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Als meus pares,
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1. LARETINA: TEIXITCLAUENLAVISIO.

Per abordar I'estudi de patologies que condueixen a la ceguesa és necessari conéixer |’ organ i
els teixits implicats en el procés de la visio, aixi com |’ entorn tant fisiologic com funcional en que es
donen les alteracions. En aquest apartat es fara una breu descripcié de I' ull, dels seus teixits i unitats
cel.lulars, i dels processos fisiologicsi bioguimics directament af ectats en aquestes patologies. Aquests
coneixements ens permetran entendre els defectes que condueixen as processos degeneratius i

finalment, en molts casos, ala ceguesa.

1.1. FISSOLOGIADEL'ULL | LA RETINA

L'ull és|'organ que ens permet la visié. Esta format per un conjunt de teixits cadascun dels

quals conté unitats cel.lulars especialitzades en unafuncié concreta.

" En una secci6 longitudinal, des de la
esclerotica

cristal.Ii -y —

iris

Py a part més externa a la més interna de I'ull hi
podem distingir: la cornia (membrana
fovea protectora), I'iris (membrana  circular
pigmentada i contractil), e cristal.li (lent
optic biconvexa transparent destinada a fer convergir

els raigs de llum formant imatges sobre la

retina), la retina, la coroides (capa de cél.lules

que permet que els nutrients de la sang arribin

* epiteli . i o

i pigmentari a l'ull) i I'esclerdtica (embolcall blangquinds
cornia

= retina inflexible que subjecta e globus ocular)

coroides

(Lodishi cal., 1995).
Figura 1. Esguema de les diferents parts de I'ull. La . N .
[lum entra a través de la cornia, creua l'iris cap €l La retina esta formada per diferents

cristal.li i d'agui finalment arriba alaretina. capes de cdl.lules, la funcié de les quals
consisteix en rebre e senya lluminds i convertir-lo en impuls electric que sera enviat en forma de
potencial d'accié a cervell a través del nervi optic. Shi distingeixen dues zones. una de gruixuda
formada per diferents capes cel.lulars anomenada la retina neuronal i una de més prima formada per les

cél.lules de I’ epiteli pigmentari.
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La zona més externa del segment neuronal (Figura 2) conté milions de fotoreceptors, bastons i
cons, altament fotosensibles. Estan especialitzats en I'absorcié de fotons de llum a través dels seus
fotopigments (opsines). Més cap a l'interior hi ha dues capes de cél.lules neuronals, les neurones

bipolars i les ganglionars, essent aquestes

p———

Saae e horoid
dltimes les que estan en contacte amb les e— L
|—':} s retinal pigment epithelium
fibres del nervi optic. Entre les cél.lules f}j "_|.
. N ) 10 rod and cones outer segments
neuronals hi ha altres cél.lules de suport — f |f.: S
| [ 1 1 .
, N .. X | [ | rod and cone inner segments
com s6n les cél.lules de Miiller (Guyton, N o i (outor nuclear 12yer)
_— T T
. . T Ay
1988; Sun i Nathans, 2001). S ©O® outer plexiform layer
T . . | | =% = bipolar cells (inner nuclear layer)
L’'epiteli pigmentari de la retina "‘-U}-:fﬁ
N A N inner plexiform layer
(RPE) esta format per una monocapa Mullerglia ganglion cell layer
cel.lular que es troba en contacte directe nerve fiber layer

amb la retina neurosensorial mitjancant Figura 2. Esquema de la retina de vertebrats junt amb la

unes prolongacions membranoses a la coroides. Es mostren la majoria de tipus cel.lulars a
A _ i - excepcio de les cél.lules horizontals i amacrines que
regi6 apical. Les funcions d' agquest epiteli processen la informacio en la capa plexiforme externa i

estan relacionades amb & manteniment de interna respectivament (Rattner i col., 1999).

I’estructura i funcionament correcte dels

fotoreceptors presents en la capa neurosensorial. S encarrega de la fagocitosi i digestio dels fragments
més externs dels fotoreceptors quan perden funcionalitat. A més, representa una barrera protectora
entre la sang i la neuroretina. També participa en € reciclatge de components del procés de
fototransducci6 (com I’ 11-cis-retind) i, finalment, aquest teixit és el proveidor de factors trofics critics
per a manteniment dels fotoreceptors (Bessant i col.,, 2001). Conté granuls de meanina, que
absorbeixen la llum que passa a través dels fotoreceptors minimitzant, aixi, la pérdua de qualitat de la
imatge que es produiria per laincidéncia directadelallum al’ull (Suni Nathans, 2001). Laregio basa
connecta amb la membrana de Bruch que facilita I'intercanvi de nutrients i gasos entre laretinai els
vasos coroideus.

La fovea és una zona petita de la retina central 0 macula responsable de I’ alta agudesa visual
dels humans. El centre de la fovea presenta un punt que és molt més prim quant a gruix de capes de
cél.lules, degut a un desplacament d’ algunes neurones internes de la retina cap a la periféria. Per tant,
la macula humana esta formada per una fovea on hi dominen €ls cons i una parafovea on hi dominen
els bastons (Curcio i col., 1990; Eckert i col., 1990).
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Figura 3.
fotoreceptor de tipus basté.
OS: segment extern del

Imatge dun

fotoreceptor; Ccili
conector; M: mitocondrig;
G: golgi; ER:reticle

endoplasmatic; N:nucli; S:
regié de sinapsi (Chapple i
col., 2001).

1.2. FOTORECEPTORS

Els bastons i €ls cons son les cél.lules especialitzades en la
captacié de I’energia lluminosa. En la retina humana els cons
representen un 5% del volum total de fotoreceptors, mentre els
bastons, € 95% restant (Rattner i col., 1999). Estan formats per
dues parts diferenciades. un segment intern i un segment extern que
esta en intim contacte amb les cdl.lules del RPE.

El segment intern és ple de mitocondries, conté la
maquinaria necessaria per a la sintesi proteica, un nucli i una
terminacié sinaptica per establir contacte amb altres cél.lules
neuronals. El segment extern esta format per discs, que generen
una extensa superficie que facilita que els fotons de llum puguin

ser capturats pels fotopigments (opsines).

1.2.1. Bastonsi cons

Ambdos tipus cel.lulars capturen els fotons de llum através

del pigment fotosensible situat en € segment extern.
Morfol dgicament es diferencien per la distribucié de membranes en
el seu segment extern. Mentre en els bastons aquestes formen discs
aplanats independents de la membrana plasmética, en €s cons les
membranes dels discs son continues amb aquesta i estan obertes
directament a I’ exterior, € que Opticament es pot observar com un
segment extern més curt. A nivell funcional, els bastons permenten
veure en lafoscor, ja que son sensibles a baixos estimuls de llum, i
son responsables de la visié periférica, mentre els cons son
necessaris per la visié en detal i del colors (Bloom i Fawcett,

1989). Ambdues cél.lules capten llum lleugerament diferent de
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I’ espectre, per tant envien respostes el éctriques diferents cap al cervell, que aguest s’ encarrega de rebre
i convertir en unaimatge.

El basté ha estat considerat model d'estudi dels fotoreceptors en els processos de
fototransducci6 per la seva grandariai la total compartimentacié del segment extern, que faciliten una
millor comprensio d'aquest processos. Es creu que el procés de fototransducci6 en els cons és semblant
a dels bastons perd moltes de les molecules que hi contribueixen son diferents en ambdds tipus
cel.lulars (Gregory-Evansi Bhattacharya, 1998).

1.2.2. Components proteics dels fotor eceptor s
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Figura 4. Locdlitzaci6 dagunes proteines involucrades en degeneracions retinianes en els
fotoreceptors. Els noms de les malalties apareixen en groc. Abreviatures: adRP: Retinitis pigmentosa
autosomica dominant; arRP: Retinitis pigmentosa autosdmica recessiva; CSNB: ceguesa nocturna
estacionaria congenita; CD: distrofia de cons; CRD: distrofia de cons i bastons; dRP: Retinitis
pigmentosa digénica; FA: fundus albipunctatus;, LCA: amaurosi congénita de Leber; MD: degeneracio
macular; Stgdt: malaltia de Stargardt; xIRP: Retinitis pigmentosa Iligada a cromosoma X (Pierce,

NN\
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En les membranes dels discs del segment extern dels fotoreceptors abunden els pigments
fotosensibles associats a moléecules de rodopsina (RHO) i d'atres proteines involucrades en € procés
de la fototransduccié del senyal lluminds com les fosfodiesterases del cGMP (PDEs), la transducina,
I’arresting, la rodopsina quinasa i la guanilat ciclasa. Totes elles estan sassocien a la superficie plana
del disc. Les proteines responsables del manteniment de les estructures membranoses, com ROM-1 i
periferina/RDS, es localitzen a les vores dels discs formant complexes entre elles. un homodimer de
periferinaRDS interacciona amb un homodimer de ROM-1 per formar tetramers que estabilitzen la
curvatura dels discs connectant-los amb € citoesquelet de la cél.lula (Travis i col., 1991; Gregory-
Evans i Bhattacharya, 1998). Molt a prop d'aquestes proteines estructurals es localitza ABCR, amb
funcié transportadora de retinoids (Sun i col., 1999). A la zona de connexi6 entre €l segment extern i
I"intern del fotoreceptor hi trobem un regulador de GTPases (RPGR), i que interacciona amb RPGRIP
(Boylan i Wright, 2000; Roepman i col., 2000). En e segment intern del fotoreceptor hi ha TULPL,
possible component de la maguinaria cel.lular que dirigeix la rodopsina acabada de sintetitzar cap als
segments externs (Boggon i col., 1999). Finalment, a la membrana plasmatica del fotoreceptor hi ha
proteines canal (cGMP-gated channels) o bombes d'intercanvi de ions (Na/Ca-K exchanger) (Pierce,
2001).

1.2.3. Renovacio cel.lular en € segment extern del fotor eceptor

Els segments externs dels fotoreceptors es renoven continuament. Els discs nous safegeixen
per la base del segment extern i els discs vells es traslladen a laregid apical del fotoreceptor fins que
son fagocitats i degradats per les cél.lules del RPE (Albertsi col., 1989). Diariament es renova un 10%
del segment extern del fotoreceptor, la part que estd més en contacte amb el RPE, i les proteines de
membrana que es troben en aguest extrem tenen aproximadament 10 dies d' antiguitat. Cada cél.lula del
RPE esta en contacte amb uns 50 segments externs de fotoreceptors i, per tant, fagocita I’ equivalent
d'uns 5 segments externs per dia (Sun i Nathans, 2001). Aquest alt recanvi garanteix I'éiminacio de
proteines i lipids que s alteren degut als processos fotooxidatius. El processament erroni de proteinesi
lipids en el RPE genera I’acumulacié de diposits de lipofuscina, observables en pacients afectats
d'algunes distrofies maculars. La lipofuscina és un polimer complex i no degradable de residus lipidics
i proteics derivat dels processos de peroxidacio que es donen en I'interior de les vacuoles lisosomals
del RPE. Amb €l temps, aquest polimer es va acumulant i pot arribar a ocupar un 19% del citoplasma
deles cél.lules del RPE (Sundelin i Nilson, 2001).
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1.2.4. Dany fotooxidatiu i efecte delsretinoids en € segment extern dels fotor eceptors

Paradoxalment, tot i que lallum és el mecanisme que ens permet posar en marxa els processos
de fototransduccio en I' ull, la quantitat i la qualitat de I'impuls lluminds pot produir alteracions en els
fotoreceptors i el RPE. L’exposicio alallum del sol durant un llarg periode de temps atera la funcié
visua i provoca una disminucio de |’ agudesa visual i alteracions maculars. També s ha observat una
correlacié positiva entre I'exposicié a la llum i € desenvolupament de la degeneracié macular
associada al’ edat (DMAE), patologia freqient en laterceraedat (Wang i col., 1997).

Els retinoids (derivats de la vitamina A) semblen jugar un paper important en les alteracions
visuals derivades de I’ excés de llum. D’una banda, €l retinal actlla com € cromofor de les opsines. A
més a més, I'acid retinoic regula la transcripcio de diferents gens de la retina. L’ absorcio de la [lum
produeix radicas Iliures d' oxigen i les proteines ABCR, ROM-1, i periferind/RDS sOn especial ment
susceptibles al dany oxidatiu. Aix0 es pot veure agreujat per la presencia de determinades variants
genetiques d’ aguestes proteines. La retina pot minimitzar el dany fotooxidatiu gracies a la preséncia
d’ elevades concentracions d’ antioxidants (com la zeaxantina i la luteind) i d'enzims especiaitzats
(superoxid-dismutases i catalases) que absorbeixen eficagment els radicals lliures. Les degeneracions
de la retina provocades per |'exposicio a altes dosis de [lum sdn un model per estudiar €l's processos
d’apoptosi, via fina comu de la mgjoria de distrofies hereditaries de la retina. En molts pacients,

I"’exposicid alallum accelerael desenvolupament de la patologiaretiniana (Matai col., 2000).

1.3. TRANSDUCCIO DEL SENYAL LLUMINOS, RETORN A L'ESTAT DE FOSCOR |
CICLEDE LA VISIO

1.3.1. Transducci6 del senyal llumindsi retorn al’ estat de foscor

La primera molecula que rep € fot6é de llum és la RHO, formada per una part proteica (la
opsind) unida covaentment a un cromofor: I'11-cisretinal. L'absorcié del foté produeix una
fotoisomeritzacio de 11-cis-retinal atot-trans-retinal. Degut a's canvis conformacionals, elsllocs d'unid
de la RHO a proteines G queden exposats, de manera gque pot unir-se a la transducina (Figura 5). Cada
molécula de RHO activada, alhora activara centenars de molécules de transducina, produint-se una
amplificacio del senya que és el primer pas de la cascada enzimatica. En € citoplasma, la unitat o de
la transducina activa una PDE de cGMP, de manera que shidrolitza cGMP. La consequient baixada en
esnivellsde cGMP dins €l fotoreceptor provoca el tancament dels canalsionicsde calci i sodi, i télloc

una hiperpolaritzacié de la membrana (resposta eléctrica) i €l Iliurament del neurotransmissor glutamat
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a les terminals sinaptiques. El final de la resposta a la llum es déna amb la inactivacio de la RHO, de
les transducines, i de les PDE. | per restablir els nivells de cGMP, s activen les guanilat ciclases
especifiques de la retina (Rando, 1990).

