipoIl  Disminucién progresiva  Sordera moderada a No ataxia USH2A (USH2A),
de vision comienza enla  severa al nacimiento, vestibular. USH2C (GPR98),
adolescencia o edad disminucién USH2D (DFNB31)
adulta temprana progresiva de

audicidn.

Tipo IIl Disminucién progresiva  No problemas de Variable USH3A (CLRN1),
de visiéon comienza enla  audicién al nacer, pero  alteraciéon del USH3B
adolescencia o edad disminucién equilibrio.
adulta temprana progresiva de audicién

que comienza en la
adolescencia o edad

adulta temprana.

Tabla 4. Sindrome de Usher. Tipos clinicos, manifestaciones visuales y auditivas y genes

implicados.

3.5. Diagnéstico diferencial

Las degeneraciones de la retina pigmentarias ocurren en numerosas enfermedades
metabdlicas y neurodegenerativas, varios sindromes y otras enfermedades oculares. Entre
ellas incluimos las mas relevantes: distrofia de conos y bastones, distrofia de conos, ataxia
de Friedreich, mucopolisacaridosis (sindrome de Hurler, sindrome de Scheie, sindrome de
Sanfilippo), algunas enfermedades mitocondriales como el sindrome de Kearns-Sayre, que
se manifiesta con ptosis palpebral, oftalmoplejia externa y alteraciones en la conduccién
cardiaca, distrofia mioténica de Steinert, sindrome de Batten, sindrome de Bassen-
kornzweig (abetalipoproteinemia), homocistinuria, oxalosis, trauma, glaucoma con
cambios en el EPR, estadios avanzados de retinopatia por cloroquina y retinopatia por

tioridacina, neurorretinitis sifilitica y retinopatia asociada al cancer, sindrome de Alagille,
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Sd. de Cockayne, Sd. de Flynn-Aird, Sd. de Hallervorden-Spatz, Sd. de Jeune, Sd. de Senior-

Loken...40

Para el diagndstico diferencial es clave la asimetria de la afectacién en los casos de
“Pseudoretinosis pigmentaria”, la historia clinica en busca de causas secundarias como

toxicidad farmacolégica y la no existencia de antecedentes familiares.

Diagndstico diferencial: PseudoRP

* Enfermedades inflamatorias retinianas:
Retinopatia de la rubéola
Sifilis
* Retinopatia asociada al cancer (CAR)
* Toxicidad farmacoldgica:
Tioridazina, clorpromazina, cloroquina, hidroxicloroquina, quinina.
* Retinopatia traumatica.
*  Neurorretinitis subaguda unilateral difusa (DUSN)

* Pigmentacién en grupos de la retina (en huellas de oso)

Tabla 5. Diagnéstico diferencial RP.

4. Genética de la RP

Las enfermedades hereditarias de la retina son genéticamente heterogéneas y complejas,
con mas de 290 genes implicados hasta el momento (figura 9). En el caso de la RP se han
identificado mas de 3000 mutaciones en 107 genes para la RP y RP sindrémica (RetNet:
Summaries of Genes and Loci Causing Retinal Diseases (https://sph.uth.edu/retnet/).28 Se
ha estimado que los genes identificados representan aproximadamente el 80% de la RP
dominante, el 60% de la RP recesiva y aproximadamente el 80% de la RP ligada al
cromosoma X, el resto de mutaciones en diferentes genes o en zonas regulatorias de los
genes conocidos o en regiones intrénicas del genoma, estdn ain por determinar.41-43 La
mayoria de casos son monogénicos, y el 30% de los casos conocidos estdn causados por

mutaciones en 3 genes: rodopsina(RHO), USH2A y RPGR (ver figuras 6-8).31

La enfermedad puede heredarse de una forma autosémica dominante (RPAD) (en el 20-
40% de casos), autosémica recesiva (RPAR) (30-50%), o ligada al cromosoma X (RPLX)
(5-15%).3144 Estos porcentajes de patrones de herencia asumen que todos los casos
esporadicos, por ejemplo, pacientes sin otros familiares afectos, son autosémicos

recesivos, aunque alguno puede corresponder a una nueva mutacién dominante, a casos
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de isodisomia uniparental4546 o, en el caso de varones, a mutaciones ligadas al cromosoma
X. Otros autores hablan de un 40% de casos esporadicos, aunque estos porcentajes varian
segin poblaciones.#* Se han descrito patrones de herencia no mendeliana, como la
herencia digénica y la herencia materna (mitocondrial), aunque estos casos son la

minoria.47-51

Las formas autosémicas dominantes tienden a tener una progresidon mas lenta y
detectarse en edades mas avanzadas, preservando la vision hasta la quinta o sexta década.
Las formas ligadas al cromosoma X son las formas mas graves, con pérdida de visién en la

tercera década.

RPE65: 0,4

PRPH2-ROM1
digenic: 0,4

Unkown: 21,5

RDH12:0,4

NRL: 0,7 \
\ -

CRX:

0,7
RP2:1,1
KLHL7:1,1

HK1:1,1

TOPORS: 1,5

SNRNP200: 1,5
PRPF3 (RP18): 1,

NR2E3: 2,
PRPF8 (RP18): 2,

IMPDH1 (RP10): 3,

Figura 6. Porcentaje de mutaciones causantes de RPAD en 270 familias estudiadas. Modificado de
Daiger y cols, 2014 52 . Prevalencia de genes de los casos de RP autosémica dominante, que

representan aproximadamente el 20-40% de todos los casos de esta enfermedad.3!
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BBS4 0,23%
MKKS 0,6%
ARLS, BBS5, BBS7, TTC8, PTHB1, 1%

BBS10 2%

CDH23 3-5% USH1C 0-7%

BBS1 PCDH15 1%

2-3% MYO7A 4% USH1G 0-7%

USH3A 2%

desconocido BBS 3% -

MASS1, USH2B, desconocido, 10%

Usher Il
~_USH2A 17%

USH2A 17%

PDE6B 4-5%
NRL <1%

NR2E3 0-2,5%
RGR 0-5%

PDEGA 3-4%
EYS 1% (10% en Espafia)
RPE65 2%

LRAT 1%
MERTK 1% ABCA4 5-6%

TULP11%

Figura 7. Prevalencia de genes de los casos de RP autosémica recesiva, que representan
aproximadamente el 30-50% de todos los casos de esta enfermedad (modificado de Hartong et al,,

2006).3143

OFD1, RPS,
RP23, RP24,
desconocido

RP2 10-20%

RPGR 70-90%

Figura 8. Prevalencia de genes de los casos de RP ligado al cromosoma X, que representan

aproximadamente el 5-15% de todos los casos de esta enfermedad.31.43
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Varios factores han contribuido a que la caracterizaciéon molecular y la correlacién
fenotipo-genotipo de la RP sea un verdadero desafio. Entre estos factores se incluyen el
elevado ndmero de genes y variantes genéticas implicadas (gran heterogeneidad
genética), asi como la implicacién de distintos patrones de herencia, dificiles de poder
identificar en muchos casos, dado el pequefio tamafio de las familias occidentales actuales.
Ademas, también existen casos aislados de herencia no mendeliana, tales como
penetrancia incompleta o herencia mitocondrial. Existen ademas casos en los que dos
mutaciones diferentes en el mismo gen pueden generar diversas enfermedades (por
ejemplo, mutaciones en el gen ABCA4 pueden producir RP y enfermedad de Stargardt), y
casos con la misma mutacién en un gen, que puede causar fenotipos diferentes en
distintos individuos. Por ejemplo, a pesar de que las mutaciones en el gen de la rodopsina
suelen estar vinculadas a RP dominantes, unas pocas mutaciones raras en este gen pueden
causar RP recesiva. Ademas, la fraccién de mutaciones causantes de la enfermedad varia

también con la raza y con la localizacién geografica del individuo.13.29,53,54
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Genes mapeados e identificados de enfermedades retinianas 1980-2017

Figura 9. Genes identificados de enfermedades retinianas desde 1980 hasta 2017.

4.1. Secuenciacion del genoma

Los métodos para determinar la secuencia del ADN fueron desarrollados a finales de 1970
por Frederick Sanger y Walter Gilbert, y han revolucionado la ciencia de la genética
molecular. El desarrollo del método de terminacién de cadena en 1977, y en especial la
conclusién del primer borrador del genoma humano en el afio 2001,5556 han impulsado el
florecimiento de nuevas tecnologias que proporcionan informacién genética precisa de
forma rapida con una relacidn coste/eficiencia sin precedentes. Esta nueva generacién de
tecnologias se conoce como las tecnologias de Next Generation Sequencing (NGS). Gracias a
esta nueva tecnologia se han visto reducidos de forma exponencial, el tiempo empleado, la

dificultad técnica y el coste de la secuenciacidn total o parcial del genoma humano.1357 Por
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ejemplo, el coste por nucledtido de la secuenciacién del ADN se ha reducido 100.000 veces
en la dltima década y la actual generacidn de sistemas de secuenciacién puede leer hasta
250 mil millones de bases en una semana en comparaciéon con 25.000 en 1990 y 5

millones en 2000.55.58

A pesar de la reduccién tan significativa en el coste asociado a la secuenciacién del
genoma, existe un numero de limitacidnes técnicas de interpretaciéon y almacenaje de
resultados, que hacen que atn siga siendo una opcién no contemplada por la mayoria de
laboratorios como método diagndstico clinico. Una opcién mas practica como primer
método de deteccién de mutaciones consiste en secuenciar un grupo o panel de genes

asociados a cierta enfermedad.

Resumimos brevemente las diferentes técnicas de diagnostico molecular que se han
empleado en las distrofias retinianas y que hemos dividido en métodos de cribado y de

secuenciado:

4.1.1. Métodos de cribado genético
4.1.1.1. Analisis de High Resolution Melting (HRM)
4.1.1.2. Arrays de ADN
4.1.2. Métodos de secuenciado
4.1.2.1. Método de Sanger o de terminacion de cadena
4.1.2.2. Next Generation Sequencing (NGS):
4.1.2.2.1. Método de terminacidn reversible (Illumina)

4.1.2.2.2. Método de secuenciado mediante semi-conduccién (ION Torrent)

Para mas informacion sobre las técnicas empleadas ver el articulo de revisiéon publicado

por nuestro grupo.>?

4.1.1. Métodos de cribado genético

4.1.1.1. Analisis de High Resolution Melting (HRM)

El andlisis de High Resolution Melting (HRM) es un método de cribado post-PCR rapido y
coste-eficiente que proporciona una rapida detecciéon de variantes genéticas, basada en
mediciones biofisicas del ADN amplificado.606! La transicién de una dnica molécula de
ADN de doble hebra a sus dos hebras complementarias -desnaturalizacién o melting-
permite el estudio de la estructura y composicién de esa molécula de ADN midiendo el

cambio en la intensidad de la fluorescencia por unidad de tiempo. El método HRM ofrece
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informacién valiosa para el genotipado, la detecciéon de mutaciones, metilacién del ADN,

analisis de microsatélites y otras aplicaciones en la investigacidn de genética molecular.62

El HRM es mas rapido, simple y asequible que otras técnicas de andlisis de variacién de
ADN debido a la eliminacién de pasos como la adicién, el procesamiento o la separacion
del ADN.63 La reacciéon y el anadlisis tiene lugar en el mismo instrumento reduciendo al
minimo los errores de manipulacién.64 Estos hechos contribuyen a hacer el andlisis de
HRM mas sensible y especifico que otras técnicas, tales como la cromatografia liquida
desnaturalizante de alta presién (dHPLC), el polimorfismo de conformaciéon de cadena
sencilla o (SSCP) y los polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccién o
(RFLP).6566 La reciente disponibilidad de fluoréforos de unién a secuencias de doble hebra
de alta densidad, junto con la nueva instrumentacién y los programas de analisis de PCR a
tiempo real de dltima generacidn, han aumentado la sensibilidad y la precisién mejorando

notablemente el potencial clinico de esta tecnologia de cribado.

El andlisis mediante el método de HRM comienza con la amplificaciéon selectiva del
amplicon diana mediante PCR en presencia de un fluoréforo de unién a la doble hebra de
ADN. A medida que el producto de la PCR se disocia gradualmente en dos cadenas simples,
el fluoréforo es liberado y se produce una fuerte pérdida de emision de fluorescencia del
orden de 1000 veces, relacionada con este proceso. La fluorescencia emitida por el
fluoréforo, que se mide con instrumentos especializados, genera una curva caracteristica y
muy precisa gracias a un gran niumero de puntos de medida de la fluorescencia por unidad
de temperatura. Mediante la medicion de la temperatura de fusidn ( temperatura en la que
el 50% del ADN permanece en estado de doble cadena), se pueden detectar diferencias
entre 2 grupos de amplicones que difieren en una tnica base (hebra mutada vs. hebra

salvaje o wild type (wt).67

Una caracteristica interesante del analisis HRM es su capacidad para detectar todas las
categorias de variantes genéticas, incluyendo las sustituciones, inversiones, y pequefias
inserciones y deleciones de hasta 63 pb de longitud®. Sin embargo, las deleciones o
inserciones en las que estén implicados varios exones pueden escapar a su deteccidn

mediante esta técnica.6?
La sensibilidad en la deteccion de variantes heterocigotas es notable, con varios estudios

que confirman la deteccién del total de mutaciones heterocigotas examinadas con

HRM.7071 Las variantes homocigotas difieren de las muestras wt en la temperatura de
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fusion del ADN, mientras que las variantes heterocigotas producen una modificacién que
es mas acentuada en la forma de la curva de fusiéon generada que en el cambio en la
temperatura. Estos ultimos tipos de variantes se resuelven mejor mediante el uso de
diagramas de curvas de fusiéon avanzados, en los que las pequeiias diferencias en los
valores de fusién se representan de manera amplificada.”? Para la deteccién de variantes
genéticas mediante la técnica HRM se recomiendan tamafios de amplicones de longitudes

que oscilan entre los 100 y los 300 pb, incluyendo los primers.

La deteccion de variantes genéticas o de mutaciones causantes de enfermedades humanas,
ha sido el principal campo de aplicaciéon del HRM, utilizado en trastornos autosémicos
dominantes, recesivos y ligados al cromosoma X.6573 Hasta la fecha, cientos de mutaciones
en mas de 60 genes han sido analizados con esta tecnologia, incluyendo ciertos genes
asociados con la RP, tales como C20RF71, USH2A o ABCA4.61657475 E] andlisis HRM es un
enfoque apropiado como método de cribado genético masivo cuando se combina con la
secuenciacion directa, siendo especialmente adecuado para genes relativamente pequefios

(<4 KB) como USH3A, PRPF31 o0 ROM1 (Figura 10).
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Figura 10. Anilisis High Resolution Melting (HRM). (A) Las curvas generadas en el Difference Plot

g o SEG "\ o~
VALANYS A/ AV \\L N

analysis amplifican las diferencias en la temperatura de fusién introducidas en la secuencia de DNA
mutada, facilitAndo el analisis del HRM. Este ejemplo corresponde al exén 3 del gen ROM1. Dos
muestras (en rojo, cada una por triplicado) se diferencian claramente de las muestras control o wt,
lo que sugiere la presencia de una variante genética. (B) Electroferograma obtenido mediante
secuenciacion directa por el método de Sanger correspondiente a una de las muestras en rojo en el
analisis de HRM. Se confirma la presencia de una delecién puntual heterocigota (flecha) en el ex6n
3 de ROM1. La delecién se identifica por la irrupcién de una nueva sefial de fluorescencia

correspondiente a la hebra mutante que genera un cambio en el marco de lectura.>9.61
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4.1.1.2. Arrays de ADN

Los microarrays o chips de ADN, consisten en una tecnologia de cribado y validacién de
alto rendimiento rapida y eficiente utilizada con éxito en el diagnéstico de varias
patologias, incluyendo glioblastoma, cancer colorrectal, leucemia linfocitica crénica,
epilepsia idiopatica generalizada o autismo.7679 Para una revision detallada de su

aplicacién en diagnoéstico clinico ver los articulos de Marzancola et al. y Keren et al.80.81

Esta tecnologia, originalmente disefiada para la detecciéon de variantes gendémicas en el
numero de copias o CNV (del inglés Copy Number Variation) y para llevar a cabo
genotipados de Polimorfismos de nucledtido simple o SNPs (del inglés Single Nucleotide
Polymorphism), permite el andlisis del genoma completo de muestras de pacientes
utilizando un formato basado en chips. Las actuales aplicaciones de los arrays de ADN en
la genética clinica incluyen el andlisis de los perfiles de expresién génica; la deteccidn de
splicing alternativos; la pérdida de heterocigosidad; pruebas de disomia uniparental o la

identificacién de adenina metiltransferasa en el ADN.82-85

Los microarrays son dispositivos en miniatura hechos de cristal de silicio compuestos por
millones de pocillos de dimensiones micrométricas, cada uno de los cuales contiene
cientos de miles de copias idénticas de secuencias cortas o sondas de ADN de cadena
sencilla, inmovilizadas en una posicion estratégica y determinada en el array (figura 11).
Las sondas utilizan la atraccién quimica natural entre las hebras de ADN para hibridarse
selectivamente sélo con las moléculas de ADN perfectamente complementarias a ellas. Por
lo tanto, estos arrays pueden utilizarse para identificar la presencia de un alelo particular

en el contexto del genoma completo de un sélo individuo.

En lo que respecta a los arrays de Affymetrix, las sondas de aproximadamente 25
nucledtidos de longitud que representan a todos los posibles alelos en un sitio polimdrfico
(tipicamente, un par), estdn unidos a los pocillos de 8 um de tamafio. Una vez aislado,
amplificado, fragmentado y marcado con fluorescencia, la secuencia de ADN diana se
introduce en el chip hibridindose unicamente a las sondas que son perfectamente
complementarias a ella. El array se escanea y la intensidad de las sefiales fluorescentes
emitidas se miden para cuantificar la cantidad relativa de la muestra unida a cada pocillo.
La posicidn de las sefiales fluorescentes dentro del array es utilizada para determinar qué
alelos estan presentes en el genoma del individuo genotipado. Los arrays de Affymetrix
son capaces de determinar en un sélo ensayo hasta 1,8 millones de variantes genéticas

comunes y raras validadas, incluyendo inserciones y deleciones. Esta tecnologia ha sido
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elegida con anterioridad para el genotipado de muestras en proyectos relacionados con

trastornos de la retina.5?

La principal limitacién de los microarrays de genotipado, es que sélo son validos para las
variantes genéticas conocidas, excluyendo los SNPs mas recientemente descubiertos o los

descartados por el fabricante.

Figura 11. Imagen del DNA Axiom® Exome 319 Array Plate de Affymetrix formado por 96 arrays
idénticos para el genotipado en paralelo del mismo ndmero de muestras

(www.openarray.de/plataforms/affymetrix.php).

4.1.2. Métodos de secuenciado

4.1.2.1. Método de Sanger o de terminacion de la cadena

El método de secuenciacion por terminacién de la cadena o mas conocido como método de
Sangers6 ha proporcionando la tecnologia basica para la secuenciaciéon del ADN durante
casi tres décadas y ha sido clave para el desarrollo del Proyecto Genoma Humano.55 Este
método es considerado como la tecnologia de secuenciaciéon de primera generacidn, y las
ultimas tecnologias en secuenciado de ADN se han denominado como los sistemas Next

Generation Sequencing o NGS.87

El método de Sanger se lleva a cabo en cuatro reacciones separadas, en cada una de las
cuales se incluye un ADN polimerasa, primers de ADN que flanquean especificamente la
secuencia diana y los cuatro tipos diferentes de desoxinucleétidos (dNTPs). El principio
fundamental de esta técnica es el uso de didesoxinucledtidos trifosfatos de terminacién de
la cadena (ddNTPs). Uno de los cuatro tipos diferentes de ddNTPs, los cuales se
encuentran marcados radiactivamente, se afiade a cada reaccion. En lugar de tener un
grupo-OH, los ddNTPs tienen un atomo de hidrégeno unido al carbono 3 ', que causa la
terminacién de la reacciéon de elongacién debido a la incapacidad para formar un enlace

fosfodiéster con el nucleétido siguiente. Por lo tanto, la longitud de la cadena de ADN en
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cada reaccién dependera de la longitud de la cadena cuando se incorpora un ddNTP al
azar. Una vez que las cuatro reacciones se han completado, se aplica una separacion
electroforética de alta resoluciéon en un gel de poliacrilamida para la separaciéon por
longitudes de estas cadenas con una resoluciéon de un solo nucleétido.88 Finalmente, el gel
se seca sobre papel de cromatografia y se exponen en una pelicula de rayos X que permite
la lectura directa de la secuencia de ADN donde, una banda oscura en un carril indica un
fragmento de ADN que es resultado de la terminacién de la cadena después de la

incorporacion de un ddNTP.

A principios de la década de 1990, se introdujo una mejora metodoldgica llamada
secuenciacidn por terminador fluorescente o Dye Termination sequencing, y se convirti6 en
el método principal de secuenciacion automatizada. La principal mejora de esta técnica
radica en el hecho de que cada ddNTP estd marcado con un fluoréforo fluorescente
diferente, permitiendo la secuenciacién en una sola reaccién en lugar de en cuatro
diferentes como en el método clasico de Sanger, con la consiguiente mejora significativa en
el rendimiento de la secuenciacién (figura 12). Las actuales plataformas de secuenciacion
basadas en la metodologia de secuenciacidon por terminador fluorescente, gracias al uso de
la electroforesis capilar de forma masiva en paralelo, y a su total automatizaciéon, logran
realizar el analisis de 384 muestras de ADN en una unica ejecucién del sistema. Las
plataformas actuales de secuenciado por terminacién de cadena, son por tanto mas
rapidas, sencillas de implementar y tienen un indice de error mucho menor en

comparacion con las versiones iniciales de esta técnica.88
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Figura 12. A: Método Sanger clasico y B: secuenciacién por terminador fluorescente.
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Con el método de Sanger, incluyendo las versiones que utilizan la secuenciacién por
terminador fluorescente, se pueden alcanzar lecturas de hasta 800-1000 pares de bases
(pb) con una precisién cercana al 100%. Esta precisiéon es mayor que la que se consigue
con las tecnologias de NGS, pero tiene un coste mucho mas alto por kb de lectura, siendo
esta tecnologia particularmente ineficiente para proyectos que impliquen la secuenciacién

de fragmentos de ADN de gran tamafio, o incluso del genoma completo.88-90

Actualmente, la aplicacidn principal de esta tecnologia es la secuenciacién directa o re-
secuenciacion de productos amplificados por PCR88, lo que nos permite el analisis de genes
y exones con mucha precision para la determinaciéon de las mutaciones causantes de las
enfermedades a estudio. De hecho, la técnica de Sanger es considerada todavia el método
de eleccion para los proyectos de secuenciaciéon que requieren de gran precisidon y por lo

tanto es también el método de eleccion para la conclusion de diagnésticos moleculares.91

4.1.2.2. Next Generation Sequencing

Next Generation Sequencing permite la deteccién de un amplio niimero de variaciones del
ADN humano (pequenas sustituciones, deleciones o inserciones, asi como grandes
deleciones genomicas de exones, inversiones o translocaciones). Esto representa otra
ventaja con respecto a la secuenciacion Sanger, que sélo permite la deteccién de
sustituciones y pequeifias inserciones y deleciones. No obstante, existe la limitacién de la
secuenciacion en regiones con gran contenido de guanina/citosina (GC).

Adicionalmente, Next Generation Sequencing permite la biisqueda de mutaciones nuevas o
causantes de enfermedades en el genoma o exoma completo. Ademas, frente a la
secuenciacién familiar, no es necesario conocer, previamente, el gen o ubicacién de la

mutacion a investigar.

Next Generation Sequencing permite la deteccién de mosaicismo genético por tener un
nivel de sensibilidad superior (incluso, con la posibilidad de aumentarla incrementando la
profundidad del estudio) que, por ejemplo, la secuenciacidn capilar (la cual no es capaz de
detectar la presencia de este suceso).

Brevemente describiremos las dos técnicas de NGS mas ampliamente empleadas hoy en

dia y que se han utilizado en nuestro estudio.

59



Estudio epidemiolégico clinico y molecular de la Retinosis Pigmentaria en Gipuzkoa

4.1.2.2.1. Método de terminacion reversible (Illumina)

El sistema de secuenciaciéon de Illumina se basa en una tecnologia capaz de identificar
decenas de miles de millones de bases por semana en una sola ejecucidn, produciendo
datos de secuenciado de alta calidad con un rendimiento muy superior al secuenciado
Sanger.92 Esto ha facilitado la secuenciacién de genomas complejos y la caracterizacidn de

todo tipo de variantes genéticas.

En la actualidad es una de las plataformas NGS mas ampliamente utilizadas y
recientemente ha sido aplicada como tecnologia de base para realizar diagndsticos
moleculares de RP.?3 Esta plataforma de secuenciacion utiliza un mecanismo complejo y
sofisticado que combina el uso de la amplificacién clonal masiva en paralelo con la
secuenciaciéon por fluor6foro terminador reversible o reversible dye-terminator

sequencing.

Mediante el uso de ondas acusticas, la muestra de ADN es cortada al azar en fragmentos de
entre 75 a 300 pares de bases (pb) de longitud, a los cuales posteriormente se les unen a
ambos extremos secuencias complementarias conocidas como adaptadores, aumentando
el tamafio de los fragmentos hasta varios cientos de pares de bases.88 Los fragmentos de
ADN, ahora unidos a los adaptadores, son separados por tamafio mediante electroforesis y
gracias a esta separacion es posible la escisién de una banda de entre 200-300 pb. Ambas
hebras que conforman los fragmentos de ADN, seleccionados por tamafio en el paso
anterior, se desnaturalizan y se adhieren al azar a los cebadores o primers (secuencias
complementarias a los adaptadores) mas cercanos a su posiciéon que se hallan conectados
covalentemente a una superficie s6lida conocida como celda de flujo o flow cell, compuesta
por un denso matriz de primers con una ubicacidn fisica determinada.*¢ Mediante ciclos
repetidos del sistema de amplificado por PCR de puente o PCR bridge amplification (Figura
13), se generan directamente en la superficie, una gran densidad de clusters locales (> 10
millones de clusters) de ADN por cada carril del flow cell, que contienen cada uno
aproximadamente 1000 copias idénticas de cada hebra de ADN unidas a los primers en las

etapas anteriores del proceso.89.94
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Figura 13. Representacion esquematica del proceso de amplificacién “bridge PCR” utilizado en la
plataforma de secuenciacién de Illumina. (A) construcciéon del ADN con los adaptadores unidos a
los fragmentos en amarillo y verde, y la secuencia de interés en azul. (B) El “Flow cell” con las
secuencias complementarias a los adaptadores (primers) adheridas, que cubren toda esta
superficie. (C) Las construcciones de ADN se unen al azar a los primers del “Flow cell”. (D, E) E1 ADN
se elonga a lo largo de la hebra molde. (F) El sintetizado de novo se disocia de la hebra molde. (G) La
secuencia sintetizada de novo se une a un primer adyacente, generando un puente, y la cadena
molde se retira (flecha). (H) La amplificacién de puente o “bridge amplification” se lleva a cabo. (I)
Las dos hebras se disocian. (J) Los extremos inicialmente no unidos a primer se unen a nuevos

primersy se inicia un nuevo ciclo de la amplificaciéon de puente. (Modificado de Illumina.com).

A continuacidn, se lleva a cabo la etapa de secuenciacidn utilizando el método conocido
como secuenciacién por fluoréforo terminador reversible o reversible dye-terminator
sequencing. Este método permite la deteccién de las bases individualmente a medida que
se van incorporando en la cadena de ADN. El proceso se realiza gracias a una polimerasa
de ADN y a una mezcla compuesta por cuatro tipos de nucledtidos fluorescentes
modificados los cuales, al igual que en el método de Sanger, gracias a un grupo de bloqueo
en su estructura quimica logran detener la reaccién de elongaciéon cuando son
incorporadas a las secuencias de estudio. Una vez incorporadas y parada la elongacién, se
produce una excitacion por laser y la fluorescencia emitida (cada base unida al fluoroforo
terminador reversible emite una sefial de fluorescencia diferente) por cada cluster de
moléculas es capturada por una camara CCD, lo que permite la identificaciéon de las bases
incorporadas en cada ciclo, obviando el paso de la electroforesis posterior al secuenciado
que emplea el método de Sanger.92 Posteriormente se eliminan los nucledtidos no
incorporados por lavado y se elimina el grupo de bloqueo de todos los nucleétidos

incorporados dejando libre el lugar de unién a otro nucleétido para permitir asi el inicio
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del siguiente ciclo con idéntico proceso. Un ordenador registra el orden y naturaleza de
cada nucleétido incorporado en cada cluster para posteriormente mostrar las secuencias

completas de cada fragmento secuenciado.

La plataforma de secuenciacién de Illumina es actualmente la tecnologia mas rentable de
entre todas las plataformas de secuenciacién conocidas, siendo capaz de generar en cada
ejecucion 10 veces mas datos de secuenciaciéon a igualdad de coste que otras tecnologias
NGS.90.95 Su principal limitacion es su incapacidad de leer fragmentos relativamente largos
pudiendo leer fragmentos de ADN de alrededor de 100-150 pares de bases, en
comparacion con el método de Sanger, cuyo limite se sitda en los 800-1000 pares de bases.
Esto es probablemente debido a la caida de la sefial producida por las incorporaciones
incompletas de algunos nucleétidos; debido a una defectuosa eliminacién del grupo de
bloqueo o debido a la escisiéon incompleta de los marcadores fluorescentes. Es posible
incrementar la capacidad de lectura de fragmentos mayores, a expensas de un incremento
significativo en las tasas de error. A pesar de estas limitaciones, la secuenciacién por el
método del fluoréforo terminador reversible se puede emplear de modo masivo lo que la
hace muy apropiada para secuenciaciones de gran tamafio, como exomas o genomas

completos.

4.1.2.2.2. Método de secuenciado mediante semi-conduccion (ION Torrent
Personal Genome Machine-PGM)

La secuenciacion mediante semiconductores Ion Torrent, también conocida como
secuenciaciéon mediada por pH, es un sistema de secuenciacion rapido (4,5 h por ejecucion
para 1 Gb de salida), simple, escalable y econémico. Ion Torrent, en lugar de basarse en
tecnologia dptica, mide las variaciones en el pH inducidas por la liberacién de un ion
hidrégeno cargado positivamente acoplado a la incorporacién de nucleétidos, un proceso

acuilado como "secuenciacion por sintesis".9%

El dispositivo lon Torrent utiliza una matriz de alta densidad de pocillos a nanoescala para
secuenciar de forma masiva y en paralelo. E1 ADN molde empleado para la re-
secuenciacién primero ha de ser fragmentado. Los fragmentos obtenidos se unen a los
adaptadores, se amplifican por PCR en emulsidn y se unen a un nano-pocillo en el chip.96 El
microchip es introducido en el secuenciador, donde sera sometido a ciclos de fluido que
contienen cada una de las cuatro bases nucleotidicas no modificadas (dNTP). Se

presentara un unico tipo de base por cada ciclo de flujo. Cuando se incorpora un dNTP
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complementario al siguiente nucleétido del fragmento, se libera un pirofosfato que genera

un ion hidrégeno cargado positivamente.

La carga del ion cambia el pH de la solucion, que es detectada por el sensor de iones que
conduce a un cambio en el voltaje que finalmente se traduce en la lectura del ADN que se
estd secuenciando sin tener que utilizar sistemas de emision o detecciéon de luz. Las
moléculas dNTP no unidas, no generaran un cambioén en el voltaje, se eliminan por lavado
y se iniciard un nuevo ciclo con un tipo diferente de base. Cuando se excita el sensor de
iones, el chip transmite impulsos eléctricos y el software muestra los datos producidos
como un ionograma y la secuencia puede leerse sin conversion de sefiales intermedias

(figura 14).
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TACGTACGTCTGAGCATOGATCGATGTACAGC TACGTACGTCTGAGCATCGATCG

0 25 50
Ciclos

Figura 14. lon Torrent. Un ionograma correspondiente a los primeros 55 ciclos en un micropocillo.
El eje Y indica la cantidad de pares de bases incorporados por pozo. El eje X indica el nimero de
ciclos, con los pares de bases de ADN correspondientes. Se asignan colores a las bases para seguir la
nomenclatura de secuenciacién de Sanger, ya que la tecnologia de Ion Torrent se basa en la

variacion de pH, sin fluorescencia involucrada.
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5. Diagndstico de la RP

En el Simposium Internacional de RP de 1982 se establecieron los siguientes criterios
diagnoésticos: afectacion bilateral, pérdida de visidn periférica, disfuncidn de los bastones y
pérdida progresiva de la funcién de ambos fotorreceptores (conos y bastones).%7 Aunque
el primer criterio exige la bilateralidad del proceso algunos autores han encontrado un
cuadro compatible con RP unilateral. Este diagndstico exige cambios funcionales y del
fondo de ojo tipicos, con exclusidn de procesos infecciosos en un ojo y electrorretinograma

(ERG) normal durante un tiempo de evolucidn de al menos cinco afios en el otro 0jo.%7

También se establecié en este Simposium que las alteraciones del fondo de ojo no son
necesarias para realizar el diagndstico, ya que reflejan un estadio avanzado de la
enfermedad y pueden no observarse en fases incipientes.

Ademas de la RP tipica, podemos encontrar formas atipicas, que se presentan a

continuacion, y las formas sindrémicas (ver tablas 3 y 4).

5.1. Formas atipicas de retinosis pigmentaria
Se trata de variedades de RP que manifiestan algunas diferencias en relacién con la

superficie de afectacion o el aspecto del fondo de ojo (figura 15).

Retinosis Pigmentaria sin pigmento: Presenta las mismas alteraciones funcionales,
fundoscopicas y electrofisiolégicas que la RP tipica con la unica diferencia de que no se
observa pigmento en la retina. Se cree que se trata de un estadio inicial de la forma tipica.

Retinitis Punctata Albecens: A las manifestaciones clinicas de la RP tipica se afiade la
presencia de pequefios puntos blanco-amarillentos en el epitelio pigmentario, dispersos

entre el polo posterior y el ecuador. Mutacidn responsable en el gen RLBP.

Retinosis Pigmentaria Inversa Central: Los cambios pigmentarios de la retina se
localizan en la macula, estando la visién central mas afectada. Parece tratarse de una

degeneracién de conos y bastones. Mutaciones responsables en los genes RDS y CRX.

Retinosis Pigmentaria Pericentral: Las lesiones se producen alrededor de los vasos

temporales respetando la macula y la retina periférica.

Retinosis Pigmentaria Sectorial: Las lesiones tipicas de la RP se localizan en un sector
retiniano, generalmente el nasal inferior. Los pacientes pueden estar asintomaticos y el

ERG suele estar afectado pero no abolido. Mutaciones en el gen RHO y PRPF31.
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Retinosis Pigmentaria con preservacion Paraarteriolar: Presenta los mismos
hallazgos oftalmoscépicos que la RP tipica con la excepcién de que en las primeras etapas
el pigmento deja libre un espacio alrededor de los vasos. Con el tiempo estas zonas

también se afectan. Mutaciones responsables en el gen CRB1.

Coroideremia: Las alteraciones funcionales y electrofisiolégicas son similares a las de la
RP tipica, pero el aspecto fundoscépico muestra algunas diferencias debido a la atrofia
coroidea que presenta. Se da en los varones debido a su caracter hereditario recesivo
ligado al cromosoma X, con una prevalencia de uno por cada 100.000 individuos. Las
mujeres portadoras manifiestan ligeros cambios en el fondo de ojo. Las mutaciones

responsables se hallan en el gen CHM.

Figura 15. Formas atipicas de RP:

A: Retinitis Punctata Albecens.

B: RP inversa central.

C: RP sectorial.

D: RP con preservaciénparaarteriolar.
E: Coroideremia.
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5.2. Bases del diagndstico
El oftalmélogo que trata de identificar a un paciente afecto de RP basa el diagnéstico en la

historia clinica, en la exploracién oftalmolégica y en el estudio electrofisiolégico.

5.2.1. Anamnesis
El estudio se centrara en los siguientes aspectos:

sintomatologia y edad de comienzo, arbol genealégico y antecedentes personales.

5.2.2. Exploracion oftalmolégica

Son varios los parametros que se estudian a través de la exploracion:

Agudeza visual y estado refractivo. La agudeza visual varia entre visién de unidad y no
percepcién de luz o amaurosis. En las formas ligadas al cromosoma X se suele afectar en la
primera década, en las recesivas algo mas tarde y en las dominantes no se deteriora hasta
la edad adulta. Las causas mas frecuentes de la disfuncién visual son: la afectacién de los

conos, las maculopatias o las cataratas.

Segmento anterior. El hallazgo mas frecuente es la opacidad subcapsular posterior del

cristalino con una incidencia del 40 al 70% segun el patrén hereditario.32

Presion intraocular. Algunos autores encuentran una mayor incidencia de glaucoma en

estos pacientes.37.9899

Oftalmoscopia. Aunque es caracteristica de la RP, la triada de signos pigmentacién en
espiculas dseas, atenuacion arteriolar y palidez papilar no es suficiente para diagnosticar

la enfermedad. Con frecuencia se observan lesiones en la retina central.

Tomografia de Coherencia Optica (OCT). La OCT nos permite de una manera rapida e
inocua evaluar las diferentes capas de la retina, ademas de haber demostrado ser una
prueba reproducible para el diagndstico en esta enfermedad.1%© Mediante la OCT de
analisis macular, se puede observar la presencia de una disminuciéon en el espesor
retiniano, quistes maculares y edema de macula, ademas de tracciones vitreas o
membranas epirretinianas que pueden aparecer en estos pacientes. Diversos estudios han
correlacionado las alteraciones encontradas en la OCT (integridad de la capa de elipsoides,
antiguamente denominada linea IS/0S, espesor foveal central, etc.) de los pacientes con la

agudeza visual.101 La OCT es, por lo tanto, una prueba que nos ayuda en el diagnéstico de
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la enfermedad, monitorizacién y valoracidn de la respuesta a los tratamientos que se estan

probando en ensayos clinicos tanto en modelos animales como en pacientes.

Autofluorescencia (AF). Se ha visto que mas de la mitad de los pacientes con RP
presentan una imagen en “anillo” parafoveal, que representa la separacion entre la retina
funcional y disfuncional.l01 Aunque el ERG sigue siendo el gold estdndar para el
diagnostico, la autofluorescencia y la OCT son pruebas mas accesibles en la consulta y
permiten diferenciar la RP de otras condiciones que pueden ser similares en cuanto a los
sintomas al inicio, como la ceguera nocturna estacionaria congénita (enfermedad de

Oguchi).102

Campimetria (CV). Inicialmente se desarrolla un escotoma anular entre 20 y 30 grados
del campo visual, que se extiende lentamente hacia la periferia y hacia el centro del
mismo. En fases avanzadas queda un “islote” de vision central que puede mantenerse
intacto durante mucho tiempo o verse alterado por la existencia de catarata o
maculopatia. La realizacién de CV periédicos es necesaria para comprobar la progresiéon y

para aspectos medicolegales relativos a la incapacidad visual de estos pacientes.3!

Test de colores. La percepcion de los colores se altera en fases avanzadas y se relaciona
con una agudeza visual igual o inferior a 5/10 en escala de Snellen. El defecto mas comtn

es la reduccion del sistema dicromatico (azul-amarillo).3!