La desactivacié de la RHO implica, d'una banda, la dissociacié del tot-trans-retinal i, per
I’altra, la fosforilacié de I'opsina mitjangant una quinasa especifica (RHOK). Posteriorment I’ arrestina
suneix alaRHO fosforiladai blogueja e lloc d'unié de la transducina. D’ atra banda, la transducina i
la PDE, queden inhibides per la baixada dels nivells de GTP. Aquests processos es donen a mateix
temps que la baixada de la concentracié de calci dins el fotoreceptor (Koutalosi Yau, 1996). El Ca™
actua com a missatger intern regulant la sensibilitat del mecanisme de transduccid, |’ activitat de les
guinases especifiques de RHO i les guanilat ciclases, aixi com I’ afinitat pel cGMP dels canals situats a

les membranes dels segments externs (Polansi col., 1996; Faini col., 2001).

Transducin FOE
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Figura 5. Mecanismes d'activacié i inactivacio del procés de fototransducci6 en els fotoreceptors
de vertebrats (Faini col., 2001).
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1.3.2. El ciclevisual

El pigment fotosensible ha d'ésser reciclat per tal de poder absorbir un nou fotd. La part

proteica (I'opsina) sha de defosforilar i a partir del tot-trans-retinal sha de regenerar 1'11-cis-retinal,

procés conegut com a cicle visual (Figura 6). El tot-trans-retinal alliberat de I'opsina és transportat a

I’exterior dels discs mitjancant ABCR, transportador que es fosoforila en resposta a la llum. Dins

I’espai citoplasmétic, € tot-trans-retina és reduit a tot-trans-retinol, un dels passos limitants del cicle

visual, per una deshidrogenasa associada a membrana i transportat al RPE, on sera isomeritzat a la

configuracio 11-cis, oxidat a retinal, i retornat al segment extern del fotoreceptor. El retinol és una

molécula molt poc soluble. Per aquestarad, el transport entre fotoreceptor i RPE requereix delaunié a

\
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fosfatidiletanolamines i del transportador
proteic, IRBP (interphotoreceptor retinol
binding protein). Aixi mateix, dins e RPE
existeixen transportadors especifics pel
retinol (CRBP) i pel retinad (CRALBP).
La proteina RPE6G5, situada a RPE, juga
un paper important en aquest cicle,
concretament en la isomeritzacié del
retinol. Aixo0 comporta I'acumulat de
molécules de tot-trans-retinal. Una part
petita d'aguest cromofor reacciona amb
les fosfatidiletanolamines de les
membranes dels discs per formar A2E, un
fluorofor hidrofdbic, que posteriorment
sacumulaen el RPE (Rando, 1990).

la cascada
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A partir d'un sol foté de llum que incideix sobre una molécula de rodopsina es déna una
amplificacio en la cascada d'excitacié per tres processos diferents. 1) una molécula de RHO
fotoactivada activa moltes molécules de transducing; 2) I'activacié d'una sola subunitat de la PDE
genera la hidrolis d'un nombre molt elevat de molecules de cGMP; i 3) la baixada dels nivells de
cGMP provoca el tancament de molts canas a la membrana plasmética del fotoreceptor (Burns i
Baylor, 2001).

Una moléecula de RHO activada pot posar en funcionament un centenar de transducines, que

0%%° molécules de GMP.

alhora activaran al mateix nombre de PDES, i que provocaran la hidrdlisi de 1
La baixada dels nivells de cGMP provoca € tancament de centenars de canals de membrana que al seu
temps bloquegen el moviment de milions de ions, generant-se un senyal eléctric que sera transmes a
través de diferents neurones cap a les fibres del nervi optic, que € transportaran cap a cervell (Leskov

i cal., 2000; Burnsi Baylor, 2001; Faini col., 2001).

1.3.4. Alteracions en €l procés de fototransduccid

L’ estratégia de gene-targeting permet delecionar, sobreexpressar 0 mutar gens per a proteines
especifiques i mimetitzar aixi alguns casos de patologies de lavisio en humans (Burnsi Baylor, 2001).
A priori, es parteix de la hipotesi que qualsevol alteracid de les proteines de la cascada de transducci6
dd senyal [lumindsi del cicle visua, repercutira en alteracions d’ aquest procés i generara la mort dels
fotoreceptors (Shastry, 1997; Phelan i Bok, 2000). Les dades acumulades fins ara semblen recolzar
aquesta hipotesi.

Per exemple, una sobreexpressié de les opsines a la membrana dels discs indueix la
degeneraci6 dels fotoreceptors de manera similar a la mort cel.lular observada en models animals de
retinitis pigmentosa i d'altres distrofies de la retina. En € ratoli, un increment d’un 23% més de

molecules d' opsinaindueix lamort dels fotoreceptors (Tan i col., 2001).

2. BASESCLINIQUES| GENETIQUESDE L ESDEGENERACIONS RETINIANES.

Les distrofies de la retina inclouen una gran varietat de fenotips associats a la degeneracio de
les cél.lules fotoreceptores que han estat mapats a més de 120 loci d llarg del genoma huma (RetNet:
Retinal Information Network, http://www.sph.uth.tmc.edu/Retnet/). Actualment, tot i que s ha fet un
gran esfor¢ en la determinacio de les bases genétiques de les diferents distrofies, només han estat

11
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identificats menys de la meitat dels gens responsables d’ aquestes patologies. A més, les mutacions

detectades en cadascun d' aquests gens expliquen fenotips concrets d' un grup molt reduit de pacients.
En aquest apartat es descriuran alguns d’ aguests fenotips, que per facilitar la seva comprensié

s'han dividit en dos blocs atenent a la regi6é de la retina inicialment afectada. Es parlara de les bases

cliniques que permeten e diagnostic d’'aquestes distrofies i finalment es comentaran les formes

d’ heréncia descrites en aquestes patol ogies.

2.1. DISTROFIESD'AFECTACIO MACULAR

L es degeneracions maculars son un grup heterogeni de patologies que tenen en comu la perdua
progressiva de la visié central. Aixi, doncs, dins aguest grup s inclouen les alteracions de la retina
neuronal o del RPE que s'inicien amb defectes alaregié macular, tot i que la progressié de la malatia
comporti |'afectacié generalitzada a tota la retina. El diagnostic diferencial es pot fer tant per criteris
morfologics (anomalies maculars visibles) com per criteris funcionals (baixada de I’ agudesa visual)
(Merin, 1991).

2.1.1. Malaltia de Stargardt i fundus flavimaculatus

La distrofia macular de Stargardt (STGD) i € fundus flavimaculatus (FFM) son exemples
d alteracions maculars de laretina.

Stargardt al 1909 va descriure per primera vegada aquesta distrofia macular en dues families
independents, en les que I’inici dels simptomes era entre els 8 i els 16 anys. Es una de les causes més
freglients de degeneracié macular en infants i representa entre un 7% i un 10% de totes les distrofies
retinianes que apareixen en aquestes edats (Kaplan i col., 1990). Actualment té una prevalenca de
1:10.000 (Blackarski, 1988; Kaplanii col., 1990).

Els canvis afecten els dos ulls per igua i de forma simétrica. Es donen en ambdds sexes i
S hereten magjoritariament de forma autosomica recessiva. També s han descrit families amb patré
d’ heréncia dominant (veure apartat 3.2.4.1.). Les formes recessivesi casos simplex (pedigris on nomeés
hi trobem un individu afectat, també anomenats esporadics) son els més freqlients. Aquesta patologia
es presenta amb una penetrancia de 95-97% (Anderson i col., 1995; Hoyng i col., 1996), i expressivitat
variable en relacio a la deteccid de portadors sans i respecte |I'edat de manifestacid dels primers
simptomes (Anderson i col., 1995; Hoyng i col., 1996; Yatsenko i col., 2001).

El primer simptoma d'aguesta distrofia juvenil és la pérdua de |'agudesa visual, entre la
primera i la segona década de vida. La imatge del fons d'ull en €s pacients STGD mostra canvis de

pigmentacié cap a un color grogés, sovint en forma d'anell o cercle, deguts a la deposicié anomala
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d’'un materia tipus lipofuscina o melanolipofuscina (Birnbach i col., 1994). Un altre aspecte
morfologic caracteristic del fons d'ull d'aquests pacients és unataca a centre de la macula que rep €
nom de reflex bronzejat (beaten bronze). Aquesta atrofia central es pot estendre en forma d'un nombre
reduit d'espicules d’'un color groc-taronjos distribuides al voltant de la macula i/o la periféria de la
retina mitja. Sovint i amb €l pas dels anys, € que comenca amb un defecte a la regio central de I’ ull
acaba presentant diferents graus d’afectacio periferica. La malatia de STGD també implica una
disfuncié i atrofia progressiva del RPE, que es pot avaluar amb les proves funcionals que es descriuen
a continuacio.
El diagnostic clinic de la madtia de STGD es basa en diferents parametres oftalmologics i
electrofisiologics. Com s ha comentat, |’ estudi del fons d’ ull revela possibles alteracions patol ogiques.
En canvi, la pérdua d'agudesa visual és e simptoma més important pel diagnostic.
Normalment es manifesta a mateix temps que es produeixen les anomalies maculars pero finsi tot pot
manifestar-se molt abans que aguests canvis es produeixin. En tot cas aquest simptoma és progressiu i
imparable, de manera que en pocs anys € pacient esdevé quasi o totalment cec (Figura 7). Sanaitza
mitjancant €l test de la E de Snellen o
variants d'agquest.

B L’analis del camp visual permet
= a0 l detectar la zona afectada de la retina. A més,
‘E e la repetici6 daguesta prova en anys
-=_; Gl successius permet avaluar, junt amb la pérdua
- d agudesa visual, la progressio de la malaltia.
Rl m\_ Es reditza analitzant € perimetre de

10 o 5 o ow Mig Goldman, que posa de manifest la preséncia

T ¥ 8 :H”l Erslh 15 1 11 ¢ escotomes (regions de la retina amb funcié
E

Figura?. Baixadadel'agudesat/iwal dels dos ulls nul.la o gairebe nul.I3). En els pacients amb

d'un pacient afecte de malaltia de Stargardt al llarg STGD es detecta la preséncia d' un escotoma

g(?:emps (Merin, 1991). RE.: right eye: L.E.:left central en ambdos ulls que reflecteix la major

pérdua funcional dels cons (fotoreceptors més

abundants en la zona macular de la retina). Aquesta avaluacié també permet detectar que la zona
periférica d’ aquest teixit, amenys durant els primers anys de lamaldtia, es manté en bon estat.

Mitjancant les electroretinografies o electror etinogrames (ERGs) es mesural’ adaptacio de la

retina alallumi alafoscor en forma de resposta eléctrica enfront estimuls de [lum, de manera que

permeten evaluar quin dels dos tipus cel.lulars de fotoreceptors es troba afectat. En les primeres fases

de la maaltia els ERG son completament normals, perd amb la progressié es posa de manifest un
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retard en laresposta alallum dels cons; i en estadis molt avancats, també es detecta una alteracié de la
resposta en condicions escotopiques (adaptacio a la foscor), fet que demostra que els bastons
esdevenen lleugerament af ectats (Fishman, 1976; Merin, 1991).

Els electrooculogrames (EOGs) son tests electrofisiologics que donen una mesura indirecta
del potencial de repos de laretina. En aquesta prova es calcula |’ index d’ Arden (maxima respostaa la
Ilum/minima resposta en |'obscuritat), un coeficient també indicatiu de I'estat del RPE. No és una prova
del tot concloent ja que existeix molta variabilitat d’ uns pacients a uns atres (Merin, 1991). Fishman
(1976) va observar que I’ EOG podia estar aterat en €ls estadis més tardans de la malaltia.

La visié en color es troba lleugerament alterada en els pacients amb STGD, € qué indica
|'afectacio dels cons. L' alteracio més freqlient és la tendéncia a la deuteranopia (dificultat per distingir
e color verd) (Merin, 1991).

L’angiografia de fluorescencia és €l test determinant pel diagnostic de la maatia de STGD.
Consisteix en la injeccié d'un component fluorescent al sistema circulatori sanguini. Amb aguesta
prova podem detectar alteracions de la macula, analitzar |’ estat d' atrofia del RPE i observar I estat dels
vasos sanguinis de laretina. En els pacients STGD sobserva un centre d hipofluorescéncia en la zona
macular degut possiblement a la formaci6 de diposits de pigment en les cél.lules del RPE (Figura 8).
Sovint, a voltant d'aquest centre s hi troba un cercle d' hiperfluorescéncia que correspon a la zona
d'atrofia total d'agquest epiteli, i encara a la regié més periféerica d aquest cercle sen pot distingir un
altre d hipofluorescent. Aquesta figura rep € nom d'ull de bou (Bull’s-eye phenomenon). De fet,
I"anell hiperfluorescent no és més que el teixit vascular de la coroides, que normalment no es veu, ja
gue queda darrera d’ un RPE intacte.

El centre hipofluorescent ha rebut el nom de coroides silenciada (Bonnin, 1971) o coroides
fosca (Fishi col., 1981). També es detecten algunes taques o espicules fluorescents, que amb el pas del
temps difonen assenyalant I'atrofia definitiva d aquest epiteli. Gass (1987) va considerar que la
preséncia de la coroides fosca o silenciada era un tret caracteristic de la malaltia de STGD amb o sense
presencia d’ espicules. Perd posteriorment s ha detectat que aquesta figura pot aparéixer en algunes

familiesi no en altres.

Figura 8. Angiografia de fluorescéncia
d'un pacient STGD (Fishmani col.,
1999).
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L’any 1962, Franceschetti vaintroduir el terme fundus flavimaculatus per definir una alteracio
de laretina similar ala malatia de STGD. En aguest cas el que observava era la preséncia de moltes
espicules en e pol posterior del fons d' ull, espicules que també s havien detectat en alguns casos de
maldtia de STGD. Va considerar-la una entitat clinica diferent perquée les espicules no anaven
acompanyades, en principi, d'una baixada répidai progressiva de |’ agudesa visud tipica de STGD. Els
pacients amb FFM son dificils de diagnosticar perqué inicialment no tenen simptomes de malaltia.
L’agudesa visual, la visio en color i els camps de visié no es troben aterats, i tampoc es donen
alteracions funcionals a nivell de la regié macular ni periférica de la retina. De fet, només presenten
aquests diposits de pigment en forma d’ espicules que en un principi sdn unitats independentsi que amb
el pas del temps difonen assenyalant regions d'atrofia en el RPE i regions adjacents. Utilitzant
I"angiografia de fluorescéncia es detecten aquestes zones d’ atrofiai és en aguesta fase que el's pacients
comencen a presentar alteracions en la visio. Aquest fet fa que sovint la malaltia no es detecti fins que
s hasuperat |’ adolescéncia (Merin, 1991).

El FFM també presenta heréncia autosomica recessiva, perd com en la malatia de STGD s ha

descrit algun cas amb heréncia dominant (L6pez i col., 1992).

i iy

Figura 9. Fons d'ull d'un pacient afectat de
FFM. Un munt d'espicules son presents a
voltant de lamacula (Fishmanii col., 1999).

2.1.1.1. Una o dues entitats cliniquesi genétiques?

Franceschetti (1965) va suggerir la dificultat de diferenciar la malaltia de STGD del FFM en
edats avancades. Malgrat molts autors, a la decada dels 70, van proposar que es tractava d' una sola
entitat clinica, hi ha una série de caracteristiques que permeten diferenciar-les, com per exemple |’ edat
d’aparici6 dels primers simptomes. Mentre que € STGD es comenca a detectar a la infantesa (6-12
anys), la major part de pacients FFM es detecten a la tercera década de vida (Merin, 1991; Weleber,
1994). Diferents autors han utilitzat I'edat d’'aparicié de la malaltia per distingir agquestes dues

anomalies, és adir, que pacients amb alteracions macularsi amb espicul es de pigment seran classificats
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com a STGD s els simptomes apareixen entre els 6 i 12 anys, i com a FFM s els simptomes es donen
a partir de la tercera década de vida (Weleber, 1994). La visié en color, I'ERG i I'EOG son altres
aspectes diferencias entre ambdues maculopaties. Aquests parametres romanen estables en els
individus FFM mentre que, en €els pacients STGD, les alteracions son progressives (Merin, 1991;
Weleber, 1994). S ha proposat, pero, que tot i les diferéncies en edat d aparicio, clinica i severitat,
STGD i FFM sbn probablement una mateixa distrofia clinica. S’ ha suggerit homogeneitat genética per
aquestes patologiesi s ha proposat que son dues entitats al.leliques. Aquest fet ha estat recolzat pel fet
gue les dues han estat mapades a 1p (Kaplan i col., 1993; Weleber, 1994; Gerber i col., 1995;
Anderson i cal., 1995). Recentment s han fet estudis electrofisiologics en un grup de pacients STGD i
FFM gque indiguen que existeixen subtipus dins aquestes malalties, i que suggereixen que son malalties
diferents, més que no pas estadis diferents d’ una mateixa malaltia (Lois i col., 2001). Finalment, també
s han descrit families mixtes amb pacients afectats d'una o I'altra malatia, fet que ha permés comencgar
aestablir les relacions genotip-fenotip i demostrar I'homogeneitat genética suggerida per aquestes dues

distrofies retinianes.

2.1.2. Degeneracido macular associada a |’ edat

La degeneracié macular associada a I’edat (DMAE) és la principa causa de perdua de visié
irreversible en la poblacié de més de 60 anys (Hyman, 1987). L’increment progressiu de |’ esperanca de
vida ha posat de manifest aguesta patologia. Als EUA afecta un 35% de les persones per sobre de 75
anys i sobserva una prevalenca superior en individus caucasics (Allikmets, 1997b). Estudis
epidemiologics han considerat una prevalenca dentre 1'2-1'4%, fet que equival a 30 milions de
persones arreu del mén (Vermai col., 2000). En els proxims 25 anys s espera que aguest nombre es
dupliqui. Com a tal, la DMAE és considerada un greu problema de salut publica en els paisos
industrialitzats. Es presenta en homes i dones per igual, pero en els casos més tardans, a partir de 75
anys, és més fregiient en dones (Y atesi Moore, 2000).

Les principals ateracions oculars que es poden observar son |'acumulacié de dipdsits de
pigment de tipus lipofuscina en la regié macular de la retina, especialment en les cdl.lules del RPE.
Aquest fet comporta una disfuncié progressiva i finalment la mort cel.lular en aquest teixit que és
detectada per la preséncia d’ arees d’ atrofia (Coscas, 1987; Sun i Nathans, 2001). Es donen ateracions
morfologiques en la retina neurosensorial, i 1a membrana de Bruch i e RPE també estan directament
afectats. Els pacients pateixen una pérdua de la visié macular que en estadis avancats es manifesta en
forma d’escotoma. El diagnostic clinic de la DMAE es readlitza amb I'angiografia de fluorescencia.

Amb agquesta prova es detecta la presencia de fluorescéncia en €l's vasos de la coroides que Unicament
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son visibles si les cdl.lules del RPE han degenerat i, per tant, no existeix pigmentacié present que
bloquegi la visié d'aguest vasos. També podem detectar una alteracié en la tincié especifica de les
plaques de lipofuscinai un punt fosc cap a centre la de macula (Green, 1999).

Existeixen dos tipus de DMAE: la forma exudativa o humida i la forma atrofica o seca. La
forma exudativa la presenten aproximadament un 20% dels individus i es caracteritza per una pérdua
severa de visio, deguda a l'aparicio i creixement anormal de vasos sanguinis amb la presencia
d hemorragies i acimuls de pigment en € RPE (neovascularitzacié). Aquesta forma pot ser alleugerida
mitjancant fotocoagulacié amb |aser, tot i que sovint hi ha recurréncia No existeix cap terdpia
definitiva per aquesta variant. La forma atrofica la presenten €l 80% restant d’ afectats i es caracteritza
fenotipicament per la preséncia de diposits andmals de pigment dins o sota e RPE que donen lloc a
una atrofia geografica de la retina. No existeix cap tractament per aturar o evitar la seva progressio
(Bressler i col., 1988; Soubrane i Bressler, 2001).

L'etiologia de la malaltia és poc coneguda i no esta clar que sigui la mateixa per les dues
variants cliniques (Bird, 1998). Com que es tracta d'una malaltia de I'adult, per tal d'explicar la
patologia shan proposat tant causes ambientals com genétiques.

D’ una banda sembla que existeixen factors de risc com I'habit de fumar (Delcourt i col., 1998;
Smith i col., 2001), nivells alts de colesterol (Kleini col., 1997), la hipertensio sistémica (Sperduto i
Hiller, 1986), o € color blanc de la pell (Mitchell i col., 1998), que poden afectar a desenvolupament
d’ aquesta retinopatia. Unicament el fet de ser fumador ha donat resultats concloents segurament degut
a |'estrés oxidatiu que aquesta activitat comporta, indirectament per ser promotor de problemes
d aterosclerosi 0 pel seu efecte en la disminucié de la densitat del pigment macular (McCarty i col.,
2001). El fet que la prevalenca de la malaltia varii entre diferents grups racials ha fet pensar en un
paper protector del color de lapell (Friedman i col., 1999). L’ aprofundiment en |’ estudi dels processos
bioguimics que tenen lloc en & desenvolupament de la DMAE ha permes detectar que I’ origen de
I"acumulacio dels diposits de lipofuscina rau en els processos de peroxidacio i polimeritzacié que es
donen en I'interior de les vacuoles fagocitiques del RPE. En aguest sentit, estudis preliminars semblen
relacionar les dietes riques amb antioxidants (com son els carotenoids i € zenc) amb un menor risc de
patir DMAE (VandenLangenberg i col., 1998; Sundelin i Nilsson, 2001).

Pel que fa la genética, I'alta prevalenca de la malatia, I'edat tardana d’inici dels primers
simptomes i la sospita d'heterogeneitat genética sdn obstacles importants per al descobriment dels gens
que podrien estar implicats en aquesta patologia (Weeks i col., 2000; Guymer i col., 2001). Tot i aixo,
les repercussions que aquesta malatia té en la societat i I'at nombre de gens involucrats en
degeneracions maculars de la retina que shan descrit recentment, han impulsat I’ estudi de gens que

predisposen alaDMAE.
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Estudis realitzats amb bessons monozigotics (Meyersi col., 1995; Meyersi Zachary, 1988), i
casos d'agregaci6 familiar (Seddon i col., 1997) han posat de manifest algun factor genétic que podria
afectar al desenvolupament d'aquesta patologia (Silvestri i col., 1994; Rozet i col., 1998; Shroyer i cal.,
1999). S'han fet estudis de la capacitat protectora a la DMAE exudativa de I'al.lel E4 del gen de
I'apolipoproteina E (ApoE) (Souied i col., 1998; Klaver i col., 1998). Recentment, sha descrit
Iligament a cromosoma 1g en una familia gran amb un patr6 d'heréncia dominant de DMAE i d
cromosoma 6 en una atra familia amb diposits de pigment associats a degeneracié macular (Klein i
col., 1998; Kniazevai col., 2000). Ja més recentment, s ha realitzat una cerca completa en €l genoma
(amb 386 marcadors polimorfics) en 364 families amb diagnostic DMAE. Cap de 15 gens candidats de
distrofies de la retina analitzats ha mostrat indicis de lligament. D'altra banda, a 5932, s ha descrit la
preséncia del gen GPX3 (Glutathione Peroxidase 3) lafuncié del qual éslade protegir les cél.lules del
dany oxidatiu mitjancant la reduccié de components lipidics. El fet que sexpressi en laretina, que els
nivells de proteina decreixin amb I'edat i que la retina sigui un substrat excel.lent per la peroxidacio
lipidica, fan d'ell un gen candidat per laDMAE (Weeksi coal., 2000).

Tenint en compte les dues formes diferents de la malaltia, s’han proposat contribucions
genétiques diferents i diversos factors de risc que portarien a desenvolupar un o altre subtipus (Seddon
i col., 1997). D'dtres autors han afirmat que la DMAE és una malaltia genética complexa en la que hi
contribuirien un o més factors genétics de susceptibilitat i que, secundariament, altres gens podrien
modificar I’ edat d’ aparicié i € fenotip final (Gorini col., 1999).

2.1.3. Altres distr ofies maculars

El mon de les distrofies maculars és molt extens a nivell clinic. Shan descrit un nombre
considerable de patologies hereditaries que comparteixen € dany ala macula perd que clinicament es
diferencien. Les analisis genetiques realitzades fins ara han permés caracteritzar 20 dels loci implicatsi
identificar 7 gens responsables d'algunes d'aquestes patologies. A les Taules 1 i 2 es descriuen les més

ben estudiades amb els gensi loci coneguts.
2.1.3.1. Distrofia de consi bastons

En e context d'aquest treball és important ressenyar la distrofia de cons i bastons (CRD). Es
tracta d'una degeneracié inicialment macular que es posa de manifest a la primera 0 segona decada de

vida. Shi detecten defectes en els cons, tot i que méstard, amb la progressio de lamaaltia, €ls bastons
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també queden rapidament afectats. La simptomatologia inclou una baixada de |'agudesa visual,
I'alteracié de lavisio en color i una aversio elevada alallum (fotofobia). La prova clinica determinant
per a diagnostic és I'ERG, que es troba disminuit fins a ser totalment absent tant pels cons com pels
bastons (Szlyk i col., 1993). A les etapes finals d’ aguesta distrofia els simptomes acaben essent molt
semblants als de la retinitis pigmentosa. Moltes distrofies de retina que s'inicien amb simptomatologia
oposada poden ser confoses en les seves etapes finals, en part perqué en les darreres etapes del procés
neurodegeneratiu queda af ectada tota la retina neurosensorial (Chang i col., 1993).

Aquesta patologia s hereta més freglientment de forma autosomica recessiva, pero també shan
descrit casos de dominancia (Szlyk i col., 1993). LA CRD presenta una elevada heterogeneitat
genética. Existeixen families on € defecte genétic s'ha situat en loci dels cromosomes 18q (CORD1),
179 (CORD4), 19q (CORD2), 6g (CORD7), 17p (CORD5), 1q (CORDS8) i 8p (CORD9) (Warburg i
col., 1991; Klystrai col., 1993; Evansii col., 1994; Kelsdll i col., 1997; Paynei cal., 1999; Khaliq i
col., 2000; Danciger i col., 2001).

2.1.3.2. Gensi loci responsables d’altres distrofies maculars

Taula 1. Distrofies maculars en les quals es coneix €l gen responsable de la patologia ordenades

segons la sevalocalitzacié cromosomica.

Distrofia macular Gen L ocalitzacio Heréncia Referéncies

cromosomica

Malattia Leventinese EFEMP1 2pl6 AD Stonei col., 1999
Ceguesa total pels CNGA3 2q11 AR Wisinger i col., 1998
colors

Distrofia en patré periferinalRDS 6p21.2-cen AD Nicholsi col., 1993
Distrofia macular ELOVL4 6q14 AD Bernsteini col., 2001
Distrofia de cons; GUCA1A 6p21.1 AD Paynei col., 1998
distrofia de cons i

bastons

Distrofia macular de VMD2 11913 AD Petrukhini col., 1998
Best

Distrofia de cons i UNC119 17q11.2 AD Kobayashi i col., 2000
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bastons

Distrofia de Sorsby TIMP3 22012.1-9q13.2 AD Aptei col., 1994; Weber i
col., 1994a

Retinoschisis RS1L Xp22.2 XL Sauer i col., 1997

Distrofia de cons RPGR Xpl1.4 XL Yangi col., 2002

Abreviatures:. EFEMPL1: EGF-containing fibrillin-like extracellular matrix protein-1; CNGA3:
subunitat o del canal cationic depenent de GMPc dels cons; GUCA1A: proteina activadora de la
guanilat ciclasa 1A; VMD2: Vitelliform macular dystrophy 2 (codifica per la proteina bestrofing);
UNC119: proteina homologa a unc119 de C.elegans; TIMP3: Tissue inhibitor of metalloproteinase-3;
RS1: Retinosquisin 1. AD: autosomica dominant; AR: autosomica recessiva; XL: lligadaal cromosoma
X.

Referéncies: Les dades han estat recollides de la web RetNet
(http://www.sph.uth.tmc.edu/Retnet/disease.htm, dia de la consulta 05.01.2002).

Taula 2. Loci implicats en algunes distrofies maculars ordenats per localitzacié cromosomica.

L ocalitzacio Loci Heréncia Distrofia macular

cromosomica

1g12-g24 CORDS8 AR Distrofia de consi bastons
1g25-g31 ARMD1 AD Degeneracié macular

69 CORD7 AD Distrofiade consi bastons
6014-916.2 MCDR1 AD Distrofia macular de North Carolina
6025-026 RCD1 AD Distrofia de cons

7p21-p15 CYMD AD Distrofiamacular cistoidea

8pll CORD9 AR Distrofia de consi bastons

14 ACHM1 AR Acromatopsia del's bastons
17p13-p12 CORD5 AD/AR Distrofia de cons/ Distrofiade consi bastons
17q CORD4 ? Distrofia de consi bastons

Xpll.4 COoD1 XL Distrofia de cons

Xqg27 COD2 XL Distrofia de cons
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Abreviatures: AD: autosomica dominant; AR: autosdmicarecessiva; XL: lligada al cromosoma X.