5.2.3. Estudio electrofisioldgico

Las pruebas electrofisiolégicas se empiezan a alterar en etapas preclinicas de la RP. El
electrorretinograma (ERG) es una prueba necesaria y fundamental para el diagnéstico (es
el gold estdndar y la primera prueba en afectarse, incluso en ausencia de clinica). Como en
la RP existe afectaciéon de fotorreceptores, las respuestas eléctricas se alteran en fases muy
precoces. El ERG-flash es la prueba neurofisiolégica de mayor valor diagnéstico ante la
sospecha de RP. Caracteristicamente se observa una reduccién de la amplitud de la
respuesta y una latencia aumentada, inicialmente en condiciones escotépicas, que va

empeorando conforme avanza el proceso (figura 16).103
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Electrofisiologia

| 0-5 Hz blue light | 0-5 Hz white light | 30 Hz white light |

|

Paciente
sano

RP AD
13 afios

RP AR
9 afos

RP LigX
14 afios

Figura 16. ERG en pacientes sano y en pacientes con RPAD, RPAR y RPLX. Tanto la amplitud como

la latencia se ven alterados y son mas acusados en RPLX.

6. Tratamiento de la RP

A dia de hoy no existe un tratamiento aprobado para frenar la evolucién y mejorar la
vision de los pacientes con RP en estadios precoces de la enfermedad. Por lo tanto, el
manejo actual de los pacientes se centra en el tratamiento de las complicaciones asociadas
y ofrecer apoyo psicoldgico y ayudas de baja vision. Se recomienda seguir revisiones
periddicas con el oftalmdélogo para detectar y tratar cualquier complicacién asociada como
catarata, glaucoma y edema macular. Se recomienda el uso de gafas con filtros de
absorcion selectiva, los cuales mejoran el contraste, incrementan el confort, aumentan la
resolucidn visual, eliminan el deslumbramiento y proporcionan una maxima proteccion

contra los rayos ultravioletas y la luz azul.104

El consejo genético es importante y los familiares de primer grado deberian ser
examinados para descartar RP. Si se detecta la mutacién responsable se puede ofrecer a
los pacientes en edad reproductiva la posibilidad del diagnoéstico genético
preimplantacional (DGP). El oftalmélogo debe informar de la existencia de grupos de
apoyo y asociaciones como Begisare (Asociacion de afectados por la RP de Gipuzkoa, Alava
y Vizcaya) e IBT-CRI (Centro de recursos para la inclusién del alumnado con discapacidad
visual). En cuanto a los padres de nifios con RP, si se conoce el tipo de herencia mediante

el arbol genealdgico o la mutacidn, podremos orientar el prondstico de sus hijos en cuanto
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a agudeza visual y rapidez de progresion de la disminucién del campo visual. A pesar de
que en algunos casos se desconozca el tipo de herencia o en los casos esporadicos se ha
visto que la mayoria de nifios tendra visién ttil para completar sus estudios, pudiendo
orientar asi a los padres sobre la educacién de sus hijos. Durante el seguimiento de estos
pacientes el oftalmo6logo serd muchas veces el encargado de la realizacién de informes
para el registro en la ONCE e informes necesarios para diferentes grados de incapacidad

en los casos que cumplan los criterios.

6.1. Tratamiento especifico
Una vez hecho el diagnéstico de RP, deberiamos siempre descartar 3 formas de RP

sindrémicas que se pueden beneficiar de tratamiento dietético especifico:

Abetalipoproteinemia (Enfermedad de Bassen-Kornzweig): debido a la baja
concentracion en plasma de la apolipoproteina B los pacientes padecen de malabsorcion
de vitaminas liposolubles. Ademas de RP, los pacientes desarrollan, ataxia, esteatorrea y
neuropatia periférica. El tratamiento con altas dosis de vitamina A y vitamina E puede

restablecer la funcidn retiniana en fases tempranas de la enfermedad.105-107

Enfermedad de Refsum (Déficit de acido fitanico oxidasa): se asocia con defectos de
conduccién cardiaca, ataxia, polineuropatia, sordera, ictiosis, anosmia y retinosis
pigmentaria. La reduccién del acido fitdnico en la dieta puede enlentecer o frenar la

progresion de la enfermedad.108

Déficit familiar de vitamina E (déficit de proteina transportadora de a-tocoferol):
puede causar ataxia en la edad adulta, disartria, disminucién del tacto y propiocepcion y
retinosis pigmentaria. El tratamiento con vitamina E se ha visto que frena la progresiéon de

la enfermedad.109

6.2. Tratamientos en fase de desarrollo

Existen 4 lineas de tratamiento en fase de desarrollo.

6.2.1. Neuroproteccion. Tratamiento farmacoldgico

El objetivo de la neuroproteccién es ofrecer un ambiente protector para prolongar la
viabilidad de los fotorreceptores ejerciendo su efecto en las vias bioquimicas secundarias.
Se puede llevar a cabo por medio de factores de crecimiento neurotroéficos, inhibiendo vias

proapoptoéticas, o por medio de factores de viabilidad como, por ejemplo, el factor de
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viabilidad de conos derivado de los bastones (RdCVF).110 A continuacién, mostramos

algunos de los tratamientos farmacélogicos a estudio:

Factor neurotroéfico ciliar (CNTF) (Figura 17): en un ensayo clinico llevado a cabo para
evaluar la seguridad y el efecto sobre la funcidn visual del factor neurotréfico ciliar
entregado a través de un implante intraocular de células encapsuladas para el tratamiento
de la RP, no mostré beneficio terapéutico en ninguna de las variables de resultado

primaria ( Agudeza visual al afio y cambio en la sensibilidad del CV al afio).111

Vitamina A: el grupo de Berson et al. en un estudio en el que trataron pacientes con altas
dosis diaria de vitamina A (15.000U/d) concluyeron que se enlentecia la progresion de la
RP alrededor de un 2% anual. Los efectos son modestos y hay que sopesar los riesgos de
este tratamiento a largo plazo. Esta contraindicado en mujeres en edad fértil por su efecto
teratogénico, se debe medir regularmente la funcién hepatica y la densidad 6sea y no debe
asociarse a suplementos de vitamina E al competir esta en su absorcién.!'2 En modelos
animales con mutaciones en el gen ABCA4 la suplementacién con vitamina A produce un
incremento de lipofuscina en las células del EPR por una mala metabolizaciéon de los
residuos de los fotorreceptores que, debido a estas mutaciones, producen metabolitos que
el EPR no es capaz de eliminar. En este sentido, Radu et al.,113 demostraron un incremento
de A2E y A2PE-H2 en ratones con mutacién en ABCA4 tras dos meses de suplementacion
con vitamina A. En esta misma linea, un estudio reciente en un modelo de enfermedad de
Stargardt (enfermedad debida a mutaciones en el citado gen ABCA4) en animales, mostré
mejoria clinica y reduccién del acimulo de lipofucsina mediante el empleo de C20-D3-
vitamin A que es un inhibidor de la dimerizacién de la vitamina A,114 pues, como ya se ha

dicho, se sabe que esta enfermedad empeora con la suplementacién de vitamina A.

Por todo ello, aconsejan que los pacientes con distrofias retinianas deberian ser
estudiados genéticamente para descartar mutaciones en el gen ABCA4 antes de empezar

tratamiento con suplementos de Vitamina A.115
Acetazolamida: en un porcentaje pequeiio de pacientes con RP, el edema macular

asociado puede responder a inhibidores de la anhidrasa carbdnica, como la acetazolamida

o sus analogos topicos, con leve mejoria en la funcién visual.116-118
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Tecnologia de células encapsuladas

Membrana Cierre

Clip de sutura

Figura 17. Factor neurotréfico ciliar (CNTF).

6.2.2. Terapia génica

El principio de la terapia génica es la transferencia de un gen sano mediante un vector de
origen no-viral o viral que sea capaz de modificar las células oculares, en el caso de la RP,
los fotorreceptores y/o las células del EPR, para un correcto funcionamiento celular y

evitar su degeneracion.

Las estrategias de terapia génica difieren dependiendo de si el gen exacto y tipo de
mutaciéon son conocidos, de ahi la importancia de un correcto genotipado de nuestros

pacientes.

Los métodos para correguir los genes alterados se pueden clasificar en dos grupos:

a) Terapia de ganancia del gen (gene augmentation): insercidén de un gen normal en el
genoma para reemplazar genes mutados utilizando un vector como vehiculo. Est4 indicada
para las formas recesivas y las formas ligadas al cromosoma X, donde las mutaciones
suelen conducir a una perdida de funcién de la proteina codificada por ese gen. Este
tratamiento se ha estudiado mas extensamente en la amaurosis congénita de Leber (ACL)

con la mutacion RPE65, que interrumpe el correcto funcionamiento del ciclo visual.

b) Terapia silenciadora del gen: inhibicién de la expresion del gen mutado usando
ribozima o RNA de transferencia (siRNA). Este tipo de tratamiento esta indicado en las
formas dominantes de la enfermedad, causadas por aumento de la funcién téxica debido a
la mutacién que resulta en una proteina mutada. La seguridad de estas técnicas debe ser

demostrada en modelos animales y ensayos clinicos.119.120
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En los dltimos afios se han iniciado multiples ensayos clinicos utilizando terapia génica en
distintas distrofias retinianas, entre ellas, ACL, coroideremia, RP, retinosquisis ligada al
cromosoma X, acromatopsia congénita, enfermedad de Stargardt y Sindrome de Usher.115

A continuacién, resumimos diferentes ensayos clinicos en marcha en RP.

Basados en la eficacia y la seguridad de la terapia génica en modelos animales de ACL
(roedores?!?!, caninos!22), en el 2007, en el Children’s Hospital de Filadelfia se realizaron las
primeras inyecciones subretinianas en humanos del virus AAV2.hRPE65v2 a 15 adultos
jovenes (19-26 afios de edad) (figura 18). Jacobson et al. publicaron los resultados de este
ensayo clinico, con resultados de seguridad y eficacia a 3 afios. No detectaron efectos
adversos oculares asociados a la técnica quirtrgica. La funcién visual mejoré en todos los
pacientes en diferente grado; la mejoria se localizé en las areas tratadas. Se vi6é que la
técnica era mas efectiva en la retina extrafoveal, puesto que no se observé beneficio y si
algiin riesgo al tratar la févea. Concluyen que la terapia génica tiene el potencial de
convertirse en el futuro préximo en un tratamiento de rutina en la practica clinica.
(Identificador Clinical Trials.gov: NCT00481546).123 Se realizaron inyecciones en el ojo
contralateral en un total de tres pacientes de la cohorte anterior, sin problemas de
seguridad. En este estudio fue la primera vez en el que se realiz6 terapia génica en ambos

ojos. Todos los pacientes inyectados mejoraron su sensibilidad retiniana, AV y CV.124

Recientemente, ha concluido un ensayo clinico fase Il (Identificador ClinicalTrials.gov
identifier: NCT00999609). En este ensayo clinico, los pacientes con una mutacién
confirmada en RPE65 fueron aleatorizados y los del grupo de intervenciéon sometidos a
una vitrectomia, y un vector viral adeno-asociado que contenia RPE65 (voretigene
neparvovec) fue suministrado subretinianamente en ambos ojos. Este virus sirvié como
vehiculo de liberacion que permitia la produccion de la proteina RPE65 en el RPE. Los 20
pacientes intervenidos mostraron una mejoria funcional en la visién con un nivel de luz
especifico en el test de movilidad bilateral al afio. Mas de un tercio de los pacientes en el
grupo de tratamiento demostré una mejora de 15 letras en el primer ojo tratado al afio de
la intervencién en comparacién con ninguno en el grupo control. Trece de los 20 pacientes
intervenidos fueron capaces de completar la prueba de movilidad al afio a 1 lux, similar a
una condicién de poca luz en comparaciéon con ninguno de los pacientes control. Los
pacientes del grupo intervencién también mostraron una mejora estadisticamente
significativa en la prueba de umbral de sensibilidad a la luz de campo completo para la luz
blanca en comparacién con los pacientes del grupo control.125 Dado el éxito de este ensayo

controlado aleatorizado de Fase IlI, Spark Therapeutics (Filadelfia, PA) ha presentado una
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solicitud para la aprobaciéon de LUXTURNA™ (voretigene neparvovec) a la Administracion
de Drogas y Alimentos (FDA) y, si se aprueba, sera la primera terapia génica disponible a

nivel mundial en RP.

En pacientes con coroideremia, actualmente hay registrados seis ensayos en Fase I o Fase
[/11. Todos los estudios se llevan a cabo vehiculizando el gen CHM que codifica la proteina
Rab-escort 1 (REP 1), con un virus adeno-asociado (AAV2), a través de una inyeccion
subretiniana. En el ensayo clinico multicéntrico dirigido por el Dr. Robert MacLaren
(NCT01461213), seis pacientes (edad 35-63 anos) con coroideremia recibieron una
inyeccion subfoveal. Tras la administraciéon del vector, los dos pacientes con la
coroideremia mas avanzada tuvieron una mejora sustancial en la AV. Los otros cuatro
pacientes que tenian AV casi normal al inicio del estudio recibieron el vector sin efectos
perjudiciales significativos. Los ojos tratados mejoraron su sensibilidad retiniana, con

respecto al grupo control.126

Basado en la eficacia y seguridad de la terapia génica en modelos de rata,12? se llevd a cabo
un estudio en fase I donde se evaluaba la eficacia y seguridad de la inyeccién subretiniana
de rAAV2-VMD2-hMERTK en pacientes con RP debida a mutaciones en el gen MERTK. En
este ensayo clinico, seis pacientes recibieron una inyeccién subretiniana de rAAV2-VMD2-
hMERTK en el ojo de peor vision. Tras dos afios de seguimiento, no se observaron
complicaciones que pudieran ser atribuibles con certeza a la administracién del vector.
Tres pacientes mostraron una mejoria en la AV del ojo tratado que desaparecié en dos de

ellos al cabo de dos afos.128

Basados en la eficacia y la seguridad de la terapia génica en modelos animales
(macacos)!?9 se estdn llevando a cabo dos ensayos en Fase I/Il registrados en
ClinicalTrial.gov donde se evalta la seguridad y tolerabilidad de inyecciones subretinianas
con dosis ascendentes de UshStat en pacientes con USH tipo 1B y mutaciones en el gen
MYOA7 (NCT01505062) y esos mismos objetivos en otro ensayo a largo plazo
(NCT02065011).
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Figura 18. Terapia génica. Técnica quirurgica de inyeccidn del vector en el espacio subretiniano.

6.2.2.1. Optogenética

La restauracion de la visién a través de la optogenética proporciona una interesante
estrategia para restablecer la percepcién visual en las retinas ciegas. Este enfoque
terapéutico se basa en la entrega de un gen que codifica una proteina de canal sensible a la
luz (opsinas microbianas, opsinas endégenas o canales idnicos sintéticos sensibles a la luz)
para reactivar los conos inactivos o activar otras neuronas de la retina en las ultimas

etapas de la degeneracidn retiniana.130

Las proteinas microbianas similares a la opsina tienen la ventaja de isomerizar de forma
reversible un derivado de la vitamina A como el croméforo.131 En respuesta a la luz, las

opsinas microbianas pueden inducir de manera independiente cambios en el potencial de
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membrana de una célula que permite que la sefal eléctrica se propague al cerebro. El
canal rhodopsina (CHR2) fue la primera opsina microbiana que se utilizé en la retina.
CHR2 bombea los cationes tras la excitacién por la luz y produce corrientes excitatorias.
La expresién mediada por AAV de CHR2 a nivel de células bipolares ON132-136 y células
ganglionares!3” en modelos de ratén de RP restablecié con éxito potenciales evocados
visuales en retinas tratadas. Aunque la transduccién de células ganglionares y bipolares
sigue siendo dificil en modelos animales grandes, se han publicado recientemente nuevos
vectores y promotores con mejor afinidad para la retina interna.135138139 Ademas, se ha
demostrado una buena preservacion de estas células en pacientes con enfermedad
avanzada de RP y ACL.123 Otro enfoque consiste en reactivar fotorreceptores de conos no
funcionales "adormecidos" utilizando halorhodopsinas, que producen corrientes
inhibitorias.140 Esta estrategia puede restaurar el procesamiento visual en todas las capas
de la retina. Sin embargo, queda por determinar el paciente apropiado para este
procedimiento ya que muchos pacientes de RP mantienen conos funcionales durante
décadas y la remodelacion de la red retiniana al perder los fotorreceptores podria hacer
que este enfoque sea un desafio en los seres humanos.4! Ademas, los efectos a largo plazo
de la despolarizacién/repolarizacién del potencial de membrana en los conos privados de

nutrientes permanecen inexplorados.

6.2.2.2. CRISPR

Los CRISPR (en inglés: clustered regularly interspaced short palindromic repeats, en
espafiol: repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas)
son loci de ADN que contienen repeticiones cortas de secuencias de bases. Tras cada
repeticiéon siguen segmentos cortos de "ADN espaciador” proveniente de exposiciones
previas a unvirus.l42 Se encuentran en aproximadamente el 40% de los
genomas bacterianosy en el 90% de los genomas secuenciados de lasarqueas. Con
frecuencia se hallan asociados con losgenes cas, que codifican para
proteinas nucleasas relacionadas con los CRISPR. El sistema CRISPR/Cas9 es un sistema
inmune procarioético que confiere resistencia a agentes externos
como plasmidos y fagos!43 y provee una forma de inmunidad adquirida. Los espaciadores
de los CRISPR reconocen secuencias especificas y guian a las nucleasas cas para cortar y
degradar esos elementos génicos exdgenos de una manera analoga al RNAi en sistemas

eucarioticos.142

Desde 2013, el sistema CRISPR/Cas se ha utilizado para la edicién de genes (agregando,

interrumpiendo o cambiando las secuencias de genes especificos) y para la regulacion
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génica en varias especies.1#4 Al administrar la proteina Cas9 y los RNA guia apropiados a
una célula, el genoma de ésta puede cortarse en los lugares deseados, cuyas secuencias
seran complementarias a las de los RNA guia utilizados. Esto permite la eliminacién
funcional de genes o la introduccién de mutaciones (tras la reparacién del corte realizado
por la maquinaria celular de reparacion del ADN) para estudiar sus efectos.
Modificaciones recientes del sistema CRISPR/Cas9 permiten también actuar sobre la
transcripcion de los genes, modificando asi sélo su nivel de funcionamiento, pero no la

informacién genética.

Recientemente, el sistema de proteinas 9 (Cas9) asociado con CRISPR (CRISPR/Cas9) se
ha desarrollado como una nueva herramienta de edicién del genoma en muchos aspectos

médicos incluyendo las enfermedades oculares (figura 19).145

Las investigaciones mas recientes han mostrado que CRISPR / Cas9 se ha aplicado en la
generacion de modelos animales asi como en la terapia génica in vivo de la RP y la ACL.
También se ha demostrado como un potencial avance para la clinica mediante la
combinacién con otras tecnologias como el virus adeno-asociado (AAV) y las células

madre pluripotentes inducidas (iPSCs) (figura 20).146

Latella et al.l%7 informaron de una edicién exitosa in vivo del gen mutante humano
Rhodopsina, que es una causa comun de RP, mediante la aplicacion del sistema CRISPR /
Cas9. Por lo tanto, la edicidn del genoma por el sistema CRISPR / Cas9 podria ser un gran
método para generar deleciones genémicas y cambios en el marco de lectura (frameshifts)
en la retina, que nos proporcionaria una nueva herramienta terapéutica para el

tratamiento de las enfermedades degenerativas de la retina como RP.

El intento del sistema CRISPR / Cas9 para el tratamiento de la degeneracidn retiniana
también se ha hecho en el 2015 con el modelo de rata S334ter-3.148 Una dnica inyeccion
subretiniana del pldsmido gRNA / Cas9 en combinacién con la electroporacidn consigui6
la generacidn de una disrupcion alelo-especifica del alelo de rata S334ter, resultando en la
prevencion de la degeneracion de la retina y la mejora de la funcién visual. En otro
estudio, Suzuki et al.149 idearon una estrategia de integracion dirigida independiente de
homologia (HITI) a través de la tecnologia CRISPR / Cas9, demostrando que la eficacia de
esta estrategia mejoré la funcién visual en el modelo de RP de rata RCS, y demostré el

potencial terapéutico de esta tecnologia.

Recientemente en septiembre del 2017, el grupo espanol del Dr. Millan de Valencia y Dra.

Ayuso de Madrid han publicado el primer articulo en edicién génica mediante CRISPR en
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el sindrome de Usher tipo 11.150 En este estudio, este método de edicién de genes se utiliza
para reparar la mutacion ¢.2299delG en fibroblastos de un paciente de Usher portador de
la mutacién en homocigosis. Se demostrd la reparacion exitosa de mutaciones in vitro
usando ribonucleoproteinas de RNA-Cas9 especificas de locus con posterior

recombinacién homoéloga reparadora.

Otro uso potencial de la estrategia CRISPR/Cas9 puede ser la combinacién con las células
madre pluripotentes inducidas (IPSCs) para aplicaciones en terapia génica. Cereso et al.15!
realizaron la terapia génica mediada por adenovirus (AAV2 / 5) a iPSCs derivadas de las
células de un paciente con coroideremia. También se ha publicado la administracién del
uso combinado de CRISPR / Cas9 y AAV con éxito en hepatocitos de ratén.152 Con estos
antecedentes, Zheng et al.153 sugirié utilizar AAV-CRISPR para suministrar directa y
localmente esta terapia en enfermedades retinianas. La edicién del genoma mediante el
sistema CRISPR / Cas9 también se utilizé para la correcciéon precisa de una mutacion

patégena de RP en iPSCs derivadas de pacientes.154

A pesar de su pontencial, es necesario seguir investigando en el uso combinado de estas
nuevas tecnologias en sistemas in vitro o en modelos animales, para su eventual traslado a

la clinica.
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Figura 19: Incorporacién de la edicién mediada por CRISPR / Cas en la clinica. (A) Las células
madre pluripotentes inducidas especificas del paciente (iPSCs), correguidas in vitro, podrian ser
diferenciadas y reimplantadas, alternativamente, (B) CRISPR / Cas podria ser disefiado y entregado
in vivo para la correccién directa de células somaticas. Independientemente de la técnica utilizada,
un disefio de gRNA (RNA guia) individualizado basado en la secuencia del genoma del paciente sera
importante. Modificado de Hung et al.145
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Figura 20. Estructura y aplicaciones de CRISPR/Cas9 en enfermedades degenerativas de la retina.
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6.2.3. Protesis retiniana

En las fases avanzadas de la enfermedad, cuando ya ha habido pérdida de fotorreceptores
y para pacientes en los que no se conoce la mutaciéon y no se podrian beneficiar de la
terapia génica, las prétesis retinianas (retina artificial u ojo bidnico) pueden ser una
opcidn para recuperar la visidon parcialmente. En el caso de la RP, los fotorreceptores estan
danados pero las neuronas secundarias pueden mantenerse relativamente bien
preservadas. En esta situacidn la protesis electrénica puede reemplazar la funcién de los
fotorreceptores, la cual estimularia esas neuronas secundarias e induciria una imagen
visual (figura 21). Sin embargo, antes de plantear el uso del implante de visién artificial
hay que comprobar que queda retina interna residual y capa de fibras nerviosas mediante
el andlisis estructural con OCT. Ademads, hay que medir el umbral capaz de producir
fosfenos, con el fin de predecir si el implante de una protesis retiniana puede tener
éxito.115 Otro de los criterios para poder ofrecer este tratamiento es tener agudeza visual
de percepcion de luz o menor en el mejor de los ojos.

Se estan estudiando diferentes implantes, incluyendo implantes corticales, asi como
implantes retinianos, estos ultimos con localizaciéon epirretiniana, subretiniana o

supracoroidea.15s

Existen tres protesis retinianas aprobadas para su uso en pacientes, la protesis
epirretiniana Argus Il ® (Second Sight Medical Products, CA, EEUU),!56-158 e] implante
subrretiniano Alpha-IMS® (Retina Implant AG, Alemania)!5® y el implante epirretiniano
Iris ® (Pixium, Francia)(figura 22).160 En la tabla 6 se muestran las diferencias entre los 3

tipos de implantes comercializados.

Respecto a los resultados de agudeza visual alcanzados con los implantes retinianos, todos
los pacientes con un microchip artificial de silicona implantado quirdrgicamente en el
espacio subretiniano o epirretiniano mostraron algin grado de mejoria postoperatoria en
la percepcidn de su visién161-163 y ]a mayoria de los pacientes con un implante epirretinano
(83%) en su funcién visual (P<0,01) (la funciéon visual fue evaluada mediante una serie de
pruebas visuales realizadas con estimulos por ordenador o con estimulaciéon basada en la

informacién visual recibida a través de una videocamara).164

79



Estudio epidemioldgico clinico y molecular de la Retinosis Pigmentaria en Gipuzkoa

Coémo funcionan los implantes retinianos (ojo bidnico)

Implante

Energia’

eléctrica .
Camara
Procesador ATIS
de bolsillo

El implante transforma las sefiales en
pequefios pulsos eléctricos que

estimulan la retina a través de una malla
de electrodos 4

El estimulo retiniano viaja a través del
nervio dptico al cortex occipital 8

El cerebro percibe patrones de luzy

La cdmara de video situada en las
gafas capta laimagen y envia la
imagen al procesador

El procesador de bolsillo convierte
la imagen en sefial electrénicay la
transmite al receptor-emisor 2

ojo

El receptor transmite |a sefial de manera
inaldmbrica al implante retiniano situado en el

oscuridad que corresponde con los
electrodos estimulados en el implante
retiniano que corresponden con la imagen. §

Figura 21. Esquema de funcionamiento de las prétesis retinianas. Imagenes cedidas por Pixium.
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estimular en la corteza.

« IRIS: * ORION:
X ' . .
- Menos experiencia clinica !~ N‘{me -
+ PRIMA: |- Mésinvasivo

|+ ALPHA AMS -hasta 10 hs

- Resultados igual que
epiretiniano y no expantable si,
falla,

Baja especificidad, los 1600
electrodos tienen un unico.
electrodo de retorno.

i 10h)

Tabla 6. Especificaciones técnicas y ventajas y desventajas

comercializados. Tabla modificada de Pixium.
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Introduccion

Figura 22: A: Implante Iris. B: Implante Argus II. C: Implante subretiniano Alpha.

6.2.4. Trasplante retiniano

El trasplante de retina es otra estrategia terapettica para restablecer la visiéon en
pacientes con enfermedad retiniana degenerativa avanzada y es un area de interés
creciente en la investigacion en retina. Se puede aplicar el mismo principio que el de las
protesis retinianas, pero en este caso seran células nuevas las que reemplazaran a los

fotorreceptores en vez de los implantes electrénicos.

La retina es un buen sustrato para tratamientos con células madre, puesto que tiene la
combinacién éptima del facil acceso quirdrgico, combinado con la posibilidad de evaluar
las células trasplantadas directamente a través de los medios oculares transparentes.165
Diferentes tejidos pueden ser la fuente de células que pueden utilizarse para trasplante:
tejido fetal, células madre embrionarias, células madre neuronales, células somaticas,
células madre inducidas pluripotentes (IPS) y epitelio pigmentario de la retina (EPR)
(figura 23). Entre las limitaciones de estas técnicas se incluyen problemas derivados del
espacio limitado en la retina receptora, problemas éticos al trabajar con células madres
embrionarias, como diferenciar correctamente las células embrionarias a fotorreceptores
y en el caso de células autélogas derivadas adultas se mantendria la mutacién genética.
Por lo tanto, el tratamiento futuro de la degeneracién retiniana secundaria a pérdida de
fotorreceptores requerira tratamiento combinado de terapia celular y terapia génica.166
Hasta el momento existen varias series de casos en los que se explora la viabilidad,
efectividad y seguridad de los trasplantes de neurorretina fetal,167-170 de
fotorreceptorest’t, de células madre pluripotentes inducidas72173 y de células madre del

EPR.174175 Pero todavia no existen ensayos clinicos en fase I1I/1V para este tipo de terapias.
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Figura 23. Esquema de diferenciacién de células madre.
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Hipotesis

En Gipuzkoa existe una serie de peculiaridades geograficas y condiciones que nos

permitiran plantearnos nuestra hipétesis de trabajo y que son:

1. Las dimensiones fisicas y demograficas de Gipuzkoa (712.801 habitantes en
1500Km2) (Eustat 2017), y las caracteristicas sociolégicas de la poblacién
autodctona, ligada al lugar de nacimiento o su cercania a lo largo de generaciones, la
hacen muy adecuada para estudios epidemiolégicos de base poblacional.

2. Una organizacidn, Begisare, que agrupa a los pacientes de Gipuzkoa.

3. Sistema publico de Salud con cobertura universal y asistencia oftalmolégica en
toda la provincia con todas las herramientas para el diagndstico clinico de la RP y
manejo de sus complicaciones.

4. Registros de la ONCE donde se registran las causas de ceguera legal en cada
provincia de Espafia.

5. Biobanco que permite mantener las muestras de los pacientes para futuros

estudios moleculares.

Las peculiaridades geograficas descritas, constituyen un escenario idéneo para el

planteamiento de la siguiente hipotesis:

Existe una gran heterogeneidad genética dentro de la RP. Es posible que en un area
geografica con existencia documentada de alelos fundadores en alteraciones genéticas
monogénicas muy prevalentes, como el Pais Vasco, pudiera haber una representacién mas
limitada del repertorio mutacional de la RP, lo que ayudaria a establecer correlaciones
genotipo-fenotipo y facilitaria la caracterizacidon genético molecular de nuestra muestra de

pacientes afectados de RP.
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Objetivos

Teniendo en cuenta las consideraciones expuestas en la introducciéon y el escenario

referido en la hipétesis, en este proyecto nos hemos planteado los siguientes objetivos:

1. Creacion de un registro de RP de Gipuzkoa que permita completar los siguientes
objetivos:
a) Conocer la prevalencia de la enfermedad en Gipuzkoa.
b) Conocer la distribucién de las diferentes formas de herencia en nuestra
poblacion.
c) Caracterizacion genético-molecular de nuestros pacientes.
d) Mantener las muestras de nuestros pacientes para futuros estudios
moleculares y conocer el diagndstico molecular del resto de nuestra poblacidn.
e) Crear grupos de pacientes con mutaciones conocidas para que se puedan
beneficiar de tratamientos y/o ensayos clinicos en terapia génica en un futuro.
2. Caracterizacion clinica de la RP en nuestra poblacion.
3. Conocer las complicaciones secundarias de la RP en nuestra poblacién.

4. Realizar correlaciones genotipo-fenotipo.
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Material y Métodos

1. Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio observacional transversal. Los pacientes incluidos fueron derivados
a la consulta del Hospital Donostia a través de las consultas de Oftalmologia ambulatorias
y a través de la asociacion de afectados de Retinosis Pigmentaria de Gipuzkoa (Begisare),

en un periodo comprendido entre Junio 2009 y Diciembre 2015.

Se realiz6 un estudio descriptivo general de las caracteristicas clinicas, epidemiolégicas y
moleculares de los pacientes. Posteriormente se creé un registro de todos los pacientes

afectos de RP en Gipuzkoa.

El estudio se llevd a cabo siguiendo los principios de la Declaracién de Helsinki y de
confidencialidad en la recoleccion de datos. Todos los pacientes firmaron un
consentimiento informado para participar en el estudio. El estudio fue aprobado por el

Comité de Etica del Hospital Universitario Donostia.

2. Lugar de estudio
Los pacientes fueron estudiados en el Servicio de Oftalmologia en el Hospital Universitario
Donostia, el cual cuenta con una secciéon de retina con las pruebas complementarias

necesarias para realizar el estudio en su momento.

La extraccion de ADN se realizé en el Servicio de Oftalmologia del Hospital Universitario
Donostia y a partir del 2011 se centralizaron las extracciones en los centros de salud
correspondientes a cada paciente. El procesamiento de las muestras se realizé en el
Biobanco del Instituto Biodonostia y el andlisis molecular lo realizd el Grupo de
neurodegeneracién sensorial del Departamento de Neurociencias del Instituto

Biodonostia.

Parte del andlisis molecular se realizé en colaboracién con la Universidad de Washington,

St Louis, EEUU, en colaboracién con el Dr. Carlos Cruchaga.
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3. Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion para el estudio de prevalencia
- Pacientes con diagndstico clinico de RP que acuden al Servicio de Oftalmologia del

Hospital Universitario Donostia en el periodo comprendido entre Junio del 2009 y

Diciembre del 2015.

Criterios de exclusion para el estudio de prevalencia
- Pacientes con diagndstico de distrofia retiniana sin filiar.
- Pacientes con diagndstico genético de RP sin presentar clinica en el momento del

estudio.

Criterios de inclusion para el estudio epidemiolégico molecular

- Pacientes con diagnéstico clinico de RP previo o de novo sin diagndstico genético y
familiares de primer grado, independiente de que sean sanos o afectos.

- Pacientes con diagnéstico genético previo de RP.

- El caso indice debe residir en Gipuzkoa en el momento del estudio.

- Pacientes y familiares de primer grado que tras explicarles las condiciones del estudio
aceptaran participar.

- Pacientes y familiares de primer grado que accedieran a donar una muestra de ADN al

Biobanco del Instituto Biodonostia para el estudio.

Criterios de exclusion para el estudio epidemioldgico molecular
- Pacientes con diagndstico de distrofia retiniana sin filiar.
- Pacientes y familiares que no aceptaran participar en el estudio.

- Pacientes y familiares incapaces de entender y firmar el consentimiento informado.

Criterios de inclusion para el estudio epidemiologico clinico

- Pacientes con diagnéstico clinico de RP previo o de novo que acuden al Servicio de
Oftalmologia del Hospital Universitario Donostia en el periodo comprendido entre
Junio del 2009 y Diciembre del 2015.

- Pacientes que tras explicarles las condiciones del estudio aceptaran participar.

- Pacientes que pudieran acudir a consultas externas de Oftalmologia para la realizacién

de la exploracion oftalmolégica y pruebas complementarias.
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Criterios de exclusion para el estudio epidemioldgico clinico

- Pacientes con diagnoéstico de distrofia retiniana sin filiar o pacientes con diagnoéstico
previo de RP que se descartara después del examen oftalmolégico.

- Pacientes que no aceptaran participar en el estudio.

- Pacientes que no pudieran acudir al lugar de estudio, ya fuera por edad avanzada o
patologia concomitante que impidiera su desplazamiento.

- Pacientes incapaces de entender y firmar el consentimiento informado.

4. Creacion del registro

La mayoria de pacientes fueron derivados a través de las consultas de oftalmologia
ambulatorias y a través de la asociacion de afectados de Retinosis Pigmentaria de
Gipuzkoa (Begisare). Se crea el registro en el 2009 mediante los datos obtenidos de la
historia clinica que se recogian en un cuestionario en una hoja de Access (ver anexo) que

se adjuntaba a la historia clinica.

Desde el 2012 se han digitalizado todas las historias clinicas y pruebas complementarias

en el Osabide Global y los datos han sido obtenidos a través del Osabide Global.

5. Estudio clinico: Confirmacion diagndstica y obtencion de los datos clinicos

para los diferentes estudios.

5.1. Diagndstico oftalmolégico
5.1. 1. Estudio del caso indice
Se confirmé el diagnéstico tanto de los pacientes derivados de otros centros con
diagnostico previo de RP como de pacientes con sospecha de RP en el Servicio de
Oftalmologia del Hospital Universitario Donostia, San Sebastian, Gipuzkoa, Espafia. Los

criterios diagndsticos fueron los siguientes:

1. Sintomas: ceguera nocturna, disminucién de agudeza visual y/o pérdida del campo
visual periférico.

2. Fondo de ojo: triada clasica: depdsitos de pigmento en forma de espiculas 6seas en
media periferia, atenuacién arteriolar y palidez papilar.

3. Campimetria: reduccion concéntrica del CV.

4. ERG: disminucion de amplitud de las ondas a y b en el electrorretinograma.2®

5. Genética: confirmacion de mutaciéon en aquellos pacientes con informes externos

previos.
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a) Datos de la historia clinica

En la entrevista clinica del paciente comenzamos con el afio de inicio de sintomas y cual
fue el principal sintoma al diagnéstico y afio de diagnoéstico. Se recogen los antecedentes
personales, haciendo especial hincapié en los sintomas de las formas de RP sindrémicas
mas frecuentes: sordera en el caso del Sindrome de Usher y polidactilia en el caso del

Sindrome de Bardet Biedl.

b) Agudeza visual

Se usé el proyector de optotipos Topcon ACP-8 (de Corporacién Topcon, Japdén) para
tomar las agudezas visuales a 6 metros del paciente. La AV se tomd con la mejor
correcciéon con la que contara el paciente en ese momento en la escala ETDRS, y se
registraron convertidas a LogMAR. Las agudezas visuales en los pacientes de baja vision
equivalentes a “cuenta dedos a 1 metro” se registraron como 0,01 en escala Snellen
(LogMar= 2), las agudezas visuales de “movimiento de manos” se registraron como 0,001
en escala de Snellen (LogMAR = 3), las agudezas visuales de “percepciéon de luz” se

registraron como 0,0001 (LogMAR=4)176177 y amaurosis como 0 (LogMAR=5).

c) Refraccion
Se us6 el autorefractometro KR-8800 (Topcon, Europa) para el calculo del equivalente

esférico de los pacientes.

d) Biomicroscopia de polo anterior
Se valoré la presencia de catarata subcapsular posterior, afaquia o pseudofaquia mediante

la ldampara de hendidura Topcon IS-600 (Topcon, Europa).

e) Presion intraocular

Se midid la presion intraocular mediante el tonémetro de Goldmann.

f) Test de colores

Se realiz6 la prueba de vision de colores de forma binocular, con el test de Ishihara de 38
laminas a 75cm. Los pacientes fueron clasificados como normal, protanopia, deuteranopia
o ceguera total al color; segtn las cartillas que fueran capaces de identificar en la prueba.
Se excluyeron los pacientes que debido a la baja visién no fueron capaces de realizar la

prueba.
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g) Campimetria

Se realiz6 el campo visual Humprey 24/2 (Zeiss, Europa). Se excluyeron aquellos
pacientes que debido a la baja visién no pudieron realizar la prueba. Aquellos pacientes
con menos de 102 centrales, se les realizé la prueba 10/2. Se valor6 la pérdida del CV

concéntrica medida en grados.

h) Fundoscopia

Se exploré el fondo de ojo con la ldampara de hendidura Topcon 1S-600 (Topcon, Europa) y
la lente superfield de Volk. Se evalué el vitreo, el polo posterior y retina periférica. Se
anot6 cualquier alteracién vitreoretiniana y se valor¢ la presencia de la triada clasica de la

RP: palidez papilar, espiculas seas en media periferia y atenuacién arteriolar.

i) Retinografia y autofluorescencia (AF)

Se realizaron retinografias del polo posterior y media periferia. En algunos pacientes se
realizé autofluorescencia con el retindgrafo Topcon TRC-50DX (Topcon, Europa) que
emplea los filtros de Spaide con una longitud de onda para el filtro de excitaciéon de 535-
585nm y para el filtro de barrera de 605-715nm. En la autofluorescencia se describe el
patréon de hiper/hipoautofluorescencia y se valor6 la presencia de anillo
hiperautofluorescente parafoveal. También se detect6 la presencia de drusas del nervio

6ptico.101,102,178

j) Tomografia de Coherencia Optica

Se realiz6 la OCT macular y de capa de fibras nerviosas con la OCT Stratus y Cirrus (Zeiss)
(dependiendo del afio de exploracion de los pacientes): se midi6 el grosor macular central
y la presencia de membrana epirretiniana (MER) y edema macular quistico (EMQ), asi
como el grosor medio de la capa de fibras nerviosas.100-102 En los pacientes estudiados con
la OCT Cirrus, se valord la zona de elipsoides (antigua linea IS/0OS de fotorreceptores, linea
de unién de los segmentos internos y externos de los fotorreceptores), su integridad y su
longitud. Para valorar la integridad de la zona de elipsoides definimos 3 estadios en el

corte horizontal de la OCT a nivel de la fovea:

o Estadio 1: zona de elipsoides no visible
o Estadio 2: zona de elipsoides alterada

o Estadio 3: zona de elipsoides normal.