2.2. DISTROFIESD'AFECTACIO PERIFERICA

Dins aquest grup sinclouen un conjunt de degeneracions hereditaries de la retina que
comporten pérdua de la visié periférica deguda, principalment, a alteracions en els bastons. Inicialment
lamajoria d’ elles Sagrupaven sota el nom de retinitis pigmentosa, perd actualment, a mesura que s ha
avancat en el seu coneixement clinic i genetic, algunes d’ aquestes patologies s han anat independitzant

del grup inicial.

2.2.1. Retinitis pigmentosa

Els pacients afectats de retinitis pigmentosa (RP) presenten ceguesa nocturna i alteracié
progressiva del camp visual periféric des de I'inici de la malaltia. Aquesta simptomatologia S'inicia a
I"adolescénciai és un reflex de la perdua de funcié dels bastons de laretina. A mesura que la malaltia
progressa, €l camp visual queda reduit a un cercle de visio central, que es coneix com avisio en tinel o
en escopeta. La majoria dels pacients arriben a patir ceguesa total entre els 40 i els 50 anys (Merin,
1991). Molts d'ells pateixen simptomes secundaris com poden ser miopia, astigmatisme, cataractes o
alteracions de la macula. La prevalenca de la malaltia varia des de 1/3.000 a 1/7.000 en les diferents
poblacions, acceptant-se com a terme mig 1/4.000 (Humphries i col., 1990; Merin, 1991). Per tant,
aproximadament, un milié i mig d'individus son afectes de RP arreu del moén (Berson, 1993).

L'estudi del fons d'ull revela: atenuacié dels vasos sanguinis de la retina, pal.lidesa del disc
optic, diposits de pigment dins laretina com a resultat d'una degeneracié del RPE (en anglés anomenats
bone-spicule pigmentation). Per microscopia sobserva una pérdua de fotoreceptors, i €ls que es
detecten, presenten segments externs molt reduits (Humphries i col., 1990). No tots els pacients
desenvolupen tots els simptomes ni la mateixa severitat dels trets, sind que existeix un cert grau de
variabilitat fenotipica. Aquesta és en part deguda a I’ heterogeneitat genética descrita per aquesta
patologia, i ala preséncia de factors secundaris genétics o ambientals que es creu que tindrien un paper

important en el seu desenvolupament.
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RP retina

Figura 10. Comparacié d'un fons d'ull d'un pacient normal amb el d’un afecte de RP. Les caracteristiques
tipiques de RP son senyaades amb fletxes (Chapplei col., 2001).

El diagnostic clinic ve definit per ERGs anormals en condicions escotopiques mentre que els
ERGs dels cons, en condicions fotopiques, sén normals. Aix0 és degut a que e defecte inicial en
aguests pacients es troba en els bastons de la retina, mentre que, a principi, la funcio dels cons queda
preservada. En estadis finals, pero, els cons també queden afectats, la qual cosa provoca la ceguesa
total. L'ERG pot revelar defectes en la retina fins i tot abans que el's simptomes visuals de la malatia
siguin aparents i abans que apareguin els defectes caracteristics en el fons d'ull. L'andlis del camp
visua mitjancant €l perimetre de Goldman permet detectar la preséncia d’ escotomes a la perifériade la
retina. Amb la progressié de la malatia son tipics €ls escotomes en anell, que demostren que I'inica
Visio possible éslamacular.

Lamajoria de formes de RP afecten Unicai exclusivament lavisio (RP aillada), pero existeixen
una minoria de casos on defectes en la visié van acompanyats d’ afectacié d' atres organs, € que es
coneix com a RP sindromica. Un exemple és la sindrome d'Usher on la ceguesa va acompanyada de
sordesa. Altres sindromes son la de Kearns-Sayre i la de Bardet-Biedl, que presenten polidactilia i
obesitat associades alaRP (Merin, 1991; Dryjai Berson, 1995c).
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La RP aillada pot ser transmesa de forma autosomica dominant (adRP), autosdmica recessiva
(arRP) o lligada a cromosoma X (xIRP). També ha estat descrita una forma digenica on els individus
afectats son heterozigots dobles per a defectes a dos gens independents (Dryjai Li, 1995a). Les formes
XIRP s6n les més severes clinicament i la majoria dels pacients son cecs als 45 anys. Per contra, en les
formes arRP €els pacients retenen part de visio fins als 60 anys aproximadament (Merin, 1991). La RP
mostra una elevada heterogeneitat genetica en la que diversos gensi loci son responsables de diferents
casos de la malatia (a I'apartat 4.1 es descriuen en detall aquest gens i loci). En aquest sentit cal
remarcar que les formes sindromiques de la malaltia també son heterogénies genéticament (veure
RetNet). Pero, tot i I’alt nombre de gens descrits avui dia, S estima que aquests només expliquen entre
un 35% i un 50% de tots els

4% Casos.

4%

Quant a la
prevaenca dels diferents
. tipus d'heréncia de la RP
(Figura 11), si bé les formes

lligades al'X i les dominants

son poc freqlients (a Espanya
no més del 5% i 10%

respectivament), les formes

||:| Simplex B arRP O adRP OO xIRP M Altres |

recessives son les més
Figura 11. Prevalenca dels diferents tipus d'heréncia de la RP espanyola L
(Ayusoi col., 1995). abundants a la poblacio i
representen una fraccié del

39%. El 41% restant correspon a casos esporadics en qué no sha establert € tipus d’heréncia (Bird,

1995; Ayusoi col., 1995).

2.2.2. Altresdistrofies perifériques

El mén de les distrofies perifériques no és menys complex que el de les maculars. A laTaula 3
es recullen altres distrofies retinianes perifériques. La informacié ha estat extreta de Scriver i col.
(2001) i de laweb RetNet.

Taula 3. Distrofies que cursen amb afectacid periférica diferents de la RP. Sindiquen els gens

responsables d'aguestes patologiesi lalocalitzacié cromosomica.
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Distrofia periférica L ocalitzacié cromosomica/ Gen
locus
Amaurosi congeénita de Leber 1p31/ LCA2 RPEG5
1g31-g32.1 CRB1
6911-q16/ LCA5 -
14911 RPGRIP1
14924/ LCA3 -
17p13.1/ LCA4 AIPL1
17p13.1/ LCA1 GUCY2D-6 (retGC-1)
19913.3 CRX
Malaltiade Refsum 70921-g22 PEX1
10p15.3-p12.2 PHYH
Malaltia de Oguchi 2037.1 SAG
13934 RHOK
Malaltia de Nougaret 3p22 GNAT1
CSNB 3021-g24/ CSNB4 RHO
4p16.3/ CSNB3 PDE6B
Xpll.4-11.3/ CSNB1 NYX
Xp11.23/ CSNB2 CACNALF
Coroideremia Xg21.1-g21.3 CHM
Atrofiagirata 10026 OAT

Abreviatures: CSN\B: ceguesa nocturna estacionariai congénita; GUCY2D-6: guanilat ciclasa; RPEE5:
Retinal pigment epithelium protein 65; CRX: cone-rod otx-like photoreceptor homeobox transcription
factor; AIPL1: arylhydrocarbon receptor interacting protein-like; RPGRIP1: Retinitis pigmentosa
GTPase regulator interacting protein 1; CRB1: crumbs homolog 1; PEX1: peroxisome biogenesis
factor; PHYH: phytanoyl-CoA hydroxilase; SAG: arrestina o antigen S; RHOK: rodopsina quinasa;
GNAT1: subunitat o de la transducina de bastons;, NYX: nictalopina; CACNALF: L-type voltage-gated
calcium channel, alpha 1 subunit; PDE6B: subunitat $ de la fosfodieterasa del cGMP; RHO:

rodopsina; CHM: geranylgeranyl transferase Rab escort protein 1; OAT: ornitina amino-transferasa.

3. HETEROGENEITAT AL.LELICA | VARIABILITAT FENOTIPICA.
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El gen ABCA4 va ser descrit inicialment com el responsable de lamalaltia de STGD (Allikmets
i col., 1997a). Les més de 200 mutacions descrites fins avui junt amb els diferents fenotips que es
poden explicar per alteracions en aguest gen posen de manifest la seva gran heterogeneitat a.lélica
Aquesta caracteristica no és nova dins el conjunt de distrofies de la retina. Altres gens que intervenen
en la cascada de fototransduccié també presenten variants d.léliques responsables de diferents
patologies de laretina

En aguest apartat es tractara de I'heterogeneitat al.lélica dels gens de la rodopsina i la
periferina/RDS, del gen ABCA4 i del model de correlacions genotip-fenotip proposat per a poder

explicar € ventall de fenotips associats a alteracions en aquest gen.

3.1. HETEROGENEITAT AL.LELICA EN GENS RESPONSABLES DE DISTROFIES
RETINIANES

3.1.1. Rodopsina

Ta com sha explicat en I'apartat 1.3.1., la rodopsina (RHO) és la proteina que rep I’ energia
[luminosa en forma de fotd i que inicia el procés de fototransduccid. Representa el 50% del contingut
proteic total del segment extern del basto, i un 80% de les proteines dels discs. Aquesta dada ja dona
idea de laimportancia d'aquesta proteina en € procés de lavisié i suggereix un paper estructural per la
RHO (Hargrave i McDowell, 1992; Gregory-Evans i Bhattacharya, 1998). Actuament shan descrit
més de 100 mutacions en aquest gen, la majoria de les quals son responsables de fenotips adRP perod
també n’ hi ha de responsables d'un nombre petit de casos recessius (Gal i col., 1997; Dryjai col., 1990;
Rosenfeld i col., 1992; Kumaramanickavel i col., 1994). També s hi han descrit mutacions dominants
gue donen lloc ala ceguesa nocturna estacionaria congénita (CSNB) (Sieving i cal., 1992; Dryjai col.,
1993). Ambdues patologies son de bastons, fet que concorda amb que la RHO sigui especifica
d'aquests fotoreceptors. No hi ha diferéncia entre les mutacions dominants de la RP i les dominants de
la CSNB. En ambdds casos son variants de canvi d'aminoacid que provoguen un mal plegament del
producte proteic (variant missense) i que enverinen la copia silvestre. Sha postulat igualment que €
plegament incorrecte també pot interferir en el transport de la rodopsina cap a segment extern. Els
pocs casos arRP descrits ho son per falta total de proteina (al.lels null). En la CSNB, Gnicament han
estat descrites dues mutacions dominants (Ala292Glu i Gly90Asp), que provogquen el trencament de
I'estructura 3D de la rodopsina. Curiosament la Lys296 és e Iloc d'unié de I'opsina a I'11-cis-retina i
canvis en la posicio d'aguest residu poden donar lloc a activacions constitutives de la transducina, €

gue es coneix com €l model de lallum constant equivalent (Dryjai Li, 1995a).
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3.1.2. Periferina/RDS

La periferina és una proteina transmembrana, abundant en els fotoreceptors, involucrada en €l
manteniment de I’ estructura dels segments externs. Es creu que és una molécula d'adhesié que
estabilitza els discs mitjancant interaccions homo i heterofiliques a través de I’ espai interdiscal (Travis
i col., 1991; Hoyng i col., 1996). En els bastons, |a periferina/ RDS forma heterotetramers amb ROM-1,
una atra proteina abundant en €els discs. Com que la periferina és especifica dels bastons, en els cons
shipotetitzen homotetramers funcionals.

S'han descrit més de 40 mutacions diferents en el gen de la periferina/RDS huma responsabl es
de fenotips tan diversos com les distrofies perifériques i les maculars. En relacié a les patologies
maculars, sha descrit la seva contribucié a FFM, a la distrofia macular viteliforme de I'adult i a
distrofies en patré del RPE (Nicholsi col., 1993; Weleber i col., 1993; Wellsi cal., 1993; Wroblewski
i col., 1994). També s han detectat mutacions que causen formes dominants de distrofia de cons i
bastons (Farrar i col., 1991). Pel que fa a patologies periferiques de la retina, també ha estat implicada
en casos dadRP [RP6] i retinitis punctata albescens (Kgjiwara i col., 1993). La mgoria de les
mutacions detectades son ddl tipus de mutacions de canvi d’aminoacid, i Unicament shan detectat
delecions de 2 i 4 pb en dos casos de distrofia en patrd6 dominants i en un de Retinitis punctata
albescens també dominant (Kgjiwara i col., 1993; Nichols i col., 1993; Kim i col., 1995). Es va
observar una delecio tri-nucleotidica en una familia mixta, amb individus afectats de RP, distrofia en
patré i FFM (Weleber i col., 1993; Richards i Cred, 1995; Gorin i col., 1995). La gran variacio
fenotipica associada a mutacions en RDS, tant inter com intrafamiliar, ha suggerit la contribucié
d’altres factors modificadors tant genétics com ambientals (Weleber i col., 1993). Finalment, s ha
descrit un cas d'heréncia digenica de periferins/RDS amb ROM-1 que posa de manifest I'at grau

d'interaccid entre aquestes dues proteines (Kgjiwarai col., 1994; Goldberg i Molday, 2000).

3.2. EL GEN ABCA4COM A RESPONSABLE DE LA MALALTIA DE STGD

El locus responsable de lamalaltiade STGD (STGD1) va ser mapat a brag curt del cromosoma
1 per Kaplan i col. (1993). L'acotament posterior de laregi6é i I'exclusio de diferents gens candidats
posicionals (Kaplan i col., 1993; Anderson i col., 1995; Weber i col., 1996; Hoyng i col., 1996), van
permetre identificar ABCA4 (1p21-p23) com a responsable d'aquesta distrofia macular (Allikmets i
col., 1997a). Per l'estudi d'hibrids de radiacié es va situar €l gen entre els marcadors D1S236 i
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D1S3361 i,

(Nasonkini col.,

0

Figura 12. Mapatge fisic del locus STGD i d’ ABCA4. Mitjancant andlisi genética, esva
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situar €l locus aunaregio criticade 4 cM entre D1S435 i D1S236. A la part superior de
lafiguraes representa el contig de YACs que cobreix laregié. S assenyalalaposicié

d’ ARCAA4 i ladireccia detransorincid (Allikmetsi col .

1997a).

mitjancant FISH (Fluorescence In Stu Hybridization), va ser mapat a 1p21-p22.1
1998).

Aquest gen pertany a la superfamilia ABC (ATP-Binding Cassete) formada per proteines

transmembrana involucrades en el transport de diferents substrats depenent d' ATP (Allikmets i cal.,

1997a; Rozet i col.,

1998; Nasonkini col.,

3.2.1. Estructuradel gen i delaproteina

1998).

Gerber i col. (1998) van ser els primers en caracteritzar |’ estructura sencera d'ABCA4. El gen

esta orientat 5°-> 3" cap a telomer. L'estructura genomica i mides dels exong/introns es detallen a la

Taula4.

Taula 4. Sequencies d'splicing i nombre i mida dels exons i introns dABCA4 (adaptat d'Allikmets i

238

ctttgecttgeectagTTTATCCATC

AGAAGAACAAgtaagttttctgagtc

1

col., 1998).
Exo Size (bp) Splice acceptor Splice donor Intron (kb)

n

1 5 AAGGCAAAAGgtaacagttactgtct 2
2 94 tottttgtttttccagATTCGCTTTG CATCATGAATgtaagcatagcaggot 15
3 142 attttctgttttasagGCCATTTCCC ACAACTCCATgtaagtgttgagatcc 2
4 139 ggctttgtccttacagCTTGGCAAGG AGAATTGCAGgtaagcatgactgcag >10
5 128 tcttattcatatgtagGAAGAGGAAT TCCAGAGCAGgtagggggatgtcact 45
6 198 cctettcteectgcagTTCGCTCATG CTTCCGTGTGgtaagggagggotttg >10
7 88 ttagtgtcaattacagGTTCCCACAC AATTCAAGAGgtgagtatcctgatgg 3
8

9

139

cetigtctectggcagCATCCTTTTG

ACTGAAGAATgtaagatcccacctgg

1
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10 117
11 198
12 206
13 177
14 223
15 222
16 205
17 65
18 90
19 175
20 132
21 140
22 138
23 194
24 85
25 206
26 49
27 266
28 125
29 99
30A 187
30B 73
31 95
32 33
33 106
34 75
35 170
36 178
37 116
38 158
39 125
40 130
41 121
42 63
43 107
44 142
45 135
46 104
47 93
48 250
49 87
50 3

ctttgtctggttttagGCCAACTCAA
atttcttcttcccaagGATACCCTGG
ttgtgactctctgcagTGCTTGGTCC
ctetgtgtcttctcagGTATTGGGAT
tetecttttgetttagTTTCATGATC
ggcctcttggtttcagCATGGAAGAA
ctecgecetcactgcagAGCTTACTGT
ttgtctctatttttagGAGACTATGG
cttctgattggtgcagGGTGTTCAAC
ttttttttcctcccagACTCCTTCTT
cgcectgtgttctgcagGTCCATCCTG
tgtcccatectectagCCTCACGGTG
cttettgtgectccagGTGGCATGCA
ggccecctaccttgcagGCAGAACCT
catccatctgttgcagGGGACCTGCA
tittttattgtcatagGGGATGTAAA
ttettcttcttgacagATTTTTCTGA
caatctctcaaaacagGTGGCGCTCA
gtctattctcccacagATCGTGCTCC
gtctcactctgtctagCATGGATGAA
tettgtcttccacgagGGAGTACCCC
cttcaccatcctgcagGTGCAGCACC
tgtctcattgecctcagAGAACACAGC
ttattttggctttcagCTTAAAGAGC
cctgtttecttgtcagGTATGGAGGA
tttacatggtttttagGGCCCTATCA
cctetccaccetctagGTGTGGTTTA
tctggceectgetgcagGCTGACCACT
ctettetctttccgagATGAATTATT
gtctcatttcacacagATGGGCGGTC
tacttctctgtttcagA CGCTGCTCA
tectgttgatgcccagGTGAGGAGCA
ccttttcttcatctagGATTGCCGAG
tcttcatatcttgcagATTTATCTGG
ctotgttttctcctagTGCTTTGGCC
actttttttcttgcagTATTTTAACC
tetttetcttcectagGT TGCAAACT
tetntccaccccccagGATGAGCCCA
ctctectgecccacagCATGGAAGAA
tgtgtgcatcccctagATTTGGAGAT
cttctettacctctagGTGTTTGTAA
tgatctecttccacagGACTGATCTT

CATGATCAGAgtaagggggggttgga
ATACCTGGA Ggtaaggggctgcaacc
TTAAAGACAGgtgatgtttcaggaag
TGGACGATTCgtgagtctgaagttcg
ATTCATCATGgtaagccagatggaga
GAAGGCTGTGgtgaggcccttgggct
GTGTTTCCAGgtaagcatcctectct
GGCGGTGAAGgtgagtcctttaaaac
GGAATACA CGgtaaaacccgataaag
CCACCACCTTgtgagtctgccagcag
TGTTCCACCAgtaagcgacacaggaa
GACCTATCAGgtgctcanagctggat
TATCGCTCA Ggtaacagctgctgctc
AGGCAGTGAGgtaggtgtctgcecac
GTCCTGGATGgtaaggactggacggg
CCTGGAAGA Ggtaaagtagagattcc
CTGTTTGCGGgtatggtgctggagee
CCTGGCGCA Ggtactattgtcggtcg
CCTTCTTCAGgtgcgeggactcggag
GGTGGCTTCCgtaagtgcctacgcge
GCCCCCCCA Ggtacctgacctccasa
GCCCCCCCA Ggtacctgacctccaaa
TAAGAAGCA Ggtaagaagaaatcctt
ATGAACAGAGgtaagaaactattttt
TGTGAGCGGGgtatgtasacagacty
CAACATTAAGgtacttgacctatgta
AGATTACAGTgtaagccaccacagcc
CTGGGA CATCgtaagtgtcagtttac
TGCTGTATGGgtaagccgtttgggee
TAATAACCGGgtgagcataactttct
GCCCGGTTTGgtgggtggtacccgag
TCTCCCAATGgtacgtccatgccaca
ACTAACCAAGgtaagggaatgggtat
CCCTGGAGAGgtgggtactctgcaga
CAGGCAAGAGgtgagtatccngctee
AATCGAAAAGgtgaaaaatgttttgt
GGTGCTGCTGgtaactgegggcttgg
CATCCCA CAGgcaagagattcccagg
TCAAGTCCAAgtaagcagatggtggg
ACTGGACCA Ggcaagttggcectggg
ACAAGCCCAGgtacccctgctgctta

0.8
>10

El gen conté 51 exons i comprén unes 150 kb de DNA genomic. Tots els exons son
codificants, i la pauta de lectura oberta és de 6705 pb. Algun intré fa més de 10 kb de llargada, pero
amb les técniques de PCR utilitzades és dificil precisar la seva longitud (Azarian i col., 1998;
Allikmetsi col., 1998). Un nou exd, € 30b, descrit amb posterioritat, ha afegit 114 pb a la seqiiéncia

inicial (pauta de lectura oberta de 6819 pb). La nova proteina de 2273 aminoacids té una massa

molecular de 240 kD (Cremersi cal., 1998).

Shan caracteritzat 870 pb del promotor, entre ells la caixa TATA a 27 pb a5 de I'inici de
transcripcié (Souied i col., 1999). Aquesta regié esta relativament conservada entre ratoli i humans, i
conté diferents elements cis-reguladors, entre ells dos eements Ret-4, que confereixen |’ expressio
especifica de fotoreceptor (Azarian i col., 1998).

ABCA4 presenta elevada homologia de seqliencia amb els gens ABC1 i ABC2 humans, i també
Abc-1 i Abc-2 de ratoli. A més, s'assembla a un altre gen huma anomenat ABCC que mapa a 16p13.3.
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Tots agquests gens, incloent-hi ABCA4, pertanyen a una subfamilia representada en tots €l's organismes
multicel.lulars des de procariotes a humans (Dean i Allikmets, 1995; Allikmetsi col., 1996). Un dtre
gen huma d'aguesta subfamilia és CFTR, descrit com a gen responsable de la fibrosi quistica (Dean i
Allikmets, 1995) (Taula5).

Taula 5. Gens de la familia ABC i la seva funcié en eucariotes i procariotes (adaptada de Dean i
Allikmets, 1995).

Gen Funcid proteina
Mamifers
CFTR Canal declor
PGP1 Resisténcia a drogues
PGP3 Transportador de sals
MRP Transportador de conjugats de glutatio
TAP Transportador d'antigen HLA de classe |
UR Receptor de la sulfonilurea
OAB Proteinad'unié
Drosophila
w Locus white; transportador del precursor del pigment visual
Llevat
STEG6 Transportador de llevat

PDRS/LEM1/STS1I  Transport d'esteroides, resisténcia a drogues

PAX1 Requerit per créixer en acid oleic

En eucariotes, aquests gens codifiqguen per 2 dominis d'unié a I’'ATP i dos dominis
transmembrana amb 6 segments cadascun (Figura 13). Els dominis d’'unié a I’ATP contenen 2
seqiiéncies conservades anomenades motius Walker A i B, separades per 90-120 aminoacids. A més, el
tercer motiu C, que precedeix a Walker B, diferencia aquesta familia ABC d' altres proteines d’ unio a
I'ATP. La sequéncia de la proteina ABCR és totalment homologa a la de Xenopus i bestiar bovi
descrita als anys 70 per Papermaster i col. anomenada Photoreceptor Rim Protein (RmP) (llling i col.,
1997; Azariani Travis, 1997).
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lummen del dise

el

NBD2

C

Figura 13. Estructura predita per la proteina ABCR. NBD1/2: ATP-nucleotide
binding domainsl/2. Aquests dominis es troben orientats cap a citosol del
fotoreceptor (adaptada de Biswas, 2001). WA: Domini Walker A; WB: Walker
B

Waker B.
3.2.2. Localitzacio

Per hibridacions in situ sobre teixits oculars de ratolins, rates, bovinsi macacs, sha detectat el
transcrit ABCA4 exclusivament a laretina i, concretament, a la membrana de les vores dels discs, dins
e segment extern dels fotoreceptors (Allikmetsi col., 1997a). Si bé en un inici només es va detectar en
bastons, actualment sha demostrat que també es troba als cons (Sun i Nathans, 1997; Molday i col.,
2000). El nombre de molécules dABCR existents a la membrana dels discs dels bastons respecte a les
molécules de rodopsina és 120 molécules de RHO per 1 dABCR. Davant la dificultat d'estudiar una
proteina especifica de cél.lules no cultivablesin vitro, s'han fet estudis d' expressié en cél.lules COS-1,
on I'ABCR recombinant es detecta a la membrana plasmatica. Després de purificar la proteina,
I'activitat ATPasica és comparable a la de la proteina silvestre. Aquests resultats aporten una eina de
treball molt important per fer estudis d'expressié d'd.lels mutats (Ahni col., 2000).

3.2.3. Funcio

La deficiencia en vitamina E en primats provoca acumulacié de lipofuscina en el RPE i déna
lloc a degeneracidé macular. Probablement, aguests acimuls es donen per la incapacitat del RPE de
degradar o reciclar els lipids resultants de la fotooxidacié. Normalment aquesta vitamina es troba en
concentracié elevada en el segment extern dels fotoreceptors, i segurament juga un paper important en

€l restabliment del dany provocat per lafotooxidacio després del's processos de fototransducci. Davant
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la semblanca fenotipica entre pacients STGD i €ls deficients en vitamina E, es va hipotetitzar que
ABCR participaria en € transport lumen-citosol relacionat amb el reciclatge de lipids o els nivells de
vitamina E (Allikmetsi col., 1997a; Suni col., 1999).

Els retinoids, i més concretament el retinal, son els substrats naturals de la proteina ABCR, i

sha demostrat que aquests son transportats a través de les

membranes dels discs cap a citosol (Sun i col., 1999). Sha dltans _y
proposat que ABCR esta involucrat en e reciclaige dels  al-transretinl — /| || ouT
- o : dehydrogenase %
retinoids per tal que la fotoactivacio de la RHO en € cicle ) e =
{ = = ==
de la visié procedeixi en & temps adequat. ABCR actuaria OO ABCR |
com una flipasa, posteriorment una deshidrogenasa reduiria Ll Fa i
11-cis
e tot-trans-retinal que seria tradlladat al RPE per la seva
oxidacié a 11-cis-retinal (Figura 14). Encara no sha esbrinat Figura 14. Funcié dABCR.

Transport del tot-trans-retinal
fora del disc del fotoreceptor
(Suni cal., 1999).

si aquest procés tindria lloc en els cons, on €els discs son
oberts i les membranes continues amb la membrana

plasmaticadel segment extern del fotoreceptor.

Weng i col. (1999) han construit un model de ratoli

knock out per RmP que manifesta alteracions d’ adaptacio ala

— oo
J RPE .;. foscor. A nivell molecular sobserva un increment del tot-
: =" trans-retinal i nivells elevats de fosfatidil-etanolamides (PE)
* ROS E en els segments externs després de I’exposicié a la llum,
e Stargardt disease acumulacié dels complexes PE-[tot-trans-retinal] i deposicio

Figura 15. Possible model dABCR
en la patogénesis de la malatia de
STGD (Sun i col., 1999). ROS: rod
outer segment.

del fluorofor A2E de la lipofuscina en el RPE. Aquests
resultats corroboren € que Sun i col. (1999) havien postulat
sobre un enverinament degut a I'acumulacié dA2E en les

cél.lules del RPE, i una degeneracio secundaria dels

fotoreceptors per perdua de funcié d'aguest epiteli (Figura 15). A baixes concentracions A2E pot induir

apoptosi, pero anivells elevats pot finsi tot disoldre membranes, fet que suposariala mort cel.lular.
3.2.3.1. ABCR, A2E i patologia

L'A2E (N-retinylidene-N-retinylethanol-amine) és un compost que sacumula al RPE al llarg de
lavida. Es un derivat de |es etanolamines (dues molécules de vitamina A i una molécula d'etanolamina)

i és el principal fluorofor de la lipofuscina. La lipofuscina és un potent generador per fotoinduccié de
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radicals lliures d'oxigen i és fototOxica sobre les cél.lules del RPE. A més, és capac de la peroxidacio
de lipids i pot inhibir activitats enzimatiques del mateix RPE (Schutt i col., 2000). A2E es forma a
partir de complexos de tot-trans-retinal amb fosfatidiletanolamines (2:1) en el segment extern dels
fotoreceptors (Eldred i col., 1993). Com a resultat de I’ activitat fagocitica del RPE, I'A2E passa a ser
detectat en els lisosomes d'aquest teixit, produeix un augment de pH en les cél.lules del RPE i aixd
promou la seva degeneracio. En un individu sa, pogques molecules del tot-trans-retinal s acomplexen
amb aquests components lipidics perqué € tot-trans-retinal es regenera rapidament a la forma 11-cis,
pero els pacients STGD presenten nivells molt elevats dA2E en aquest epiteli (Delori i col., 1995).
Experiments en cultius de cél.lules del RPE amb nivells elevats dA2E i exposicio a la [lum, han
demostrat una reduccio de I'activitat cel.lular ales 72h. Aquest fenomen no sha observat en condicions
de foscor 0 a baixos nivells dA2E (Schutt i col., 2000). Actualment creiem que I'increment dels nivells
de tot-trans-retinal dins € fotoreceptor és consequiencia directa del blogqueig de I'activitat dABCR
(Wangi cal., 2000).