La longitud de la zona de elipsoides se midié con el calibrador de la OCT en los pacientes

con la zona de elipsoides integra, es decir, aquellos con estadio 3.
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k) Electrofisiologia

Se realiz6 electrorretinograma en el servicio de neurologia del Hospital Donostia a
aquellos pacientes de diagndstico de novo y a los pacientes sin electrorretinograma
previo. Se empled el electrorretinografo Viasys (Viasys Healthcare, UK, Ltd) y el software
Synergy version 15.0 (Medelec Synergy EP; Oxford Instruments Medical, Surrey, UK). Se
realizé el electrorretinograma flash con electrodo activo de hilo conjuntival y electrodo de
referencia periorbitario de superficie. Se utilizé el estimulador externo Braintronics Flash-
101. Con una frecuencia de estimulo de 0,5-2 Hz y 30 Hz para el flicker. Se realizaron
registros en condiciones fotdpicas, escotdpicas y flicker. El tiempo de andlisis del registro
fue de 300msegs y una amplitud de 20-100 microvoltios con un promedio de 5-30

adquisiciones.

En la hoja de Access (Ver Anexo) se resumen los datos recogidos en la historia clinica.

5.1.2. Estudio clinico completo de las formas de RP sindrémicas

Los pacientes con fenotipos complejos en los que la enfermedad retiniana se acompafiaba
de sintomas extraoculares, se derivaron a medicina interna a la secciéon de enfermedades
raras para la realizaciéon de un estudio completo para descartar toda posible afectacion
sistémica y diagnostico correcto de la forma sindrémica. En los casos de sospecha de

Sindrome de Usher se derivaron al servicio de Otorrinolaringologia.

5.1.3. Estudio clinico de la familia:
En los casos de familias informativas se procede al estudio clinico de familiares de primer

grado, siguiendo los mismos protocolos aplicados a los pacientes afectos.

5.2. Arbol genealégico y clasificacién del tipo hereditario familiar

Se realizd el arbol genealdgico en todas las familias, denominando caso indice al sujeto a
estudio en cada familia. Se recab6 informacién sobre la posibilidad de existencia de
consanguinidad en la familia para orientar el estudio genético a las formas recesivas de la
enfermedad. En los casos sin antecedentes familiares, se denominaron esporadicos

(RPesp).

Criterios de clasificacion genética de las familias:
Las familias se clasificaron genéticamente segun los siguientes criterios utilizados por

Ayuso et al., 1995,22 los cuales han sido modificados de Haim:179
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Herencia autosémica dominante (RPAD):
- Transmisién de varén a vardén (no explicada por consanguinidad)
- Transmisiéon vertical en, al menos, 2 generaciones sucesivas con mujeres
afectadas con la misma severidad que los hombres.
En caso de existir consanguinidad, la pseudo-dominancia se descartara si
existen afectos fuera de la rama consanguinea.
Herencia autosémica recesiva (RPAR):
- Mas de un hijo afecto de sexo femenino o de ambos sexos con padres sanos.
En caso de fratrias de s6lo varones afectos, es necesario excluir herencia ligada
al cromosoma X, mediante un cuidadoso examen oftalmolégico de mujeres
posibles portadoras (madre, hijas y hermanas de los afectos).
- Unico afecto en la familia, hijos de padres sanos y consanguineos.
Herencia ligada al cromosoma X (RPLX):
- Afectacidn severa de varones, emparentados entre si a través de mujeres sanas
o con signos de portadoras.
- Afectacién severa de un varén con madre, hija o hermana con signos de ser

portadora.

Tras el diagnostico genético del caso indice se realizé estudio de segregacion familiar y si
se confirmaba la mutacion, se realizaba el diagndstico genético y se replanteaba el tipo de
herencia deducido a través del arbol genealégico, clinica y consanguinidad. Para finalizar

el estudio, se realiz6 el consejo genético al caso indice y familiares (ver figura 27).

6. Estudio genético

6.1. Coleccion de muestras humanas:

En cuanto al ADN de los pacientes y familiares, se obtuvieron 20cc de sangre periférica en
tubos EDTA tras la obtencion del consentimiento informado del paciente. El ADN se
extrajo y almacend en el Nodo de Donostia del biobanco de Euskadi, siguiendo los

protocolos establecidos (www.bioef.org).

Se extrajo el ADN a partir de las muestras de sangre y se aislé de manera automatizada
con el AutoGenFlex Star instrument (AutoGen, Holliston, MA) utilizando Flexigen DNA Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se midieron concentraciones de ADN en un espectrofotometro Nanodrop (ND-1000,
Thermo Scientific NanoDrop Products, Wilmington, DE, USA) y todas las muestras de ADN

se almacenaron a -80°C.
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A continuacidn, se explica con detenimiento el desarrollo en la ejecucién de la
caracterizacion genético-molecular de los casos indice. Del 2009 al 2015 las técnicas y
estrategias utilizadas para la caracterizacién molecular de los pacientes ha variado, esto
ha sido debido al avance en las tecnologias que han supuesto un abaratamiento de los
costes y un mayor rendimiento diagndstico. La técnica utilizada ha variado en cuanto al
numero de sujetos estudiados dependiendo del momento del estudio. Ademas, varios de
los pacientes han podido ser analizados utilizando distintas técnicas. Por consiguiente, no
es posible realizar una comparacién del rendimiento diagndstico obtenido con los
distintos abordajes experimentales empleados en el presente trabajo. No obstante, se

realizara un analisis descriptivo de las mismas.

Al inicio del estudio se decidi6 desarrollar 2 estrategias de cribado (HRM y arrays de ADN)
debido a su coste-efectividad.61180 A partir del 2010 y 2011, comenzamos a utilizar

técnicas de NGS, Illumina e lon Torrent respectivamente.

6.2. Analisis de High Resolution Melting (HRM)

6.2.1. Seleccion de genes

Se seleccionaron los genes causales de tamafio medio (menos de 4 kb) de RP no
sindrémica y sindrémica (sindromes de Bardet Biedl y Usher) con prevalencia media/alta.
Se incluyeron en el estudio un total de 16 genes de RP que cumplen los siguientes

criterios:

1) Tamafo: se seleccionaron genes con transcritos de menos de 4 kb, incluida la regién
UTR, excepto los genes CRB1; LRAT y PDE6A cuya extensa regiéon UTR quedo excluida del
analisis.

2) Numero de exones: genes con menos de 22 exones.

3) Prevalencia: los genes representan, al menos, el 0,4% del total de casos de PR en todo el

mundo31181(http: //www.sph.uth.tmc. edu / Retnet /).

Establecimos los siguientes grupos experimentales:
GRUPO I: genes de RP medianos analizados en 92 casos.
GRUPO 1I: genes prevalentes del sindrome Bardet Biedl analizados en 4 pacientes que

cumplieron con el diagnéstico clinico del sindrome.

Una descripcién de los genes seleccionados y los criterios utilizados se resumen en la

Tabla 7.61 Ademas, se incluyeron regiones ricas en mutaciones patogénicas del gen ABCA4,
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que por su elevado tamafio no pudo ser analizado de forma completa siguiendo esta

metodologia.

6.2.2. Diseiio de primers

Para flanquear los exones de nuestros genes diana, incluyendo las secuencias intrénicas
pequeinas (unos 50 bp), se disefiaron cebadores utilizando el software Primer Express 3.0
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU). Se generaron asi, amplicones de entre 250 y
330 pb de longitud. La especificidad tedrica de los primers fue evaluada in silico, mediante
la  aplicacidn: (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr y  http: //  www.
Ncbi.nlm.nih.gov/projects/e-pcr/). Antes del ensayo de HRM, se llev6 a cabo una PCR de
punto final con una muestra de control para probar la especificidad, la eficacia y la posible
existencia de dimeros de cebadores en una electroforesis en gel de agarosa al 3%. Los

cebadores que no cumplian todas estas condiciones se redisefiaron.

6.2.3. Condiciones de ensayo HRM y PCR en tiempo real

La amplificacién por PCR y la HRM se realizd en una sola ejecucion en un sistema de PCR a
tiempo real (7900HT) en placas de 384 pocillos (Applied Biosystems) que contenian
muestras de 92 pacientes, dos controles de ADN negativos y un control negativo sin la
muestra diana de ADN (NTC). Cada reacciéon de PCR se realiz6 por triplicado y contenia
0,5pl de ADN gendémico a 20 ng/pl, 5 uM de cada cebador y MeltDoctor HRM MasterMix
(Applied Biosystems) en un volumen total de 10ul por reaccidn. Para el andlisis de cuatro
pacientes con sindrome de Bardet Biedl clinicamente diagnosticados, se sigui6 una
estrategia similar con la siguiente modificacién: se analizaron simultdneamente hasta seis
amplicones de genes asociados a Bardet Biedl en placas de 384 pocillos en una sola serie.
Para cada amplicén se analizaron cuatro probandos, 10 controles negativos de ADN y una

muestra de NTC por triplicado.

La condicién de reaccién incluye una etapa de activacién enzimatica a 95°C durante 10
minutos, seguida por 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos (desnaturalizacién) mas una
bajada de temperatura de 95°C a 60°C durante 1 minuto (alineamiento/amplificacién). La
HRM se llevé a cabo con un paso de desnaturalizacion (952C durante 10 sg) seguido de un
intervalo de 602C-952C, a una velocidad de incremento de 12C por minuto, mientras se
realiza un registro continuo de la fluorescencia consistente en 30 capturas de sefial

fluorescente por grado centigrado.
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De cara a poder determinar la sensibilidad de HRM como método de deteccién de
mutaciones, se usaron muestras de ADN con mutaciones conocidas en los genes USH2A
(mutacion p. Cys759Phe) y RHO (mutaciones p.GIn28His y p.Pro347Gln) como controles
positivos. Otra forma de validar el método de HRM consisti6 en comparar el rendimiento
diagnéstico de éste con el secuencido por Sanger. Para ello se secuencié toda la zona
codificante del gen RHO en 10 de las muestras analizadas mediante HRM,
correspondientes a pacientes con un arbol genealégico y/o diagnéstico compatible con

RPAD.

6.2.4. Analisis HRM

El andlisis de las curvas de HRM se llevé a cabo utilizando el software HRM v2.0.1 (Applied
Biosystems). En la figura 24 se ilustra como las curvas generadas en el proceso de fusion
de la hebra de ADN se normalizan con respecto a una muestra control, la cual no presenta
ninguna mutacién en la regién analizada. Aquellas curvas que se desvian de manera
significativa de la muestra control (en azul, verde y rojo en la grafica), son marcadas de
manera automatica por el programa con un color diferente. Las diferencias se consideran
significativas si las réplicas caen fuera del intervalo de confianza con respecto a la curva

control.
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>/
] 1 ] L) ) L] L L] 1 1 | 1
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Temperature (°C)

-16 =

Figura 24. Anilisis de HRM del gen PDEG6A. Grafico de diferencias obtenido a partir del andlisis de
HRM del gen PDE6A. Se representan tres variantes genéticas que difieren claramente de los
controles (lineas grises). Mediante la secuenciacién directa de las muestras identificamos 3
variantes genéticas diferentes en un fragmento de 233 pb: 1 mutacién puntual de tipo intrénico I
(A> G) en homocigosis en tres muestras (c.859-63A>G, en verde); una mutacién puntual de tipo I
(C>T) en una regién de empalme del gen encontrado en 2 muestras (¢.933+4C>T, en azul oscuro);
y una variante de cambio de sentido de tipo I (A> G) en homocigosis, que se predice como

probablemente patogénica en una muestra (p.Pro293Leu, en rojo).
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Gene Inheritance Associated diagnosis aa bp bp* # exons Prevalence # Synonims
1 RHO ar/ad RP 348 2592 1044 5 0.55/8.75 CSNBAD1, OPN2, RP4
PDE6A ar RP 860 5642 2580 22 1.93 RP43
PRPF31 ad RP 499 2126 1497 14 175 PRP31, RP11
PRPF3 ad RP 683 2433 2049 16 14 HPRP3, PRP3, RP18
CLRN1 ar RP/Usher 232 2359 696 3 1.1 RP61, USH3, USH3A
LRAT ar RP 230 4928 690 3 0.55 LCA14
CRB1 ar RP/LCA 674 9023 2022 6 0.55 LCAS8, RP12
PRPH2 ad RP/CORD/AMD 346 2974 1038 3 04 CACD2, RDS, RP7
ROM1 ad RP 351 1878 1053 3 04 -
I BBS1 ar BBS 517 3423 1551 17 23 -
BBS10 ar BBS 723 3595 2169 2 20 FLJ23560
BBS2 ar BBS 721 2963 2163 17 8 -
BBS9 ar BBS 887 4027 2661 23 6 PTHB1
MKKS (BBS6) ar BBS 570 2663 1710 6 6 BBS6
BBS12 ar BBS 710 3431 2130 3 5 FLJ35630
BBS4 ar BBS 519 2490 1557 16 2 -

Tabla 7. Descripcién de los genes RP y BBS analizados. Los genes se dividen en los dos grupos
experimentales analizados (I-II). Los asteriscos (*) indican el nimero de pares de bases sin region
UTR. #: Porcentaje de la contribucidn de cada gen a casos de RP en todo el mundo,3! excepto para el
grupo experimental 1I, donde la prevalencia se refiere al porcentaje de contribucién de cada gen
BBS al sindrome Bardet Biedl en todo el mundo.182 AMD: degeneracién macular asociada a la edad;
BBS: sindrome de Bardet Biedl; CORD: distrofia de conos y bastones; LCA: amaurosis congénita de
Leber; RP: Retinosis pigmentaria. Tabla publicada en Experimental Eye Research por Anasagasti y

cols.61

6.3. Arrays de ADN

Se analizaron 76 pacientes con arrays de ADN (Axiom Exome Array Plates, Affymetrix;
catalogo n.° 902106). Estos consisten en 96 microarrays idénticos, cada una conteniendo
variantes raras de la region codificante del genoma humano, consistentes en variantes no
sinénimas, mutaciones puntuales y pequefias inserciones y/o deleciones. Su contenido
gendmico se alimenta de un conjunto de variantes novedosas descubiertas en mas de 16
iniciativas principales de secuenciacion del exoma humano, especialmente el Exome Chip
Design Consortium, el NHLBI Exome Project, el Genetics of Type 2 Diabetes Program
(GoT2D), los 1000 Genomas Project, Cancer Genome Atlas Project, Sardinia exome study,
Autism Exome Sequencing Study y UKI10K project, entre otros. Las variantes se
determinaron mediante la secuenciacién de 12.000 muestras étnicamente diversas de
ancestros europeos, africanos, latinos y asiaticos con una cobertura de al menos 20 veces y

que representan multiples cohortes de enfermedades.

Los servicios de genotipado de Affymetrix fueron provistos por el Centro Nacional de
Genotipado (CEGEN-ISCIII). Las muestras se distribuyeron en 2 placas de 96 arrays. El
analisis inicial y una prueba de control de calidad de los datos brutos se realizaron

utilizando el software Genotyping Console 4.1.4 (Affymetrix).
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6.3.1. Analisis de filtrado de datos

El primer paso consistio en la identificacidon y seleccién de las 5.044 variantes genéticas
presentes en los genes de distrofias retinianas de las mas de 300.000 variantes presentes
en cada array. La informacién de los genes implicados en distrofias retinianas se obtuvo de
la base de datos de Retnet, y se describe en la tabla suplementaria del articulo de nuestro

grupo (Barandika et al., 2016: www.carger.com/doi/10.1159/000445690).180

Usando los datos generados por Genotyping Console 4.1.4 (Affymetrix), seleccionamos los
valores de cada variante de distrofias retinianas de la columna Base Calls de cada muestra.
Al elegir esta columna, introdujimos un sesgo hacia los falsos positivos, con el objetivo de
aumentar la sensibilidad de nuestro método y, por lo tanto, minimizar la pérdida de datos.
Posteriormente utilizamos una estrategia simple de filtrado de datos basada en Microsoft
Excel (versién 14.4.2, para Macintosh) con el fin de identificar las supuestas variantes
patégenas en nuestra poblacién. Para este fin, seleccionamos las variantes genéticas que
cosegregan con la enfermedad, es decir, las variantes genéticas en los genes recesivos se
filtraron para que estuvieran presentes en homocigosis en individuos afectados de la
misma familia y en heterocigosis o ausentes en individuos no afectados. Ademas, se utiliz6
un grupo de 30 individuos no afectos de nuestra cohorte como control, con el fin de
validar las variantes detectadas utilizando una muestra mas grande, con el mismo origen
étnico. Este grupo control se seleccion6 basandonos en la baja probabilidad de desarrollar
la enfermedad considerando su edad avanzada (edad media + DE, 62,2 + 17,3 afios), y fue
especialmente util como control para detectar variantes genéticas patégenas probables en
aquellos pacientes sin o con pocos miembros de la familia disponibles. Un diagrama
representativo del flujo de trabajo seguido en una de las familias estudiadas se resume en

la figura 25 publicada por Barandika et al. en el 2016.180
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Base calls
— — —  — . S — " — i — yo—] p— G ——
1 | ProbeSetID  Call Codes p FC Codes Log Ratio Strength Base Calls FBC
2 | AX-11088783 AA 0 AA 3.475 9.958 AA AA
3 AX-11090310 BB 0 BB -1.775 9.697 GG GG
4 | AX-11091845 BB 0 BB -1.165 9.196 GG GG
5 | AX-11098882 AA 0 AA 2.675 10.372 AA AA
A S— -
Family base calls
T T T ——
1 Probe Set ID P B R1 M F R2 R3
2 | AX-11088783 AA AA AA AA AA AA AG
3 | AX-11090310 GG GG GG GG GG GG AG
4 | AX-11091845 GG AG AG AA AG AG GG
b 5 | AX-11098882 AA AG AG AG AA AA AA
Nonfiltered variants
fx |=|F((Q6=$FG),”WT”,|F((QG=$GG),”HET".|F((QG=$H8),"HET",IF((QGIZS\G),"HOM"." ")))‘
. A 8 C DIETFIGIHITIJIKILCIMINIOIPIQIRIS[TIULVIW
1
2 | #%genome-version-ncbi=37 REFERENCE FAMILY BASE CALLS ZYGOSITY
3 version-ucsc=hg19 ZYGOSITY
4 || #Axiom_Exome_1A.na32.annot.dd P B Rt M F R RBAP B RT M F R2 R3
5 NGENE _Inher. Probe Set ID VI _H1 H2 H A A NA NA NANALA A A NA NA NA NA
R e R R EE R AR
7 JPEX2 ar  AX-11091845 B oX A AG GG AG AA AG AGHWT MET WT MET HOM MET HET
8 JALMS1 ar  AX-11098882 M AG GA AG M AG AG A A IWT MET WT MET MET WT WT
9 JIRPGRIP1 ar  AX-11105632 A A € M Cc cc AC CCWT W HOM WT WT HET wr
| 10 JADAM9  ar  AX-11106934 cc cr 1c TC TT CC TT TC TT HMET MET HOM WT HOM HET HOM
1 : : ; - 1
504s5)i RHO adlor AX-83235320 | A G M AG GA M M M M M M MmlwT oW wWT owT oW wT e
50 ar AX-83236679 - e I o TT I T T OTT T OTTHEWT WT O WT WT WT WT WT
ar AX-83236744 G A GG GA AS AG GG GG GG GG GG GG HEMET WT WT WI WI WI Wr
5048 ABCA4  ar  AX-83236797 c T cc oot CC CC CC CC CC C CCHWI WI WI WI WI Wi wr
ar AX83236838 [C T cc cr T cc cc cc cc cc cc CClWr Wr Wr wr wr wr owr
5050)
c
|Filtered variants
o 200>
4 A B c DIELFIGIH M TK[LC[MIN]IO|PEQIR]ISITIUIVIW
; jonucscahgd REFERENCE FAMILY BASE CALLS ZYGOSITY
4 )| #Adom_Exome_tAna32annotab vootonshl BRI M F R
5 | GENE Inher. Probe SetID|A1 A2 WT H1 H2 H A A NA NA
6 JEYS A AR AG AG
7 AA AA AT AT
8 66 66 AG AG
9 €6 €6 ¥©
10} 66 66 A6
11 AR AAAG
d 12

Figura 25. Diagrama de flujo del analisis de datos. El diagrama muestra un ejemplo del proceso de
filtrado de datos. a El proceso comienza con la seleccién de las columnas Base calls (cuadrado azul
oscuro) de cada miembro de la familia. b Posteriormente se agruparon las Base calls de todos los
miembros de la familia. ¢ Las Base calls familiares (por ejemplo, AA delineadas por un cuadrado
azul claro) se compararon con los valores de las columnas de cigosidad de referencia (por ejemplo,
AA, AG, GA y GG contorneadas por cuadrados en azul oscuro, rojo, verde y naranja,
respectivamente) para determinar la cigosidad de todas las variantes genéticas para cada miembro
de la familia (columnas de cigosis). Para tal fin, se aplicé una férmula légica, utilizando el software
de Excel (zona superior del recuadro: fx). d Finalmente se inici6 un proceso de filtrado de datos. Al
aplicar un primer filtro, redujimos el nimero inicial de variantes aproximadamente 1.000 veces (de
5.000 a 6 en este ejemplo) excluyendo aquellas variantes que no cosegregaron con la enfermedad.
Por ultimo, se aplicé un segundo filtro consistente en la seleccién de aquellas variantes que (1)
estan presentes en un gen compatible con el fenotipo del paciente, y (2) son patégenas o tienen una
prediccién in silico de su participaciéon en la enfermedad. En este caso, las variantes que no

cumplieron el criterio 2 no se tuvieron en cuenta, y se representan tachadas con una marca.180
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6.4. Next Generation Sequencing (NGS)

6.4.1. Método de terminacion reversible (Illumina)

Teniendo en cuenta que se habia descrito que los genes RHO, USH2A y RPGR aglutinan
aproximadamente un 30% de los casos de RP a nivel mundial,3! secuenciamos siguiendo
esta técnica estos 3 genes y afiadimos el gen PDE6B por ser el modelo de ratén que utiliza
nuestro grupo para estudios en terapia en RP y el gen RPE65 por ser el gen que estaba en
fase de ensayo clinico en terapia génica en ese momento. Se analizé una muestra de 96
pacientes, utilizando secuenciacién masiva mediante terminacién reversible, utilizando un
abordaje experimental consistente en mezclar toda nuestra muestra de pacientes en un

unico pool, con el objetivo principal de abaratar los costes de manera muy significativa.

Se realizé una secuenciaciéon de ADN en pool, como se describié previamente por Cruchaga
et al.l83 En resumen, se mezclaron cantidades equimolares de muestras de ADN
individuales medido de manera muy precisa usando el sistema Quant-iT PicoGreen. De esta
manera se obtuvo un pool de 96 muestras que contenia 100ng de ADN por individuo. Los
exones de codificacién y las regiones flanqueantes (un minimo de 50pb a cada lado) se
amplificaron por PCR individualmente usando cebadores especificos y la polimerasa Pfu
Ultra de alta fidelidad (Stratagene, La Jolla, CA, EE. UU.). Se utilizé6 un promedio de 20
genomas diploides (aproximadamente 0,14 ng de ADN) por individuo en un total de 4
reacciones de PCR que cubren 2008 bases del gen RHO. Una cobertura media de 30 veces
por alelo por pool parece ser la cobertura minima necesaria para obtener un valor
predictivo positivo 6ptimo para el algoritmo de obtencién de variantes (variant call).184
Todos los amplicones estaban cubiertos al menos 30 veces por alelo y muestra. Todos los
procedimientos se realizaron de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Para

detalles del procedimiento completo, ver Cruchaga et al.183

6.4.2. Método de secuenciado mediante semi-conduccion (ION Torrent
Personal Genome Machine-PGM)

La tecnologia de secuenciado masivo mediada por semiconduccién, se empleé para
analizar 31 genes de familias RPAD en 35 pacientes (ver tabla 8). Para ello, se disefiaron
un total de 663 pares de primers y se agruparon en 2 pooles de primers de lon AmpliSeq
Primer para flanquear 31 genes de distrofias retinianas con una cobertura total del
98,37% utilizando el software Ion AmpliSeq Designer (www.ampliseq.com). Las regiones
excluidas por el disefio representaron so6lo el 1,63% del total. Aunque la mayoria de los
genes estaban relacionados con RPAD, también se incluyeron genes representativos

asociados con formas dominantes de amaurosis congénita de Leber y distrofias de conos y
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bastones ya que los sintomas clinicos asociados con estos genes a menudo son dificiles de
distinguir de los asociados con RP (RetNet; https: //sph.uth.edu/retnet/disease.htm)
(tabla 8). Se empled el kit lon AmpliSeq v2.0 (Life Technologies, Foster City, CA, EE. UU.)
para construir una biblioteca de amplicones de regiones gendmicas diana con una longitud
de lectura maxima de unos 200 pares de bases (longitud media, 142 pb) para

secuenciacién en el PGM.

AIPL1, BEST1, CA4, CRX, FSCN2, GUCA1A, GUCA1B, GUCY2D, IMPDH1, KLHL7, NR2E3,
NRL, OTX2, PITPNM3, PROM1, PRPF3, PRPF31, PRPF6, PRPF8, PRPH2, RDH12, RHO,
RIMS1, ROM1, RP1, RPY, RPE65, SEMA4A, SNRNP200, TOPORS, UNC118.

Tabla 8. 31 genes de familias RPAD analizados mediante lon Torrent (NGS), ver articulo del grupo

de Ezquerra-Inchausti et al.185

6.4.2.1. Analisis de Secuenciacion

El secuenciado NGS se llevd a cabo siguiendo el protocolo del kit de Secuencia lon PGM
200. El procesamiento de la sefial y la obtencidn de variantes genéticas (base calls) para
los datos generados durante las ejecuciones de PGM se realizaron utilizando el software de
analisis especifico de la plataforma lon Torrent Torrent Suite version 4.0 para generar
lecturas de secuencia. Las secuencias generadas se alinearon con el genoma humano

GRCh37/hg19 para la deteccidn de variantes gen6micas en las muestras secuenciadas.

En la siguiente tabla se resume el nimero de casos analizados y los genes o variantes

analizadas con cada técnica:

Técnica N2 casos Genes o variantes estudiadas
estudiados

HRM 96 16 genes

Arrays de 76 5044 variantes genéticas de 181 genes

ADN

NGS 96 RHO, USH2A, RPGR, PDE6B y RPE65

(Illumina)

NGS (lon 35 Panel de 31 genes de RPAD

Torrent)

Tabla 9. Numero de casos estudiados con cada técnica de secuenciado y genes o variantes

analizadas con cada técnica.
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6.5. Filtrado de variantes relevantes y valoracion del grado de patogenicidad:
Para poder identificar aquellas variantes causantes de RP, se sigui6 la siguiente estrategia

de filtrado, en funcion de los siguientes criterios (figura 26):

1) Variantes previamente descritas como patogénicas (Ensembl,
http://www.ensembl.org/).

2) Variantes con una frecuencia del alelo minoritario (MAF) inferior a 0,003 para
genes recesivos o inferior a 0,001 para genes dominantes obtenido por las bases
de datos de 1000 Genomes and Exome Aggregation Consortium.

3) Variantes noveles en regiones de splicing y variantes con pérdida de funcién como
variantes sin sentido y variantes que produzcan un cambio en el marco de lectura,
deleciones o inserciones.

4) Variantes con cambio de sentido descritas previamente como probablemente
deletéreas.

5) Variantes con cambio de sentido ndveles con gran probabilidad de estar
implicadas en la enfermedad. Dicha probabilidad fue valorada utilizando
predictores de patogenicidad in silico como:

SIFT (http://www.sift.bii.a-star.edu.sg)186
Polyphen-2 (http://www.genetics.bwh.harvard.edu/pph2 /)187
PROVEAN (http://provean.jcvi.org/seq_submit.php)188
GVGD (agvgd.iarc.fr/agvgd_input_php)189
MutationTaster (www.mutationtaster.org)190
Las variantes seleccionadas deben pasar los criterios de al menos cuatro de los

cinco predictores.

Una vez realizada esta primera seleccién, se realizé una bisqueda de dichas variantes en
bases de datos con informaciéon de exomas procedentes de controles no afectos, entre las
que se encuentran: la base de datos de exomas espafola (http://csvs.babelomics.org).191
Para las variantes dominantes, sélo se consideraron las variantes ausentes en esta base de
datos. Con respecto a las variantes recesivas, s6lo se consideraron las variantes con un

MAF <0,003 y so6lo presentes en heterocigosis.
Finalmente se realiz6 la correlacion genotipo-fenotipo seguin la clinica del paciente y un

analisis de co-segregacidon en el que se test6 la presencia o ausencia de la variante

candidata en todos los familiares afectos y no afectos disponibles, respectivamente. En los
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casos con una correcta segregacion, se considero la variante como causante de la patologia

en esa familia (figura 26).

Estos criterios para la interpretacién de variantes siguen las directrices recientemente

delineadas por el American College of Medical Genetics.192

Candidate variants

LOF

-Nonsense

-Frameshift

-Splice site variants

-Small deletions/duplications

Pathogenic Novel missense

\ 4

‘lr Pathogenicity inferred
by at least

Absent from 578 Spanish control exomes — 4p°r:fﬁ‘:;2r"sn;ss"g§°

Correct segregation testing

Mutation causative of adIRD

Figura 26. Algoritmo de filtrado de variantes relevantes y valoracién del grado de patogenicidad.

Algoritmo publicado para las formas dominantes, pero extensible a todos los tipos de herencia.

adIRD: Distrofias retinianas AD. LOF: pérdida de funcién.185

6.6. Método de Sanger o de terminacion de cadena
Las variantes genéticas clinicamente relevantes detectadas se confirmaron con la
secuenciacién de Sanger en una plataforma 16-capillary ABI 3130xl (Applied Biosystems).

El diseno de los cebadores y la secuenciacion directa se realizaron siguiendo

procedimientos estandarizados.6!
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6.7. Recursos de Web

Ensembl, http://www.ensembl.org/

NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Polyfphen-2, http://www.genetics.bwh.harvard.edu/pph2/

RetNet, http://www.sph.uth.tmc.edu/Retnet/

SIFT, http://www.sift.bii.a-star.edu.sg/

SNPnexus, http://www.snp-nexus.org/

The Human Genome Variation Society (HGVS), http://www.hgvs.org/

1000 Genomes, http://www.1000genomes.org/_ENREF_48

NHLBI Exome Sequencing Project (ESP), http://evs.gs.washington.edu/EVS/
Babelomics, http://csvs.babelomics.org

ExacBrowse, http://exac.broadinstitute.org/

AmpliSeq Designer, www.ampliseq.com

e-PCR software http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/e-pcr/

Exome Variant Server database (EVS) (http://evs.gs.washington.edu/EVS/)
In-Silico http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr

International HapMap Project, www.hapmap.org/

The Human Gene Mutation Database (HGMD), www.hgmd.cf.ac.uk/
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7. Protocolo de estudio
Con el siguiente esquema resumimos el protocolo de estudio del caso indice, es decir, el
primer paciente afecto de RP en cada familia que acude al Servicio de Oftalmologia (figura

27).

Protocolo clinico:
exploracidn oftalmolégica
y sistémica en las formas

sindrémicas

Diagnéstico oftalmolégico.

Paciente afecto (Caso
indice)

Estudio electrofisiolégico

e @ Clasificar tipo de herencia

Arbol genealdgico Consejo genético

(gi((:)oignl gﬁ:ge rfr;;:isiit;?::s Biobanco Biodonostia:
y ADN, ARN

sanos y afectos

NGS, HRM, arrays DNA,
Sanger

Estudio genético

Diagnostico genético

Figura 27. Protocolo de estudio: Paciente afecto de RP, caso indice.
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8. Analisis estadistico
La prevalencia se calculé segin los datos de poblacién guipuzcoana del Eustat en 2017 y

los casos de RP en Gipuzkoa confirmados mediante diagnéstico clinico.

Para el andlisis descriptivo de variables cuantitativas se calcularon la media, mediana y

desviacién estandar.

Para la comparacién entre variables cualitativas, se us6 la prueba de chi cuadrado de
Pearson. Para la comparacion de variables continuas se utilizé el test de ANOVA. Para la

correlacion de variables continuas se utilizo el coeficiente de correlacion de Pearson.
El andlisis estadistico se ha realizado mediante el programa SPSS a partir de una base de

datos excel con todas las variables definidas previamente. Se han considerado diferencias

estadisticamente significativas a partir de una p< 0,05.
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Resultados

1. Estudio de prevalencia de la RP en Gipuzkoa

Segun los datos del Eustat a Enero del 2017 la poblacién en Gipuzkoa era de 712.801
habitantes. En nuestra muestra tenemos 175 pacientes de 127 familias con diagnéstico
genético de los cuales 7 pacientes sdlo tienen diagnostico genético (en el momento del
estudio se encuentran asintomaticos y sin signos de RP), por lo tanto, la prevalencia de los
pacientes con diagnéstico clinico (168 pacientes) es de 0,02356%, es decir, 1 paciente

afecto de RP por cada 4244 personas en Gipuzkoa.

A continuacién, mostramos en la tabla la prevalencia por grupos de edad:

Grupos de Edad Poblacion en Pacientes con Prevalencia en
Gipuzkoa diagnostico clinico Gipuzkoa
0-19 afios 137.427 (19,3%) 8 0,00582 (1/17182)
20-64 afios 421.496 (59,1%) 120 0,02847 (1/3512)
> 65 afios 153.878 (21,6%) 40 0,02599 (1/3848)

Tabla 10. Prevalencia de RP en Gipuzkoa por grupos de edad.

La prevalencia de la RP no sindrémica en Gipuzkoa es de 139 pacientes en una poblaciéon
de 712.801 habitantes, es decir, una prevalencia de 0,0195% o de 1 paciente por cada

5128 personas en Gipuzkoa.

La prevalencia del Sindrome de Usher en Gipuzkoa es de 0,0021%, es decir, 1 paciente por

47.619 habitantes.

La prevalencia del Sindrome de Bardet Biedl es de 0,00084%, es decir, 1 paciente por

119.048 habitantes.

2. Caracteristicas demograficas
Las caracteristicas demograficas de los pacientes fueron las siguientes: el 47% de los
pacientes eran varones y el 53% mujeres. La edad media de los pacientes sintomaticos

estudiados es de 50 afios (DE 16,4). La edad media de diagndstico fue a los 29 anos (DE
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16,3), aunque el diagndstico clinico varié desde el afio de edad hasta los 70 afios. A pesar
de que los pacientes residian en Gipuzkoa en el momento del estudio, el origen de los
pacientes difiere: el 34% de enfermos eran originarios de Gipuzkoa, seguidos del 12% de
Navarra, 8,5% de Caceres, 5,5% de Burgos y 4,3% de La Rioja. El resto de origénes estin

detallados en los mapas de mutaciones.

3. Tipo de Herencia
A continuacién, mostramos el porcentaje de los diferentes tipos de herencia segun las 127

familias estudiadas (figura 28).

“ RP-AR

@ RP-AD
RP-ligX

“ RP-esp

2%

Figura 28. Porcentaje de tipo de herencia en las 127 familias estudiadas.

Si analizamos el tipo de herencia por pacientes, aumenta el porcentaje de pacientes con

RPAD, debido a que en una misma familia hay mas pacientes afectados (figura 29).

30, 8% = RP-AR
RP-ligX
“ RP-esp

Figura 29. Porcentaje de tipo de herencia en los 175 pacientes estudiados.

108



Resultados

3.1. Consanguinidad
De las 127 familias el 25,2% presentaba consanguinidad. Si dividimos por tipo de

herencias:

*  43,3% de consanguinidad en RPAR.
*  14,2% de consanguinidad en RPAD
* 33,3% de consanguinidad en RPLX

* 0% de consanguinidad en RPesp

En los casos de RP Sindréomica el 41,4% de las familias presentaba consanguinidad. De las

42 familias de origen guipuzcoano el 28,6% presentaban consanguinidad (12 familias).

3.2. RP sindromica

El porcentaje de RP sindromica de las 127 familias estudiadas ha sido del 18%. 29
pacientes presentaban RP sindréomica divididos en 23 familias: 6 pacientes presentaban
Sd. Usher tipo I, 9 pacientes Sd. Usher tipo II, 6 pacientes Sd. Bardet Biedl y 8 pacientes
otros tipos de RP sindrdémica sin filiar. En el siguiente grafico (figura 30) presentamos los

diferentes tipos de RP sindrémica hallados en nuestra muestra:

Sd. Usher
Otros Tipo I
- 0

Sd Bardet Sd Usher Tipo

Biedl
21%

Figura 30. Porcentaje de las diferentes RP sindrémicas en las formas sindrémicas.

4. Resultados moleculares

De las 127 familias estudiadas, se han encontrado resultados moleculares en 58 familias
(45,7% de las familias). En la siguiente tabla se muestra el numero de familias que han
obtenido resultado molecular con las diferentes técnicas empleadas dividido por grupos
de tipo de herencia y las formas sindrémicas (tabla 11). En algunas familias, diferentes

técnicas han encontrado el mismo hallazgo molecular.
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RPAD RPAR RPLX SD USHER SD Bardet

28 21 1 5 familias Biedl 58
familias familias familia 3 familias familias
NGS (Ion Torrent e 17 3 0 4 0 24 (41,4%)
[llumina)
HRM 8 9 1 1 3 22
(37,9%)
Arrays de ADN 2 5 0 2 0 9 (15,5%)
(Affymetrix)
Informe externo 2 5 0 0 0 7 (12%)

Tabla 11. Resultados moleculares con las diferentes técnicas de secuenciado.