3.2.4. Mutacions que causen STGD/FEM

Des de 1997 fins I'actualitat shan descrit més de 200 mutaciosn en ABCA4, distribuides d llarg
de tot el gen perd més freguients en els dominis conservats (Lewis i col., 1999; Webster i col., 2001).
Les més abundants son les mutacions de canvi d aminoacid, i les que introdueixen una aturada de la
traduccid (74%). També trobem alguna insercié o delecié de pocs nucleotids (10'5%), i algunes
mutacions que afecten I'splicing de RNA (112%) (dades de la web de I'HGMD:
http://archive.uwcm.ac.uk/uwecm/mg/hgmd0.html).

En €els pacients arSTGD amb mutacions a ABCA4 sha detectat una freqiiencia de mutacions de
canvi d'aminoacid elevada, i en molts casos es tracta de transicions, degudes a la desaminacid de
residus citosina metilats (Allikmets i col, 1997a; Webster i col., 2001). Sha suggerit que quan aquests
canvis afecten I'extrem amino-terminal de la proteina sassocien a patologies d'aparicié primerenca,
mentre que aquelles que afecten I’ extrem més carboxi-terminal donen Iloc a inicis de maaltia més
tardans (Lewisi col., 1999). També sha posat de manifest que hi ha mutacions especifiques associades
a una determinada edat de manifestacié de la malaltia. En els casos STGD/FFM tardans (35 anys o
més) sha detectat un nombre considerable de mutacions de canvi d'aminoacid fora dels putatius
dominis proteics funcionals. A més, sha comprovat que existeix un nombre elevat d'a.lels complexes o
cromosomes doble mutants, perd no es coneix ni l'origen ni la causa per la qual apareixen més sovint
associades a STGD respecte d'atres patologies causades per ABCA4 (Lewisi col., 1999).
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Shan desenvolupat andlisis funcionals per a determinar els efectes d'agunes d aguestes
variants, ja siguin a nivell del plegament de la proteina o de la seva estabilitat (Sun i col., 2000). Sha
observat que les petites delecions o els aminoacids carregats situats en dominis transmembrana
comporten una disminucié en la quantitat de proteina produida. En sén exemples: una delecio de tres
aminoacids (PAL) ala posicié 176 de la proteina i G1886E. D’atres mutacions que no afecten la
sintesi de la proteina, provoquen alteracions en laregié d'unié al’ATP (Sun i col., 2000). També s ha
demostrat que algunes mutacions de canvi d’ aminoacid provoquen alteracions en el primer i segon lloc
d’ unié al’ ATP simultaniament, degut a que existeix una regulacié alosterica entre aguests dos centres
(Biswasi Biswas, 2000; Biswas, 2001).

Els al.lels mutants més comuns d ABCA4 a Europa i Ameérica son G1961E, A1038V i 2588 G-
>C. La sevarepresentacio en poblacié STGD és d'un 18.5, 18.5 i 6% respectivament (Allikmetsi col.,
1997a; Rozet i col., 1999a; Maugeri i col., 1999; Lewisi col., 1999; Fumagalli i col., 2001). A1038V
es troba freqlientment associada en cis a L541P en poblaci6 italiana (Fumagalli i col., 2001). D'algunes

d'elles se'’n parlara posterioment.

3.2.4.1. Altresgensi loci implicats en la malaltia STGD/ FFM

La mgjoria de casos recessius d aquesta malaltia es poden explicar per mutacions en el gen
ABCA4. Unicament existeixen tres families (dues de Canada i una d' Alemanya) amb diagnostic
arSTGD que no estan lligades a locus STGD1 (Weber i col., 1996). Aquests resultats han fet
guestionar la homogeneitat genética i han suggerit I'existéncia d'un locus minoritari que podria
explicar aguestes tres families. A més a més, també sha descrit una mutacié a la posicié 15257 del
DNA mitocondria en dos pacients diagnosticats amb degeneracio retiniana semblant a STGD (Heher i
Johns, 1993). En qualsevol cas, no shadescrit cap més pacient STGD amb defectes en aquest DNA.

Pel que fa al'heréncia dominant, s han descrit alguns casos STGD (Cibisi col., 1980; Bither i
Berns, 1988; Lopez i col., 1992; Mansour, 1992; Stonei col., 1994; Zhang i col., 1994; Kniazevai col.,
1999) i shan vinculat a tres loci diferents: STGD2 a 13934 (Zhang i col., 1994), STGD3 a 6q11-g15
(Stonei col., 1994) i STGD4 a 4p (Kniazevai col., 1999). La cerca de gens candidats a 6q ha permés
excloure 3 gens com a responsables dels fenotips lligats a aquesta regi6: € gen CORD2, € gen
responsable de lamalatiade Best i e responsable d' una altra variant de distrofia macular (Griesinger i
col., 2000). Finalment una delecié de 5pb ha estat descrita recentment en € gen ELOVL4, un receptor

especific de retina, en les families STGD amb heréncia dominant lligades a STGD3, i en families amb
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distrofia macular autosomica dominant (Zhang i col., 2001). Aquest gen presenta homologia a una

familia de proteines de llevat (ELO gene family) que
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estan involucrades en la biosintesi de cadenes llargues d'&cids grassos. L’estudi d’haplotips de 7
families més de Nord-Ameérica amb diagnostic adSTGD ha demostrat que totes aquestes families
pertanyen a diferents branques d’una gran familia amb el gen responsable de la malaltia situat a 6q.
Aquest fet facilita el consell genétic en aquelles families que presentin STGD dominant lligat a aquest
locus ja que sembla que tots els casos poden provenir d’ un ancestre comu (Donoso i col., 2001).
Actualment el locus STGD2 s ha desestimat perque la familia que presentava lligament en aquesta
regio ha estat remapada a 6q i presenta mutacions en el gen ELOVLA.

Finalment s'ha descrit algun cas dominant de FFM amb mutacions a la periferina (Weleber i
col., 1993).

3.3. VARIANTS D’ ABCA4ASSOCIADES A D'ALTRES DISTROFIESRETINIANES
Des del descobriment del rol dABCA4 en STGD I'any 1997, €l seu estudi en relacié a d'altres
retinopaties ha permeés afirmar que aquest gen no és només responsable de STGD/FFM sind que també

pot explicar un ventall de patologies diferents que afecten laretina.

3.3.1. ABCAA4i retinitis pigmentosa

ABCA4 va ésser el 5¢é gen descrit causant d'arRP. La caracteritzacié d'un nou locus (RP19) a
1p13-p21 (Martinez-Mir i col., 1997), que coincidia amb el locus STGD1, i la posterior caracteritzacio
de mutacions en ABCA4 en pacients arRP va permetre afegir aquest gen a la llista de gens i loci
responsables de RP (Martinez-Mir i col., 1998; a capitol 1.1. de resultats sinclou aquest article que
constitueix un dels punt de partida d'aguesta tesi). Com la resta de gens vinculats a la RP, no és un gen
major sind un dels que explica uns pocs casos d'aquesta patologia.

A diferéncia del que sha detectat en poblacié STGD, les mutacions dABCA4 fins ara descrites
en arRP son al.lels null. Si bé les primeres mutacions descrites eren clarament no funcionals - delecions
grans, truncaments de la proteina o defectes de I splicing del mRNA (Cremersi col., 1998; Rozet i cal.,
1999a)-, les dues Ultimes sdn canvis d'aminoacid -V767D i [W1408R; R1640W]- nuls funcionals
comprovats per assaigs in vitro (Shroyer i col., 2001). Experiments d’expressio del mRNA i de la
proteina, aixi com westerns amb anticossos contra ABCR han revelat que si bé hi ha nivells normals de

MRNA la quantitat de proteina detectada és molt baixa.
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3.3.2. ABCA4i distrofia de consi bastons

Malgrat que per analisi de Iligament shavien descrit diversos loci responsables de casos
d'aguesta patologia, ABCA4 és el primer gen descrit com a causant de la CRD recessiva (Taules 1 i 2
del'apartat 2.1.3.2.).

Les mutacions d'/ABCA4 que corresponien a primer cas CRD descrit, eren relativament
severes. Es tractava d'un pedigri mixte amb individus CRD i RP. Els primers eren heterozigots
compostos per dues mutacions d’ splicing, una conduia a un al.lel null i I'altra reduiala funcié d'un lloc
acceptor d'splicing (Cremers i col., 1998). Estudis posteriors han demostrat que la contribucié
d'/ABCA4 a l'arCRD no és minoritaria i en la poblacié Nord-Europea, ABCA4 explica un 80% dels
casos d'arCRD (Cremers i col., 1998; Maugeri i col., 2000). Andlisis posteriors d'/ABCA4 en poblacid
CRD han corroborat que les formes recessives d’ aquesta malaltia son explicades en |la seva majoria per
defectes en el gen ABCA4.

3.3.3. ABCA4i susceptibilitat genéticaala DMAE

Diversos autors van observar que algunes variants d/ABCA4 (G1961E i D2177N) eren més
freglients en pacients DMAE que en poblacié control (Allikmetsi col., 1997a; Allikmetsi col., 1997b;
van Dridl i col., 1998; Allikmets i col., 2000a). Malgrat les conclusions d'aquests primers treballs van
ésser criticats en base a l'estratégia metodologicai al tractament estadistic de les mostres (Klaver i cal.,
1998; Stonei col., 1998; De laPaz i col., 1999; Kuroiwai col., 1999; Riverai col., 2000). Com que
aquestes associacions son dificils de demostrar ja que depenen en gran mesura del nombre de pacients,
el grau de variabilitat inter i intrapoblacional, el fons genétic de cada individu i I'ambient, en d'altres
analisis el nombre i tipus de canvis nucleatidics en poblaci6 control i DMAE no ha donat diferéncies
significatives (Stone i col., 1998; Guymer i col., 2001). Aixi, doncs, existeix una gran controversia
guant a aquesta associacid. Una possible causa és que en aguests estudis la variant exudativai I'atrofica
han estat considerades com una sola entitat, pero en canvi, els pacients DMAE que presenten aquestes
variants dABCA4 son afectats principalment de la forma atrofica. Avui dia s'han redlitzat estudis
separant els dos grups de pacients i s'ha observat que ABCA4 es troba rarament involucrat en les
formes familiars exudatives de DMAE (Souied i col., 2000).

El model muri transgénic hemizigot per ABCA4 (+/-) presenta un fenotip semblant a STGD,
perd la progressio de la patologia és molt més lenta, fet que |'apropa a la DMAE. També sobserven

acumulacions dA2E a RPE. Aquests resultats aporten el primer model animal per desenvolupar noves
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intervencions terapeutiques que inhibeixin I'acumulacié patologica de la lipofuscina (Mata i col.,
2001).

3.3.4. Model de correlacions genotip-fenotip per ABCA4

Sha proposat un model que relaciona les mutacions d'/ABCA4, classificades d'acord amb la
reduccié de funcié, amb un fenotip determinat, de forma que I'activitat dABCR es correlaciona
inversament amb la severitat de la malaltia. Segons aquest model el fenotip més sever i progressiu, la
RP, seria causat per mutacions de pérdua total de funcid de la proteina ABCR; la CRD per una
combinacié d'un al.lel nul i un a.lel moderadament sever (ABCR mantindria una certa activitat
residud); la malaltia de STGD per la combinacié d'un al.lel greu i un al.lel lleu (I'activitat dABCR
estaria lleugerament afectada) o per dues ateracions moderadament severes (cadascun dels al.lels
ABCR donaria activitat baixa); FFM resultaria de combinar dues alteracions lleus (fet que explicaria
gue € fenotip es manifestés més tard en lavida) i finalment ésser portador d'un al.lel dABCA4 podria
predisposar alaDMAE (Martinez-Mir i col., 1998; Cremersi col., 1998; Rozet i col., 1998; van Driel i
col., 1998; Allikmetsi col., 2000a; Lewisi col., 1999; Maugeri i col., 1999; Shroyer i cal., 1999; Lewis
and Lupski, 2000)

Genotype Phenotype
null/null ——— >  Retinitis pigmentosa

hypo/nul ———» Cone-Rod dystrophy

hypo/null Stargardt disease
ABCR or _
activity hypo/hypo Fundus flavimacul atus
hypo/wt » Age-related macular
degeneration
wit/wt » Normal

Figura 16. Fenotips associats a mutacions d/ABCA4. Null: Mutacions que donen lloc a

una proteina no funcional; Hypo: al.lels hipomorfics, funcié residual; WT: al.lels

silvestres (Shroyer i col., 1999).

Aquest model, que en principi no precisava el concepte de mutacié severa, moderadament
severa 0 lleu, s'ha anat definint gracies als nombrosos estudis redlitzats. Mutacié severa seria la que
provoca una pérdua total de funcié de la proteina, com per exemple mutacions que interrompen la
pauta de lectura o les que afecten I'splicing. Aquest tipus d’ ateracions sassociarien a malaties de
progressié molt rapida i que cursen amb pérdua de fotoreceptors i defectes en el RPE. Mutacions
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moderadament severes serien aguelles causades per canvis d’aminoacid que afecten a dominis
conservats, putativament rellevants a nivell funcional, per exemple les que afecten elsdominisd’unié a
I’ATP 0 a determinats segments transmembrana. Aguestes variacions aterarien el plegament dABCR
perd no anularien totalment la seva funcid. Mutacions lleus serien aquelles que afectarien dominis no
conservats i que probablement donarien lloc a canvis d'un aminoacid per un atre del mateix grup. Tant
les moderadament severes com les més lleus provocarien I’acimul de substancies en e RPE, amb
posterior afectacié dels fotoreceptors. Finament en la DMAE, amb un (nic al.lel afectat, la
manifestacié de la malaltia seria molt més tardana, I'acumulacié d'agents toxics al RPE gradua i la
perdua de funcié fotoreceptora molt més lenta (Shroyer i col., 1999). Segons aguest model, la
variabilitat interfamiliar del fenotip STGD "classic”, en relacio al'edat d'aparicié de lamaladtiao ala

severitat, dependria de la combinacio d'al.lels en un individu determinat (Lewisi col., 1999).

4. HETEROGENEITAT GENETICA | UNIFORMITAT CLINICA.

La retinitis pigmentosa pot ser causada per mutacions en molts gens diferents (apartat 2.2.1.).
En aquest apartat, es parlara dels gens i loci associats a les diferents formes de retinopatia hereditaria,
les estratégies utilitzades per a la seva identificacio, la seva classificacio i I'identificacié de nous gens
responsables de RP. Posteriorment, es consideraran les bases genétiques de I'arRP en €l panell de 52
families epnyoles que shan analitzat en aquest grup en els darrers 10 anys, per finalment presentar els

gensi loci que s han analitzat en aguest treball.

4.1. GENSI| LOCI RESPONSABLESDE LA RP

4.1.1. Estrategies per alaidentificacid de nous gensi loci

Actuament, en les malalties monogeniques, la cerca i localitzacio del gen es basa en I'andlis
de lligament (Evansi Bird, 1996). Una caracteristica de la RP, és que encara que hi hagi potencialment
molts gens responsables, en cada familiala patologia cosegrega amb un gen diferent.

Mitjancant I'analis de lligament Sidentifica la regié cromosomica en la que hi ha € gen
responsable de la patologia. L'existéncia de mapes genetics d' alta resolucié que contenen marcadors
polimorfics de tipus microsatél.lit distribuits uniformament al llarg del genoma ha facilitat enormement
aquesta tasca (Weissenbach, 1993). Actualment, es disposa de diferents bases de dades de marcadors
polimorfics per aguest tipus d’andlisi a través d'Internet. Un exemple és el Genéthon, que ofereix una
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base de dades de 9.900 marcadors de tipus microsatél.lit, un 56% dels quals son altament polimorfics,
amb una heterozigositat mitjana del 70% (CEPH GENOTY PE DATABASE V9.0, Setembre 2000).
Mitjancant I'analisi de lligament s ha identificat més de 20 loci implicats en patologies de la retina i
coroides en els darrers 10 anys.

Un cop sidentifica un locus, per dillar el gen causant de la malaltia se segueix |'estrategia de
['andlisi de candidats posicionals. D'acord amb els gens identificats o predits de les bases de dades
del genoma huma, els models animals han ajudat en molts casos a la identificacio de gens candidats
potencials.

A més de l'andlisi de lligament, alguns gens implicats en la RP shan descobert fent estudis de
candidats funcionals. En aquest cas, no es requereix disposar de families grans. Senzillament, es

procedeix al'analisi directe dels gens candidats per funcié en individus afectats i poblacié control.

4.1.2. Classificacio dels gensi loci responsablesdela RP

Actualment, els gens associats a la RP poden ser classificats tenint en compte diferents
parametres. Si bé la distribucio classica es basa en €l tipus d’ heréncia, es poden classificar en 6 grups
funcionals d'acord amb la seva contribucié a: 1) la cascada de fototransduccid (incloent-hi els
responsables del retorn a |’estat de foscor); 2) proteines estructurals dels discs; 3) metabolisme del
retinol; 4) factors de transcripcié; 5) un grup nou on s'inclouen dos gens descrits recentment que
codifiquen per proteines que juguen un paper important en el fenomen d’ splicing del mRNA; i 6) un
grup de gens la funcié dels quals no és clarament coneguda. El pendltim grup ha obert noves
perspectives en la RP ja que son gens que s expressen ubiquament perd només provoguen defectes a
nivell dels bastons, al contrari de tots el's gens descrits fins ara que presenten expressio restringida a la
retina (Baehr i Chen, 2001).

A laTaula6 esrecullen elsloci implicats en RP en els que encara no s haidentificat el gen. En aquesta
taula la classificacié esta feta segons €l tipus d heréncia. A la Taula 7 es descriuen tots €s gens RP

caracteritzats fins avui. No sinclouen les formes sindromiques.
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Taula 6. Loci responsables de RP en els que encara no s ha descrit €l gen corresponent (RetNet).

Posici6 L ocus Referéncia

cromosomica

AD
1913-23 RP18 Xui col.,1996
7p15.1-p13 RP9 Inglehearni col., 1993
17g22 RP17 Bardieni col.,1995
AR
2p11-16 RP28 Gui col.,1998
2931-933 RP26 Bayési col.,1998
4932-934 RP29 Paynei col.,2000
6014-921 RP25 Ruizi col.,1998
14911 RP16 Bruford,1994
16p12.1-p12.3 RP22 Finckhi col.,1998
LX
Xp22 RP23 Hardcastlei col.,2000
X0g21.3-p21.2 RP6 Otti cal.,1990
Xq26-27 RP24 Gieser i col.,1998

AD: autosomica dominant; AR: autosomica recessiva; XL: lligada

a cromosoma X.

Taula 7. Gens RP identificats fins avui dia (RetNet; Wang i col., 2001).
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Gen (grups funcionals) Posici6 crom. Tipusd'heréncia Referéncia

Fototransduccio

Rodopsina (RHO) 3021-g24 AD/AR Rosenfeld i col.,1992
Fosfodiesterasa GMPc oo (PDE6A) 5031.2-34 AR Huang i col.,1995
Fosfodiesterasa GMPc 3 (PDE6B) 4p16.3 AR Huang i col.,1995
Canal cationic GMPc oo (CNGA1)  4p14-g13 AR Dryjai cal.,1995
Canal cationic GMPc g (CNGB1)  16013-¢21 AR Bareil i col.,2001
Arrestina (SAG) 2937.1 AR Nakazawai col.,1998

Proteines estructurals

Periferina (RDS) 6p21.1-cen AD/ Dig Kgiwarai col.,1991/1995
ROM-1 11913 AD/ Dig Kajiwarai col.,1995

Metabolisme dél retinol

RLBP1 15026 AR Maw i col.,1997

RPEGS 1p31 AR Morimurai col.,1998
ABCA4 1p21-p13 AR Martinez-Mir i col.,1998
RGR 10g23 AD/AR Morimurai col.,1999

Factors de transcripcio

NRL 14911.1-11.2 AD Bessant i col.,1999
CRX 19qg13.3 AD Sohocki i col.,1998
NR2E3 15q23 AR Gerber i col.,2001

Factors d' splicing del mRNA

PRPCS8 17p13.3 AD McKiei col.,2001
PRPF31=PRKCG 19q13.4 AD Vithanai col.,2001

Proteines de membrana
USH2A 7931.3 AR Rivoltai col.,2000

Proteines de funcié desconeguda

CRB1 1931-g32.1 AR den Hollander i col.,1999

MERTK 2q14.1 AR Gal i col.,2000

PROML1 4p AR Maw i col.,2000

TULP1 6p21.3 AR Hagstromi col.,1998

ORP1 8pl1-21 AD Piercei col.,1999
Sullivani col.,1999

FSCN2 17925 AD Wadai col.,2001

RPGR Xp21.1 LX Meindl i col.,1996

RP2 Xpl1l.3-p11.2 LX Schwahn i col.,1998
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Abreviatures: RLBP1: Retinal binding protein 1, PRPCS8: precursor mRNA processing protein C8;
PRPF31: precursor mRNA processing protein F31 (human homolog of yeast pre-mRNA splicing
factor); MERTK: c-mer protooncogene receptor tyrosine kinase; PROML1: prominin (mouse)-like 1;
TULPL: tubby-like protein-1; ORP1: oxygen-regulated photoreceptor-1; RGR: RPE-retinal G protein-
coupled receptor; NR2E3: nuclear receptor subfamily 2 group E3; FSCN2: retinal fascin; RP2:
Retinitis pigmentosa protein 2.

4.1.3. Estratégies per ala cerca de mutacions

Perqué un gen candidat sigui caracteritzat com a responsable o causant d'una patologia sha de
demostrar que hi ha mutacions en aquest gen presents en els pacients i no detectades en poblacid
control. Per aix0, es disposa de diverses técniques ampliament descrites en la bibliografia. L'andlisi de
SSCP (Sngle Srand Conformation Polymorphism), el DGGE (Denaturing Gradient -Gel
Electrophoresis) i la deteccid d’ heterodUplex son tres estratégies metodol dgiques molt emprades en la
década dels 90 (Orita, 1989; Cremonesi i col., 1997; Cremonesi i col., 1999). Cap d'€lles, pero,
garanteix un 100% d'eficiéncia de deteccid. La sequienciacio directe de les zones exoniques i de les
regions introniques flanquejants assegura una eficiencia maxima i, per atra part, el desenvolupament
d’equips nous de seqlienciacié que permeten I'analisi d'un nombre elevat de mostres amb un temps
d’ execucié molt reduit, hafacilitat € seu Us.

Les analisis de cosegregacié i homozigositat representen un primer pas per reduir €l nombre de
mostres a seqlienciar, ja que permenten excloure la implicacié d'un determinat locus/gen patogenic en
una familia mitjangant I'analisi de marcadors polimorfics flanquejants i/o intragenics. En les families
consanguinies, a més, el criteri d'homozigositat és una estrategia addicional, i a vegades I'Unica, que
facilital'exclusio del gen en una primerafase. Si I'al.lel ésidéntic per descendéncia, esperarem que els
individus afectats en una mateixa familia siguin homozigots. La combinacié d'ambdues estratégies ha

permeés detectar un gran nombre de variants en gens candidats associats a degeneracions de laretina.

4.2. ANALISI DE GENSI| LOCI RESPONSABLESD'arRP

4.2.1. Antecedents

Els gensi loci descrits com a causants de les formes recessives no sindromiques de la malaltia
han estat descrits per analisi de Iligament en families concretes, o per I'andlis de gens candidats
posicionals o funcionals. S han trobat mutacions recessives als gens RPEG5, ABCA4, CRB1, MERTK,
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SAG, RHO, PDE6GB, CNGA1, PDEGA, TULP1, RGR, NR2E3, RLBP1, PROML1, CNGBL1 (Taula 7,
apartat 4.1.2.). Per lligament genetic shan caracteritzat els loci segiients: RP28, RP26, RP29, RP25,
RP16 i RP22 (Taula 6, apartat 4.1.2.). La majoria d’ aquests gens s expressen en les cél.lules
fotoreceptores, alguns en e RPE, com RPE6G5 i RLBP1, i finsi tot en les cél.lules de Mller com és €l
casde RLBP1 (Wangi col., 2001).

4.2.2. Gens candidatsi loci analitzats en 52 families espanyoles

Abansdel’inici d aquestatesi, s havien andlitzat diferents gensi loci de RP, lamajor part amb
heréncia recessiva i algun cas simplex, en un grup de 52 families espanyoles. Un 61% d'aquestes
families eren consanguinies. Nou gens candidats (RHO, PDE6A, PDE6B, PDE6G [subunitat y
inhibidora de |la fosfodiesterasa del cGMP], RDS, ROM-1, SAG, RCV, NRL) havien estat assajats per
cosegregacié i homozigositat seguit de SSCP per tal de caracteritzar mutacions. A més, en dues
families consanguinies d'aguesta col.lecci6, es van mapar dos nous loci darRP (RP19 i RP26) per
andlisi de lligament (Martinez-Mir i col., 1997; Bayés i col., 1998), i també es van anditzar per
cosegregacio els loci RP12, RP14, 6p i 1. Amb tot, només es van trobar mutacions a PDE6B, on es
van caracteritzar tres variants en homozigosi en tres families diferents (Bayési col., 1995; Vaverde i
col., 1996a; Valverdei col., 1996b). En aquesta tesi sha proseguit el treball iniciat analitzant nous gens

candidats d'arRP en & mateix panell de families.

4.2.3. Gensi loci analitzats en aguest treball

ABCA4 sha considerat en |'apartat 3 de la introduccio (pag. 27-32) pd fet que sha associat a
d'atres retinopaties, malgrat ha estat objecte intens d'estudi com a gen candidat.

4231 TULPI1

El ratoli Tubby és un model animal natural d'un fenotip sindromic que inclou RP, obesitat,
resistencia a la insulina i defectes sensorials que li provoquen sordesa. El gen responsable d’ aquest
fenotip és Tub, e primer membre d'una familia anomenada TULP (Tubby-like proteins) present en
plantes, invertebrats i vertebrats (Noben-Trauth i col., 1996). Les diverses proteines TULP difereixen
en els extrems N-terminals pero les seves regions C-terminals estan conservades i en aquest extrem es
troben uns 260 aminoacids que defineixen € domini Tubby. En els humans s han descrit 4 membres

d' aquesta familia amb patrons d'expressio diferents; TUB s expressa ubiquament; TULP1 s expressa
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exclusivament a les cél.lules fotoreceptores; TULP2 es detecta aretinai atesticle, i finalment TULP3
sexpressa ales neurones ganglionars de laretinai ala capa nuclear interna (North i col., 1997; Nishina
i col., 1998; Ikedai col., 1999).

TULP1 va ser clonat i mapat a 6p21.3 per

Chromosome 6 hibridacio in situ fluorescent (FISH) per North i col.
, == D65439 El seu patr6 d'expressio i I'homologia de seqiiéncia
L descrita amb €l gen Tub, que afectala visié del ratoli
Ry . Tubby, van suggerir que podria ser un bon candidat
— D6S2187 . :
el locus RP14 (Figura 17). Es va descriure
RP14 { 0213 p (Fig )

[ligament amb RP14 en una extensa familia arRP
dominicana (Knowlesi col., 1994).
TULP1 dicta la sintesi d'un cDNA de 2116

] —-D652003
& pb i codifica per una proteina de 542 aminoacids
1-. (North i col., 1997). Conté 15 exons i ocupa una
' L regié genomica de 11Kb (Banerjeei col., 1998). Per
: L D6S2128 homologia de seqiiencia no sha pogut inferir la seva
i — D6S1875 funcié, i tampoc es coneix la funcié de la resta de
: membres d'aquesta familia. L'estudi fenotipic dels
'._ ratolins Tulpl -/- (Hagstrom i col., 1999; |kedai col.,
. = D6S291
1 1999), i els assaigs immunohistoquimics (Kikuchi i
w N col., 2000) han suggerit que TULP1 participariaen el

transport de la rodopsina des del Iloc de sintes fins
Figura 17. Localitzaci6 del locus RP14 i € gen L, ,
TULPL1 en d brag curt del cromosoma 6 la seva correcta posicio als segments externs. D'altra

(edaptada de Northii col., 1997). banda, TUB i TULPL, tot i pertanyer a la mateixa
familia i expressar-se a mateix teixit, no son
proteines intercanviables funcionament. Si bé els ratolins heterozigots dobles per a mutacionsa TUB i
TULP1 presenten un fenotip normal, en els homozigots per mutacions en qualsevol dels dos gens
sobserva degeneraci6 dels fotoreceptors (Hagstrom i col., 2001).