Los datos obtenidos mediante arrays de ADN se publicaron en la revista Ophthalmic

Research en Mayo de 2016. Se muestran en la tabla 12 del articulo de nuestro grupo.180

Patient No. Gene  Disease Change ID Inher. Zygosity MAF Prediction Reference
23,31 AIPL1  Cone-rod/LCA  p.Arg324Leu 1s150427474 ad/ar Het. 0.01 Probably damaging HGVS
4,4B, 46 BBS1 BBS p-Met390Arg rs113624356 ar Hom. <0.01 Pathogenic 5

49 C8orf37 RP/cone-rod p-Prol9Ala  rs36096184  ar Hom. 0.03 Regulatory region 1,000 Gen.
32,73 CERKL RP/cone-rod p.Arg283* rs121909398  ar Hom. <0.01 Pathogenic 1,000 Gen.
61, 81, 82, USH2A Usher syndrome p.Cys759Phe rs80338902  ar Hom. <0.01 Pathogenic 24,25

82M, 828, 82SI

Tabla 12. Anélisis realizado en 10 familias diagnosticadas de RP mediante arrays de ADN. Se
detectaron variantes genéticas en 5 genes. ad = Autosémico dominante; ar = autosémico recesivo;
Het. = heterocigoto; HGVS = Human Genome Variation Society; Hom. = homocigoto; ID =
identificacién de la variante por el nimero rs; Inher = herencia; LCA = amaurosis congénita de

Leber; MAF = frecuencia del alelo menor; 1,000 Gen. = 1,000 Genomes Project.180

Las mutaciones encontradas mediante HRM se publicaron en Experimental Eye Research
en el 2013. Las variantes patogénicas se encuentran destacadas en negrita en la tabla del

articulo (Tabla 13).61
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Cigosity MAF

Proband Gene Change 1d Inheritance Prediction Reference

1 PDE6A €.859-63A>G 1511167487 ar hom 0330 Regulatory_region_variant 1000Genomes;HapMap
4 BBS1 p-Met390Arg rs113624356 ar hom <0.01 Pa i Mykytyn et al., 2002

4 MKKS p.Gly532val 151545 ar het 0.170 Regulatory_region_variant 1000Genomes;HapMap
4 MKKS p.Arg517Cys 151547 ar het na Regulatory_region_variant ~ HGVS

4 MKKS £.10393205T>A" ar het na Intronic variant

7 PDE6A €.1927-21C>G 1575282782 ar het 0.020 Intronic variant HGVS

7 RHO c*43C>A 152071093 ad het 0.080 UIR ¥’ HGVS

7 RHO €937-23G>A 152071092 ad het 0.100 Intronic variant 1000Genomes

8 PDEGA €.2507-37T>A 1510045293 ar het 0.100 Regulatory_region_variant 1000Genomes;HapMap
8 PDEGA €.859-63A>G 1511167487 ar hom 0330 Regulatory_region_variant 1000Genomes;HapMap
8 PRPF31 €.322+115T>G 1573062632 ad het 0.090 Intronic variant 1000Genomes

9 RHO €937-1G>T €S941542 ad het na Splice region variant Bell et al., 1994

9 RHO c*43C>A 152071093 ad het 0.080 UTR 3’ HGVS

9 PRPF31 €.323-30C>G 1535315983 ad het na Intronic variant HGVS

12 PDEGA p.Asp123Tyr 15147010346 ar het <0.01 Probably damaging 1000Genomes

19 PRPH2 p.G 156 ad het na Probably damaging Sohocki et al., 2001

20 PDEGA C.-42C>T 15113137904 ar het <0.01 UIR S HGVS

20 PRPF31 €322+115T>G 1573062632 ad het 0.090 Intronic variant HGVS

24 PDEGA p.Tre418Met £.149278949G>A* ar het na Probably damaging SNPnexus

24 PRPF31 €.-39+14A>G rs4806711 ad het 0210 Regulatory_region_variant  Rio Frio et al., 2009

24 PRPH2 c*13CT 15361524 ad het na UTR 3’ HGVS

25 CRB1 p.Thr126Met 1528939720 ar het na Pathogenic Neveling et al., 2012
27 PDEGA p.GIn492His 1517711594 ar het 0.010 Probably damaging 1000Genomes;HapMap
27 LRAT £.155670099G>A* ar het na Intronic variant

32 PDEGA 8.149247226T>C* ar het na Intronic variant

32 PDEGA €.2200-73G>A 1572830272 ar het 0.020 Intronic variant dbSNP

38 BBS12 p.lle39Thr 15138036823 ar het <0.01 Probably damaging 1000Genomes

38 BBS4 p.lle354Thr 152277598 ar het 0.450 Regulatory_region_variant Hichri et al, 2005

39 USH3A c.*1038G>A 15201534956 ar het <0.01 UIR ¥ HGVS

42 PRPF3 €.2877+25008T>C  rs150312839 ad het na Intronic variant HGVS

44 RHO p.GIn28Hist CM930649 ad het na P i Bunge et al,, 1993

45 PDEGA p.Ala262Thr 1514898083 ar het <0.01 Probably damaging HGVS

45 RHO p-Pro347GIn 1529001566 ad het na P i Tam et al, 2004

45 RHO c*43C>A 152071093 ad het 0.080 UIR 3’ HGVS

45 PRPH2 c*13CT 15361524 ad het na UTR 3’ HGVS

46 BBS1 Met390Arg rs113624356 ar hom <0.01 Pal Mykytyn et al., 2002
46 BBS10 p.Pro539Leu 1535676114 ar het 0.040 Benign/tolerated dbSNP

46 BBS9 p.Ala455Thr 1511773504 ar het 0.170 Benign/tolerated HGVS

47 PDEGA €.859-63A>G rs11167487 ar hom 0330 Regulatory_region_variant 1000Genomes;HapMap
47 PDEGA p.Hist655Tyr 1578775072 ar het 0.010 Benign/tolerated HGVS

47 PRPF31 p-Met65Lys 15145505952 ad het na Benign/tolerated HGVS

48 PRPF3 8.150316774G>C* ad het na Intronic variant

54 PDE6A p.GIn492His rs17711594 ar het 0.010 Probably damaging 1000Genomes;HapMap
54 PRPF3 £.150325383A>G* ad het na Intronic variant

56 PDE6A p.Val685Met rs121909835 ar hom na Probably damaging Corton et al., 2010

56 PDE6A p.Pro293Leu rs114973968 ar hom <0.01 Probably damaging 1000Genomes

57 PRPF3 g.150325383A>G* ad het na Intronic variant

59 CRB1 €.820-8C>T 1573071678 ar het 0.010 Splice region variant HGVS

59 ROM1 del2123C HET £.62382123C>_* ad het na Frameshift/stop SNPnexus

59 RHO p.lle321Leu 8.129252475A>C* ad het na Benign/Tolerated SNPnexus

59 PDE6A €998+11C>T 1575319698 ar het 0.010 Intronic variant HGVS

59 PDEGA ¢.1066-57A>G 15115072370 ar het 0.030 Intronic variant HGVS

61 MKKS p.Gly532val 151545 ar het 0.170 Regulatory_region_variant 1000Genomes;HapMap
61 MKKS p.Arg517Cys 151547 ar het na Regulatory_region_variant ~ HGVS

61 MKKS g.10393205T>A" ar het na Intronic variant

61 BBS10 c.*769G>C 1573383520 ar het 0.030 UIR 3’ dbSNP

63 PDE6A €933+4C>T rs12109444 ar hom 0.010 Splice region variant HGVS

63 PDE6A ¢.859-63A>G rs11167487 ar het 0330 Regulatory_region_variant 1000Genomes;HapMap
63 PDE6A €2136-17G>T 156864267 ar het 0.090 Intronic variant HGVS

64 BBS4 p.lle354Thr 152277598 ar het 0.450 Regulatory_region_variant Hichri et al., 2005

64 BBS4 p.Lys46Arg 1575295839 ar het <0.01 Benign/Tolerated HGVS

64 BBS9 £.33303848T>G* ar het na Intronic variant

66 PDEGA €.2507-37T>A 1510045293 ar het 0.100 Regulatory_region_variant 1000Genomes;HapMap
67 PRPF31 €.-39+14A>G 154806711 ad hom 0.210 Regulatory_region_variant  Rio Frio et al., 2009
68 ROM1 del2123C HET £.62382123C>_* ad het na Frameshift/stop gain SNPnexus

68 PRPH2 c-11A>C 15114062933 ad het 0.030 UIR S HGVS

68 PRPF3 ¢.1760-12C>T 15116427288 ad het na Intronic variant HGVS

68 PRPF3 c.*42C>T 1577626125 ad het na UTR 3’ HGVS

71 RHO p.Val87Leu £.129247835G>C* ad het na ly i

72 PDEGA  delCAGAGA 1534656337 ar hom 0030  Probably damaging HGVS

73 PRPF31 c*231G>A 15192573566 ad het <0.01 UTR 3’ HGVS
76 BBS4 p.lle354Thr 152277598 ar het 0.450 Regulatory_region_variant Hichri et al., 2005
76 BBS4 c.*608G>T rs12898814 ar het 0.120 UTR 3’ dbSNP
77 PRPF31 £.54619163G>T ad het na UIR 5
79 PDEGA €.2507-37T>A rs10045293 ar het 0.100 Regulatory_region_variant 1000Genomes;HapMap
80 CRB1 p.lle211Phe £.197396943A>T* ar het 0330 Benign/Tolerated
80 USH3A £.150690575->GACG* ar het na UTR 5
83 PDE6A €2507-37T>A rs10045293 ar het 0.100 Regulatory_region_variant 1000Genomes;HapMap
85 RHO €361+65C>T rs192412661 ad het <0.01 Intronic variant HGVS
89 PRPF31 €422-1G>A CS044091 ad het na Splice region variant HGMD
92 PDEGA €933+4C>T rs12109444 ar het 0.010 Splice region variant HGVS
92 PDEGA .859-63A>G 1511167487 ar het 0.330 Regulatory_region_variant 1000Genomes;HapMap
94 USH3A c.-289G>A 155842922 ar het 0.010 UTR 3’ HGVS
96 PRPF3 £.150325252->T* ad het na Intronic variant

103 BBS12 p.Gl P gl >A* ar hom na Probably damaging SNPnexus

103 BBS4 p.lle354Thr 12277598 ar hom 0.450 Regulatory_region_variant Hichri et al., 2005

103 BBS4 €.1249-35G>C rs117852179 ar het 0.150 Intronic variant HGVS

103 BBS2 p.lle123val rs11373 ar het 0.260 Benign/Tolerated HGVS

105 PDEGA c-42C>T rs113137904 ar het <0.01 UIR 5 HGVS

111 PDEGA p.GIn492His 1517711594 ar het 0.010 Probably damaging 1000Genomes;HapMap

113 PRPH2 c*13C>T 1361524 ad het na UIR 3’ HGVS

Resultados

Tabla 13. Listado de variantes genéticas encontradas por analisis de HRM. Los asteriscos (*) indican nuevas
variantes. En negrita estdn aquellas variantes probablemente implicadas en la patogénesis de la RP. Destacar
que algunos casos tienen mas de una variante. S6lo se muestran los cambios que afectan a las regiones de
codificaciéon. Abreviaturas: HapMap: International HapMap Project; HGVS: La Sociedad de Variacién del
Genoma Humano; HGMD: la base de datos de mutaciones génicas humanas; Id: identificacién de la variante,
por el nimero de rs cuando este es conocido o por la posicién genémica cuando se desconoce; na: no
disponible; MAF: frecuencia del alelo menor; 1000 genomas: el proyecto 1000 genomas.6!
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A continuacidn, se detallan los resultados moleculares segtn el tipo de herencia, en las

formas sindrémicas y en los pacientes de origen guipuzcoano.

4.1. Resultados en familias RPAD

De las 35 familias que presentaban el arbol geneal6gico compatible con una herencia AD,
se encontrd la mutaciéon en 28 familias, es decir, en un 80% de los casos. Las mutaciones
en el gen RHO halladas en 9 familias han sido las mas frecuentes, englobando el 36 % de
las mutaciones encontradas en las pacientes con RPAD. El segundo gen en frecuencia ha
sido el SNRP200, hallindose en 8 de las 28 familias (29%). Siete de las familias con
mutaciones en el gen SNRP200 pertenecian a la misma poblacién de origen (Torrecillas de
la Tiesa), probablemente compartiendo un ancestro comdn. En el gen RHO 3 familias
pertenecian a la misma poblacién, Ziordia, y tras conocer la genética se vido que
pertenecian a una misma familia. La tercera mutacién mas prevalente en nuestra muestra
fue en el gen PRPF8 (10%), presentindose en 3 familias. El resto de mutaciones
dominantes se encuentran en la figura 31 presentandose en 2 (7%), y una familia (3%)
respectivamente. En la tabla 14 se muestra el tipo de mutacién de cada gen, su frecuencia
en las 28 familias de RPAD, la técnica empleada para su deteccidon y la bibliografia

correspondiente.

ROM1 39RP1 3%
RIMS13%

PRPH2 3%
NR2E3 3%

RHO 36%

EYS 7%

PRPF31 7%

PRPF8 10%

SNRP20029%

Figura 31. Porcentaje de genes mutados en las 28 familias con herencia dominante y mutacién

conocida.
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Gen Mutacion Tipo Frecuencia(n=28) Técnica Referencia

RHO NM_000539 Splice 3 (10,7%) HRM Bell, C (1994)193
c.937-1G>T variant

RHO NM_000539 Missense 1(3,6%) HRM Cooper, GM (2005)194
p-GIn28His y NGS
c.84G>C (Ilumina)

RHO NM_000539 Missense 1 (3,6%) NGS Corton, M (2010), Rio
p-Pro347GIn (Illumina) Frio, T (2009)19519%
c.1040C>A

RHO NM_000539 Missense 1 (3,6%) HRM Novel
pVal87Leu
€.259G>C

RHO NM_000539 Stop codon 1(3,6%) NGS Hollingsworth, T
p.Ter349Glu (Ion (2013)197
c.1045T>G Torrent)

RHO NM_000539 Missense 1(3,6%) NGS Keen, T.] (1991)98
p-Asp190Asn (Ton
c.568G>A Torrent)

RHO* NM_000539 Missense 2 (7,1%) NGS Novel
p-Val104Asp (Ton
c.311T>A Torrent)

SNRNP NM_014014 Missense 7 (25%) NGS (Ion Zhao, C (2006), Zhao, C

200 p-Ser1087Leu Torrent) (2009)199.200
c.3260C>T

SNRNP NM_014014 Missense 1(3,6%) NGS (Ion Novel

200 p-Thr654Asn Torrent)
c.1961C>A

PRPF8 NM_006445 Missense 1(3,6%) NGS (Ion Novel
p-Trp2279Gly Torrent)
c.6835T>G

PRPF8 NM_006445 Deletion 1(3,6%) NGS (Ion Novel
p-Val2325_Glu2330del Torrent)
€.6974_6994del

PRPF8 NM_006445 Frameshift 1(3,6%) NGS (Ion Novel
p.Leu2315Serfs*2336Aspext*21 Torrent)
c.6943delC

PRPF31 NM_015629 Duplication 1 (3,6%) Externo de Castro-Miré, M
c.135-?_414+?dup (FJD) (2016)201

PRPF31 NM_015629 Splice 1(3,6%) HRM Xia, K (2004)202
c422-1G>A variant

EYS NM_001142800 Missense 2 (7,1%) Affymetrix Audo, I (2010), Ayuso,
p.Ser2556Cys C (2010)203.204
c.7666A>T

NR2E3** NM_014249.3 Missense 1(3,6%) HRM Habibi, I (2016)205
p-Glu194Lys

PRPH2 NM_000322 Missense 1(3,6%) HRM Sohocki, M (2001)3206
p-Gly266Asp
c.797G>A

RIMS1 NM_014989 Missense 1(3,6%) NGS (Ion Robson, AG(2008)207
p-Phe1368Leu Torrent)
c.4555T>C

ROM1 NM_000327 Frameshift 1(3,6%) HRM Dryja, TP (1997),208
p-GIn290LysfsTer26 Nishiguchi, Km
c.868delC (2012)209

RP1 NM_006269 Stop codon 1(3,6%) Externo Audo ], (2012)210
p-GIn686Ter (FJD)
c.2056C>T

Tabla 14. Tipo de mutacién de cada gen, su frecuencia en las 28 familias de RPAD, la técnica
empleada para su detecciéon y la bibliografia correspondiente.

* La mutacion en el gen RHO p.Val104Asp se ha encontrado en 2 familias, en una de las cuales
presentaba una segunda mutacidn patogénica en el gen RHO p.Asp190Asn.

** La mutacidn en el gen NR2E3 se ha encontrado en heterocigosis en una paciente con la mutacién
¢.937-1G>T en el gen Rho. Este hallazgo puede explicar el inicio mas precoz de la RP en este

paciente respecto al resto de pacientes que s6lo presentan la mutacién ¢.937-1G>T.211
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En cuanto al tipo de mutaciones encontrado en las familias RPAD, fue destacable el
porcentaje elevado de mutaciones que afectan al corte y empalme o splicing,!85 que se
encontr6 en un 57% de las familias (16 de 28 familias). Se encontraron principalmente
mutaciones en genes que codifican para factores de la maquinaria del splicing, conocido
como spliceosoma (SNRNP200, PRPF8 y PRPF31), pero también mutaciones en la region
de splicing en el gen RHO (¢.937-1G>T).

Todos los arboles genealdgicos de los pacientes con mutaciones detectadas mediante NGS
(Ion Torrent) se pueden consultar en el articulo de nuestro grupo de Ezquerra-Inchausti et
al. en la informaciéon suplementaria.l85 A continuacién, mostramos los arboles
geneal6gicos de las dos familias con las mutaciones mas prevalentes en los genes

SNRP200 y RHO (figura 32).

A RPe4 ,—,—‘Z’ SNRNP200 c.3260 C>T

O 0
\ +-
+/- +- +/-
+/-

B RP102 m SNRNP200 c.3260 C>T

C RP133 '—‘—Z RHO ¢.937-1G>T
+/-

Figura 32. Arboles genealégicos representativos de las 2 mutaciones mas prevalentes en los genes

SNRP200 y RHO. La mutaciéon p.Ser1087Leu se encontré en las familias RP64 y RP102. La mutacién
€.937-1G>T en la regién de splicing del gen RHO se encontré en 6 casos de la familia RP133, uno de
los cuales se trata de un joven asintomatico (punta de flecha). Los genotipos se han anotado como
+/- (heterocigoto) o -/- (wild type). Las flechas indican los casos indices. Circulo indica mujer,

cuadrado hombre y en negrita casos afectados.
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4.2. Resultados en familias RPAR

Resultados

De las 61 familias que se clasificaron como RPAR, se obtuvieron resultados moleculares en

29 familias (47,5%). La tabla 15 muestra el tipo de mutacion y su frecuencia dentro de las

mutaciones encontradas en las familias con RPAR, excluyendo las 8 familias con formas

sindréomicas que se detallaran mas adelante. Las mutaciones mas frecuentes en la RPAR
han sido en los genes CERKL (5 familias), USH2A (4 familias), PDE6A (2 familias) y CRB1
(2 familias).

La figura 33 muestra el porcentaje de los genes mutados hallados en las 21 familias con

RPAR no sindromica.

Mutacion

Frecuencia

Técnica

CERKL

CERKL

USH2A

USHZA

USH2A

USHZA

USH2A

USHZA

PDE6A

PDE6A

PDE6A

NM_001030311
p.Arg283Ter
c.847C>T
NM_001030311
p.- Arg257Ter
c.769 C>T
NM_206933.2
p.Cys759Phe
c.2276G>T
NM_206933.2
p-Tyr4031Ter
c.12093C>T
NM_206933.2
p.Tyr3747Ter
c.11241T>C
NM_206933.2
p-Asp1760Metfs*10
¢.5278_5278delG
NM_206933.2
p.Glu767SerfsTer21
c.2299delG
NM_206933.2
p-GIn3587Ter
c.10759C>T
NM_000440
p.Val685Met
c.2053G>A
NM_000440
p-Pro239Leu
c.878C>T
NM_000440
c.1264-30_25delTCTCTG

Stop codon

Stop codon

Missense

Stop codon

Stop codon

Frameshift

Frameshift

Stop codon

Missense

Missense

Deletion

(n=21familias)

3 (14,3%)

2(9,5%)

1,5(Heter comp)

(7,1%)

0,5(Heter comp)
(2,/4%)

0,5(Heter comp)
(2,4%)

0,5(Heter
comp)(2,4%)

0,5(Heter
comp)(2,4%)

0,5 (Heter
comp)(2,4%)

0,5(Heter
comp)(2,4%)

0,5(Heter
comp)(2,4%)

1 (4,8%)

Affymetrix

Externo (FJD)

NGS (Illumina)

y AFFY

NGS

(MMlumina)

NGS (Illumina)

NGS (Illumina)

HRM

Externo

HRM

HRM

HRM

Coppieters, F
(2014),212 Tucson, M
(2004)213
Avila-Fernandez, A
(2008), Tuson, M
(2004)213.214

Bernal, S (2005),
Rivolta, C
(2000)215.216

Yan, D (2009)2%7

Nakanishi, H (2009),

Baux, D (2014)218219

Garcia-Garcia, G

(2011)1

Aller, E (2010),
Lenassi, E
(2014)220221
Garci-Garcia, G

(2011)°1

Corton, M (2010)195

Corton, M (2010)195

Corton, M (2010)195

115



Estudio epidemioldgico clinico y molecular de la Retinosis Pigmentaria en Gipuzkoa

CRB1 NM_201253 Missense 1 (4,8%) Externo Vallespin, E (2007)222
p.Ther289Met (FID)
c.866C>T

EYS NM_001142800 Missense 1 (4,8%) AFFY Audo, I (2010), 203
p-Ser2556Cys Barragan, I
c.7666A>T (2010)203.204

SEMA4A NM_022367.3 Missense 1 (4,8%) HRM Abid,A (2006)228
p.Arg713GIn
c.2138G>A

RP1 NM_006269 Stop codon 1 (4,8%) Externo(FJD) El Shamieh, S
p-Ser542Ter (2015)230
c.1625C>G

TULP1 NM_003322 Splice variant 1 (4,8%) HRM Banerjee, P (1998)232
c.1495+1G>C

Tabla 15. Tipo de mutacién de cada gen, su frecuencia en las 21 familias de RPAR, la técnica

empleada para su deteccién y la bibliografia correspondiente.
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ROM1 5%
TULP1 5%

ABCA4 5%

CERKL 24%

RP15%

RLBP1 5%

SEMA4A 5%

NR2E3 5%
USH2A 19%

EYS 5%

CRB110%

PDE6A 10%

Figura 33. Porcentaje de genes mutados en las 21 familias con herencia recesiva y diagnéstico

genético.

A continuacién, mostramos el arbol de una de las familias con RPAR y mutacién
p-Arg283Ter en el gen CERKL. El gen mutado con mas familias de RPAR en el presente
estudio (Figura 34).

RP153 CERKL p.Arg283Ter

0O

0.8 $B50BE
0 ¢

Figura 34: Arbol genealégico de la familia RP153, correspondiente a una de las familias RPAR con
mutacion p.Arg283Ter en el gen CERKL. Los circulos corresponden a mujeres y los cuadrados a
hombres, en negro los casos afectados. La linea diagonal indica familiares fallecidos. Los genotipos

se han anotado como +/- (heterocigoto) o +/+ (homocigoto). La flecha indica el caso indice.
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4.3. Resultados en familias RPLX

En este estudio s6lo 6 pacientes de 3 familias presentaron la forma de herencia recesiva
ligada al cromosoma X (RPLX). Se detect6 la mutacidn en una familia (33,3%), utilizando la
técnica HRM. La mutacién encontrada en el gen RP2 ha sido un cambio en hemicigosis:
CS097280, c.1073-9T>A.233 En la figura 35 presentamos el arbol genealdgico de esta

familia.

RP121 RP2 c.1073-9T>A

=

/0

XS sf
O o

Figura 35. Arbol genealégico de familia con herencia recesiva ligada al cromosoma X (familia

RP121 de nuestro estudio) con mutacién en el gen RP2 (¢.1073-9T>A). Los circulos corresponden a
mujeres y los cuadrados a hombres, en negro los casos afectados. La flecha indica el caso indice. La
linea diagonal indica los familiares fallecidos. Los genotipos se han anotado como +/-

(heterocigoto), -/- (wild type) y +/0 (hemicigoto).

4.4. Resultados en familias RP esporadica

Treinta y un familias se clasificaron como casos esporadicos (casos de RP sin un patrén de
transmisién genética evidente, a menudo como resultado de una nueva mutacién). Estos
pacientes no presentaban consanguinidad ni otros familiares afectos.

Sélo en una familia (3,2%) se ha encontrado la mutacién responsable de la RP en el gen

CERKL en homocigosis: p.Arg283Ter.213214

4.5. Resultados en RP sindrémica

4.5.1. Sindrome de Usher

De las 127 familias, 12 familias fueron diagnosticadas de Sindrome de Usher (9,5% de las
familias). Seis pacientes de 5 familias (3,9% de las familias) fueron diagnosticados
clinicamente de Sd. Usher tipo [ y 9 pacientes de 7 familias (5,5% de las familias) de Sd.
Usher tipo II. La prevalencia de Sd. Usher en Gipuzkoa es de 0,0021%, es decir 1 paciente
por 47.619 habitantes.
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De los 15 pacientes con diagndstico clinico de Sd. Usher se encontré la mutacién en 7

pacientes de 5 familias diferentes (el 41,6% de familias con Sd. Usher obtuvieron el

diagndstico genético). A continuacidén, mostramos las mutaciones encontradas en las 5

familias (tabla 16):

Gen mutado por | Mutacion Tipo Técnica REF
familia

USH2A NM_206933.2 Missense Bernal, S
p.Cys759Phe (Ilumina) y ~ (2005), Rivolta,
c.2276G>T Afty C (2000)215216
USH2A NM_206933.2 Missense y .!
p.Cys759Phe y frameshift (INlumina) y  (2000)215
p.Glu767SerfsTer21 Affy
€.2299delG

Tabla 16. Tipo de mutacién en las 5 familias de Sd. Usher, la técnica empleada para su deteccién y

la bibliografia correspondiente.

En 2 pacientes se ha encontrado la mutaciéon en heterocigosis compuesta y se ha

demostrado la segregacion familiar en cada caso.

También se han encontrado mutaciones en el gen USH2A en pacientes con RP sin pérdida
auditiva en 4 familias (6,5% de familias RPAR), en 3 de ellas se ha encontrado la mutacién
p.Cys759Phe en heterocigosis compuesta. Tanto en EEUU como en Espafia se ha
observado esta mutacién en un bajo porcentaje de familias con RPAR.215 Sin embargo, atin

queda por establecer si dicha mutacidn, al contrario que las demas encontradas en el gen
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de la Usherina, provoca solamente RP sin afectacidn auditiva, o por el contrario los casos
encontrados son en realidad Sd. Usher erréneamente diagnosticados como RP no

sindromicas.

De los 6 pacientes de 5 familias con diagndstico clinico de Sindrome de Usher tipo |, se ha

detectado una mutacién en el gen ROM1 en 1 paciente.

En las siguientes tablas (tablas 17 y 18) mostramos las diferentes mutaciones encontradas

en nuestra poblacién en el gen USH2A y su frecuencia en las 4 familias con Sd. Usher y

mutaciones en el gen USH2A y en las 8 familias con Sd. Usher y RPAR en su totalidad:

Mutacion Cigosidad Frecuencia (n=4)
p.Trp4464Ter Stop codon Homocigosis 1 (25%)
p-Ala524Val Missense Heterocigosis comp 0,5 (12,5%)
p.Cys3268Ter Stop codon Heterocigosis comp 0,5 (12,5%)
p.Cys759Phe Missense Homoc(1), heter(1) 1,5 (37,5%)
p-Glu767SerfsTer21 Frameshift Heterocigosis comp 0,5 (12,5%)

Tabla 17. Mutaciones encontradas en el gen USH2A en nuestra serie y su frecuencia en las 4

familias con Sd. Usher II.

Mutacion Cigosidad Frecuencia
(n=8)
p.Trp4464Ter Stop codon Homocigosis 1(12,5%)
p-Ala524Val Missense Heterocigosis comp 0,5 (6,25%)
p-Cys3268Ter Stop codon Heterocigosis comp 0,5 (6,25%)
p-Tyr4031Ter Stop codon Heterocigosis comp 0,5 (6,25%)
p-Tyr3747Ter Stop codon Heterocigosis comp 0,5 (6,25%)
p-Cys759Phe Missense Homoc(2), heter(2) 3 (37,5%)
p-Asp1760Metfs*10 Frameshift Heterocigosis comp 0,5 (6,25%)
p-Glu767SerfsTer21 Frameshift Heterocigosis comp 1 (12,5%)
p-Gln3587Ter Stop codon Heterocigosis comp 0,5 (6,25%)

Tabla 18. Mutaciones encontradas en el gen USH2A en nuestra serie y su frecuencia en las 8

familias con RPAR y Sd. Usher II. En rosa, se marca la mutacién mas frecuente (p.Cys759Phe).
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4.5.2. Sindrome de Bardet Biedl
Seis pacientes fueron diagnosticados de Sindrome de Bardet Biedl. La prevalencia de BBS

en Gipuzkoa es de 0,00084%, es decir 1 paciente por 119.048 habitantes.

De los 6 pacientes con sospecha de Sindrome de Bardet Biedl, en 4 de ellos hemos
conseguido identificar la mutacién (el 66,6% de casos): 3 pacientes presentan la mutacién
en el gen BBS1 (p.Met390Arg), 2 de ellos eran hermanos y 1 paciente con la mutaciéon en el

gen BBS12 (p.Gly539Asp) (Tabla 19).

Gen Mutacion Tipo Frecuencia(n=3) Técnica  REF

BBS1  NM_024649.4 Missense 2 (66,6%) HRM Mykytyn,
p-Met390Arg K
c.1169T>G (2002)234

BBS12 NM_001178007 Missense 1 (33,3%) HRM Alvarez-
p-Gly539Asp Satta, M
c.1616G>A (2014)235

Tabla 19. Tipo de mutacién en las 3 familias de Sd. Bardet Bied], la técnica empleada para su

deteccion y la bibliografia correspondiente.

4.6. Resultados en familias de origen guipuzcoano

De las 127 familias estudiadas en Gipuzkoa, 42 familias tenian origen guipuzcoano (33%
de las familias). Se ha encontrado la mutacién causante de la enfermedad en 18 familias
(43% de las familias guipuzcoanas). En la figura 36 se muestra la distribucidén del tipo de
herencia en las 42 familias. De las 18 familias con resultado molecular positivo 14 familias
presentaban un tipo de herencia recesiva y 4 familias presentaban una herencia
dominante. Se detallan las mutaciones halladas en las familias guipuzcoanas en la
siguiente tabla (tabla 20) y las graficas muestran el porcentaje de cada mutacién en las 18
familias y el porcentaje de cada mutaciéon segln el tipo de herencia (RPAR y RPAD)
(figuras 37-39). No se encontraron mutaciones para el tipo de herencia recesivo ligado al
cromosoma X. Las mutaciones mas frecuentes encontradas en nuestra regiéon para
las formas recesivas han sido mutaciones en los genes CERKL (29%), USH2A (22%)
y CRB1 (14%). En las formas dominantes las mutaciones mas frecuentes han sido en
el gen PRPF8 (50%), RHO (25%) y PRPH2 (25%). En las provincias adyacentes y por
cercania territorial, en Navarra, encontramos familias con mutaciones en el gen RHO

(Ziordia, Goizueta y Pamplona), en Vizcaya (Sestao) una familia con la mutacién en el gen
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PRPF8 y 4 familias con mutaciones en el gen USH2A en Navarra (Echarri-Aranaz y
Artajona), en Vizcaya (Sestao) y La Rioja (San Vicente de la Somosierra) respectivamente

(Tabla 21).

Las formas de RP sindrémicas en familias de origen guipuzcoano corresponden a 3
familias con Sindrome de Usher, siendo la mutacién p.Cys759Phe la mas frecuente
(también hallada en las familias con proximidad territorial de Sestao, Artajona y San
Vicente de la Sonsierra). Dos familias presentaban el Sindrome de Bardet Biedl con

mutaciones en el gen BBS1 y BBS12.

360 “ RP-AR

@ RP-AD
RP-ligX

& RP-esp

Figura 36. Porcentaje de tipo de herencia en las 42 familias de origen guipuzcoano.
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Gen
CERKL

CERKL

CERKL

CERKL

UHS2A

USHZA

UHS2A

PRPF8

PRPF8

CRB1

CRB1

BBS1

BBS12

RP1

TULP1

ABCA4

PRPH2

RHO

Mutacion
NM_001030311
p.Arg283Ter; c.847C>T
NM_001030311
p-Arg283Ter; c.847C>T
NM_001030311

p. Arg257Ter; c.769 C>T

NM_001030311

p. Arg257Ter; ¢.769 C>T

NM_206933.2

p.Cys759Phe; c.2276G>T

NM_206933.2

p-Cys759Phe; c.2276G>T y

NM_206933.2

p-Asp1760Metfs*10; ¢.5278_5278delG

NM_206933.2

p.Trp4464Ter: c.13391G>A

NM_006445

p-Trp2279Gly; c.6835T>G

NM_006445

p.Val2325_Glu2330del; c.6974_6994del

NM_201253

p-Ther289Met; c.866C>T

NM_201253.2

p.Cys948Tyr; c.2843G>Ay
p-Glu204del; c.610_612del

NM_024649.4

p-Met390Arg; ¢.1169T>G

NM_001178007

p.Gly539Asp; c.1616G>A

NM_006269

p-Ser542Ter; c.1625C>G

NM_003322
¢c.1495+1G>C
NM_000350

p-Arg1108Cys; c.3322C>T

NM_000322
p.Gly266Asp; c.797G>A
NM_000539
p-Val87Leu; ¢.259G>C

Tipo

Stop codon

Stop codon

Stop codon

Stop codon

Missense

Missense y Frameshift

Stop codon

Missense

Deletion

Missense

Missense y

Frameshift

Missense

Missense

Stop codon

Splice variant

Missense

Missense

Missense

Poblacion

ALEGIA

ATAUN

AYA

LOIOLA

LAZKAO

DONOSTIA

BERASTEGI

ELGOIBAR

ERREZIL

LEGAZPIA

ELGOIBAR

RENTERIA

Zumaia

ESKORIATZA

ZIZURKIL

ICIAR

ATAUN

DONOSTIA

Resultados

Herencia

RPAR

RPAR

RPAR

RPAR

RPAR

RPAR

RPAR

RPAD

RPAD

RPAR

RPAR

RPAR

RPAR

RPAR

RPAR

RPAR

RPAD

RPAD

Tabla 20. Mutaciones encontradas en las 18 familias de origen guipuzcoano y la poblacién de

origen de cada familia.
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Gen Mutacion Tipo Poblacion Herencia

RHO, NM_000539 Splice variant ~ ZIORDIA (Navarra) 3familias RPAD
C.937-1G>T

RHO NM_000539 Missense GOIZUETA (Navarra) RPAD
p-Val104Asp; ¢.311T>A

RHO NM_000539 Missense PAMPLONA (Navarra) RPAD

p.Val104Asp; c.311T>Ay
p.Asp190Asn; c.568G>A
PRPF8 NM_006445 Novel SESTAO RPAD
p.Leu2315Serfs*2336Aspext*21
c.Val2325_Glu2330del

USH2A NM_206933.2 Missense y  ARTAJONA (Navarra) RPAR
p.Cys759Phe; c.2276G>T y frameshift
p-Glu767SerfsTer21; c.2299delG

USH2A NM_206933.2 Missense  y  SAN VICENTE DE LA SONSIERRA RPAR
p-Cys759Phe; c.2276G>T y frameshift (La Rioja)
p-Glu767SerfsTer21; c.2299delG

USH2A NM_206933.2 Missense y  SESTAO (Vizcaya) RPAR
p-Cys759Phe; c.2276G>T y Stop codon
p-GIn3587Ter; c.10759C>T

USH2A NM_206933.2 Missense y ETXARRI-ARANAZ RPAR
p-Ala524Val; c.1570G>A y Stop codon

p-Cys3268Ter; c.9804T>A

Tabla 21: Mutaciones en genes encontrados en los pacientes de origen guipuzcoano que coinciden

por proximidad territorial en familiares no guipuzcoanos.
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RHO
PRPHZ 594
5% CERKL

23%

ABCA4
5%

TULP1
5%

RP1
5%

BBS12
5%
USH2A
BBS1 18%

5%

CRB1
129%, PRPF8

12%

Figura 37. Porcentaje de mutaciones en las 18 familias guipuzcoanas con diagnéstico genético.

Figura 38. Porcentaje de genes mutados en las Figura 39. Porcentaje de genes mutados en las

14 familias de RPAR de origen guipuzcoano. 4 familias de RPAD de origen guipuzcoano.
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4.7. Mapa de mutaciones
A continuacién, adjuntamos el mapa del origen de los genes mutados encontrados en
nuestros pacientes. Observese que la mayoria de genes mutados procedian de Espaiia,

siendo tinicamente 3 familias de origen extranjero (figura 40).
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. Mapa de origen de los genes mutados en nuestros pacientes. A: todos los genes mutados.

B: genes asociados a familias espafiolas. C: genes asociados a familias guipuzcoanas y otras familias
con proximidad geografica.
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5. Caracteristicas clinicas de la RP en Gipuzkoa
De los 175 pacientes con diagnéstico genético, sélo 168 presentaron clinica y por lo tanto

fueron diagnosticados de RP. Los 7 pacientes con diagnoéstico exclusivamente genético
puede que todavia no hayan desarrollado la enfermedad o que se trate de casos de
penetrancia incompleta. De los 168 pacientes con diagnéstico clinico, 4 pacientes se
excluyeron del estudio por no cumplir los criterios de inclusiéon al no poder asistir a la
consulta o no acceder al estudio clinico. Por lo tanto, el estudio clinico esta basado en 164

pacientes.

5.1. Sintoma al diagndstico y edad media de diagndstico
El sintoma al diagnéstico mas frecuente ha sido la nictalopia en un 50% de los pacientes,
seguido de disminucion de la agudeza visual en el 25% de pacientes y alteraciones en el

campo visual en un 12% de los casos.

Es destacable que en el 7,3 % de los casos la enfermedad se diagnostic6 de forma casual en
consultas oftalmolégicas rutinarias o tras realizar la consulta oftalmolégica por otras
razones, por ejemplo, el caso de un desprendimiento posterior de vitreo. Otro hallazgo
interesante ha sido que un 2,4% de casos han sido diagnosticados tras el diagnéstico
genético en el contexto del estudio genético del caso indice de la familia. En el estudio de
las caracteristicas clinicas no incluimos a los 7 pacientes (6,4% de la muestra) en los que el
diagnéstico genético ha sido positivo pero no se ha podido realizar el diagndstico clinico,
debido a que todavia no han desarrollado la enfermedad o se trata de casos con
penetrancia incompleta. Estos pacientes seran revisados rutinariamente en consulta de

oftalmologia para poder realizarles un diagnéstico precoz de RP.

La edad media al diagndstico fue de 29 afios, pero el rango de edad de diagnoéstico fue
desde 1 hasta los 70 afios. Segun el tipo de herencia la edad media al diagnoéstico fue de 29
afios en los pacientes con RPAD, 27 afios en los pacientes con RPAR, 19 afios en los
pacientes con RPLX y 34 afios en los pacientes con RPesp. Aunque se observa una
tendencia al diagnéstico mas precoz en las formas recesivas (RPAR y RPLX) no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Buscando correlaciones con las mutaciones encontradas y la edad de inicio, hemos
encontrado ciertos genes que se asocian a un inicio mas precoz (diagnéstico <9 afios):
CRB1, TUPL1, CERKL, RP1, RLBP1, PDE6A y BBS12. Los genes asociados a RP tardia
(diagnoéstico >40anos) han sido mutaciones en los genes RHO, SNRP200 y RIMS1, todas
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ellas asociadas a formas dominantes. Tres pacientes con mutaciones en el gen RHO
presentaban RP sectorial. Cabe destacar 2 pacientes con diagndstico tardio y mutacién en
el gen USH2A p.Cys759Phe, la cual se asocia a fenotipos mas leves de sindrome de Usher y

a RPAR no sindrémica.

5.2. Agudeza visual y equivalente esférico

La agudeza visual (AV) media en LogMAR en el OD en los 164 pacientes fue de 1,18, puesto
que la AV no sigue una distribucién normal, se decidi6 calcular la mediana que fue de 0,3.
Para el ojo izquierdo la media fue de 1,03 y la mediana de 0,4.

En la siguiente tabla distribuimos el porcentaje de pacientes en 3 diferentes grupos de AV

en su totalidad y divididos segun el tipo de herencia (tabla 22):

Agudeza visual % Total de pacientes

% RPAD % RPAR % RPLX %RP esp
(LogMAR) (n=164)
<03 57 77 43 33 61
0,31-0,99 16 6 19 17 26
21 27 17 38 50 13

Tabla 22. Agudeza visual. Porcentaje de AV por grupos de AV y por tipos de herencia.

Al correlacionar los grupos de AV con el tipo de herencia se han visto diferencias
estadisticamente significativas (Chi-cuadrado de Pearson p=0,001). Los pacientes con

RPAD mantienen buena agudeza visual a diferencia de los pacientes con RPLX y RPAR.

Para calcular el equivalente esférico en los pacientes se excluyeron los pacientes
intervenidos de catarata. Se calcul6 la media del equivalente esférico en cada ojo en todos

los pacientes y por grupos de herencia (tabla 23).

Total de pacientes

RPAD
(n=164)
Equivalente
-0,72 -0,05 -0,33 -4,6 -1,85
esférico OD
Equivalente
-0,75 -0,25 -0,28 -5,04 -1,55

esférico OI

Tabla 23. Equivalente esférico medio en OD y OI en los pacientes estudiados y por tipos de

herencia.
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Con el test de ANOVA se han visto diferencias estadisticamente significativas entre los
diferentes tipos de herencia. Existe una tendencia a la miopia leve en los grupos de RPAD,

RPAR y RPesp y miopia de -5EE en el grupo de RPLX.

Ciertas mutaciones han presentado una tendencia a la miopia como las mutaciones en el
Sd. de Bardet Biedl, BBS1 y BBS12, la mutacién en el gen SEMA4A y RP2.

También se ha detectado una tendencia a la miopia leve en los pacientes con mutaciones
en el gen CERKL (EE medio de -1,0, rango de EE de 2,6 a -3,8 dioptrias y una mediana de -
0,25dioptrias) y en las familias con mutaciones en el gen SNRP200 (EE medio de -1,56
dioptrias). El gen CRB1 y PRPF8 se han asociado a hipermetropia aunque sé6lo se ha

encontrado la mutacién en 2 y 3 familias respectivamente.

5.3. Cegueralegal: CVy AV

El término ceguera sirve para definir la condicién de deficiente visual. Segin la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), la ceguera se da cuando la agudeza visual de
ambos ojos, una vez corregidos, es igual o inferior a 0,3 (6/18 en la Escala de Wecker) o
cuando se sobrepasa esa agudeza visual pero el campo visual es inferior a 20 grados
(Koestler, 1976).23¢ En Espafia, se considera ceguera si el indice de agudeza visual es de

0,1 (1/10 en la Escala de Wecker) o el campo visual es inferior a 10 grados.

En Espafia, se reconocen como personas subsidiarias de prestaciones econdémicas y
servicios educativos especiales (Orden de 8 de mayo 1979) a las personas ciegas, aquellas
que tienen una agudeza visual de lejos menor de 20/200 (Garcia Viso, 1992).237

La amplitud del campo visual para esta misma condicidn, tanto en Espafna como en otros

muchos paises ha de ser igual o inferior a 10 grados.

Cualquier persona con nacionalidad espafiola que tenga una agudeza visual de lejos con
correccion de 0,1 (1/10 en la Escala de Wecker), en el ojo de mejor vision, o un
campo visual reducido a 10 grados o menos, puede afiliarse a la Organizacién
Nacional de Ciegos Espaiioles, ONCE segun el articulo 82, uno, de los Estatutos de la
ONCE, aprobados segun Resoluciéon del 23 de noviembre de 1992 (BOE, de 25 de
noviembre).

En nuestra muestra el 62% de pacientes a los que se les realizé el CV (86 pacientes)
presentaban un CV < 102. Segun el tipo de herencia, el porcentaje de CV< 102 fue el

siguiente:
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o RPAD:52%
o RPAR: 71%
o RPLX:100%
o RPesp:56%

El porcentaje de pacientes con ceguera legal (AV = 1 y/o CV<102) fue del 58% (95 de los

164 pacientes). Segun el tipo de herencia el porcentaje de ceguera legal fue (figura 41):

Figura 41. Porcentaje de ceguera legal segun tipo de herencia.

De los 95 pacientes con ceguera legal el 25% corresponde a RP-AD, el 55% a RP-AR, el 5%
a RP-ligX y el 15% a RP-esp. Siendo las diferencias estadisticamente significativas por la

prueba de Chi-cuadrado de Pearson (p=0,008) (figura 42).
B RP-AD

" ‘
B RP-AR
B RP-ligX
B RP-esp

Figura 42. Porcentaje de tipos de herencia dentro de los pacientes con ceguera legal (95 pacientes).
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5.4. Triada clasica

La triada clasica definida por palidez papilar, atenuacién arteriolar y pigmento en forma
de espiculas 6seas en media periferia se observd en 137 pacientes (83,5%). En 17
pacientes no se encontraron atenuacién arteriolar ni palidez papilar (10,4%) y en 18

pacientes no se observaron espiculas dseas en media periferia (10,9%).

5.5. RP sectorial

Nueve pacientes presentaron RP sectorial, 5 pacientes presentaron espiculas Oseas
aisladas en la periferia nasal y 4 pacientes en la periferia inferior. En cuanto a las
mutaciones encontradas, en 5 pacientes se hallaron mutaciones en el gen RHO, en 1
paciente en el gen SNRNP200 y 1 paciente presenté una mutaciéon novel en el gen PRPF8.
En 2 pacientes no se encontraron mutaciones. El 78% de nuestros pacientes con RP

sectorial han sido diagnosticados genéticamente.

5.6. Complicaciones oculares

5.6.1. Catarata

El 62% de pacientes ha presentado catarata o estaba intervenido de catarata siendo
pseudofaquicos o afaquicos. E1 38% de pacientes presentaba cristalino transparente en el
momento del estudio, lo cual no significa que no lo desarrollaran a lo largo de la

enfermedad.

En la siguiente figura se muestran los porcentajes de catarata segun el tipo de herencia.
Las formas recesivas y esporadicas presentaban mayor porcentaje de catarata, pero el
resultado no ha sido estadisticamente significativo (Chi-cuadrado de Pearson p=0,13)

(figura 43).

80%
70%

60%
50%
40% B Catarata
30% B No catarata
20%
10%

0%

RP-AD  RP-AR  RP-lig RP-esp

Figura 43. Porcentaje de catarata segun tipo de herencia.

131



Estudio epidemioldgico clinico y molecular de la Retinosis Pigmentaria en Gipuzkoa

Ajustando los casos de catarata por grupos de edad (figura 44):
De 0 a 19 afios ningln paciente presentd catarata, en el grupo de RPLX no tenemos

pacientes para este grupo de edad.

90
80
70

60

5

4

3

2

Sl
0

RP-AD RP-AR RP-ligX RP-esp

o O © © o

H20-39 afios M= 40 afios

Figura 44. Porcentaje de catarata segun la edad estratificado por tipo de herencia.

Segun grupos de edad las diferencias han sido estadisticamente significativas como cabria
esperar, excepto en el grupo de RPLX debido probablemente al tamafio muestral, sélo hay
un paciente en el grupo de edad de 20-39 afios. Se observa que la probabilidad de padecer
catarata aumenta con la edad y en las herencias recesivas y esporadicas es mas frecuente.
A partir de los 40 afios en todos los tipos de herencia se produce catarata en al menos el

50% de pacientes.

5.6.2. Presion intraocular y OCT CFN
La PIO media en ambos ojos fue de 14,9 mmHg. Nueve pacientes estaban en tratamiento

antiglaucomatoso (5,5%).

El grosor de capas de fibras nerviosas mediante OCT se obtuvo en 99 pacientes (60%)
para el OD y en 94 pacientes (57%) para el Ol. En 57 pacientes se utiliz6 la OCT Stratus y
en 44 pacientes la OCT Cirrus. En muchos pacientes con dificultades de fijacién no se
pudieron obtener medidas. El grosor medio de la capa de fibras nerviosas en AO medido
con la OCT Stratus fue de 95,3 um (OD: 94,6 pm y Ol: 95,9 um) y el grosor medio en AO con
la OCT Cirrus fue de 92,3 um (OD: 93,3 um y OI: 91,3 um).
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5.6.3 Patologia macular: MER, EM, OCT, Anillo hiperautofluorescencia.
De los 158 pacientes a los que se pudo realizar la OCT el 27,8% presenté membrana

epirretiniana (MER) objetivada en la OCT en uno de los ojos, de los cuales el 27,3%

correspondia a pacientes con RPAD, el 47,7% a RPAR, el 4,5% a RPLX y el 20,5% a RPesp.

Segun el tipo de herencia el porcentaje de MER en cada grupo fue el siguiente:
o RP-AD: 23,5%
o RP-AR:30%
o RP-ligX: 33,3%
o RP-esp: 29%
Las diferencias no han sido estadisticamente significativas calculado mediante la prueba

de Chi-cuadrado de Pearson (p=0,862).

El 25,3% de pacientes estudiados presentaron edema macular quistico (EMQ) en uno de
los ojos, de los cuales el 32,5% correspondia a RP-AD, el 35% RP-AR, el 5% a RPLX y el
27,5% a RPesp.

Segun el tipo de herencia el porcentaje de EMQ en cada grupo fue el siguiente:
o RP-AD: 31,8%
o RP-AR: 44,6%
o RP-ligX: 3,8%
o RP-esp:19,7%
Las diferencias no han sido estadisticamente significativas por la prueba de Chi-cuadrado

de Pearson (p=0,400).

El 60% de pacientes con EMQ también presenté6 MER.

Al analizar por mutaciones, las siguientes mutaciones se asociaron a EMQ:
o RHO, SNRP200, RP1, USH2A (3 pacientes cada uno)
o PRPF8, PRPH2 (2 pacientes cada uno)
o CERKL, PRPF31, CRB1 (1 paciente cada uno)

El grosor macular medido por OCT lo dividimos en 2 grupos, dependiendo del tipo de
OCT utilizada debido a cambios en la tecnologia a lo largo del estudio, en algunos

pacientes obtuvimos medidas con ambas tecnologias.

133



Estudio epidemiolégico clinico y molecular de la Retinosis Pigmentaria en Gipuzkoa

Con la OCT de dominio tiempo (OCT Stratus) se midi6 el grosor macular en 88 ojos: el
grosor medio fue de 170,81 pm para el OD y 224,39 um para el Ol. La media de ambos ojos
(AO) fue de 199,43 pm.

Con la OCT de dominio espectral (OCT Cirrus) se midi6 el grosor macular en 121 ojos: el
grosor medio fue de 242,5 pm para el OD y 249,46 um para el Ol. La media de AO fue de
246 pm.

Por ultimo, analizamos la zona de elipsoides de los 121 ojos estudiados con la OCT Cirrus

y la dividimos en 3 estadios (Figura 45):

1. Estadio 1: zona de elisoides no visible
2. Estadio 2: zona de elipsoides alterada

3. Estadio 3: zona de elipsoides normal

Zona de elipsoides
Zona de elipsoides
discontinua

Figura 45. OCT en pacientes con RP. Estadios de zona de elipsoides. A: Estadio 1: zona de
elipsoides no visible. B: Estadio 2: zona de elipsoides alterada. C: Estadio 3: zona de elipsoides

normal.

En los pacientes con zona de elipsoides integra (estadio 3) se midi6 la longitud de ésta.
Estudiamos la correlaciéon entre la AV o el grosor macular y el estadio de la zona de
elipsoides observado en OCT de dominio espectral (OCT Cirrus). También se estudié la

correlacidn entre la longitud de la zona de elipsoides y la AV.

La zona de elipsoides no se detecté (estadio 1) en 37 ojos (30,6%), estaba alterada
(estadio 2) en 22 ojos (18,18%) y fue normal (estadio 3) en 62 ojos (51,2%) (Tabla 24). La
edad media y los grosores maculares medios en cada estadio de zona de elipsoides se

recogen en la tabla 24.
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Grosor
Nimero de
Estadio Edad (afos) AV (logMAR) macular
ojos (%)
central (nm)
1 37 (30,6%) 51 1,3 189,9
2 22 (18,18%) 45 0,33 260,1
3 62 (51,2%) 41 0,13 2744

Tabla 24. Nuimero de ojos, edad, AV y grosor macular central en los subgrupos de zona de

elipsoides.

Al comparar la edad con los estadios de la zona de elipsoides con el test de ANOVA las
diferencias no fueron estadisticamente significativa (p=0,1). Al comparar la AV con los
estadios de la zona de elipsoides se vieron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,001, test ANOVA), es decir a mayor integridad de la zona de elipsoides mejor AV. El
grosor macular central también varié entre los grupos, encontrandose diferencias
estadisticamente significativas (p<0,001, test ANOVA), a mayor grosor macular mejor

integridad de la zona de elipsoides.

La longitud media de la zona de elipsoides medida en el estadio 3 fue de 3,98mm y la zona
de elipsoides se detect6 en el scan completo en 19 ojos (15,7%) de los 121 ojos analizados.
La correlaciéon entre la longitud de la zona de elipsoides y la AV no result6

estadisticamente significativa (r=-0,07; p=0,6, test de correlacién de Pearson) (figura 46).
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Setenta y ocho pacientes accedieron a la realizacién de autofluorescencia. La presencia
del anillo de hiperautofluorescencia descrito en pacientes con RP mediante
autofluorescencia se objetivd en el 61,5% de los pacientes. En los pacientes con EMQ y/o
MER (28 pacientes) el anillo de hiperautofluorescencia se encontré en el 75% de

pacientes.

Segun el tipo de herencia el anillo de hiperautofluorescencia se encontré en:
o RP-AD: 73,5% (25/34)
o RP-AR:58,3% (14/24)
o RP-ligX: 100% (1/1)
o RP-esp:42,1% (8/19)

Las diferencias no han sido estadisticamente significativas por la prueba de Chi-cuadrado

de Pearson (p=0,076).

Las mutaciones asociadas al anillo de hiperautofluorescencia han sido los siguientes:
4+ RPAD: RHO (8 pacientes), SNRP200 (10 pacientes), PRPH2 (3 pacientes), PRPF31
(1 paciente), PRPF8 (1 paciente) y ROM1 (1 paciente).
4+ RPAR: USH2A (5 pacientes), CERKL (1 paciente), PDE6A (1 paciente), CRB1 (1
paciente y BBS12 (1 paciente).
4+ RPLX: RP2 (1 paciente).

Los pacientes con el anillo de hiperautofluorescencia macular presentaban una AV media

en LogMAR en ambos ojos de 0,3 y una mediana de 0,2.

5.6.4. Drusas papilares

Siete pacientes presentaron drusas papilares, un 4,3% del total de pacientes (figura 47).
Segun el tipo de herencia un 3,2% de los pacientes RPAD presentaron drusas del nervio
optico, un 2,6% en RPAR y un 9,7% en RPesp. No se encontraron drusas papilares en
ningln paciente con RPLX. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los diferentes tipos de herencia, probablemente debido al insuficiente tamafio

muestral.
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Figura 47. Drusas papilares en la autofluorescencia en 6 pacientes del estudio.

5.6.5. Test de colores

El test de colores se realizé a 111 pacientes (debido a la baja AV, muchos pacientes no
realizaron la prueba), de ellos 20 presentaron alteracién en el test de colores de Ishihara.
Por tipos de herencia un paciente presentaba RPLX, 4 pacientes RPAD, 7 pacientes RPesp y
8 pacientes RPAR. Debido al pequefio tamano muestral las diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Se aprecia una tendencia a un mejor resultado en el test de

colores en las formas dominantes.

En la tabla 25 se resumen las caracteristicas clinicas de los pacientes con RP segun los

diferentes tipos de herencia.

RPAD RPAR RPLX RPesp TOTAL
(53 pacientes) (74 pacientes) (6 pacientes) (31 pacientes) (164 pacientes)

Edad media diagndstico (afios) 27 19 34 29

AV media OD LogMAR 0,64 1,49 2,12 1,11 1,18
Equivalente esférico OD -0,05 -0,33 -4,60 -1,85 -0,72
Ceguera legal (%) 45% 70% 83% 45% 58%
Espiculas 6seas 94,3% 87,8% 83,3% 90,3% 89,1%
Palidez papilar 83% 94,6% 100% 93,5% 89,6%
Atenuacidn arteriolar 79,2% 95,9% 100% 96,8% 89,6%
Catarata/Afaquia/Pseudofaquia 51% 66% 50% 74% 62%
(%)

P10 media AO (mmHg) 15,06 15 16,33 14,72 14,96
Presencia de MER (%) 27,3% 47,7% 4,5% 20,5% 27,8%
Presencia EMQ (%) 32,5% 35% 5% 27,5% 25,5%
Anillo hiperautofluorescente 73,5% 58,3% 100% 42,1% 61,5%
macular (%)

Drusas papilares(%) 2,9% 8,3% 0% 15,8% 7,6%

Tabla 25. Caracteristicas clinicas oftalmolégicas de los pacientes segtn tipo de herencia y en total.
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5.6.6. Otra patologia ocular
En la siguiente tabla se recogen los porcentajes de otra patologia ocular registrada en

nuestros pacientes (Tabla 26).

Numero de pacientes y % OTRA PATOLOGIA OCULAR

19 (11,6%) Atrofia macular
9 (5,5%) Glaucoma
8 (4,8%) Nistagmus
6 (3,6%) Vitritis
5 (3%) Atrofia peripapilar
5 (3%) Miopia magna
3 (1,8%) Catarata polar anterior
3 (1,8%) Atrofia parcheada del polo posterior
2 (1,2%) Drusas polo posterior
2 (1,2%) Sindrome de traccién vitreomacular
2 (1,2%) Vasos nasales exanglies
2 (1,2%) Ambliopia
2 (1,2%) Pigmento en grumos
2 (1,2%) Espiculas 6seas paravasculares
2 (1,2%) Estafiloma posterior
1 (0,6%) Foseta 6ptica
1 (0,6%) Hialoides posterior engrosada
1 (0,6%) Agujero macular
1 (0,6%) Fibras de mielina
1 (0,6%) Exotropia
1 (0,6%) Sinquisis centelleante
1 (0,6%) Telangiectasias en papila
1 (0,6%) Esquisis foveal
1 (0,6%) Desgarro retiniano
1 (0,6%) Queratopatia bullosa
1 (0,6%) Uveitis anterior aguda
1 (0,6%) Cuerpo extrafio intraocular
1 (0,6%) Vitrectomia por EMQ
1 (0,6%) Vitrectomia por MER
1 (0,6%) Vitrectomia por desprendimiento de retina

Tabla 26. Otra patologia ocular.
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La patologia ocular mas frecuente descartando las cataratas y alteraciones maculares han
sido la atrofia macular, el glaucoma y el nistagmus.

Los pacientes en los que se ha documentado atrofia macular presentaban las siguientes
mutaciones: 5 pacientes mutaciones en el gen CERKL, 2 pacientes mutaciones en EYS, y un
paciente para las mutaciones en los genes RLBP1, TULP1, BBS1, ROM1, PRPF31, PDE6A,
ABCA4 y RP2.

6. Correlaciones genotipo-fenotipo

Debido a la amplia heterogeneidad de la muestra en cuanto a mutaciones, se han realizado
correlaciones genotipo-fenotipo de las mutaciones mas frecuentes encontradas en las
formas recesivas y dominantes y de aquellas mutaciones donde ya existen correlaciones
previamente descritas y mutaciones que se asocian a fenotipos especificos y en las formas

sindrémicas de RP.

6.1. Correlacion genotipo-fenotipo RPAD: mutaciones en el gen RHO
Se han encontrado 9 familias y 17 pacientes con mutaciones en el gen RHO. Todos
presentaban fenotipo leve, con edad de diagnéstico en la edad adulta y ninguno presenté

ceguera legal excepto dos pacientes:

o Un paciente con la mutacién NR2E3 en heterocigosis ademds de la mutacién RHO
donde se adelant6 la edad de inicio de la enfermedad a los 17 afios, presentaba
una AV menor que la mayoria de pacientes (0,18 y 1,3LogMAR respectivamente) y
disminucién concéntrica del CV respetando menos de 102 centrales.

o Un paciente con la mutacién p.Ter349Glu present6 edad de inicio a los 12 afos y

AVLogMAR de 2 y 3 respectivamente.

En otro caso donde se han encontrado 2 mutaciones en el gen RHO (p.Vall04Asp y
p-Asp190Asn) y podria esperarse una forma mas avanzada de la enfermedad, el fenotipo
fue leve, con una forma de RP sectorial.

Cuatro pacientes presentaron RP sectorial (figura 48). Tres nifios menores de 10 afios
fueron diagnosticados sélo genéticamente al realizar el estudio familiar. Habra que

realizar seguimiento en estos pacientes para un diagndstico clinico precoz.

139



Estudio epidemioldgico clinico y molecular de la Retinosis Pigmentaria en Gipuzkoa

Figura 48. Retinografia y autofluorescencia en paciente con RP sectorial y mutacién en gen RHO.

6.2. Correlacion genotipo-fenotipo RPAR y RPesp: mutaciones en el gen
CERKL

Se han encontrado 6 pacientes de 6 familias diferentes con mutaciones en el gen CERKL: 4
pacientes presentaban la mutacién p.Arg283Ter y 2 pacientes la mutaciéon p.Arg257Ter.
Todos los pacientes presentaban un fenotipo caracteristico con baja agudeza visual, atrofia
macular, atrofia coriorretiniana parcheada y pigmento en media periferia en grumos
(figura 49 y 50). La edad media, asi como la mediana de edad al diagnéstico fue de 17 afios.
El sintoma al diagndstico fue la disminucién de AV en el 50% de los pacientes, seguido de
nictalopia en el 33% de pacientes. El rango de AV de los pacientes comprendia desde
bultos a amaurosis, dos pacientes presentaban nistagmus. En todos los pacientes se

describi6 la atrofia macular en la retinografia y en la OCT (figura 49).

Figura 49. Fenotipo ocular de
paciente con mutacién en gen
CERKL. A: Retinografia, B:
Autofluorescencia, C: Pimento en
grumos en periferia. D: OCT
macular: atrofia retiniana.
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Figura 50. A: Retinografia de paciente con mutaciones en gen CERKL.
B: Autofluorescencia del mismo paciente, hipoautofluorescencia macular

e hipoautofluorescencia parcheada en media periferia y peripapilar.

6.3. Correlacion genotipo- fenotipo RPAR: mutaciones en el gen CRB1

Sélo se han encontrado 2 pacientes con mutaciones en el gen CRB1. Una paciente
presentaba una forma precoz de RP (ACL) y su diagnostico se realiz6 a los 5 afios de edad.
La segunda paciente se trata de una paciente con RPAR y diagnéstico a los 27 afios. En
cuanto al fondo de ojo presentaban la triada clasica y la paciente con el diagndstico mas

tardio y mejor AV presentaba anillo de hiperautofluorescencia macular (figura 51).

Figura 51. Autofluorescencia de paciente con mutacién en el gen CRB1.

Anillo de hiperautofluorescencia macular e hipoautofluorescencia parcheada en media periferia.
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6.4. Correlacion genotipo-fenotipo RPAR: mutaciones en el gen TULP1
Un paciente presentaba la mutacién en el gen TULP1. El paciente presentaba una forma
precoz de RP con inicio a los 9 afios y baja AV (AV de 3LogMAR). En el fondo de ojo se

apreciaba la triada clasica de RP y atrofia macular (figura 52).

Figura 52. Retinografia en paciente con mutacién en gen TULP.

6.5. Correlacion genotipo-fenotipo RPAR: mutaciones en el gen ABCA4
Un paciente presentaba la mutacién en el gen ABCA4. La paciente tuvo un inicio de la
enfermedad a los 17 afios y baja AV en el momento del estudio (AV de 3LogMAR). En el

fondo de ojo se apreciaba la triada clasica de RP y atrofia macular.

6.6. Correlacion genotipo-fenotipo RPAR: mutaciones en el gen RLBP1

Un paciente presentaba la mutacion p.Arg234Trp en el gen RLBP1, la cual se ha asociado a
la distrofia de Bothnia. El paciente estudiado a los 65 afios, se diagnosticé precozmente a
los 3 afios por disminucién de AV. Su AV en el momento del estudio era de MM y PL
respectivamente. En el fondo de ojo se apreciaba atrofia macular y atrofia parcheada
paracentral y en periferia con pigmento en forma de espiculas éseas y estrechamiento

arteriolar (figura 53). No presentaba catarata subcapsular posterior.

Figura 53. Retinografia de paciente con Sindrome de Bothnia.
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6.7. Correlacion genotipo-fenotipo RPLX: mutacion en el gen RP2

Un tUnico paciente presentd una mutaciéon en el gen RP2 en hemicigosis (CS097280,
¢.1073-9T>A). La edad de diagnéstico del paciente fue a los 32 afios, por nictalopia. El
paciente presentaba ceguera legal y baja AV (AV LogMAR=1,0). Miopia de -8,5D. En el
fondo de ojo destacaba una atrofia retiniana y visualizacién de los vasos coroideos (similar

a la coroideremia), atrofia peripapilar y atrofia macular. En la AF se mostraba el anillo

hiperautofluorescente macular (figura 54).

Figura 54. Fenotipo mutacién RP2. A y B: retinografia con fondo de ojo con atrofia retiniana. C:

autofluorescencia con hiperautofluorescencia macular. D: Atrofia macular en OCT.

6.8. Correlacion genotipo-fenotipo Sindrome de Usher
En las siguientes tablas se resumen las caracteristicas clinicas de los pacientes con Sd.
Usher en nuestro estudio, tanto los 6 pacientes con Sd. Usher tipo I como los 9 pacientes

con Sd. Usher tipo II (tabla 27-30).

Edad de inicio 12,5
AVLogMAR 0D 1,97
AVLogMAR 01 1,01
Equivalente Esférico OD -1,65
Equivalente Esférico OI -1,84
Presion intraocular 14,33

Tabla 27. Resultados oftalmolégicos en pacientes afectos de Sindrome de Usher Tipo I. Medias.
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Porcentaje (%)

Ceguera legal 100
Catarata SCP o PF 66,66 (4/6)
Triada clésica 100
Membrana epirretiniana 33,33 (2/6)
Edema macular 0
Discromatopsia 16,66 (1/6)
Audiometria alterada 100
Consanguinidad 16,66 (1/6)
Anillo Hiperautofluo macular 0(0/1)
Drusas Nervio Optico 0

Tabla 28. Resultados oftalmolégicos en pacientes afectos de Sindrome de Usher Tipo I. Porcentajes.

Edad de inicio 26,1
AVLogMAR 0D 0,37
AVLogMAR OI 0,68
Equivalente Esférico OD -0,82
Equivalente Esférico OI -1,44
Presion intraocular (mmHg) 13,94

Tabla 29. Resultados oftalmolégicos en pacientes afectos de Sindrome de Usher Tipo II. Medias.

Porcentaje (%)

Ceguera legal 100 (9/9)
Catarata SCP o PF 55,55 (5/9)
Triada clasica 100 (9/9)
Membrana epirretiniana 28,57 (2/7)
Edema macular 28,57 (2/7)
Discromatopsia 33,33 (3/9)
Audiometria alterada 100 (9/9)
Consanguinidad 55,55 (5/9)
Anillo Hiperautofluo macular 60 (3/5)
Drusas Nervio Optico 0

Tabla 30. Resultados oftalmolégicos en pacientes afectos de Sindrome de Usher Tipo Il

Porcentajes.
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En nuestro estudio debido al pequefio tamafno muestral de los pacientes con Sindrome de
Usher no hemos podido encontrar diferencias estadisticamente significativas entre las
caracteristicas clinicas de los pacientes con Sindrome de Usher tipo I (USH1) y tipo Il
(USH2), a excepcion de la edad de inicio de la enfermedad donde los pacientes con USH1
presentan un inicio mas precoz. Existe una tendencia a una peor agudeza visual en los
pacientes con USH1. Cabe destacar que el 100% de los pacientes cumplen los criterios de

ceguera legal.

La mutaciéon mas prevalente en el gen USH2A ha sido la mutacién p.Cys759Phe hallada en
2 familias (2 pacientes) con Sd. Usher tipo II (en homocigosis y heterocigosis compuesta
respectivamente) y en 3 familias (4 pacientes) con RPAR no sindrémica (en heterocigosis
compuesta). En la tabla 31 se muestran las caracteristicas oftalmolégicas de los pacientes
con la mutacién p.Cys759Phe. No se encuentran diferencias entre el grupo de Sd.Usher Il y
RPAR. Tampoco existen diferencias con respecto al total de los pacientes con el Sd. Usher
tipo II, aunque si una tendencia a una edad de inicio mas tardia en los pacientes con la

mutacion p.Cys759Phe.

2 familias Sd. Usher II 3 familias RPAR

Edad de inicio (afios) 39,5 40
AVLogMAR 0D 0,2 0,2
AVLogMAR 01 0,2 0,3
Equivalente Esférico OD 0 -0,5
Equivalente Esférico OI 0 0
Presion intraocular (mmHg) 13 15
Ceguera legal SI 75%
Catarata SCP o PF SI 50%
Triada clasica SI 75%
Membrana epirretiniana 50% 50%
Edema macular 50% 50%
Discromatopsia 50% 0%
Audiometria alterada 100% 0%
Consanguinidad NO NO
Anillo Hiperautofluo macular NO, hiperautofluo macular. 25%
Drusas Nervio Optico NO NO

Tabla 31. Resultados oftalmoldgicos en pacientes afectos de Sindrome de Usher Tipo Il y RPAR con

la mutacién p.Cys759Phe.
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6.9. Correlacion genotipo-fenotipo Sindrome de Bardet Biedl
Debido al pequefio tamafio muestral es dificil realizar correlaciones genotipo-fenotipo.

Describimos los hallazgos clinicos de los pacientes a estudio en las siguientes tablas

(tablas 32-34).

Signo clinico Total de afectos (6) BBS1 (3 BBS12 (1

pacientes) paciente)

Distrofia retiniana 6 3 1
Obesidad 5

Polidactilia 6 3 1
Hipogonadismo 2 1 1
Retraso mental 5 2 1
Alteraciones renales 2 1 1
Consanguinidad 4 1 1

Tabla 32. Resultados clinicos en los pacientes afectos de Sindrome de Bardet-Biedl (BBS).

BBS1 ( 3 pacientes) BBS12 (1
paciente)
Edad de inicio 26 28 2
Edad en el momento del estudio 35 39 24
AVLogMAR 0D 0,83 1,26 1
AVLogMAR OI 0,83 1,26 1
Equivalente Esférico OD -1,55 -2,6 -2,75
Equivalente Esférico OI -2,12 -4 -1,87
Presion intraocular (mmHg) 16 16 16

Tabla 33. Resultados oftalmolégicos en pacientes afectos de Sindrome de Bardet-Biedl (BBS).
Medias.
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Porcentaje (%)del BBS1 (3 BBS12 (1

total de pacientes pacientes) paciente)
Ceguera legal 50 (3/6) 2/3 SI
Catarata SCP o PF 66,6 (4/6) 2/3 NO
Triada clasica 50 (3/6) 0/3 SI
Membrana epirretiniana 33,3(2/6) 0/3 SI
Edema macular 16,6 (1/6) NO NO
Discromatopsia 25 (1/4) 1/2 No por baja vision
Audiometria alterada 16,6 (1/6) 0/3 NO
Consanguinidad 66,6 (4/6) 1/3 SI
Anillo Hiperautofluo 33,3(1/3) 0/2 SI
macular
Drusas Nervio Optico 16,6 (1/6) 0/3 SI

Tabla 34. Resultados oftalmoldgicos en pacientes afectos de Sindrome de Bardet-Biedl (BBS).

Porcentajes.

En cuanto a la aparicién de los primeros sintomas, en la gran mayoria de casos se registro
una pérdida temprana de agudeza y campo visual, ademas de ceguera nocturna. El rango

de edad para la aparicién de esos sintomas fue de 2 a 34 anos.

En los 6 pacientes diagnosticados de Sd. Bardet Bied], la distrofia retiniana y polidactilia
fueron los caracteres con mayor prevalencia, presentdndose en el 100% de los sujetos a

estudio.

La triada clasica sélo se vié en la mitad de los casos, la mayoria de pacientes presentaban
palidez papilar, atenuacién arteriolar y alteraciéon del EPR macular, sin espiculas 6seas
(figura 55). La mitad de los pacientes cumple los criterios de ceguera legal y el 66% de
pacientes present6 catarata en el momento del estudio. La paciente con la mutacién en el
gen BBS12 presentaba retraso mental mas severo que los pacientes con mutaciones en el
gen BBS1 y el sindrome completo. Adema3s, es la inica paciente que presentaba espiculas
6seas en el fondo de ojo y anillo de hiperautofluorescencia macular y drusas del nervio
optico. La edad de diagnéstico ha sido mas precoz en la paciente con la mutacion en el gen
BBS12, en comparacion con el grupo BBS1. No ha habido diferencias en cuanto a agudeza
visual ni equivalente esférico entre ambos grupos. Ningliin paciente presenté edema

macular, y la paciente con la mutacién en el gen BBS12 presenté membrana epirretiniana.
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Figura 55. Retinografia en 2 pacientes con Sd. Bardet Biedl. La imagen izquierda corresponde a la
paciente con la mutacién en el gen BBS12, se aprecia la triada clasica de RP (atenuacidn arteriolar,
palidez papilar y espiculas 6seas en media periferia). En la imagen derecha se observa atrofia
retiniana con visualizacién de vasos coroideos, el paciente presenta la mutacién en el gen BBS1.

7. Creacion del registro

Al inicio del estudio se planted como objetivo crear un registro de pacientes afectos de RP
en Gipuzkoa mediante los datos obtenidos de la historia clinica a través de la hoja de
Access y posteriormente a través de la historia clinica electrénica (Osabide Global). Se han
trabajado todos los datos mediante el programa excel donde se han incluido los hallazgos
moleculares. Asi, hemos creado un registro en el Instituto Biodonostia en el programa

Excel.

Pero en el afio 2015 Osakidetza cred el registro de enfermedades raras, dentro de las
cuales se encuentra la RP, y gracias a esta aplicacion hemos podido integrar nuestros

datos al registro general de Osakidetza de enfermedades raras.

Asi, podemos encontrar los datos clinicos y moleculares de los pacientes estudiados
mediante:
- La busqueda en el Osabide Global por numero de historia y/o nombre y
apellidos del paciente.

- Elregistro de enfermedades raras de Osakidetza.
Los datos clinicos los encontraremos en los evolutivos del paciente. Los resultados de

genética, pruebas complementarias y hoja de access se encuentran escaneados en el

apartado de ultimas actividades del Osabide Global.
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1. Prevalencia de la RP en Gipuzkoa

El presente trabajo se trata del primer estudio epidemioldgico clinico y molecular de la RP
en Gipuzkoa y ha sido de especial importancia para crear un registro de pacientes. Para el
estudio de prevalencia del total de 175 pacientes con diagnéstico genético y/o clinico, se
excluyeron aquellos pacientes que sélo presentaban diagndstico genético sin confirmacion
clinica. Debido a la edad de los pacientes puede ser que todavia no hayan desarrollado
signos de la enfermedad o que exista penetrancia incompleta y no desarrollen la
enfermedad en el futuro. La prevalencia ha sido de 1/4244 personas en Gipuzkoa, la cual

se asemeja a diferentes estudios de diferentes poblaciones (tabla 35):

Poblacidn (ref) Prevalencia RP Total

Ciudad de Birmingham?20 1/4.869

China*12 1/3.784y 1/4.000
Sur de India8* 1/930y1/372
Slovenial8 1/6.023

Maine (EEUU)2 1/4.756
Dinamarca?s 1/3.454

Korea?38 1/9.000

Gipuzkoa (presente estudio) 1/4244

Tabla 35. Prevalencia de RP en diferentes poblaciones. *Poblacién con alta frecuencia de

matrimonios consanguineos.

En nuestro estudio encontramos una prevalencia de 1/5.128 en los pacientes con RP no
sindréomica. La prevalencia de RP no sindrémica en otros estudios es similar a la
encontrada en otras poblaciones, excepto la poblacién judia donde la prevalencia es mayor

(tabla 36).
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Jerusalem?3? 1/2.086
(Arabes musulmanes 1/1.798 y Judios 1/2.230)
Noruega® 1/4.440
Maine (EEUU)2 1/5.193
Dinamarca?s 1/6.477

Gipuzkoa (2017) 1/5.128

Tabla 36. Prevalencia de RP no sindrémica en diferentes poblaciones.

La prevalencia total puede estar sesgada al fijarnos en la prevalencia por grupos de edad.
Vemos que la prevalencia en el grupo de edad de 0 a 19 afios es significativamente mas
baja, esto sera debido a que la RP muchas veces se diagnostica a edades mas avanzadas y
todavia ese grupo de edad no la ha desarrollado. Lo mismo ocurre con la prevalencia a
partir de los 65 afnos, esta disminuciéon menos acusada de la prevalencia puede ser debido
a que los pacientes no han sido registrados debido a que no acuden al oftalmoélogo y es
mas facil que se hayan perdido en el reclutamiento de pacientes. Por lo tanto, la
prevalencia en el grupo de edad mas numeroso nos da la prevalencia mas exacta. En
nuestro estudio el grupo mas numeroso se encuentra en la edad comprendida entre los 20
y 64 afios y muestra una prevalencia de 1/3512. Esta misma tendencia la observaron

Bundey et al.20 en el estudio de prevalencia llevado a cabo en la ciudad de Birmingham.

La prevalencia total también se asemeja a la prevalencia en China. En China en 1979 se
establecid la seccién de genética oftalmoldgica por la Sociedad de Genética China. Desde
entonces, han investigado la prevalencia de las distrofias retinianas. En 1987 publicaron
los datos de prevalencia a partir de una muestra de 700.000 chinos.# Mas adelante, se
realizé un estudio poblacional en China de 692.323 personas (The Beijing Eye Public
Health Care Project), disefiado para realizar el cribado de todos las habitantes de 55-85
afios de medios rurales del municipio de Beijing.12 Tras una formacién, 2.500 técnicos en
oftalmologia fueron a todas las casas de los pueblos y entrevistaron y tomaron la agudeza
visual de los habitantes. Se deriv6 a todos los pacientes con agudezas visuales <0,3 en un
ojo a su centro de atencién primaria donde se les realizaron retinografias y
posteriormente fueron evaluadas en centros de referencia. Los resultados de este estudio
de prevalencia son importantes debido al tamafio muestral, pero pueden estar
subestimados algunos casos puesto que se excluyen aquellos pacientes con AV > de 0,3 y
los pacientes menores de 55 afios. En un estudio previo de Grover et al. (1999),176 256

(44,8%) de los 572 pacientes con RP y mayores de 55 afios tenian agudezas visuales =
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20/40. En nuestro estudio 103 (61,3%) pacientes eran menores de 55 afios y 82 (48,8%)
pacientes presentaban agudezas visuales > de 0,3. En el estudio de Bundey et al. destacan
la importancia de la confirmacién diagndstica de RP, puesto que el 17,5% de pacientes
referidos para el estudio, padecian otra enfermedad oftalmolégica distinta a RP.20 Por eso,
creen que para los estudios de prevalencia se deberia examinar a los pacientes con una
exploracién oftalmolégica completa como en nuestro estudio y no basarse sdlo en
cuestionarios. En nuestro estudio se excluyeron pacientes que no cumplieran los criterios

de inclusion, asi, se excluyeron pacientes con diagndstico erréneo de RP.

La prevalencia de la RP no sindrémica en el estudio de Jerusalem mostré una diferencia
entre los musulmanes y judios, debido a una mayor tendencia a los matrimonios

consanguineos en la poblaciéon arabe musulmana.239

Na et al. han publicado recientemente en el 2017 el primer estudio epidemiolédgico
nacional sobre RP englobando a la poblacidon entera coreana de todas las edades.238 La
prevalencia es de 1/9000 para la poblacién total y de 1/6000 para los mayores de 40 afios.
Utilizaron los datos del registro nacional de enfermedades raras comprendidos entre el
afio 2011 y 2014, que incluye informacidn sobre todos los pacientes diagnosticados de RP
basados en unos criterios diagnésticos predefinidos. En 2006 el gobierno coreano
introdujo el registro de enfemedades raras, los criterios diagndsticos fueron nictalopia,
disminuciéon del campo visual, hallazgos tipicos en el fondo de ojo (triada clasica) y
disfuncion de fotorreceptores evidenciado mediante ERG. La prevalencia en este estudio
puede estar subestimada porque puede que no se hayan detectado los pacientes
asintomaticos o aquellos que no tienen acceso al sistema sanitario. Comparandolo con
otros estudios, la mayoria incluyen prevalencias basadas en muestras de menos de 100.00
personas.81112 En estos estudios al incluir 1 o 2 pacientes mas puede cambiar
substancialmente la prevalencia, lo que dificulta la precision de la estimacion. El estudio
de Corea esta basado en una poblaciéon de 50 millones de personas, la poblacién mas
amplia estudiada en RP a dia de hoy, por lo tanto, el riesgo de sesgo serd menor. Una de las
limitaciones del estudio fue que no obtuvieron datos sobre informacién genética y no se

pudieron realizar analisis basados en el tipo de herencia.
2. Caracteristicas demograficas

En nuestro estudio el 47% de pacientes eran varones y el 53% mujeres, segin diferentes

autores cabria esperar un mayor porcentaje de varones debido a la forma de herencia
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recesiva ligada al sexo,1317 pero en nuestra serie debido a que sélo hay 6 pacientes con

RPLX, no hemos visto esa diferencia entre sexos.

Respecto a la edad media de diagndstico, en nuestro estudio fue de 29 afios, el cual dista
mucho de la edad media encontrada en la poblacién coreana de 44,8 afnos.238 Esto puede
ser debido a que en Gipuzkoa existe una cobertura universal de la sanidad y no es
necesario acudir a centros terciarios para ser examinados por oftalmélogos. Esto puede

que haya influido en la obtencidn de un diagndstico mas precoz en nuestra poblacién.

3. Tipo de herencia

La clasificacién genética de la RP puede ser dificil, puesto que hay un elevado nimero de
casos esporadicos, penetrancia incompleta y una variabilidad considerable en la
expresion. Otro de los problemas es el elevado niimero de mujeres portadoras afectas en
la herencia recesiva ligada al cromosoma X.179 Ademas, la forma de clasificar el tipo de
herencia también puede variar los resultados en diferentes estudios.'’” En nuestro
estudio, se decidid utilizar la clasificaciéon del grupo espaiiol liderado por la Dra. Carmen

Ayuso.22

Respecto al tipo de herencia, si estudiamos las 127 familias, las formas recesivas (RPAR)
son las mas numerosas (47%), seguidas de las formas dominantes (28%) y casos
esporadicos (23%). Sélo un 2% de familias presentaban las formas recesivas ligadas al
cromosoma X (RPLX). Como cabe esperar, al analizar el tipo de herencia por pacientes,
aumenta el porcentaje de pacientes con RPAD (35%), debido a que en una misma familia
hay mas pacientes afectos. El porcentaje no varia mucho respecto a los casos recesivos
(44%), probablemente porque hoy en dia las familias son menos numerosas y no se ven

tantos casos dominantes afectos en una misma familia.

El alto porcentaje de casos esporadicos puede ser debido a que muchos casos dominantes
pueden tener penetrancia incompleta y son clasificados como esporadicos,240 este
porcentaje disminuye al volver a clasificar las familias tras el estudio genético. Lo mismo
ocurre con el porcentaje de herencia recesiva presentada en los diferentes estudios; en
todas las poblaciones probablemente esté infraestimado, puesto que los casos esporadicos
constituyen un amplio grupo en todos los estudios y lo mas probable es que representen
herencias recesivas o ligadas al cromosoma X que no se han clasificado por no tener el

estudio genético completado. Una vez el gen causal es identificado en estos casos, la

152



Discusion

proporciéon se inclina a un mayor nimero de casos recesivos como en el estudio en
Jerusalem de Sharon et al.239 De ahi la importancia de un estudio genético a todos los
pacientes para poder reclasificar el tipo de herencia y realizar un adecuado consejo

genético.

En un estudio llevado a cabo en el Pais Vasco en 1998 por Alvarez et al. obtuvieron un alto
porcentaje de casos esporadicos. Este estudio se realiz6 sélo con los arboles genealdgicos
y no se reviso el tipo de herencia tras el estudio genético.24!

En la siguiente tabla y grafico se muestran el porcentaje de los diferentes tipos de herencia

en diferentes estudios poblacionales (tabla 37 y figura 56).

PAIS (AUTORES) Ne FAMILIAS AD (%) AR (%) LIGX (%)  ESP (%) NC (%)
China (Hu, 1982)+242 151 11 33 8 48

Sudafrica (Greenberg et al, 1993)243 125 23 27 3 40 8
Maine, EEUU (Bunker et al, 1984)2 85 19 19 8 46 8
EEUU (Boughman et al, 1980)1° 380 10 84 6

EEUU (Boughman et al, 1983)24°¢ 300 22 16 9 50 3
EEUU (Fishman, 1978)244 124 9 19 8 52 2
Noruega (Grondahl, 1987)5 71 15 47 2 36
Dinamarca (Haim 1993)179 366 6 17 6 54 17
Gran Bretafia (Bundey, 1984)32° 24 12 16 44 4
Gran Bretaiia (Jay, 1982)3245 426 25 13 16 41 5
Francia (Kaplan et al, 1990)3246 116 20 22 13 42 3
Espaiia (Ayuso et al. 1995)22247 592 12 39 4 41 4
Gipuzkoa (Presente estudio 2017) 127 28 47 2 23

Valencia (Najera et al, 1995)247 132 14,4 31,8 1,5 39,9
Jerusalem (Sharon et al., 2015)23° 183 8 49 7 36

Francia (Bocquet et al., 2013)321 649 20 15 7 43 15
Slovenia (Peterlin et al., 1992)18 63 27 21 1,5 47,5 3
Pais Vasco (Alvarez et al., 1998)241 75 20 17,3 60 2,6

Tabla 37. Distribucién geografica de los diferentes tipos de herencia en RP.
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Figura 56. Distribucidn geografica de los diferentes tipos de herencia en RP.

3.1. Consanguinidad

La consanguinidad juega un papel importante en las enfermedades raras. En el caso de la
RP es frecuente encontrar consanguinidad alta en las series publicadas, en las herencias
RPAR, RPLX y en los casos sindrémicos. Diferentes estudios difieren en el porcentaje de
consanguinidad y en poblaciones donde se han detectado altos porcentajes de
matrimonios consanguineos se ha visto que la prevalencia de RP es mayor.16 Estas
poblaciones con alta tasa de consanguinidad han ayudado a identificar y caracterizar
muchos genes en los que mutaciones fundadoras causan enfermedades hereditarias en
estos grupos étnicos. Asi, en estudios genéticos en familias de judios asquenazis han
conseguido identificar mutaciones en el Sindrome de Usher248249 y diferentes genes que
causan RPAR.250-252 También en la poblacién Beduina, debido a su estructura tribal,
exhiben una alta tasa de consanguinidad. El estudio de la genética de las familias de
beduinos israelies ha sido clave para descubrir muchos genes causantes de enfermedad,
incluyendo aquellos causantes del Sd. de Bardet-Biedl (BBS1, BBS2, ARL6 y TRIM32).253 En
nuestro estudio el 25% de las familias presentaba consanguinidad y como cabria esperar
la consanguinidad ha sido mayor en las formas de RPAR (43%), RP sindrémica (41%) y
RPLX (33%). Otro de los objetivos del estudio era encontrar mutaciones fundadoras en
nuestra poblacidn, mas adelante se discutira este apartado en los resultados moleculares

en familias guipuzcoanas.
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4. Resultados moleculares

En el 45,7% de las familias estudiadas se ha encontrado la mutacion causante de la
enfermedad. En un estudio reciente donde se utiliza la tecnologia NGS se ha encontrado la
mutacion en el 51% de los pacientes.#2 Y dados los avances en las técnicas de
secuenciacion masiva (NGS), este porcentaje se puede ver incrementado en un futuro.

El desarrollo en la tecnologia de secuenciacion de ADN ha permitido la transicién de
ensayos de diagnéstico de mutaciéon de gen tnico y conocido, a estudios exhaustivos de
variacién dentro de todos los genes que causan fenotipos de enfermedad. Esto ha
desplazado el cuello de botella de los diagnésticos de la deteccién de la variante que causa
la enfermedad a la interpretaciéon clinica de la gran cantidad de variantes genéticas

identificadas.42

En nuestro estudio ha sido importante poder realizar la correlaciéon genotipo-fenotipo al
explorar oftalmolégicamente a todos los pacientes ya que se ha demostrado que el
fenotipado clinico detallado en complemento al andlisis gendmico descubre y acelera los
diagnoésticos en la clinica.254255 Pero todavia tenemos otras técnicas cuando el resultado ha
sido negativo como son la aplicacién de técnicas de secuenciaciéon del exoma completo
(WES) o secuenciacién del genoma completo (WGS) a individuos sin un diagndstico
molecular. Estas técnicas han identificado variantes en otros genes como causa de

enfermedad, por ejemplo, mutaciones en IQCB1 identificadas a través de WES.256

Por otra parte, la detecciéon de variantes genéticas en el diagnostico clinico requiere de
técnicas de bioinformatica validadas clinicamente. Tales técnicas han evolucionado debido
a la demanda clinica por parte de los servicios de diagnéstico. La validacién de técnicas
bioinformaticas para detectar eventos complejos de insercidon y delecién, por ejemplo,
Pindel,257.258 'y deleciones y duplicaciones completas de exones, por ejemplo,

ExomeDepth,?58 sin duda aumentara el rendimiento diagndstico en este tipo de estudios.

En el presente estudio se han utilizado diferentes métodos de secuenciacion. E1 41% de las
familias con diagnéstico molecular, el diagnéstico se realizo mediante técnicas de NGS. A
pesar de que no se puede comparar el nimero de hallazgos genéticos atendiendo a la
tecnologia empleada, porque se han empleado distintas muestras y se han analizado
diferentes genes con cada técnica, nuestro estudio parece indicar que la metodologia de
NGS es la que mayor rendimiento diagnéstico ha ofrecido y a dia de hoy se ha establecido
como la técnica mas ampliamente extendida para el diagndstico de distrofias retinianas en

la mayoria de clinicas y laboratorios de investigacion.
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Hoy en dia, el grupo de neurodegeneracion sensorial esta utilizando un panel de 316 genes
asociados a distrofias retinianas siguiendo un método de secuenciado y genotipado de alto
rendimiento en pool de 4 grupos de 64 pacientes (16 pacientes por pool) desarrollado por
nuestro grupo.259 En aquellos casos sin hallazgos genéticos, se estd empleando una técnica

de analisis del nimero de copias y/o de secuenciado del exoma.

4.1. Resultados en familias RPAD

Ha mejorado mucho la detecciéon de mutaciones en la RPAD en las tltimas 2 décadas, en la
figura 6 se puede ver la lista de genes en los cuales se han detectado mutaciones causantes
de RPAD.52 La base de datos HGMD (The Human Gene Mutation Database) alberga mas de
1000 mutaciones en estos genes, aunque no todas son dominantes y no todas son
patogénicas. Hasta ahora, las mutaciones en los genes causantes de RPAD son
responsables del 50-75% de los casos, dependiendo de los test utilizados para el
diagnéstico y la poblacién estudiada. A pesar de esta alta rentabilidad del estudio de
mutaciones en las familias dominantes, sigue habiendo problemas aun sin resolver. Asi,
existen genes que pueden causar formas recesivas o dominantes de RP: por ejemplo,
mutaciones en el gen RPE6557 y RDH12260 generalmente asociados a RPAR también
pueden causar RPAD. Otras veces el diagndstico inicial de RP puede llevar a dudas, debido
a la gran heterogeneidad clinica de la enfermedad. Por ejemplo, familias afectas de RPLX y
sus mujeres portadoras pueden confundirse con formas de RPAD.261 Ademads, un
porcentaje no desdefiable de casos son esporadicos, sin familiares afectos conocidos, y la

forma de herencia esta ain por determinar.

Mas alld de estas complicaciones, estd el problema generalizado de las variantes de
significado incierto (VUS), esto es, variantes raras potencialmente patogénicas en genes de
RPAD conocidos para los cuales la evidencia es incierta. Este es un problema fundamental
en genética médica, dado el extenso historial de variantes raras y aparentemente
patogénicas en la poblacién humana.262 El andlisis de segregacidon en estos pacientes a
veces puede ser dificil en casos de enfermedad de inicio tardio y penetrancia incompleta.
Asi, un miembro de la familia asintomatico puede ser portador del alelo patogénico,
porque todavia no ha desarrollado la enfermedad o porque se trata de un caso de
penetrancia incompleta. Un ejemplo de esta situacién son las mutaciones en el gen
PRPF31 donde la penetrancia incompleta puede llegar hasta el 20% de los casos.263 Sin
embargo, la penetrancia incompleta no es frecuente en la mayoria de genes de RPAD. Al
contrario, la ausencia de mutacion en un miembro de la familia afecto descarta con casi

seguridad el caracter patogénico de esa mutacidn.
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En nuestro estudio hemos tenido una alta rentabilidad diagnéstica, hemos encontrado la
mutacién en el 80% de los casos de RPAD (la mayoria con la técnica NGS, 17 de las 28

familias).

Las mutaciones en el gen RHO han sido las mas frecuentes, englobando al 36% de
mutaciones encontradas en las pacientes con RPAD. Se asemeja al 30,7% registrado en
270 familias americanas52 y al 21% encontrado por Carmen Ayuso et al. en un estudio con
200 familias espafiolas con RPAD.264 Este porcentaje es superior al encontrado en otras
poblaciones europeas (Italia, Alemania y Francia alrededor del 16%).265-267 La mutaci6n
mas prevalente en nuestro estudio ha sido la mutaciéon ¢.937-1G>T que no se ha
correspondido con la mutacién mas prevalente en el estudio de 200 familias espafiolas,
donde la mutaciéon mas prevalente ha sido la mutacién p.Pro347Leu264, la cual no ha sido
encontrada en nuestra poblacién. Pero, si hemos encontrado una familia con una mutacién
que comparte el rs (reference SNP) con la mutacion p.Pro347Leu en una familia de nuestro
estudio con un cambio de prolina a glutamina en vez de leucina (p.Pro347GIn), que
también es considerada patogénica. Una familia ha presentado 2 mutaciones diferentes en
el gen RHO p.Val104Asp y p.Aspl190Asn pero comparandola con la familia que sélo
presentaba la mutacion p.Val104Asp, el fenotipo no era mas grave. Por el contrario, si que
hemos encontrado un caso donde un paciente dentro de una familia con mutaciéon en el
gen RHO presentaba mutacién en el gen NR2E3 y se ha adelantado en su caso el inicio de
la enfermedad, pudiendo ser un caso todavia no descrito de herencia digénica268 o un caso

de double hit.211

La segunda mutacidn en frecuencia ha sido la mutacién en el gen SNRP200, pero tras
analizar bien los arboles genealégicos se vié que 7 de las 8 familias pertenecian a la misma
poblacién (Torrecillas de la Tiesa, Caceres, 1.122 habitantes) y la octava familia pertenecia
a una poblacién cercana a 22km de distancia (Trujillo). Por lo tanto, esta mutacién podria
concluirse que se ha encontrado en 2 familias en nuestro estudio, encontrandose en tercer
lugar junto con las mutaciones en el gen PRPF31 y EYS. El segundo gen mutado en
frecuencia seria el gen PRPF8 (10%) encontrado en 3 familias. Cabe destacar que
mutaciones en el gen PRPF31 son las segundas mas frecuentes en la poblacién americana
con un 8,9% de prevalencia52 y en Espafia suponen el 7,6% de las mutaciones en RPAD
segun un reciente estudio publicado en el 2017 por el grupo de la Dra. Carmen Ayuso.269
Respecto a la mutacidn hallada en 2 familias en el gen EYS, en las bases de datos de
prediccion de patogenicidad en el 2014 la variante descrita en EYS era “probable

damaging” por los predictores de patogenicidad. Ademads, esta mutacién segregaba bien en
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las dos familias. Pero a dia de hoy, la mutacién estd catalogada como tolerada. Podria

tratarse de una variante de significado incierto (VUS).

En cuanto al tipo de mutacién uno de los hallazgos mas destacables encontrados por
nuestro grupo fue el alto porcentaje de mutaciones que afectan al proceso de splicing
(corte y empalme) del RNA mensajero. Mas de la mitad de las familias presentaban
mutaciones en genes que codifican para factores del spliccosoma (SNRNP200, PRPF8 y
PRPF31), pero también mutaciones en la region de splicing en el gen RHO (¢.937-1G>T).

Este hallazgo ha sido recientemente publicado por nuestro.185

Diferentes mutaciones en genes de RPAD se han asociado al proceso de splicing, por
ejemplo, las mutaciones en genes que codifican proteinas del spliceosoma, como los
factores de splicing pre-RNAm (PRPF3, PRPF4, PRPF6, PRPF8, PRPF31, RP9) o RNA
helicasas (SNRNP200).270 Sin embargo, dado que estos genes se expresan de manera
ubicua en todos los tejidos y estan altamente conservados en todos los eucariotas, no esta
claro por qué las mutaciones en estos genes se asocian exclusivamente a RPAD. Los
estudios realizados en retina de roedores mostraron que los niveles de expresion de
PRPF3, PRPF31, PRPC8 son mas altos en la retina que en otros tejidos en ratones adultos
normales, lo que sugiere que la retina puede tener una mayor demanda de corte y
empalme que otros tejidos, dado que es uno de los tejidos metabélicamente mas activos en

el cuerpo.270.271

Creemos que es importante este hallazgo porque la modulaciéon del splicing se ha
propuesto como un enfoque terapéutico para varias enfermedades, incluyendo las
distrofias retinianas. Dos de las lineas de investigacién mas avanzadas en este sentido se
basan en el uso de oligonucledtidos antisentido modificados (ASO) para fijar secuencias
especificas de RNA y redirigir el splicing, y moléculas pequefias como moduladores de este
proceso. Un ejemplo representativo de este tipo de estrategias es la omisién del exén
(exon skipping) para la distrofia muscular de Duchenne (DMD), donde la proteina
muscular distrofina se trunca prematuramente por mutaciones que alteran el marco de
lectura, lo que conduce a una proteina no funcional. La omisién del exén crea una proteina
mas corta que la proteina nativa, parcialmente funcional, lo que conduce a un fenotipo
mucho menos severo en modelos animales de DMD. Con respecto a las estrategias basadas
en moléculas pequeiias y péptidos, se ha demostrado que varios moduladores del splicing

son efectivos en la distrofia mioténica y el cancer.272.273
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En cuanto a las distrofias retinianas, los enfoques terapéuticos mas avanzados
relacionados con fallos en el splicing estan dirigidos a corregir el splicing de RNA de los
genes RPGR y RHO. El primero de ellos se basa en el uso de modificaciones de las
ribonucloeoproteinas nucleares pequefias (snRNP). Las snRNP son complejos formados
por unas diez proteinas mas una pequefia molécula de RNA, rica en uracilo (U), que es la
encargada de reconocer al intrén mediante apareamiento complementario de bases. Las
snRNP que forman el spliceosoma se denominan U1, U2, U4, U5 y U6; y participan en
diversas interacciones RNA-RNA y RNA-proteina. Las snRNP reconocen la secuencia
consenso GU (Guanina-Uracilo) del extremo 5" y AG (Adenina-Guanina) del extremo 3" del
intron. En concreto se utilizé una modificacion del snRNP U1 de tal manera que contenian
un region adaptada a la secuencia mutada de la regiéon donadora de splicing del exén 10
del gen RPGR.274 Otro de los abordajes consistid en el uso de una variante del splicing
conocida como trans-splicing en el gen RHO. A diferencia de la forma candnica del splicing
(en cis), donde se procesa una sola molécula, en el trans-splicing se genera un RNA tnico a
partir de multiples pre-mRNA.27”5 Ambos enfoques se basan en modelos celulares y
animales y han proporcionado resultados alentadores. Cabe esperar que una vez en la
clinica, estos abordajes prometedores podrian generalizarse y aplicarse a otros genes con
mutaciones del sitio donador de empalme y a todos los genes RPAD y no inicamente a los

genes RPGR y RHO, respectivamente.274275

Para concluir con los resultados moleculares en familias dominantes, tras los buenos
resultados obtenidos en la deteccién de las formas dominantes, podemos recomendar el
empleo de técnicas de NGS para evaluar a los pacientes con RPAD, pero con ciertas

limitaciones:

1. El andlisis realizado no permite descartar la presencia de variantes en regiones de
baja cobertura.

2. La tecnologia NGS se basa en lecturas cortas, presenta una alta sensibilidad y
especificidad (>99%) para cambios de nucledtido Unico y pequeiias
inserciones/deleciones de hasta 9 nucledtidos. Las variantes de tipo estructural
que afectan a un exén completo (deleciones, inserciones), asi como cualquier tipo
de inversion, pueden no ser detectadas.

3. Este estudio no permite la deteccién de variantes del nimero de copias, asi como
detectar grandes deleciones o duplicaciones, ni mutaciones en promotores o

regiones intrénicas alejadas mas de 20 pb de los exones.

159



Estudio epidemiolégico clinico y molecular de la Retinosis Pigmentaria en Gipuzkoa

Asi, grandes deleciones en el gen PRPF31 que suponen un 2,5% de los casos de RPAD y los
casos de elementos repetitivos de la region ORF15 del gen RPGR de la RPLX se quedarian
fuera del alcance de este tipo de técnicas.42269 En nuestro estudio, estas zonas se volvieron
a analizar mediante secuenciado directo de Sanger y/o HRM, a pesar de lo cual no se

detect6 ninguna mutacidn causal en estas regiones repetitivas.

4.1.1. Correlacion genotipo-fenotipo RPAD: mutaciones en gen RHO

La rodopsina es un fotopigmento transmembrana ubicado en los discos de los segmentos
externos de los bastones. La rodopsina es responsable de la absorcion de la luz y el inicio
de la cascada de fototransduccién visual. Se han identificado mas de 100 mutaciones en el
gen de la rodopsina (RHO) relacionadas con la RP, que forman mas del 30% de los casos
de RPAD.276-278 L,a rodopsina, un componente estructural transmembrana clave, constituye
aproximadamente el 85% del contenido proteico de los segmentos externos de los
bastones.2’”9 Tiene tres dominios, el intradiscal, el transmembrana y el dominio
citoplasmico. Se han identificado mutaciones en cada uno de los tres dominios. Sandberg
et al. relacion6 la severidad fenotipica de RP con la ubicacién de la mutaciéon de la
rodopsina implicada.280 Los pacientes con mutaciones en el dominio intradiscal tienden a
tener un mejor prondstico visual que aquellos con mutaciones en el dominio
transmembrana, mientras que los pacientes con mutaciones en el dominio citoplasmico

tienen la peor funcion visual (Figura 57).280

La mutacién mas comun en el gen de la rodopsina en los Estados Unidos es la mutacién
p.Pro23His. Esta mutacién se localiza en el dominio intradiscal de la rodopsina y
representa el 10-15% de la RPAD en los caucasicos estadounidenses.28! El fenotipo
asociado con la mutacién p.Pro23His es relativamente leve cuando se comparan los

campos visuales del paciente y las amplitudes del ERG.280.282

Las mutaciones encontradas en el dominio citoplasmico de la rodopsina conllevan un peor
prondstico visual y un fenotipo mas severo, y pueden deberse a las importantes funciones
de transporte celular de este dominio.276282 En particular, se han encontrado varias
mutaciones de la enfermedad en el codén 347 del dominio citoplasmico de la rodopsina.
Estas mutaciones, incluida la mutacién Pro347Leu relativamente comun, se han asociado

con un pronéstico visual peor.282

En nuestra serie la mayoria de pacientes presentaban un fenotipo leve. Ha habido un caso

con 2 mutaciones en el gen RHO (p.Vall04Asp y p.Asp190Asn) y cabria esperar que
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presentara un fenotipo mas severo, pero el paciente presentaba un cuadro leve de RP
sectorial. Dos pacientes presentaron fenotipos severos, uno de ellos presentaba la
mutacion p.Ter349Glu que se ha asociado a fenotipos de RPAD de aparicién precoz y baja
agudeza visuall?? y el otro paciente presentaba una mutacién adicional en el gen NR2E3.
Por ultimo, la RP puede ser dificil de diagnosticar en nifios, sobretodo en las formas
dominantes donde se retrasa el inicio de la enfermedad. Ademds, el diagnoéstico
presintomatico puede ser importante para las familias con nifios con distrofias retinianas
puesto que la incertidumbre de padecer o no la enfermedad puede ser mas frustrante que
conocerlo y ser capaz de prepararse para el futuro. Tsui et al. en un estudio de correlacion
genotipo-fenotipo para la mutacidon p.Asp190Asn en el gen RHO, vieron que dos de los tres
niios menores de 12 afios de familiares afectos presentaban la mutacién estando
asintomaticos.283 Al realizarles el estudio clinico vieron que los nifios con la mutacién
presentaban un anillo hiperfluorescente en la macula en la autofluorescencia (AF) y la
onda b del ERG escotdpico estaba retrasada. Los autores concluyen que la AF y el ERG

pueden ser de utilidad para evaluar nifios asintomaticos con RP.

CYTOPLASM
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Ac-N-
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Figura 57. Modelo esquematico de la rodopsina humana modificado de Keen et al.19 que muestra
los siete dominios transmembrana, las ubicaciones de residuos de aminoacidos afectados por
mutaciones dominantes que causan retinitis pigmentosa (flechas) y en rojo las mutaciones

detectadas en nuestro estudio.
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4.2. Resultados en familias RPAR

El 47,5% de las 61 familias con RPAR no sindrémicas pudieron ser genotipadas. La
mayoria de los casos se han detectado con la técnica HRM (9 casos de 21 familias) pero
también con NGS (3/21) y Affymetrix (5/21). Las mutaciones mas frecuentes han sido en
los genes CERKL (24%), USH2A (19%), PDE6A (10%) y CRB1 (10%). El resto de
mutaciones han presentado una prevalencia del 5%: EYS, NR2E3, SEMA4A, RLBP1, RP1,
ABCA4, TULP1y ROM1.

En un estudio en el 2010 de 272 familias espafiolas analizadas mediante genotipado con
microarrays encontraron la mutacién en el 11% de los pacientes. Hoy en dia, gracias a la
secuenciacién masiva este porcentaje se ha incrementado, situdndose entorno a un 50%
de rendimiento diagndstico.4244 Las mutaciones mas frecuentes encontradas en la
poblacién espanola fueron RDH12, USH2A y CERKL. La mutacién mas frecuente en el gen
CERKL fue la mutacién p.Arg257Ter que es la Gnica descrita en pacientes espafioles.222.284
En nuestro estudio hemos encontrado una mutaciéon novel p.Arg283Ter en 2 familias de

origen guipuzcoano de Alegia y Ataun, localidades separadas por 23 km.

En los genes asociados a las formas recesivas de RP, existen varios genes mas frecuentes
en la poblacidn espafiola respecto a otras poblaciones segiin Daiger et al.#3 en una revision
online de RP actualizada cada ano: el gen CERKL encontrado en el 3-4% de poblaciéon
espafiola afecta de RPAR (1% en RPAR a nivel mundial), el gen CRB1 en el 6-7% de la
poblacién espafiola (1% en RPAR a nivel mundial) y el gen EYS en el 10-30% de la
poblacién espafiola (<1% en RPAR a nivel mundial).20¢ En el presente estudio las
mutaciones en el gen CERKL superan tanto a la poblacién espafiola como mundial con un
24% frente al 3-4% y 1%. Respecto a la mutacién CRB1 ha sido la cuarta en frecuencia con
un 10% y al contrario que en los estudios de poblacién espafiola sélo hemos encontrado

un 5% de familias con RPAR con mutaciones en el gen EYS.

El segundo gen mutado en frecuencia en las familias RPAR encontrado en el presente
estudio ha sido el gen USH2A, con el 19% de familiares con mutaciones en dicho gen. Esta

frecuencia es similar al 17% descrito a nivel mundial por Daiger et al.*3

El tercer gen mutado en frecuencia ha sido el gen PDE6A con un 10% de familiares afectos.
La frecuencia es superior al 3-4% descrita en la poblacién general.#3 Es un hallazgo
importante porque existen estudios en modelos animales en marcha en terapia génica
para este gen.285 Asi, el 10% de nuestra poblacion se podria beneficiar en un futuro de

estos tratamientos. Ademads, nuestro grupo de investigacién dispone de un modelo de
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ratén con mutaciones en la subunidad beta del gen PDE6, relacionado con éste y con gran
homologia con el gen humano. Es por tanto esperable que los estudios en este modelo

seran de relevancia para un grupo significativo de nuestros pacientes.

Cabe destacar la mutacién hallada en el gen NR2E3, la cual es muy poco frecuente en otras
poblaciones y se detectd por primera vez en Portugal. Los criptojudios (marranos) son los
supervivientes de los judios espafioles que fueron perseguidos a finales del siglo XV,
escaparon a Portugal y tuvieron que convertirse al cristianismo para salvar sus vidas. Hoy
en dia, todavia existen grupos aislados en areas montafiosas como Belmonte en la
provincia de Beira-Baixa de Portugal. Gerber et al.224 tras estudiar una poblacién
altamente endogamica y consanguinea de criptojudios de Belmonte afectos de RPAR
encontraron una mutacién sin sentido en el gen PNR, también denominado NR2E3. Los
estudios de haplotipo apoyan la teoria de que esta mutacién es antigua pero que
probablemente ocurrié tras el asentamiento de esta poblaciéon en Belmonte. Con nuestro
hallazgo de esta mutacién en una familia de origen espafiol en Palencia podriamos discutir
la teoria de que quizas estd mutacion ya existia previo al asentamiento en Portugal y que
procede de la poblacién judia espafiola. Para apoyar esta misma teoria, recientemente en
un articulo pulicado por Ayuso et al. en el 2016 han demostrado una prevalencia de

mutaciones en el gen NR2E3 del 3,5% en poblacién espafiola.286

4.2.1. Correlacion genotipo- fenotipo RPAR y RPesp con mutaciones en el gen
CERKL

El gen CERKL est4d implicado en la apoptosis mediada por esfingolipidos en la retina. El
gen CERKL se expresa de forma moderada en diferentes tejidos, incluyendo la retina,
rifion, pulmoén y pancreas y de forma leve en cerebro, placenta e higado.213 La mutacién
p.Arg257Ter se encuentra en el 3,3% de RPAR en familias espafiolas. Hasta el 2008 s6lo
estaba descrita esta mutacion en la poblacién espafiola, en nuestro estudio hemos hallado
también la mutacion p.Arg283Ter. Este gen es relevante puesto que es el segundo gen

mutado en frecuencia en familias espafolas de RPAR.

En un estudio publicado por Avila-Fernandez et al.,214 se describe la correlacién genotipo-
fenotipo de 9 pacientes de 7 familias espafiolas con la mutaciéon p.Arg257Ter en el gen
CERKL. Todos los pacientes tenian un fenotipo en comtin que consistia en atrofia macular,
atrofia coriorretiniana parcheada (similar a la encontrada en la atrofia girata) y pigmento
en grumos en la periferia. Los pacientes no presentaban sintomas extraoculares. La
mediana de la edad de diagnético fue de 23 afios. La mayoria de pacientes preservaban la

AV hasta la edad adulta precoz, pero pronto desarrollaban una pérdida severa de AV. En
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nuestro estudio, los pacientes con mutaciones en el gen CERKL presentaban el mismo
fenotipo descrito por Avila-Fernandez et al., tanto los pacientes con la mutacién
p.Arg257Ter como la mutaciéon p.Arg283Ter. Ademads, se trata de la mutacién mas
frecuente encontrada en nuestra serie en las familias RPAR y también en los pacientes de
origen guipuzcoano. Se trata de un fenotipo con atrofia macular y mal pronéstico visual, lo
cual es importante conocer en la practica clinica para poder ofrecer un prondstico a los

pacientes y orientarles de cara al futuro.

4.2.2. Correlacion genotipo- fenotipo RPAR: mutaciones en el gen CRB1

Mutaciones en el gen CRB1 se han asociado a RP de inicio precoz y ACL. También se ha
asociado a la forma de RP con preservaciéon pararteriolar del epitelio pigmentario
retiniano.28” En nuestra serie sélo 2 pacientes presentaban esta mutaciéon y sélo una de
ellas presentaba una forma precoz de ACL. En ambas pacientes se describié la triada
clasica en el fondo de ojo. Dos pacientes de nuestra serie tenian el fenotipo caracteristico
de preservacion pararteriolar del EPR con espiculas 6seas paravenosas, pero en ninguno

de los pacientes se encontraron mutaciones en el gen CRB1.

4.2.3. Correlacion genotipo-fenotipo RPAR: mutaciones en el gen TULP1
Mutaciones en el gen TULP1 se han asociado a formas precoces y fenotipo severo de RP, al

igual que lo encontrado en nuestra serie.287.288

4.2.4. Correlacion genotipo-fenotipo: mutaciones en el gen ABCA4

El gen ABCA4 se ha implicado en el 5% de casos de RPAR.289 Pero ademdas de asociarse a
RPAR, se ha asociado clasicamente a enfermedad de Stargardt, fundus flavimaculatus,
distrofia de conos y bastones e incluso a algunos casos de DMAE. Klevering et al. en un
estudio sobre el espectro fenotipico causado por mutaciones en el gen ABCA4 concluyen
que fenotipos claramente diferentes pueden converger a una etapa final similar,
caracterizada por una atrofia coriorretiniana extensa y baja AV. Con el advenimiento de las
opciones terapéuticas como la terapia génica, el reconocimiento por el oftalmélogo de los
diversos fenotipos retinianos asociados con las mutaciones ABCA4 es cada vez mas
importante.290.291 En nuestra serie s6lo encontramos una paciente con RPAR y mutacién en
el gen ABCA4 y al igual que lo descrito anteriormente presentaba atrofia coriorretiniana

extensa y baja AV.
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4.2.5. Correlacion genotipo-fenotipo RPAR: mutaciones en el gen RLBP1

Mutaciones en el gen RLBP1 se han asociado a Retinitis Punctata Albecens292 y al
Sindrome de Bothnia.293-295 Los pacientes presentan nictalopia de inicio precoz en la
infancia. En adultos jovenes se observa Retinitis Punctata Albecens, seguido de atrofia
macular y atrofia parcheada paracentral y en periferia parecido a la atrofia girata. En
estadios mas avanzados, se aprecia pigmento en forma de espiculas O6seas y
estrechamiento arteriolar. Sin embargo, los pacientes preservan el aspecto del nervio
optico. La disminucién de AV deriva en ceguera legal en la edad adulta precoz. El tinico
paciente del presente estudio con esta mutacion mostraba el fenotipo descrito
anteriormente en la edad adulta. Se trata de una mutacién prevalente en el norte de
Suecia, aunque se ha encontrado en diferentes poblaciones.2% La mutacién produce un
defecto en la capacidad de la proteina de unién a retinaldehido celular para unirse a
retinoide, lo cual probablemente explique la disfuncién de los bastones seguido de

degeneracion central y periférica de la retina.2%4

4.3. Resultados en familias RPLX

Sélo hemos encontrado la mutacién en una de las tres familias. La mutacién se encuentra
en el gen RP2. Se estima que el gen RP2 estd implicado en el 10% de las RP ligadas al
cromosoma X.29 Esta mutacién CS097280, altera el patron de splicing o ensamblaje de la
proteina y como consecuencia se pierde el exén 4 y se altera el tamafio de la proteina
debido a la prematura introduccién de novo de un condén stop.233 El producto del gen RP2
presenta homologia con el cofactor C humano, una proteina implicada en las ultimas
etapas del plegamiento de la beta-tubulina. Se ha descrito que la degeneracidn progresiva
de la retina podria estar causada por una acumulaciéon de tubulina especifica de
fotorreceptores, incorrectamente plegada.29? En las mujeres portadoras, esta mutacion
puede conducir a un amplio rango de caracteristicas fenotipicas, desde la normalidad
hasta una degeneracidon severa de la retina, apoyando la hipdtesis de una herencia

semidominante ligada al cromosoma X.233

Las variantes patogénicas en los genes RPGR (también denominado RP3) y RP2 son las
causas mas frecuentes de RPLX. Estudios de ligamiento sugieren que son responsables del
70-90% y 10-20% de casos de RPLX respectivamente.29 Hay que sospechar mutaciones
en el gen RPGR en varones con RPesp, puesto que se ha visto que el 15% presentan una

variante patogénica en este gen.2%9

La patologia retiniana en mujeres con RPLX es tipicamente menos severa que la
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encontrada en los varones; al contrario que en las formas de RPAD donde los hombres y
mujeres estan igualmente afectos. Como las mujeres heterocigotas para una variante
patogénica en los genes implicados en la RPLX pueden ser asintomdticas o expresar
degeneracién retiniana de leve a severa,300301 |as familias con RPLX con alguna mujer
afecta pueden confundirse como familias de RPAD. Asi, por ejemplo, en una cohorte de
258 familias con RPAD aparente, 19 familias se reclasificaron como RPLX por mutaciones
en el gen RPGR (7,4%) y 2 familias como RPLX por mutaciones en el gen RP2.261 Por lo
tanto, esta observacion puede que infraestime la actual frecuencia de casos de RP debido a

mutaciones en el gen RPGR en pedigris de RPAD.

Por tultimo, hacer hincapié en las técnicas de secuenciaciéon. La mutaciéon encontrada en
nuestro estudio fue mediante la técnica HRM. Pero a dia de hoy los genes asociados a RPLX
también se estan estudiando con NGS y esta ultima técnica tiene una limitacién en el ex6n
final de RPGR rico en dinucleétidos AG (orfl5). Las mutaciones en RPGR(orf15) estan bien
documentadas como una causa importante de RPLX,302 pero las técnicas de secuenciacion
capilar bidireccional siguen siendo la herramienta de cribado clinico estdndar para esta
region del genoma.303 Complementando los servicios de diagnoéstico de NGS con
secuenciacién capilar bidireccional de regiones que no se detectan mediante NGS

aumentara el rendimiento diagndstico.

4.3.1. Correlacion genotipo-fenotipo RPLX: mutacion en el gen RP2

Se ha identificado una correlacién genotipo-fenotipo en pacientes con RPLX con
mutaciones en el gen RP2. Jayasundera et al. en el 2010 publicaron una serie de 25
pacientes con esta mutacion.297 E1 91% de pacientes presentaba afectaciéon macular y AV <
20/50. Dos pacientes presentaron un fondo de ojo coroideremia-like y el 82% de los
pacientes eran miopes con una media de -7,97D. En el 90% de los pacientes se demostré
una disfuncién severa de conos y bastones en el ERG. Describen también alteraciones en 3
mujeres portadoras que presentan atrofia macular en uno o ambos ojos y miopia (media -
6,23D). Este fenotipo es el descrito en nuestro Unico paciente con dicha mutacién. Los
autores concluyen que el screening del gen RP2 debe ser priorizado en pacientes menores
de 16 afios de edad caracterizados por herencia ligada al cromosoma X, disminucién de
AV, miopia alta y atrofia macular precoz. También sugieren que los pacientes que
presenten una apariencia de fondo similar a la coroideremia y que no tienen mutaciones
causantes de enfermedad en el gen de la coroideremia (CHM) se examinen en busca de

variaciones en el gen RP2.
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4.4. Resultados en familias RP esporadica

De las 31 familias clasificadas como RPesp, s6lo hemos encontrado la mutacién en una
familia (3,2%) en el gen CERKL (p.Arg283Ter) que es un gen responsable en el 1% de
casos de RPAR en diferentes poblaciones a nivel mundial. En Espafia segtin Daiger et al.43
esta mutacion es mas frecuente que a nivel mundial, encontrandose en el 3-4% de casos
de RPAR. Sin embargo, en nuestro estudio, mutaciones en este gen se encuentran con mas
frecuencia que en la poblacién espafiola (186), siendo responsables del 24% de los casos

de RPAR en las 127 familias estudiadas y del 29% entre las de origen guipuzcoano..

4.5. Resultados en familias con origen guipuzcoano

Sélo un tercio de las familias estudiadas tenia origen guipuzcoano (figura 58). De las 42
familias de origen guipuzcoano estudiadas encontramos resultados moleculares positivos
en 18 familias (43%). Para las formas de RPAR (sindrémicas y no sindrémicas) las
mutaciones mas frecuentes han sido en los genes CERKL (29%), USH2A (22%) y CRB1
(14%).

En una revisién actualizada del 2017 de Daiger et al.#3 la prevalencia de la mutacién
CERKL en las formas recesivas es s6lo del 3-4%, y destacan que es mas frecuente esta
mutacion en la poblacién espafola, como lo han demostrado Ayuso et al.214 En nuestro
estudio hemos encontrado una mutacion novel p.Arg283Ter en 2 familias de origen
guipuzcoano de Alegia y Ataun, localidades separadas por 23km. Esta mutacién podria
proponerse como una mutacion fundadora en Gipuzkoa pero hemos encontrado otras 2
familias con la misma mutacién cuyo origen estaba en Avila y la Corufia, desestimando

nuestra hipoétesis del estudio.

Las mutaciones en el gen USH2A se encuentran en el 10-15% de las formas no
sindréomicas del RPAR,*3 esta cifra se asemeja a la encontrada en nuestro estudio, puesto
que una de las familias presentaba la mutacién sin presentar el sindrome de Usher. Por
ultimo, mutaciones en el gen CRB1 son responsables del 6-7% de RPAR y es una mutacién
prevalente en Espafia en casos de RP de inicio precoz (9%) y ACL (14%).304 Al contrario de
lo esperado, en nuestra poblacién guipuzcoana no hemos hallado mutaciones en el gen
EYS, la cual es una mutacién frecuente en Espafia con una prevalencia estimada del

15,9%.204

En cuanto a la consanguinidad en las familias guipuzcoanas estudiadas, en el mapa se
muestran en rojo las localidades con familias consanguineas en nuestro estudio. Se

observa que las familias consanguineas estdn distribuidas por todo el territorio
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guipuzcoano. Si analizamos el mapa, existe una tendencia como cabria esperar de mayor
consanguinidad en poblaciones aisladas como en la zona de Aralar, ya descrito
anteriormente por Zudaire en 1981 en un estudio impulsado por la Sociedad de Ciencias
Aranzadi.305 En dicho trabajo se calcularon la frecuencia de uniones consanguineas en la
zona de Aralar y en la zona costera. Se encontr6 un 8,6% de consanguinidad en la zona de
Aralar, destacando Ataun (21,6%) y Bedayo (22,2%). En la costa, la consanguinidad fue
del 3,3%, destacando Deba, Getaria y Orio todas ellas con un 4,9% de matrimonios
consanguineos. En otro estudio del mismo autor en 1992 analizé la consanguinidad en
Gipuzkoa.306 En la siguiente tabla mostramos las localidades mayores de 500 habitantes
(puesto que las localidades menores de 500 habitantes pertenecen en su mayoria a otros
municipios hoy en dia) con mayor consanguinidad (>5%) y destacamos en negrita las
localidades donde hemos encontrado pacientes con RP y consanguinidad en nuestro

estudio (tabla 38).

Localidad Frecuencia de

consanguinidad (%)

Ataun 20,4
Amezqueta 11,9
Regil 9,4
Aya 7,7
Idiazabal 7,2
Asteasu 7,1
Aizarnazabal 6,5
Berastegui 5,9
Gaviria 5,8
Garagarza 5,7
Iziar 5,6
Zaldivia 51

Tabla 38. Localidades guipuzcoanas mayores de 500 habitantes con consanguinidad >5%. En
negrita se resaltan las localidades de origen de pacientes con RP y consanguinidad en nuestro

estudio.

A continuacién, mostramos las frecuencias de consanguinidad que superan el 5% en las
localidades de menos de 500 habitantes (tabla 39). En nuestro estudio no hemos

encontrado ninguna familia que pertenezca a estas localidades.
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Bedaio 22,2
Urdaneta 13,2
Aya-Ataun 12,8
Baliarrain 12,7
Isurieta 12,5
Oreja 12,1
Alzaga 10,8
Orendain 10,6
Araoz 10,6
Arenaza 10,5
Mendiola 10,5
Arama 10,3
Elosua 9,9
Marin 9,2
Alzola de Aya 9
Aratz Erreka 8,8
Gainza 7,9
Apozaga 7,7
Ursuaran 7,7
Aguinaga Eibar 7
Zerain 7
Zarimuz 6,4
Alquiza 6
Goronaeta 6
Bolibar 5,9
Larrino 5,8
Astigarreta 5,6
Garagarza Mondragon 5,6
Mutiloa 5,6
Alzola 5,6
Larraul 5,6
Laurgain 5,2

Discusion

Tabla 39. Localidades de menos de 500 habitantes con frecuencia de consanguinidad mayor al 5%.

Creemos que es importante conocer la demografia guipuzcoana y buscar formas recesivas

en los pacientes de estas localidades.

169



Estudio epidemioldgico clinico y molecular de la Retinosis Pigmentaria en Gipuzkoa

= Gipuzkoa (SN

Q \diazabal

Q Berastegi Btxitua

Q renteria
Q Eskoriatza
Q Alegria

9 zumaya

9 Aia

Q Hondarribia
Q Legazpia
9 Motrico

9 zaldivia

9 Ataun

Q Lazcano

Lequeitio
Ispéster

512238

Okamika
Ondérroa Deba:Zumaia
o Kostaldeko!

Gt

howco .
=Q
(-]

Berriatga
Aulestia
B
Arbacequiy.
ina-Jeméin
Echebarria Mendaro

(1263

3
9
Elg%ibar
{12634}

Cenarruza-Bolibar Lastur

e

(Y

)
Cendaya
GHS36 \gehobja

Irdan i
A 95\

Endatfe

pasajes custs
San Sebastién [l
GE21) Renieria et
Oparzun
[2o1]

Astigarraga !

XY Guetaria
Zumayao
A
Yo T 7o
0rlo_rwery - Aginaga
o
P

Gl Aiako Harria

a5 Parke Naturala

=Q

Andosin

Cestona Pagoetako

Parke Naturala) Andatza

Artikutza
[ci:2001

VL
g s

osint

Arat

9

Q Azcoitia Emua

Q. Qe
o Qo

Q Eibar Zaldibar LoY
Régil

Q San sebastian

Q Placencia de las Armas . Bidania-Golatz
gueta
Elorio

Angiozar

=3 {20 |

Vergara

g

{ci-2605

Tolosa
Q Beizama = Zubieta
sz
"
Antzuola

Q Andosin

QA ! Arrazola Alegria a7
" razol v
Zumérraga e Beinza-Labay

N

g TR

/

L& Leitza NATD EZCUTS Eratsun

Q ciztrquil

Mondragé . -
Q Tolosa ondragon e Ardma

2 Santiclopeste LeWopi iy
Q Lazcano (Legazpia) e Gorrt

Oiate = Arriba

9
~

L]

9 Elgoibar {s2020] Q;nmm

Q regil

2hdin Beruete
{ci-2630

Escoriaza

9 Aguinaga o P
Araotz e

Parque
Q santuario de Loiola Natural Aralar

Q itziarn

*

Aizkorri-Aratz Cegama

-
s —

Montes vascos®  pzrem

a2

Figura 58: Mapa de las familias de origen guipuzcoano en nuestro estudio. En rojo se muestran las
familias con consanguinidad, en azul familias no consanguineas. En la circunferencia se muestran
las localidades en la zona de Aralar donde se han encontrado familias consanguineas en Ataun,

Idiazal y Zaldivia.

5. Sindrome de Usher

De los 6 pacientes de 5 familias con diagndstico clinico de Sindrome de Usher tipo I
(USH1), s6lo se ha detectado una mutacién en el gen ROM1 en 1 paciente. Esto puede ser
debido al pequefio tamafio muestral o a la existencia de otros factores genéticos o
adquiridos que fueran los responsables de la hipoacusia asociada al defecto visual en

nuestros pacientes.

En nuestro estudio el porcentaje de casos de Sd. Usher tipo Il (USH2) es superior al de
USH1, como se ha descrito en los diferentes estudios.220.307 Este hecho puede atribuirse, al
menos en parte, a que un gran numero de familias han sido seleccionadas a través de
asociaciones de afectados de RP y no de asociaciones de pacientes con sordera. En nuestra
serie no hemos encontrado ningtin caso con diagnoéstico genético de USH3.

La prevalencia del Sd. Usher en la poblacion general es bastante uniforme en diferentes
paises, varia del 1,8/100000 al 6,2/100000 (tabla 40).5308-314 En un estudio de prevalencia
del Sd. Usher en Valencia, del grupo liderado por el Dr. Millan, la prevalencia result6 ser de
4,2/100.000 (1/23.810).Espinos, Millan 315 El Dr. Millan y su equipo son centro de
referencia para el genotipado del Sd. Usher, lo que puede explicar la diferencia del mayor

numero de casos diagnosticados con respecto a nuestro estudio.
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La frecuencia de Sd. Usher en personas sordas va desde el 0,6 al 28%;313 en personas con
RP, el porcentaje de sordera va desde el 8% al 33,3%.316 En nuestro estudio la prevalencia
del Sd. de Usher ha sido 1 de cada 47.619 habitantes (2,1/100000) que se encuentra

dentro del rango descrito en diferentes paises y menor que la prevalencia encontrada en

Valencia.

Pais Prevalencia en 100.000 habitantes Referencia
Birmingham 6,2 il
Dinamarca 5 313
EEUU 4,4 308
Valencia 4,2 315
Noruega 3,6 5
Colombia 3,2 310
Finlandia 3,0 309,314
Suecia 3,0 309
Gipuzkoa 2,1 Estudio actual

Tabla 40. Tabla de prevalencia del Sindrome de Usher en diferentes paises. Modificada de Espinos

et al.315

En nuestra poblaciéon la mutacién mayoritaria ha sido la mutacién p.Cys759Phe (el
37,5% de las familias con RP sindrémicas y no sindrémicas con mutacién en el gen USH2A
presentaba esta mutacién) encontrada en segundo lugar en las familias espafolas segun el
grupo de Ayuso.317 La mutacién c.2299delG (p.Glu767SerfsTer21), la mas frecuente en
Espafia y a nivel mundial, se ha encontrado en heterocigosis compuesta en una sola familia
con sindrome de Usher y en otra familia con RP no sindrémica de nuestro estudio.220.221 En
nuestro estudio hemos encontrado mutaciones esperadas en el Sd. Usher en el 41,6% de
familias y en el 33,3% de familias mutaciones en el gen USH2A. Este porcentaje es mayor
que el obtenido por Weston et al. (2000)318 en una poblacién heterogénea en cuanto a su
origen, probablemente debido a la mejoria de las técnicas de detecciéon molecular en los
ultimos afios. Pero este porcentaje sigue siendo inferior al nivel de deteccién descrito por
Dreyer et al. (2000)319 en la poblacién con USH2 del norte de Europa, donde encontraron
mutaciones en el gen USH2A en el 87% de sus pacientes. Las mutaciones encontradas en

nuestros pacientes han sido descritas anteriormente excepto la mutacion p.Trp4464Ter.
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5.1. Correlacion genotipo-fenotipo Sindrome de Usher

En un estudio del grupo de Ayuso y colaboradores (2015) donde analizaron molecular y
fenotipicamente a 433 pacientes con Sindrome de Usher concluyen que las diferencias en
la clinica son estadisticamente significativas en el USH1 respecto al USH2.317 En nuestro
estudio al comparar los pacientes con USH1 y USH2 vimos que la edad de diagnéstico era
menor para USH1 (12,5 afios) que para USH2A (26,1 afios). Estos resultados se pueden
equiparar al estudio de Ayuso donde las edades de diagndstico son de 15,6 y 26,8 afios
respectivamente. La mutacién mas frecuente fue la p.Glu767SerfsTer21(c.2299delG) que
se ha encontrado en muchas familias de origen europeo, con una frecuencia alélica del 15-
50%220 y la segunda mutacién en frecuencia fue la mutacién p.Cys759Phe que es la
mutacion predominante en nuestro estudio. Se vio que ninguno de los pacientes con la
mutacion p.Cys759Phe presentaba un fenotipo severo de pérdida de audicién y mas del
60% presentaban pérdida leve de audicidn. Al contrario, los pacientes con la mutacién
p.Glu767SerfsTer21 presentaban en su mayoria (72,1%) sordera moderada. Nuestro
estudio no tenia la potencia suficiente debido al tamafio muestral para correlacionar el
genotipo con el fenotipo. Hemos descrito una peor agudeza visual en los pacientes USH1 y

el 100% de pacientes tanto en USH1 como USH2 presentaban ceguera legal.

La mutaciéon p.Cys759Phe en homocigosis se ha relacionado clasicamente con RPAR sin
pérdida auditiva.215 Otros grupos, entre ellos el grupo de Ayuso han descrito casos de
heterocigosis compuesta de p.Cys759Phe con otras mutaciones en el gen USH2A que se
asocian a RPAR o a USH2 indistintamente. No se han descrito casos de USH2 en
homocigosis para la mutacién p.Cys759Phe y fenotipo con pérdida auditiva como se ha
demostrado en nuestro estudio. Por lo tanto, pacientes que presentan esta mutacion

podrian beneficiarse de un examen auditivo.

Recientemente Lenassi et al. (2015)320 han publicado un estudio de correlacién genotipo-
fenotipo en pacientes con mutaciones en el gen USH2A y han visto que existen 6 variantes
retina-especificos donde sélo se afecta la retina y el paciente preserva la audicién. Se
incluye la mutacion ampliamente descrita como retina-especifica c¢.2276 G>T,
p.(Cys759Phe) y otras 5 variantes: ¢.2802T>G, p.(Cys934Trp); c.10073G>A,
p.(Cys3358Tyr); c.11156G>A, p.(Arg3719His); ¢.12295-3T>A; y c.12575G>A,
p.(Arg4192His). Los autores proponen un modelo de jerarquia alélica donde la presencia
de al menos un alelo retina-especifico en un paciente con mutaciones en el gen USH2A

daria lugar a la preservacién de la audicién (figura 59).
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Una vez mas son necesarios estudios de correlacion genotipo-fenotipo, puesto que pueden

mejorar el manejo clinico, consejo genético y estimar un prondstico tanto visual como

auditivo.

N N

Alelo Usher + Alelo Usher * Sd. Usher tipo II
7 7
) D

Alelo retina-

Alelo Usher + ees;)e::?fil(r:l: * RP no sindrémica

J J

Alelo retina- Alelo retina-
especifico especifico * RP no sindrémica

Figura 59. Esquema que muestra la jerarquia alélica propuesta de mutaciones USH2A: la presencia

de al menos un alelo USH2A especifico de la enfermedad de la retina (retina-especifico) en un
paciente con enfermedad relacionada con USH2A da como resultado una audicién normal, al menos

en la infancia.320

6. Sindrome de Bardet Biedl

La prevalencia en Gipuzkoa del sindrome de Bardet-Biedl en el presente estudio ha sido de
0,00084%, es decir 1 paciente por 119.048 habitantes. Esta prevalencia se encuentra por
encima del rango de prevalencias encontradas en Europa (de 1:125000 a
1:160000)311321322 y por debajo de la poblacién Arabe (1:65000)323; y poblaciones aisladas
con una mayor incidencia de este sindrome como Terranova (1:13000)324, Kuwait

(1:17000)325 e islas Feroe (1:3700).326

Hasta ahora se han identificado 15 genes asociados al Sd. de Bardet Biedl.327 La mayoria de
los genes BBS se pueden dividir en 2 grupos. Uno forma un complejo llamado BBSoma
(BBS1, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7, BBS8 y BBS9), que se cree que recluta glutamil
transpeptidasa Rab8,328 y el segundo grupo comprende proteinas de tipo chaperonina,329
incluyendo BBS6 , BBS10 y BBS12. Las mutaciones en los genes BBS conocidos se detectan
en aproximadamente el 75% de las familias, y BBS1 y BBS10 representan cada una entre
el 20% y el 25% de las familias de descendencia europea.234330 Se han descrito 2
mutaciones ampliamente distribuidas derivadas de un efecto fundador, la mutacién

p-Met390Arg en BBS1234331 y la mutacién p.Cys91Leufs en BBS10.330 La variante
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p-Met390Arg es la mutacion BBS1 mas comtn y se ha observado en aproximadamente el
80% de las familias con enfermedad asociada a BBS1.181331 En nuestra poblacién hemos
encontrado la mutacién responsable del Sd. Bardet-Biedl en el 66,6% de los casos y la
mutacion mas frecuente hallada ha sido la mutacion p.Met390Arg en el gen BBS1, que
corresponde con la mutacion mas frecuente en la literatura. Nuestro estudio ha
demostrado una buena rentabilidad diagndstica en los casos de sospecha de Sd. de Bardet

Biedl.

6.1. Correlacion genotipo-fenotipo Sindrome de Bardet Biedl

Respecto a la correlaciéon genotipo-fenotipo, el sindrome de Bardet Biedl se engloba
dentro de las enfermedades raras denominadas ciliopatias las cuales presentan fenotipos
que se solapan, ademas existe una alta variabilidad intra e interfamiliar en la presentacion
clinica, lo cual complica el diagndstico de este sindrome. Diferentes autores sugieren que
los pacientes con variantes patogénicas en BBS12 y BBS10 (genes BBS de tipo
chaperonina) presentan un fenotipo mas severo que el grupo de pacientes con cambios en
el gen BBS1.332:33¢ Quiza el distinto papel funcional ejercido por las proteinas BBS tipo
chaperonina (BBS6, BBS10 y BBS12) respecto a las que forman el complejo BBSoma
(BBS1, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7, BBS8 y BBS9), podria explicar esas diferencias en la

severidad del fenotipo asociado, como proponen Daniels et al. (2012).335

Castro-Sanchez et al.332 en un estudio de 52 pacientes, destaca la frecuencia de afectacion
urogenital mostrada por pacientes con cambios en BBS10 (83%) y la prevalencia de
alteraciones cognitivas en pacientes BBS12 (75%), este ultimo dato en contraposicién
clara a lo referido por Deveault et al. (2011).336 En nuestro estudio, también destaca la
mayor severidad fenotipica en el paciente con alteraciones en el gen BBS12, presentando

el sindrome completo y un retraso mental mas severo que el resto de pacientes.

Respecto al fenotipo ocular, s6lo el 50% de pacientes presentd la triada clasica de RP. La
mitad de pacientes carecian de espiculas 6seas en media periferia. Sélo el paciente con
mutacion en el gen BBS12 de los pacientes con Sd. de Bardet Biedl con genotipado positivo
present6 espiculas dseas en el fondo de ojo y anillo de hiperautofluorescencia macular. No
hubo diferencias en la agudeza visual entre grupos ni en el porcentaje de ceguera legal
entre los pacientes. Por lo tanto, al igual que el grupo de Castro-Sanchez consideramos que
el fenotipo ocular de pacientes afectos de BBS1 no se deberia considerar como leve

comparandolo con el resto de fenotipos BBS.
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Para un diagnostico correcto de este sindrome, en nuestro estudio las dos caracteristicas
que se presentan en el 100% de los pacientes ha sido la existencia de polidactilia y
distrofia retiniana. Por lo tanto, ante cualquier paciente afecto de distrofia retiniana
deberiamos preguntar por la existencia de polidactilia y en ese caso descartar mutaciones
en el gen BBS. Para complicar ain mas el diagnoéstico se han documentado casos de RP no

sindrémica con la mutacién p.Met390Arg en el gen BBS1.327

Tras la revision de diferentes datos fenotipicos descritos en la literatura hacemos
extensiva la recomendacién del grupo espafiol de realizar un seguimiento mas frecuente
de los pacientes BBS con variantes causales en BBS10 y BBS12, ya que su espectro clinico
es generalmente mas severo y de inicio temprano, prestando especial atencién al aparato
urogenital y la deteccién y tratamiento de anomalias en el desarrollo. Gracias a estos
estudios de correlacién genotipo-fenotipo podemos contribuir a un mejor manejo de los

pacientes afectados.

7. Caracteristicas clinicas de la RP en Gipuzkoa

7.1. Sintoma al diagndstico y edad media dediagndstico. Correlacion
genotipo-fenotipo

La edad media de diagnoéstico fue de 29 anos con un amplio rango de edad (de 1 a 70
afios). Este amplio rango en la edad de diagndstico fue un resultado esperado, debido a la
gran heterogeneidad clinica de la RP. En un estudio de 370 pacientes con RP vieron que la
edad media de diagnéstico fue de 35,1 afo0s.337 Puede que haya un sesgo entre el inicio de

sintomas y diagndstico dependiendo de la poblacién estudiada y el acceso a la sanidad.

En general, segun el tipo de herencia la edad de inicio varia, de mas precoz a mas tardio

serian las formas RPLX, RPAR y RPAD.

La RP de inicio precoz se diagnostica alrededor de los 2 afios de edad. Genes asociados a
RP precoz incluyen RPE65, CRB1 y TULP1.29.338339 En nuestro estudio pacientes que han
tenido un inicio precoz de la enfermedad presentaban las mutaciones en los genes CRB1 y
TULP1, pero también hemos encontrado otras mutaciones como CERKL, RP1, RLBP1,
PDE6A y BBS12. Sefialar que todos los pacientes presentaban formas recesivas de la
enfermedad, incluyendo un sindrome de Bardet Biedl asociado a un fenotipo mas severo.
Debido al nimero reducido de pacientes por mutacién no podemos concluir que dichas

mutaciones se asocien a formas precoces de la enfermedad.
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La RP de inicio tardio, normalmente el diagndstico ocurre en la edad adulta y se asocia
tipicamente a las formas dominantes. El gen CRX es uno de los propuestos como causa de
RPAD de inicio tardio.34? En nuestro estudio, los siguientes genes se han asociado a formas
tardias de RP: RHO, SNRP200 y RIMS1. Todos ellos asociados a formas dominantes. Tres
pacientes con mutaciones en el gen RHO presentaban ademas RP sectorial, que se asocia a
formas mas leves. Aunque las formas recesivas generalmente se inician mas precozmente,
existen fenotipos leves como es el caso de la mutacion p.Cys759Phe en el gen USH2A, en
nuestro estudio 2 pacientes con dicha mutacién fueron diagnosticados a partir de los 40

anos.

El principal sintoma al diagnéstico ha sido la nictalopia seguido de disminucién de AV.
Todos los pacientes con mutaciones asociadas a un inicio precoz de la enfermedad fueron
diagnosticados por disminucién de AV como sintoma principal y no nictalopia. Asi, ante
pacientes con sospecha de RP que acuden refiriendo como principal sintoma disminucién
de AV en vez de nictalopia, debemos pensar en mutaciones causantes de RP de inicio

precoz.

7.2. Agudeza visual y equivalente esférico

Se han visto diferencias estadisticamente significativas en la AV, siendo mejor en pacientes
con RPAD y peor en las formas de RPLX y RPAR. Respecto al equivalente esférico (EE) la
media ha sido de miopia leve (-0,72 y -0,75D en OD y OI). En la literatura también esta
descrita esta desviacion hacia la miopia leve en los pacientes con distrofias retiniana, con

una media de EE de -1,86 comparado a la media de +1,0 en la poblacién sana.34!

Si lo dividimos por tipos de herencia existe una tendencia a la miopia leve en todos los
grupos del presente estudio excepto en los pacientes con RPLX que presentan una media
de -5D. Este error de refracciéon es el mismo descrito por diferentes autores.35341 Pero
también existen ciertas mutaciones que se asocian a RP e hipermetropia, sobretodo en las
formas precoces y ACL como son mutaciones en GUCY2D, RPGRIP1, CRX o CEP290.35 En
nuestra serie s6lo hemos encontrado hipermetropia asociada a mutaciones en los genes

CRB1 y PRPF8, y sélo el CRB1 se ha asociado a RP de incio precoz.

7.3. Ceguera legal
Existen pocos estudios que hacen referencia al porcentaje de ceguera legal de los
pacientes de RP. La mayoria de datos vienen de las asociaciones de pacientes con baja

vision como la ONCE en Espafia y Foundation Fighting Blindness en EEUU. Debido al
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impacto social y econémico que representa la ceguera legal en la poblacién actual
decidimos calcular este porcentaje en nuestra serie. En total mas de la mitad (58%) de los
pacientes presentaban ceguera legal. Por tipo de herencia el 45% de pacientes con RPAD y
RPesp, el 70% de pacientes con RPAR y el 83% de pacientes con RPLX padecian ceguera
legal. Como el grupo mas numeroso de pacientes es el grupo RPAR, en global en nuestra
serie el 55% de ciegos legales pertenecen a RPAR, el 25% a RPAD, el 15% a RPesp y solo
un 5% a RPLX.

En un estudio multicéntrico en Japon donde incluyeron 29 centros de rehabilitacidn visual,
la RP fue la mayor causa de déficit visual o ceguera, afectando a un 25% de los pacientes.23
En Kuwait, la RP fue la causa principal de incapacidad visual en menores de 60 afios,2¢y en
Dinamarca, la RP junto con la neuropatia dptica fueron las causas principales de ceguera
en personas entre 20 y 64 afios, alcanzando cada uno un porcentaje del 29% de los casos.25
En Gipuzkoa hasta Noviembre de 2017 hay registrados 942 afiliados a la ONCE, 507
mujeres (54%) y 435 hombres (46%). Por patologias la RP se encuentra en segundo lugar
representando un 13,1% de los afiliados en Gipuzkoa (tabla 41). En un estudio elaborado
por la fundacién retinaplus donde se calculd el coste de la ceguera por patologia en
Espafia, se vié que la RP se encontraba en segundo lugar en cuanto a coste de la ceguera
anual por persona (1.479,95€), detras de la retinopatia diabética y delante de la DMAE, las
cuales son enfermedades muy prevalentes pero que producen ceguera en edades mas

avanzadas en la mayoria de casos. Asi, aunque la RP se considera una enfermedad rara, su

impacto econdémico y social es importante.

Patologia Porcentaje (%) de afiliados a ONCE Gipuzkoa
Miopia magna 24
Retinosis Pigmentaria 13,1
Atrofia nervio 6ptico 10,8
DMAE 9,8
Glaucoma 4,6
Desprendimiento de retina 3,6
Catarata 3,5
Retinopatia diabética 2,5

Tabla 41. Porcentaje de afiliados a la ONCE en Gipuzkoa por las patologias mas frecuentes.
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7.4. Triada clasica

La triada clasica de atenuacién arteriolar, palidez papilar y pigmento en forma de
espiculas 6seas se encuentra dentro de los criterios diagndsticos de la RP. En nuestro
estudio el 83,5% de pacientes la presentaba. S6lo en el 50% de pacientes con Sd. de Bardet
Biedl se encontraron espiculas 6seas en el fondo de ojo. Por mutaciones resaltar que los
pacientes con mutaciones en el gen BBS1 no presentaban espiculas dseas en el fondo de

0jo, lo cual puede ayudarnos a orientar el diagndstico genético en las formas sindrémicas.

7.5. RP sectorial

Mutaciones en los genes RHO y PRPF31 se han asociado a RP sectorial.287.342 En el presente
estudio el 78% de pacientes con diagnéstico clinico de RP sectorial presentaban
mutaciones en el gen RHO. También se describe la RP sectorial en 2 pacientes aislados con
mutacion en el gen SNRNP200 y PRPF8 que no se ha descrito anteriormente. Las espiculas

Oseas se encontraban en los cuadrantes nasal e inferiores.

Tras los resultados obtenidos en el presente estudio, recomendamos buscar mutaciones

en el gen RHO a los pacientes afectos de RP sectorial dada su alta rentabilidad diagnéstica.

7.6. Complicaciones oculares

7.6.1. Catarata

El origen y el mecanismo fisiopatoldgico de la formacién de la catarata subcapsular
posterior (CSP) en la RP se desconoce, se ha sugerido que la degeneracién retiniana
produce una cipsula posterior hipercelular y la caracteristica catarata (figura 60).343 Como
caracteristica clinica especifica de la catarata en los pacientes con RP, estudios previos han
publicado opacidades subcapsulares a una edad mas temprana. La edad media a la que se
someten a cirugia de catarata estos pacientes se adelanta, diferentes estudios han descrito
cirugia de catarata a edades comprendidas entre los 47 y 62 anos, a diferencia de la cirugia

de catarata senil que se encuentra entre los 72 y 74 afnos.344

La prevalencia de cataratas en RP varia segun los estudios. Fishman et al. demostraron en
338 pacientes un 53% de CSP (incluyendo los pacientes intervenidos previamente de
catarata).32 Heckenlively et al. encontraron en un grupo de 291 pacientes con diferentes
distrofias retinianas un 41% de CSP; de los pacientes con coroideremia un 31% present6
CSP, un 42% en el grupo de sindrome de Usher y un 28% en el grupo de distrofias de
conos y bastones.345 En el presente estudio en 164 pacientes afectos de RP el 62%

presento catarata o estaba intervenido de catarata. No encontramos diferencias en sexo en
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la prevalencia de cataratas. Tampoco parece que existan diferencias dependiendo del tipo

de mutacion, aunque el tamafio muestral es insuficiente.

En la tabla 42 se muestra la prevalencia de catarata segun el tipo de herencia en dos

estudios diferentes. En nuestro estudio, las formas recesivas y esporadicas presentaban

mayor porcentaje de catarata, pero el resultado no ha sido estadisticamente significativo

(Chi-cuadrado de Pearson p=0,13).

Numero % catarata % catarata % catarata % catarata
pacientes en RPAD en RPAR en RPLX en RPesp
Heckenlively 291 49 48 40 39
etal. 1982
Irigoyen et al. 164 51 66 50 74
2017

Tabla 42. Prevalencia de catarata segtin tipos de herencia de RP en diferentes estudios.

Fishman et al. demostraron una probabilidad del 41% (en RP-AD) al 90% (en RP-ligX) de
presentar CSP a los 40 afios, mientras que la probabilidad de presentar catarata a los 60
afios alcanza mas del 80% en muchos tipos genéticos de RP.32 En nuestro estudio, el 62%
de los pacientes presentaba catarata en el momento del estudio, pero vemos que, si
ajustamos los casos de cataratas por grupos de edad, esa cifra aumenta considerablemente
con la edad. A partir de los 40 afios entre el 50 y 81% de pacientes presentara catarata

(figura 41).

De 0 a 19 afios ningln paciente presentd catarata, aunque en el grupo de RPLX no tenemos
pacientes para este grupo de edad para valorarlo. Jackson et al. en un estudio
retrospectivo de 142 ojos vieron que la edad de cirugia se adelantaba 10 afios en los
pacientes con RPLX.346 En nuestro estudio en las formas ligadas al cromosoma X, las cuales
presentan un fenotipo mas agresivo y de aparicién mas precoz no se ha encontrado mas

frecuencia de catarata, probablemente debido al pequefio tamafio muestral.

En conclusidn, los pacientes con RPLX parece que presentan catarata con mas frecuencia y
a edades mas tempranas que el resto de tipos hereditarios de RP. Mas del 50% de la
poblacidn con RP independientemente del tipo de herencia desarrollara CSP a partir de los

40 anos.
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Figura 60. Catarata subcapsular posterior en paciente con RP.

7.6.2. Presion intraocular y OCT CFN
La PIO media en nuestra serie ha sido de 14,9 mmHg. El 5,5% de pacientes estaban
diagnosticados de glaucoma, un porcentaje algo mayor que el 2,3% descrito por Peng et

al37y el 2,5% descrito para la poblacién general en Europa.34?

El grosor medio de capas de fibras nerviosas (CFN) medido mediante OCT ha sido de 95,3
um y 92,3 pm en ambos ojos con la OCT Stratus y Cirrus respectivamente. No fue uno de
los objetivos del estudio determinar el grosor de CFN, puesto que muchos pacientes
debido a la baja visiéon o reduccién en el CV no podian fijar para realizar la prueba
correctamente y s6lo se obtuvieron datos en el 60% de pacientes para el 0D y 57% para el
Ol El Stratus OCT tiende a dar valores superiores que el Cirrus OCT por lo que los

resultados obtenidos con ambos aparatos no deberian ser intercambiables.348

Varios estudios histolégicos de RP han demostrado que la disminucién de la densidad de
fotorreceptores y el adelgazamiento de la retina externa produce secundariamente una
degeneracién de la retina interna y capa de fibras nerviosas, mediante un dafo
transneuronal, compromiso vascular o compresiéon axonal.349350 Asi, Newman et al
demostraron en pacientes con distrofias retinianas, incluyendo RP, la evidencia de
defectos en la CFN oftalmoscédpicamente.351 Diferentes autores han medido el grosor
medio de la CFN en pacientes con RP, con un rango de 82,90 a 128 um con diferentes
aparatos de OCT (tabla 43). Mas recientemente, Yildirim et al. han analizado la CFN
mediante Sd-OCT a 22 pacientes con RP y el grosor medio ha sido de 95,57 pm. Concluyen
que la Sd-OCT es un instrumento muy sensible y efectivo para detectar cambios en la CFN
en pacientes con RP.352 Ademas, la medida de la CFN puede proporcionar informacion
sobre la progresiéon de la RP y podria ser util como indicador prondstico para futuros

tratamientos.
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Autor y afo Pais OCT Grosor medio CFN, um
Yildirim, 2015352 Turquia SD-OCT 97,57

Xue, 2013353 China RTVue-OCT 115,82
Garcia-Martin, 2013354 Espafa SD-OCT 82,90

Hwang, 2012355 Corea Cirrus HD-OCT 112,76

Hood, 2009356 USA Cirrus HD-OCT 128,20

Oishi, 2009357 Jap6n FD-OCT 104,10
Irigoyen, 2017 Espafa Stratus y Cirrus-OCT 95,3y92,3

Tabla 43. Grosor medio de capa de fibras nerviosas (CFN) medido mediante OCT segun diferentes

autores.

7.6.3. Patologia macular: MER, EM, OCT, Anillo hiperautofluorescencia.
7.6.3.1. Hallazgos en OCT

La tomografia de coherencia éptica (OCT) es una prueba no invasiva que proporciona
informacién morfoldégica de la retina. Evalda la interfaz vitreorretiniana, el contorno y el
grosor de la retina, la presencia de liquido subretiniano e intrarretiniano, y la capa de
fotorreceptores y el estado del EPR. Comparado con la OCT de dominio tiempo, la OCT de
Fourier o dominio espectral proporciona una mayor resoluciéon axial y velocidad de
escaneo permitiendo mas detalles de los cambios estructurales dentro de las capas de la
retina, especificamente el segmento externo, el segmento interno, la capa nuclear externa

y el EPR.287

Tenemos que tener en cuenta que, segun la resolucion del aparato, las medidas de
espesores retinianos seran diferentes. Las lineas de referencia que se emplean para
marcar el limite interno y externo de las mediciones son distintas para unos y para otros.
De acuerdo con el fabricante, el programa del Stratus OCT mide espesor retiniano desde la
capa de fibras nerviosas de la retina (CFN) hasta el limite interno del epitelio pigmentario
de la retina (EPR). El fabricante del Cirrus HD dice que las mediciones del aparato estan
comprendidas entre la CFN y la banda externa del EPR. Ambas OCT tienen por tanto una
banda externa de referencia distinta, que en el caso del Cirrus HD es mucho mas profunda.
Esto origina que las mediciones del espesor macular del Cirrus HD sean superiores a las
del Stratus. El grupo espafiol de la Dra. Pinilla en un estudio realizado en 132 sujetos sanos

ha encontrado una diferencia media de 63,8 um en el espesor macular central.358

Existen, por tanto, variaciones en las mediciones de los distintos sistemas de OCT en la

valoracion del espesor retiniano macular. El grado de variabilidad nos indica que los
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pacientes deberian ser preferentemente seguidos con un mismo aparato, aunque se

pueden correlacionar los resultados obtenidos con los diferentes tomaégrafos.

La OCT se ha utilizado para estudiar la relaciéon entre la funcién visual y la estructura
retiniana: se han realizado diferentes estudios comparando los hallazgos de la OCT
(grosor y volumen macular, estado de lineas de fotorreceptores, grosor de capa nuclear
externa, presencia de EMQ y MER...) con la perimetria automatizada, la microperimetria,
ERGmf y agudeza visual. A continuacién, resumimos algunos de los hallazgos derivados de

estos estudios.

La relacion entre la estructura de la retina y la funcién visual se ha estudiado en pacientes
con RP que utilizan OCT de dominio Fourier y perimetria automatizada, asi como
microperimetria.359360 En pacientes con RP, el grosor de los fotorreceptores como se

demostrd en la OCT disminuye con la pérdida de la sensibilidad del campo visual.359

Las lineas de los fotorreceptores en la OCT se han asociado al pronéstico visual de los
pacientes. Como uno de los primeros cambios histopatoldgicos en la RP es el acortamiento
de los segmentos de los fotorreceptores (figura 61 y 62), la integridad de las lineas de los
fotorreceptores se han estudiado ampliamente: la membrana limitante externa (MLE), la
zona de elipsoides (EZ) y la zona de interdigitacion (IZ). Se ha visto que la primera linea en
afectarse es la 1Z, seguida de la EZ y por ultimo la MLE. Estos hallazgos clinicos son

consistentes con los cambios histopatolégicos y confirman que las primeras alteraciones

en la RP se producen en los segmentos externos de los fotorreceptores.34349

Figura 61. Localizacién de la rodopsina mediante inmunohistoquimica en una retina normal (A) y
la retina de un hombre con RPLX (B). Los bastones en la retina normal (A) tienen
inmunoreactividad a la rodopsina restringida a los segmentos externos largos y delgados (flechas).
r, EPR; n, nucleos de los fotorreceptores. Los bastones en la retina RP (B) tienen inmunoreactividad
para la rodopsina en segmentos externos notablemente acortados (flechas). r, EPR. x 500.

Reproducido de (Milam y Li, 1995)34° con permiso de la Dra. Milam.
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Figura 62. La févea de la retina humana normal (A) contiene de seis a ocho filas de nucleos
fotorreceptores tipo cono (n). Los conos tienen segmentos internos delgados (c) y segmentos
externos largos y delgados (*); RPE, EPR; C, coroides. La figura B muestra la macula de un hombre
con RPLX cuya agudeza visual era 6/120. Los fotorreceptores se reducen a una monocapa de
nucleos de conos con segmentos externos muy cortos (*); RPE, EPR; n, nticleos de conos; rn, capa

nuclear interna; C, coroides. x 500. Imagen cedida por la Dra. Milam.349

En la RP tras la degeneracion de los segmentos externos de los fotorreceptores se produce
un adelgazamiento de la capa nuclear externa (ONL). Estos cambios se han correlacionado
con la funciéon visual de los pacientes. Estudios recientes han demostrado que la
disminuciéon del campo visual se relaciona directamente con el adelgazamiento de los
segmentos externos de los fotorreceptores36! y la extensién de la linea EZ se corresponde

con el campo visual remanente.362

Diferentes estudios clinicos han informado correlaciones entre la linea EZ y la AV.363364
Basandose en la longitud de la linea EZ, los pacientes con RP se separaron en tres grupos
(estadio 1: zona de elipsoides no visible, estadio 2: zona de elipsoides alterada y estadio 3:
zona de elipsoides normal), y se encontr6 que la AV era significativamente mejor con una
linea EZ conservada.3¢4 En nuestro estudio también dividimos a los pacientes en estos 3
grupos y vimos al igual que Aizawa et al.36¢ que en los casos en los que la zona de
elipsoides estaba preservada los pacientes tenian mejor AV. Al estudiar la extension de la
zona de elipsoides Aizawa et al. vieron que la AV se correlacionaba con la extension de la
zona de elipsoides, a mejor AV mayor extensién. En nuestro estudio no vimos esta
correlacidn, sugiriendo que la buena AV de nuestros pacientes depende mas de la
integridad de la zona de elipsoides que de su extension, y la extensién de la zona de
elipsoides podria estar relacionada mas con el campo visual. Estos resultados sugieren

que la presencia de la linea EZ se asocia a una funcién preservada del fotorreceptor en RP.
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Sin embargo, al comparar la linea EZ con las amplitudes del ERGmf, vieron una correlacion
débil, pacientes con linea EZ intacta presentaron amplitudes reducidas en el ERGmf. Esto
lo explican por la teoria de que el dafio funcional visto en el ERGmf precede al estructural

valorado mediante la OCT.365366

Respecto a la retina interna, se ha demostrado su preservacion incluso en casos de

adelgazamiento de la retina externa.356

El grosor macular y el volumen macular también se han asociado a la funcién visual. Sugita
et al. estudiaron la correlacién entre la amplitud del ERGmf y el volumen macular y
encontraron una correlacion positiva.367 En nuestro estudio sélo se describen los grosores
maculares centrales y no se correlacionaron con la funcién visual, debido a la falta de
tecnologia como el ERGmf. En un futuro se podran realizar estudios de este tipo gracias a

la adquisicidn del equipo de electrofisiologia ocular para la ampliacién de este proyecto.

La OCT es la herramienta adecuada para detectar complicaciones secundarias en la RP,
como la membrana epirretiniana (MER) y el edema macular quistico (EMQ).368369 Al
comparar con la poblacién general, la patologia macular es mas prevalente en pacientes
con RP370371 y se ha observado en el 45,1% de ojos en RP.372 En diferentes estudios
clinicos, el EMQ se present6 del 5,5 al 24,5%,371 372 y la prevalencia de la MER se inform6
en el 0,6 al 27,3% de los casos.34370 Aunque la prevalencia de anomalias maculares fue
diferente en varios estudios,370372 como se muestra en la tabla 44, los resultados
mostraron que la anomalia mas frecuente fue el EMQ y MER dependiendo de los estudios,
seguido de sindrome de traccién vitreomacular (TVM) y agujero macular.370 Hajali et al.
informaron una prevalencia del 38% de EMQ en al menos un ojo en pacientes con RP.
Aunque no fue estadisticamente significativa, se encontr6 que la prevalencia del EMQ era
del 52% para RPAD, 39% para RPAR, 39% para RPesp y ninguna para RPLX.369 En nuestro
estudio la patologia méas frecuente fue la MER (27,8%) seguida del EMQ (25,3%) y por
tipos de herencia al igual que Hajali et al. no vimos diferencias estadisticamente

significativas para el EMQ ni para la MER.

Makiyama et al. vieron que la presencia de MER y TVM se asociaba al EMQ,372 y la mayoria
de los casos de edema macular en el estudio clinico se encontraron acompaiiados de MER
y TVM.372 La cirugia de cataratas y el genotipo fueron los otros factores relacionados con la
presencia de EMQ y se ha informado que el EMQ es mas frecuente en los grupos de RPAD

en comparacién con los grupos de RPAR, RPesp y Usher 11.369 En nuestro estudio también
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encontramos la asociaciéon de EMQ y MER; el 60% de pacientes con EMQ presentaba
asociada una MER. En nuestro estudio el EMQ fue mas frecuente en el grupo de RPAR
(44,6%), aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas. Intentamos
analizar las mutaciones que se asociaban al EMQ, pero debido al pequefio tamafio
muestral en cada mutacién no podemos concluir que el EMQ se asocia a determinadas
mutaciones, son necesarios estudios a gran escala para poder realizar este tipo de

asociaciones.

La MER se ha presentado en la mayoria de estudios como la segunda alteracién macular
macroscopica mas frecuente en pacientes con RP,370 con una incidencia del 19,8% después
del edema macular.370 Muchos factores se han relacionado con la MER, como el origen
étnico, los factores de riesgo ambientales y la edad,33 pero la proliferacion de astrocitos
fibrosos y la remodelacion de la CFN también se han postulado como responsables de la
aparicion de MER en pacientes con RP. Por lo tanto, las observaciones de las estructuras
maculares por OCT ayudan a encontrar alteraciones maculares y también a proporcionar

una idea de la patogénesis de la RP.34

Dado que las alteraciones maculares causan la pérdida de visién en cualquier estadio de la
RP,372 es importante evaluar la estructura macular en el tiempo en estos pacientes. Se ha
demostrado que la OCT es igual o incluso mas sensible que la angiografia fluoresceinica
para detectar el EMQ en RP.37! Por lo tanto, el screening mediante OCT es muy

recomendable para evaluar alteraciones maculares en estos pacientes.

La tecnologia avanza continuamente y ya se han publicado los primeros estudios con OCT-
angiografia (OCT-A) en pacientes con RP. Sugahara et al. en un trabajo publicado en el
2017 han descrito que la densidad de flujo vascular parafoveal en la capa vascular
profunda y la zona superficial avascular foveal son factores asociados a la AV de los

pacientes.373

Por ultimo, recientemente caracteristicas descritas en la OCT se postulan como posibles
biomarcadores en pacientes con distrofias retinianas.374 La Sd-OCT sirve tanto como
biomarcador estructural, al valorar el grosor retiniano y la presencia o no de
complicaciones maculares como la MER y el EMQ; como marcador ultraestructural al
valorar la integridad de la zona de elipsoides y su transicién entre retina sana y retina
degenerada. Estos biomarcadores pueden ser ttiles para monitorizar la progresién de la

enfermedad en ensayos clinicos.37537¢ También la OCT nos puede servir para orientar el
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tipo de tratamiento mas adecuado en nuestros pacientes, segtin el grupo de la Dra. Pinilla
la terapia génica, las células encapsuladas y el transplante de células madre o la visiéon
artificial son aproximaciones terapéuticas que tendran que utilizarse de forma
individualizada, dependiendo cada caso no s6lo del tipo de la enfermedad y su herencia,
sino también del estado funcional y anatémico de la retina.190 La elecciéon de un tipo de
terapia y el momento de su aplicacién va a ser determinante para su éxito, y para ello la
OCT se convierte en una herramienta imprescindible para la evaluacién del estado de la
retina y eleccién del tipo de terapia mas adecuado. Por ejemplo: La utilizacidon de terapia
génica o células encapsuladas sélo serda util si todavia se conserva la capa de
fotorreceptores. La persistencia de axones de las células ganglionares sera un requisito
basico a la hora de plantear el trasplante de células madre, ya que es necesario que existan
fibras para poder transmitir la sefial visual al sistema nervioso central. Una vez han
desaparecido dichas células estas aproximaciones terapéuticas carecen de utilidad y se

podria plantear la visién artificial. Ademas, la OCT sera necesaria en el seguimiento y

evaluacion de los distintos tratamientos.

Autor y afo Tipo de OCT % Edema % TVM % Agujero
macular macular

Testa, Italia SD-OCT 20,4 15,6 5 2(23/1161)

2014370 (237/1161) (58/1161) (58/1161)

Hagiwara, Japon SD-OCT 5,5(34/622) 0,6 (3/622) 0,8 0,5 (3/622)

2011377 (5/622)

Giusti, Italia SD-OCT 12,5 27,3 4,5 (8/176)

2002378 (22/176) (48/176)

Makiyama, Jap6n SD-OCT 22,5

2014372 (119/529)

Hirakawa, Japén Cirrus-OCT 13,0 (12/89)

1999371

Hajali, EEUU Stratus-OCT 38 (47/124)

2008369

Gorovoy, EEUU Stratus-OCT 24,5 (22/90)

2013379

Irigoyen, Espafia Cirrusy 25,3 27,8 1,2 0,6 (1/158)

2017 Stratus-OCT (40/158) (44/158) (2/158)

Tabla 44. Porcentaje de edema macular, membrana epirretiniana (MER), traccién vitreomacular

(TVM) y agujero macular diagnosticado mediante OCT en diferentes estudios poblacionales.
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7.6.3.2. Anillo hiperautofluorescente macular

La imagen de autofluorescencia de fondo (AF) con un oftalmoscopio laser de barrido es
una técnica no invasiva que ha demostrado su utilidad en numerosos estudios recientes de
enfermedades retinianas hereditarias y adquiridas en humanos.380 El fluoré6foro principal
(lipofuscina) se acumula en las células epiteliales del EPR y es derivado de los segmentos
externos del fotorreceptor. Algunos pacientes con RP tienen AF de fondo anormal en
forma de anillo parafoveal de alta densidad que no es visible en el examen oftalmoscdpico
de rutina y que varia en tamafio entre pacientes.207.381 El anillo hiperfluorescente puede
ser debido a disfuncién celular precoz y sobreproduccion de lipofuscina.382 El tamafio del
anillo de alta densidad se ha correlacionado con la amplitud del componente P50 del
electrorretinograma patréon (PERG) y el electrorretinograma multifocal (ERGmf) en
pacientes con buena agudeza visual, 380381 |o cual indica diferentes grados de preservacion
del sistema de conos sobre las areas de la macula central. Fuera del anillo de AF, se
evidencia la degeneracion de fotorreceptores mediante la pérdida de la zona de elipsoides
y membrana limitante externa y el adelgazamiento o ausencia de la capa nuclear externa
en la SD-OCT.383384 En resumen, se considera que los anillos de AF reflejan una transicion
entre la funcién retiniana normal y alterada, con una funcién relativamente normal en las
areas retinianas internas al anillo, reducida dentro del anillo y ausentes fuera del
anillo.178376384-387 Estos anillos no se consideran genotipo-especificos y se observan en

todos los tipos hereditarios de RP (RPAD, RPAR y RPLX) y en las formas sindrémicas.382383

Se ha sugerido que el anillo de AF puede ser una manifestacidn relativamente tardia de la
RP que avanza lentamente y que la constriccion del anillo puede reflejar la pérdida
progresiva del campo visual, conducida por la disfuncién de los bastones y la consecuente

disfuncién de conos en areas maculares centrales.388

El pronoéstico para la preservacion de la visién central puede ser mejor en pacientes con
anillos grandes o que cambian lentamente. La ausencia de constriccion del anillo de AF
detectable en otros pacientes con agudeza visual normal puede reflejar una afectacion
macular mas leve o menos progresiva. En pacientes con RP y agudeza visual normal, el
anillo puede tener un valor pronéstico y puede ser ttil para monitorizar la progresiéon de
la enfermedad.382 Ademas, los cambios en el anillo podrian ser una medida tutil para
valorar los efectos terapéuticos en futuros tratamientos para la RP. Sin embargo, no se
entiende por qué no se encuentra dicho anillo en todos los pacientes con RP con evidencia

clinica de preservaciéon macular.380
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En nuestro estudio al no ser un estudio longitudinal no se ha medido la progresion del
anillo de AF. La presencia de AF se objetivé en el 61,5% de pacientes que accedieron a la
prueba, quisimos valorar si patologia macular como el edema macular y membrana
epirretiniana se asociaba a la presencia del anillo, pero las diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Como se ha comentado anteriormente la presencia del
anillo se da en todos los tipos de herencia, en nuestra serie el tipo de herencia con mayor
frecuencia de anillo fue la RPAD con un 73,5% de sus pacientes con anillo, esto puede ser
debido a que las formas dominantes tienen mejor pronoéstico y el anillo se asocia a
pacientes con RP tardia y buena AV. También observamos que los pacientes con el anillo
presentaban una AV media y mediana mejores comparando con todos los pacientes
incluidos en el estudio. Quisimos relacionar el anillo de AF con las mutaciones pero no ha
sido posible sacar conclusiones debido al pequefio tamafio muestral en cada grupo. Se ha
visto que las mutaciones mas frecuentes encontradas en cada tipo de herencia en nuestra
serie también presentan el anillo de AF: RHO, SNRP200, PRPF8, PRPF31, CERKL, USH2A,
PDE6A, CRB1 y RP2. Serian necesarios estudios poblacionales mas amplios para poder

asociar el anillo de AF a diferentes mutaciones.

Por ultimo, la autofluorescencia de fondo puede ser un marcador mas sensible para la
patologia retiniana que la funduscopia o retinografia sola en la RP de inicio tardio, ya que
los cambios en la AF en media periferia y el anillo hiperautofluorescente aparecen antes
que los cambios objetivables en el fondo de ojo. Asi, el uso precoz de imagenes de
autofluorescencia de fondo en la evaluacion de pacientes con lesiones sutiles de retina y
quejas de pérdida de campo visual periférico puede ser una estrategia rentable y eficaz

para el diagnéstico precoz.388

7.6.4. Drusas papilares

La prevalencia de drusas del nervio éptico en la poblacién general estimado por Lorentzen
es del 0,34%.38% Se ha descrito en general una mayor frecuencia en pacientes con RP,
aunque los casos publicados varian entre el 1,4% y 80% y la mayoria estdn basados en
estudios con poco tamafio muestral.3¢ Grover et al. en un estudio con 262 pacientes de RP
estimaron una frecuencia del 9,2% en pacientes con RP.36 Por tipo de herencia, se
objetivaron drusas en el 9,4% de pacientes RPAD, en el 7,1% de RPAR y en el 11,5% de
RPLX.36 En nuestra serie el porcentaje de drusas papilares ha sido mayor que en la
poblacién general, un 4,3%, pero menor al descrito por Gover et al. Respecto al tipo de
herencia, no se han encontrado diferencias estadisticamente significativas debido al

pequeio tamafio muestral en cada grupo. Cabria esperar que la prevalencia fuera mayor a
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la descrita por Grover et al, ya que en el presente estudio que no sélo se utiliz6 la
funduscopia para la deteccion de las drusas como los autores anteriores, sino que a
muchos pacientes se les realiz6 la AF, la cual pone de manifiesto mas facilmente las drusas
por su autohiperfluorescencia. El significado clinico de la presencia de drusas papilares en
la funcién visual en pacientes con RP o la razén de su frecuencia mas alta que en la

poblacién general se desconoce en la actualidad.

7.6.5. Test de colores

La mayoria de pacientes en estadios precoces de la enfermedad no presentan alteracién en
el test de colores. Este se ve afectado cuando se afectan los conos maculares. La deficiencia
en la funcién de los conos azules (tritanopia adquirida) es caracteristica de la RP
avanzada. Los pacientes con visién < 0,6 y areas de atrofia macular son los que peor
realizan el test de colores. Los pacientes con RPAD se relacionan a mejores resultados en
los tests de colores respecto a otras formas de RP.29 En nuestra serie s6lo 20 pacientes
tenian alterado el test de colores y las formas dominantes preservaban mejor la visién de
colores que las recesivas y esporadicas, aunque debido al pequeio tamafio muestral las
diferencias no fueron estaditicamente significativas. Esto sugiere una relacién directa
entre agudeza visual, funcién macular y resultados en el test de colores. Aunque sigue
siendo un test basico utilizado en la practica habitual en los pacientes con distrofias
retinianas, los pacientes con baja vision no pueden realizar la prueba y a dia de hoy
tenemos herramientas mas utiles para valorar la funcién macular como son Ia

autofluorescencia y OCT macular.

7.6.6. Otra patologia ocular. Atrofia macular

De los 19 pacientes con atrofia macular, 5 pacientes presentaban mutaciones en el gen
CERKL. Uno de los pacientes estaba diagnosticado erréneamente de enfermedad de
Stargardt por la atrofia macular. La atrofia macular ha sido la tercera complicacién mas
frecuente en los pacientes con RP tras las cataratas y la patologia macular. La OCT es en
estos casos una herramienta util para el diagndstico.36?” Habra que sospechar atrofia

macular en pacientes con RP y baja vision o estadios avanzados de la enfermedad.

189



Estudio epidemiolégico clinico y molecular de la Retinosis Pigmentaria en Gipuzkoa

8. Lineas futuras
A continuacién, mostramos resumidamente las diferentes lineas de trabajo que han
derivado de esta tesis y los proyectos asociados a RP del grupo de neurodegeneracion

sensorial del Instituto Biodonostia.

8.1. Diagnéstico genético molecular en las distrofias de la retina.

Como se ha comentado anteriormente, actualmente nuestro equipo de investigacion esta
llevando a cabo el secuenciado completo de 316 genes asociados a distintas distrofias
retinianas, utilizando una estrategia desarrollada por nuestro grupo de investigacidn,
consistente en el secuenciado en pool de grupos de 64 muestras de pacientes, en
combinacién con un método de genotipado de alto rendimiento (Ezquerra-Inchausti et
al.259). Aquellos pacientes sin resultados tras el secuenciado de estos genes, seran
sometidos a secuenciado del exoma completo y/o al andlisis de la variaciéon del nimero de
copias (CNV). El trabajo es parte de la tesis doctoral de Maitane Ezquerra del grupo de

neurodegeneracion sensorial del Instituto Biodonostia.

De acuerdo a la informacién actualizada al mes de abril de 2017, en el pasado I Congreso
multidisciplinar de genética humana celebrado en Madrid, hay una clara tendencia al
desarrollo de tecnologias que permitan un acercamiento real a la clinica del secuenciado
del exoma completo. De hecho, en el Reino Unido hay un proyecto que ya ha comenzado a
andar que se ha marcado como objetivo realizar el secuenciado del exoma completo a
100.000 individuos, con una cobertura considerada como para cumplir los estandares
clinicos de al menos 100 lecturas por nucledtido. A pesar de que a dia de hoy
consideramos que esta metodologia no es una realidad para la practica clinica, si somos
conscientes de la gran celeridad en el avance en el campo de la secuenciacién masiva, la
interpretacion y almacenaje de datos. De tal modo que cabria la posibilidad de que algunos
de los pacientes con un diagndstico negativo tras los primeros cribados por secuenciado
de alto rendimiento de panel de 316 genes y andlisis del nimero de copia, nos planteemos
llevar a cabo un andlisis del genoma completo, en lugar de secuenciar el exoma completo,
si se produce un desarrollo suficientemetne rapido de esta tecnologia. Las principales
ventajas asociadas al genoma completo vs. exoma, son:

1) Se analiza todo el genoma y no solo el 1% aproximadamente que representa la parte
codificante.

2) Al no depender de técnicas de enriquecimiento, el secuenciado es un procedimiento

técnicamente menos costoso, y mas eficiente, ofreciendo una cobertura media de todo el
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genoma muy homogénea, que permite la identificaciéon de enfermedades generadas por
reordenamientos del ADN.

3) A pesar de que no se puedan interpretar a dia de hoy muchas de las variantes génicas
encontradas en region no codificante, el disponer de toda la informacién del secuenciado
completo del genoma hara posible una futura re-interpretaciéon de las alteraciones
halladas en los pacientes a medida que se avance en la interpretacion de datos genémicos

complejos.

Gracias a un proyecto financiado por la Accién Estratégica en Salud (PI117/01413) del
Instituto Carlos III obtenido este afio se ha podido ampliar el estudio a pacientes de Alava

y Vizcaya.

8.2. Analisis de expresion de miRNAs-mRNAs

Ander Anasagasti, estudiante predoctoral del Instituto Biodonostia esta llevando a cabo
estudios en el modelo de ratéon de RP, rd10. Partimos de la hipotesis de que, en las
distrofias retinianas, se ve alterado un conjunto de mecanismos moleculares comunes a
distintas formas de la enfermedad, con independencia del gen mutado. Esta idea se apoya
en distintos trabajos en los que se ha descrito un patrén comun de expresion diferencial
tanto de genes, como de microRNAs en distintos modelos de distrofias retinianas,

causados por mutaciones en genes diferentes.

Nuestro grupo ha venido realizando un estudio minucioso de la expresion del
transcriptoma y de 1900 microRNAs en la retina de un modelo del ratén rd10, portador de
una mutacién espontanea en el gen PDE6B. Las mutaciones en el gen PDE6B también
causan RP en seres humanos representando aproximadamente el 5% de todos los casos de
RPAR a nivel mundial. Por lo tanto, los ratones rd10 proporcionan un modelo util y
ampliamente utilizado de RP que reproducen de manera muy fiel la patologia retiniana

humana.

Hemos observado un grupo de microRNAs con expresidon diferencial, algunos de ellos
comunes a otros trabajos en los que utilizaron distintos modelos de distrofias retinianas
basados en mutaciones en los genes RHO y RDS. Esta linea de investigacién ampliara el
conocimiento sobre los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo de esta
distrofia de retina, y abrira la posibilidad de desarrollar nuevos abordajes terapéuticos
basados en la modulacién de microRNAs y/o vias moleculares comunes a varios tipos de

distrofias retinianas, con independecia del gen implicado.
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8.3. Terapia génica

Uno de los objetivos de esta tesis doctoral ha sido crear un registro de pacientes con RP
con genotipo conocido para poder incluir a pacientes en ensayos clinicos en terapia génica.
Marina Crespo, estudiante de medicina, en su trabajo de fin de grado ha realizado una
revision bibliografica sobre terapia génica en distrofias retinianas con el objetivo de
recabar toda la informacioén sobre ensayos clinicos. Ademas, la empresa Viralgen Vector
Core recientemente ha decidido como emplazamiento San Sebastian. Viralgen tiene la
intencién de proporcionar un servicio Unico ya que esta empresa esta a punto de
convertirse en uno de los mayores fabricantes de productos de terapia génica en Europa.
Dado que el futuro es muy prometedor en el campo, Viralgen puede ser un protagonista

especial en el proceso de desarrollo de la terapia génica para las distrofias de la retina.

8.4. Ensayo clinico en electroestimulacion transcorneal

Gracias a la colaboracién con el Hospital de Tiibingen, centro de referencia en distrofias
retinianas en Alemania, vamos a poder participar en un ensayo clinico multicéntrico
internacional en terapia de electroestimulacién transcorneal, liderado por el Doctor Jay
Federman del Wills Eye Hospital, EEUU. De los 7 centros seleccionados, seremos el tinico
centro espafol en participar. Estamos pendientes de financiaciéon para iniciar el ensayo

clinico.

8.5. Unidad de distrofias retinianas
Mediante este estudio consideramos que se ha objetivado la necesidad de estudiar a los
pacientes tanto clinica como genéticamente. A nivel nacional y europeo tanto las
instituciones como las asociaciones de pacientes ven conveniente la creacién de unidades
de referencia para el estudio de las enfermedades raras. Hace no mas de 10 afios no
existian terapias para los pacientes de RP, sin embargo, a dia de hoy podemos ofrecerles
consejo genético, diagndstico genético preimplantacional (DGP), ayudas de baja visién y ya
estdn comercializadas las primeras protesis retinianas. Ademas, en un futuro préximo
comenzaran los primeros tratamientos en terapia génica.
Por todo ello, uno de los objetivos, en un futuro que deseamos préximo, es crear una
Unidad de Distrofias en nuestro Servicio. Pensamos que nuestro Hospital cumple los
criterios para convertirse en un Centro de Referencia en Distrofias Retinianas porque
disponemos de:

- Registro de distrofias retinianas.

- Grupo de investigacién en RP en Biodonostia con dos lineas de investigacidn,

una en genética y otra en terapia celular en modelos animales.
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Asociacion de pacientes Begisare con despacho en el Hospital.

Servicio de Genética y Unidad de fertilidad (DGP).

Equipo de Electrofisiologia Ocular, gracias a la convocatoria Bottom up.
Opticos en el Servicio de Oftalmologia con conocimiento en baja visién.

Quiré6fanos equipados y certificados para implantar prétesis retinianas.
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Limitaciones

Una de las limitaciones del presente estudio ha consistido en la imposibilidad de calcular
la incidencia al no tratarse de un estudio prospectivo. Tampoco hemos podido valorar la

progresion de la enfermedad en el tiempo.

La tecnologia en el ambito de la biomedicina y en oftalmologia esta en constante
evolucién. En nuestro estudio hemos tenido un cambio en el equipo de OCT y los pacientes

han sido evaluados con tecnologias diferentes.

Otra de las limitaciones esta relacionada con los métodos de busqueda de mutaciones. En
el momento en que se llevaron a cabo estos analisis, no se disponia de las plataformas de
secuenciado masivo de las que dispone en la actualidad nuestro equipo de investigacidn, lo
que ha podido limitar el nimero de pacientes diagnosticados. Ademas, gracias a la
capacidad de secuenciacion del exoma de los pacientes de una forma relativamente
asequible, se estd impulsando el descubrimiento de nuevos genes asociados a distrofias
hereditarias de la retina. Por todo ello, los resultados de nuestro estudio se veran

ampliados en los préximos afios.

A la hora de realizar correlaciones genotipo-fenotipo al haber tanta heterogeneidad de
genes mutados en RP, habia pocos pacientes en cada grupo para poder encontrar
diferencias estadisticamente significativas en los estudios de correlacién genotipo-
fenotipo. Serian necesarios estudios multicéntricos de centros de referencia para llevar a
cabo este tipo de estudios. Gracias a los registros nacionales y europeos que se estan
creando en los ultimos afios y el uso de la tecnologia Big data390 se podra mejorar el

estudio de las enfermedades raras.
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Conclusiones

1. La prevalencia de RP en Gipuzkoa se asemeja a la prevalencia encontrada en otras

poblaciones.

2. No se ha podido demostrar una mutacién fundadora en los pacientes guipuzcoanos. Las
mutaciones mas prevalentes encontradas en el estudio son comparables a las mutaciones
mas prevalentes en la poblacidn espafiola. Las mutaciones en el gen CERKL son las
responsables del mayor nimero de casos de RPAR en nuestra cohorte. Y es el gen

responsable del mayor nimero de casos en Gipuzkoa.

3. Mediante este estudio se ha conseguido crear un registro de pacientes de RP en
Gipuzkoa y conocer las mutaciones causantes de la enfermedad. Gracias a ello podremos
partipar en futuros ensayos clinicos en terapias donde es imprescindible conocer la

mutacion de los pacientes.

4. Mas de la mitad de los pacientes de RP en nuestro estudi6 presenta ceguera legal. Todos

los pacientes con Sindrome de Usher padecen ceguera legal en nuestro estudio.

5. Mas de la mitad de la poblacién con RP independientemente del tipo de herencia

desarrollara catarata subcapsular posterior a partir de los 40 afos.

6. Gracias a la caracterizacion molecular de nuestros pacientes y a los estudios de

genotipo-fenotipo en un futuro se podra orientar mas eficientemente el estudio genético.

7. Los estudios de correlacidn genotipo-fenotipo nos permitirdn dar un prondstico a

nuestros pacientes.

8. La OCT es la herramienta adecuada para detectar complicaciones secundarias en la RP,
como la membrana epirretiniana (MER), el edema macular quistico (EMQ) y la atrofia

macular.
9. Las pruebas no invasivas como la OCT y la autofluorescencia pueden servir como

biomarcadores. Estos biomarcadores pueden ser ttiles para monitorizar la progresién de

la enfermedad y la respuesta a futuras terapias.
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Anexos

1. Informe de evaluacion por el comité de ética

Osakidetza
]

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
DEL AREA SANITARIA DE GIPUZKOA

D. JOSE IGNACIO EMPARANZA KNORR, Presidente del Comité Etico de

Investigacién Clinica del Area Sanitaria de Gipuzkoa,

CERTIFICA

Que este Comité Etico de Investigacion Clinica del Area Sanitaria de Gipuzkoa

ha recibido el siguiente Proyecto de Investigacion:
“Caracterizacion molecular de la Retinitis Pigmentosa en Gipuzkoa:
identificacion de biomarcadores”™

Dicho Proyecto ha sido evaluado en la reunion del CEIC celebrada en el dia de

la fecha, resultado aprobado segun consta en Acta n° 11/2010.

Lo que firmo en San Sebastian, a 14 de Diciembre de 2010

]

Fdo.: Jose Ignacio Emparanza

Presidente del CEIC del
Hospital Donostia
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2. Consentimiento informado para el estudio genético
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satisfaccion.
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del proyocto de investigacion:__Estudio Epidemiolégico y molecular de la Retinosis Pigmentaria en
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Por la presente afirmo haber obtenido informacion adecuada sobre la posibilidad de transferir la muestra y la
informacion clinica relacionada con la muestra almacenada en el Hospital _Donostia_ al Biobanco Vasco para
la Investigacion coordinado por la Fundacion publica BIOEF, para la gestion de la informacién y disponibilidad
para la investigacion biomédica de muestras bioldgicas almacenadas, con criterios de coordinacién de
recursos.

Por la presente afirmo haber obtenido informacion adecuada sobre |a finalidad de la conservacion, el lugar de
conservacion Y la seguridad y garantias de cumplimiento de la legalidad vigente que me proporciona el centro
encargado de conservar y, en su caso, ceder a terceros las muestras para futuros proyectos de investigacion.

Yo DOY mi consentimiento I (MARCAR LO QUE PROCEDA)
Yo NO DOY mi consentimiento L

para que, una vez finalizada la investigacion, mis muestras y datos de salud se conserven en las instalaciones
del Hospital Donostia para su utilizacién en futuras investigaciones relacionadas con el conocimiento do la
Linea de investigacion de _Retinosis Pigmentaria_ y con la posibilidad de que se cedan datos clinicos
sobre la muestra, excepto los que me identifiquen.

Yo DOY mi consentimiento u (MARCAR LO QUE PROCEDA)
Yo NO DOY mi consentimiento o

para que el Hospital ___Donostia__ transfiera mis muestras y los datos de salud relevantes de la patologia
asociada a la Retinosis Pigmentaria, al Biobanco Vasco para la Investigacion de cara a facilitar y coordinar la
cesion de muestras idoneas a fuluros proyectos de investigacion relevantes.

Yo DOY mi consentimiento a {MARCAR LO QUE PROCEDA)
Yo NO DOY mi consentimiento u]

para que, mis muestras y datos clinicos asociados, excepto los que me identifiquen, se puedan ceder para ser
utilizados en futuras investigaciones relacionadas en el desarrollo de conocimiento en Retinosis Pigmentaria,

BEGURE i il Firmadel paciente ..........cc.vveeiieeniiceiieecieans
FeONEZ: . se s cnmsmmmmrenssanpses Firma representante legal (si procede)....................
Nombre representante legal:

Constato que he explicado las caracteristicas de la cesién de muestras y la posible utilizacion de
las mismas, asl como las condiciones de conservacion y seguridad que se aplicaran a la muestra y a los datos
conservados.

Nombre del Investigador o la persona designada para proporcionar la informacion:

 E ] R B L1
Nombre:

Proyecto de investigacion + depdsito en Biobance
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3. Volante para la toma de muestra para el biobanco.

Iastlituto de Invastigaside

{, Osakidetza  BJOBANKUA / BIOBANCO  b"o¢!

PAZIENTEAREN DATUAK / DATOS DEL PACIENTE PROBAREN DATUAK /7 DATOS DE LA PRUEBA

» ARSI S ADBIMIOR: ... . 5 .o ssise s e @ Saa oy Arramla LANDICBOION: oo i s aiats D e

$ E é TZONRE NOMIBIR a3 1o s v p e s AR N || s s G U s s Ty s

g 3 = Jaioteguna / Fecha de nacimiento:. . . ............. Dagokion ikerketa-prolektua / Proyecto de

& w SRR L SO0 o226 Lt sroid RN S Bt D T investigacion asociado: . ............. 000000

gz 50 IR - D W Data / Focha raalizacion: ...................
] é g9 Helbidea / Domicil Medikua / Doclor: . ................ i

Z9 b § Rorrla 7 PobIAoION: =< s o shivaie s iwiie ciidn iz Elkargokide-zk. / N° Colegiado:. . ............

X% §=2 Jaiolerria / Poblacion de nacimiento: .. ... ..., .... Zerbilzun £ SOMBIO! - .. o\ o ereneseniascnnan

A I N O S s 3R i g g TROMBRLCI, - o el
O Blobankuko gordailua / Depésito Biobanco O Prolekiua/ Proyecto O Diagnostikoa / Diagndstico

HISTORIA KLINIKOA / HISTORIA CLINICA
Datu klinikoak / Datas clinicos asociados a la muestra:

Erreferentziako patologla, hasierako adina, bigarren mailako diagnostikoak, etab. /
Patologia de referencia, edad da inicio, diagnésticos secundarios, etc.

ZUHAITZ GENEALOGIKOAK / ARBOL GENEALOGICO

' Argl adlerazl familiako zein kidek duen gaixol: / Indicar ck Ve los individuos afectadas da la familia

ATERATZE-ESKARIA / PETICION DE EXTRACCION

ODOLA/ SANGRE LISTUA/ SALIVA
O Biobankuko profila / Parfil Biobanco @ 0O ADN ¢
[0 ADN
| % O ARN 4 BESTE BATZUK / OTROS
[0 SERUMA / SUERO 0O LZR/LCR

01 Zelula mononuklearrak / Células mononucleares @ O Beste batzuk (zehaztu) / Otros espaciticar
[ Linfozitoen hillezkortzea / Inmortalizacion linfocitos @

Sinboloan esanahla / Significado de simbalos

EDTA (10 ml) @ Seruma / Suero ) EDTA(4 ml) @ Kit Oragene-DNA ¢
&= Abl lehenballehen Blobankuko Laboralegira (ordu erdi bat baino lehen) /
Avisar Ir i al Lat io del Biobanco (antes de 1/2 hara),
Zalantzak argilzeko, deilu laboralegiko telefono edo | b 943 006 021 - 6021

En caso de dudas contacte con cf laboratorio en el leléfono 943 006 021 o oxt. 6021
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4. Plantilla Access de obtencion de datos clinicos de pacientes y familiares

asintomaticos
{o ESTUDIO DE RETINOSIS PIGMENTARIA
Osakidetza
NOMERE: I APE—V 1ID0S: | — SB(D'— —r“—"'“—": :
N°H [T s poswacion: [ |
FECHA NACIMIENTOD |'_ = FECHA DX : | ¥ o =
NI AN EXPLORACION OFI’ALIOLBE!&A"
' o S PALIDEZ PASTLAR: - testeowomes: [
o1 |} ATENUACION VASCULAR: | [
fomwmso' kel PIGMENTO (ESPicuuas)y: | | CAMPOVISUAL: l
P09 [ mwg | BMG - TO—
ol = mmig  OTRAPMACAR: | |
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Anexos

5. Becas concedidas

1. Titulo del proyecto: Caracterizacion genético-molecular de los pacientes con distrofias
hereditarias de la retina de la C.A. del Pais Vasco.

Entidad financiadora: Instituto de Salud Carlos IlI/Ministerio de Economia y
Competitividad (PI17/01413).

Subvencién concedida: 99.220€

Fechas: 2017-2019

Investigador principal: Cristina Irigoyen Laborra

2. Titulo del proyecto: Caracterizacién Genético-Molecular de los Pacientes de Retinosis
Pigmentaria de la C.A. de Euskadi Mediante un Nuevo Método basado en el Secuenciado
Masivo de Ultima Generacién.

Entidad financiadora: Fundaciéon Mutua Madrilefia.

Subvencidn concedida: 42.750 €

Fechas: 2016-2017

Investigador principal: Cristina Irigoyen Laborra

3. Titulo del proyecto: Caracterizacion clinica y molecular de los pacientes con distrofias
retinianas en la OSI Donostialdea.

Entidad financiadora: Osakidetza. Convocatoria Bottom up 2017.

Subvencidn concedida: 9.000€

Fechas: 1/04/2017-31/12/2017

Investigador responsable: Cristina Irigoyen Laborra

4. Titulo del proyecto: Creacion de Unidad de Distrofias Retinianas en la OSI Donostialdea.
Centro de referencia para el estudio clinico y genético de las enfermedades hereditarias de
la retina.

Entidad financiadora: Osakidetza. Convocatoria Bottom up 2016.

Subvencién concedida:18.000€

Fechas: 1/01/2016-31/12/2016

Investigador responsable: Cristina Irigoyen Laborra
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5. Beca intensificaciéon actividad investigadora. Colegio de Médicos de Guipuzcoa-
Biodonostia.
Subvencidén concedida: importe correspondiente a la liberacién de media jornada.

Fechas: 1/06/2015-1/12/2015

6. Titulo del proyecto: Estudio de los microRNAs en pacientes y en modelos murinos de
retinosis pigmentaria: nuevas dianas terapéuticas.

Entidad financiadora: Instituto de Salud Carlos IlI/Ministerio de Economia y
Competitividad (P1/02621).

Subvencién concedida: 57.475 €

Puesto desempefiado: Investigadora colaboradora

Fecha inicio: 01/01/2014 Fecha fin: 31/12/2016

Investigador/a responsable: Javier Ruiz-Ederra

7. Titulo del proyecto: Caracterizacion genético-molecular de la Retinosis Pigmentaria en
Guipuzcoa.

Entidad financiadora: Asociacién de Afectados por la Retinosis Pigmentaria de Gipuzkoa
(BEGISARE)(BIOD10/011).

Subvencién concedida: 49.410 €

Puesto desempefiado: Investigadora clinica

Fechainicio: 01/01/2011 Fecha fin: 31/12/2013

Investigador principal: Javier Ruiz-Ederra

Colaboradores: Anasagasti A, Barandika O

8. Titulo del proyecto: Caracterizacion molecular de la retinitis pigmentosa en Gipuzkoa:
busqueda de biomarcadores y desarrollo de abordajes terapéuticos genético-celulares en
modelos murinos.

Entidad financiadora: Departamento de Industria, Gobierno Vasco (SAIOTEK:SAIO11-
PE11BN002)

Puesto desempefiado: Investigadora colaboradora

Subvencién concedida: 58.953€

Fechas: 2011-2012

Investigador/a responsable: Javier Ruiz Ederra
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