Durant el transcurs d’ aquesta tesi tres grups van descriure mutacions en el gen TULP1 (RP14)
en pacients afectats d'arRP (Hagstrom i col, 1998; Banerjee i col, 1998; Gu i col., 1998). Totes les
mutacions detectades afecten |’ extrem C-terminal conservat. Els fenotips observats en aquests pacients
son, comparativament amb el's d'atres gens causants d'arRP, molt més severs. A més, ho presenten cap

simptoma relacionat amb sordesa o obesitat.
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4.23.2. CNGA1

El gen CNGA1 (4p14-q13) codifica per la subunitat o del cana cationic depenent de cGMP
situat a la membrana plasmatica del segment extern dels bastons. Aquests canals juguen un paper
important en & procés de fototransduccio controlant |’ entrada de cations de sodi i de calci a segment
extern del fotoreceptor com a resposta a canvis en les nivells de cGMP (veure Figura 4 de |'apartat
1.2.2) (Molday i Hsu, 1995). En humans, aquests canals son vies transportadores de ions formades per
complexos heterotetramérics de dues subunitats o (63KDa) i dues B (240KDa) (Chen i col., 1993;
Chen i col., 1994). A més, sha descrit una subunitat y de funcié desconeguda que forma un complex
amb la subunitat B. La clonacio de les proteines del canal cationic dels cons ha posat de manifest que
bastons i cons expressen proteines diferents per aquests transportadors (Bonigk i col., 1996; Wissinger
i col., 1997). Ambdues subunitats o, i B presenten unaregié central de 6 segments transmembrana, un
domini d'uni6é a cGMP, un motiu de tipus sensor de voltatge i un porus (Dhallani col., 1992; Fittler i
col., 1992).

CNGAL conté 10 exons, €s dos primers no son codificants, i la unitat transcripcional abarca
més de 40 Kb. El seu cDNA té 2082 pb, i la proteina 686 aminoacids (Dhallan i col., 1992; Pittler i
col., 1992; Griffini col., 1993).

Shan descrit 5 mutacions a CNGAL, totes elles null, associades a casos darRP (Dryjai cal.,
1995b). La subunitat codificada per CNGA1 pot per ella mateixa formar un canal funcional, mentre
gue shipotetitza que la subunitat  tindria merament una activitat reguladora (Molday i col., 1999).

Recentment, sha descrit una mutacié recessiva a la subunitat 3 dels bastons (CNGBL)

localitzada a 16013-g21, que en homozigosi causaarRP (Bareil i col., 2001).

4.2.3.3. RPGRIP1

RPGR (Retinitis pigmentosa GTPase regulator) correspon a locus RP3 situat al cromosoma X.
La funcié de RPGR és desconeguda, perd es creu gue interacciona amb la subunitat 6 de la PDE
(PDE6D) dels bastons (Linari i col., 1999). Si bé I'expressid de RPGR és ubiqua, mutacions en aguest
gen donen un fenotip patologic restringit a la retina. La major part d'aquestes afecten el domini
anomenat RHD, de RCC1 homologous domain, on RCC1 codifica per un factor intercanviador de
guanines de GTPases (GEF). La presencia del domini RHD a RPGR suggereix una funcio reguladora
d'alguna proteina G desconeguda (Vervoort i col., 2000). Quan el domini RHD es troba mutat, la unié
de RPGR ales proteines diana queda bloquejada.
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Mitjangcant el sistema de dos-hibrids de llevat, sha tractat de caracteritzar proteines que
interaccionin amb RPGR, i concretament al domini RHD (Boylan i Wright, 2000; Roepman i col.,
2000). El crivellatge d'una llibreria de cDNA de retina bovina ha permes identificar RPGR/PI1 (RPGR
interacting protein 1). El gen huma corresponent, amb 15 exons predits, ha estat mapat a 14q11,
coincidint amb el locus RP16. Curiosament, NRL (Neuronal Retina Leuzine zipper), un factor de
transcripcié especific de retina també se situa a la mateixa regié cromosomica. Pel que fa a patro
d'expressio, RPGRIP1 es detecta en molts teixits en bovins, mentre que en humans només sha detectat
atedticlei retina (Boylan i Wright, 2000). Shan fet estudis de I'expressio de les mutacions descrites en
e domini RHD de RPGR (descrites com a causants de xIRP) i sha pogut demostrar que bloquegen la
unié RPGR-RPGRIP1. Pd que fa a la proteina RPGRIP, sembla estar relacionada amb el transport
vesicular en es bastons (Roepman i col., 2000). Estudis immunohistoquimics han revelat que
RPGRIP1 és un component del cili connector dels bastons i dels cons, i que una de les seves funcions
és I'anclatge de RPGR al cili. Aquest fet suggereix un paper de RPGRIP1 com a regulador del
transport d'algunes proteines des del segment intern, on son sintetitzades, al segment extern on
realitzen la sevafuncio. El gen RPGRIP1 és un nou candidat per alaRPi pel locus RP16 (Hong i col.,
2001).

S han dut a terme les primeres cerques de mutacions en RPGRIP1 en pacients afectes de RP i
de I'amaurosi congenita de Leber (LCA), una dtra distrofia de retina responsable d'una ceguesa
congeénita (Dryjai col., 2001; Gerber i col., 2001). Si bé fins ara shan descrit un total de 13 mutacions
associades a la LCA, no s ha detectat cap variant en pacients RP. Recentment shan descrit 9 exons

codificantsa’5' del gen que shan d'afegir as 15 exonsinicialment predits (Figura 18).

Figura 18. Exong/introns de RPGRIP1. Sassenyalen els 9 exons predits recentment a5' del
gen (Gerber i col., 2001).
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4.234. MERTK

MERTK codifica per un receptor tirosina-quinasa (Gal i col., 2000). Va ser descobert quan
tractaven de caracteritzar € locus responsable del fenotip de pérdua de visié de la rata RCS (Roya
College of Surgeons) (Dowling i Sidman, 1962). Aquest animal és un model classic per al’estudi de
degeneracions de retina malgrat que no es coneixia el defecte genétic responsable d'aquest fenotip. A
nivell patofisiologic, shavia observat una alteracié en € procés de fagocitosi dels fragments externs
dels fotoreceptors i, en conseqiiéncia, hi havia una pérdua progressiva de bastons i cons (Bok i Hall,
1971).

Mitjancant clonaci6 posiciona es va identificar el defecte molecular subjacent (D’Cruz i cal.,
2000). Es tracta d'una delecid que afectava € lloc acceptor d'splicing del segon exd d'un receptor
tirosina-quinasa anomenat Mertk. La uni6é dels exons 1 i 3 produia un canvi en la pauta de lecturai es
generava un cod6é d'aturada prematura de la traduccié. L'ortdleg huma de Mertk s'ha situat al
cromosoma 2qg14.1.

Una cerca exhaustiva de mutacions al gen MERTK huma en tres pacients afectes de RP va
permetre identificar 3 mutacions. Aixi es demostrava la relacié entre un procés de fagocitosi dels
segments externs defectuds i lagénesi de distrofies de retina humanes (Gal i col., 2000).

El gen MERTK té un cDNA de 2195pb i esta estructurat en 19 exons codificants (Figura 19).
Déna lloc a una proteina de 984 aminoacids i presenta dominis de tipus IG, fibronectina,

transmembranai tirosina-quinasa conservats (Gal i col., 2000).

2070del AGGAC
IVSl(iM->G Rﬁle

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15

16
l] lg- ﬂ FN-like E ™ E TK

17 18 19

Figura 19. Estructura génicade MERTK on se senyalen els dominis proteics conegutsi les tres mutacions
identificades en aquest gen en pacients RP (Gal i col., 2001).
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4.2.3.5. RPE6S

RPE6G5 codifica una proteina de 61 kD especifica de I'epiteli pigmentari de la retina que
representa més d'un 10% del contingut proteic d'aguest teixit. EI gen es troba altament conservat en
vertebrats i la seva funcié esta vinculada d'alguna manera a metabolisme de la vitamina A (Wright,
1997). D'una banda, sha establert que RP65 sassocia amb 1'11-cis-retinol deshidrogenasa. D'dtra
banda, sha proposat que sigui la fotoisomerasa que catalitza el pas del tot-trans-retinol a la forma 11-
cis, jaque € ratoli deficient en RPE65 acumula ésters de tot-trans-retinil i no produeix 11-cis-retinoids.
A més a més, en aquest ratoli no s observa rodopsina funcional malgrat que I'opsina esta present a la
membrana dels discs (Redmond i Hamel, 2000).

El gen RPE6G5 va ser mapat a 1p31 (Hamel i col., 1994) i conté 14 exons codificants en una
regié genomica de 20 Kb. S'han descrit mutacions null que donen lloc a distrofies severes de la retina
com sbn |I’amaurosi congénita de Leber (LCA), casos recessius de la distrofia de retina severa de
I'infantesa (arCSRD) i també la arRP juvenil (Gu i col., 1997; Marlhens i col., 1997). Mutacions en
RPEG5 explicarien un 16% dels casos de LCA, un 5% dels casos de arCSRD i un 2% dels casos de
arRP (Morimurai col., 1998).

4.2.3.6. El locus RP25

El mapatge de receptors de I’ acid y-aminobutiric (GABA) -el neurotransmissor més important
del sistema nervids central- per la seva associacié a la RP, va dur a la identificacié d'una regié
d'homozigositat a brag llarg del cromosoma 6, entre els marcadors D6S257 i D6S1644, que
cosegregava amb la malatia (Ruiz i col., 1998). En aguest nou locus de 16.1 cM, anomenat RP25, es
localitzen dues subunitats del receptor GABA [GABRRL1 i GABRRZ2] (Bormann i Feigenspan, 1995), i
solapa amb els loci CORD7 (responsable de la distrofia de cons i bastons) i STGD3 (responsable de la
malaltiade STGD amb heréencia dominant).

L’ estudi del locus RP25 en una familia paquistani va permetre reduir I'interval inicial de 16 a
2.4 cM, entre els marcadors D6S257 i D6S430 i, aixi, va quedar exclos CORD7 (Ruiz i col., 1998). Els
candidats GABA d'aguesta regi6 també quedaven exclosos (Khalig i col., 1999). Tot i aixo0, es va
realitzar la cerca de mutacions en €s gens GABRRL i GABRR2 en les families espanyoles, i no es va
detectar cap variant (Marcos i col., 2000). El nou interval definit no conté candidats clars perd s'hi han
descrit ESTsde cervell i algunesd' elles d'expressié alaretina (Khaliqi col., 1999).

Recentment s'ha descrit un nou gen ELOVL4 (Zhang i col., 2001) com a responsable del
fenotip STGD3 i també de la distrofia macular autosomica dominant (ADMD). El fet que aguest gen es
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localitzi dins I'interval d homozigositat del locus RP25 i la implicacié d'aquest locus en I'arRP en
families espanyoles ha portat a Li i col. (2001) a analitzar-lo. El resultat ha estat I’exclusié del gen
ELOVL4 com a causant del fenotip RP25 i per tant STGD3/ADMD i RP25 no estan causades per

variants al.léliques del mateix gen.

5. MODELSANIMALS.

Els models animals han estat de gran gjuda per a descobrir gens responsables de diferents
patologies de la retina. Els models naturals s'han descobert a través de fenotips concrets i
posteriorment s ha identificat la causa genetica de I’ alteracié. Els diferents tipus de models transgénics
han permeés conéixer alguns dels processos que es desencadenen a partir de variacions en un gen
determinat. Aquest és un camp molt ampli que presenta grans perspectives de futur en relacié a
terapies que posteriorment es podrien aplicar al'home. En aquest apartat es parlara de Drosophila com
aorganisme model i de models de vertebrats, tant naturals com transgénics, que han permes ampliar €

coneixement de les retinopaties.

5.1. DrosgphilaCOM A ORGANISME MODEL

Existeixen més semblances que no diferéncies entre els fotoreceptors de vertebrats i els
d'invertebrats. Ambdds grups presenten una compartimentacié especifica on hi trobem la maguinaria
de fototransduccié, ja sigui en forma de discs membranosos en els vertebrats o en forma de
prolongacions membranoses dins una estructura cilindrica com és el rabdomer en Drosophila. El
potencial genétic Unic de Drosophila ha permés identificar els components de la cascada de
fototransduccié i també les andlisis fisiologiques que han suposat la comprensié dels processos
moleculars dins € fotoreceptor. Actualment s’ han clonat més de 20 gens a Drosophila amb mutacions

gue generen defectes en lavisio (Hardie i Raghu, 2001).
52. MODELSANIMALSVERTEBRATS
La majoria dels models animals vertebrats de que disposem avui dia sén models murins.

Existeixen, pero, diferents grups que treballen amb models transgénics canins i porcins, més propers

als humans.
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5.2.1. Models animals naturals

El ratoli rd presenta un fenotip de degeneracié retiniana equivalent a la RP humana que
shereta de manera autosdmica recessiva. A principi dels anys 90, es va determinar que aquest fenotip
resultava de defectes al gen Pdeb, I"homoleg muri del gen PDE6GB (Bowes i col., 1990; Bowesii col.,
1993; Pittler and Baehr, 1991). Els estudis fisiopatol dgics realitzats en aquest ratoli han mostrat elevats
nivells de cGMP a la retina, que comporten un augment de la conductancia a través dels canals
depenents de cGMP, i la consequent alteracio dels gradents electroquimics que poden arribar a ser la
causant de lamort cel.lular. A més a més, I’ entrada massiva de ions de calci ala cél.lula pot estimular
I"apoptosi (Pierce, 2001).

El ratoli rds (fetinal degeneration slow) amb fenctip similar a la RP humana, és homozigot
per a una mutacié null a gen de la periferina/RDS (Travis i col., 1989). Pel que fa a la patofisiologia
aquest ratoli no pot desenvolupar correctament els segments externs dels fotoreceptors, incloent els
discs, fet que demostra que la proteina té una funcié estructural essencial per a la correcta formacié
d’ aquests. Encara no es coneix com les cél.lules fotoreceptores del ratoli rds entren en apoptos (Travis
i col., 1989).

Larata RCS (Royal College of Surgeons) també presenta alteracions de la visio semblants ala
RP humana. L'alteracio fisiopatologica aparent en aguest animal esta relacionada amb |a fagocitosi
correcta dels segments externs dels fotoreceptors per part del RPE i es va proposar que en larata RCS
potser mancava un receptor especific del RPE necessari pel reconeixement d'un lligant present a
segment extern dels fotoreceptors (McLaughlin i col., 1994). Actuament aquesta hipotesi ha estat
vaidada amb la caracteritzacio de Mertk (D’ Cruz i col., 2000).

En un gos deficient natural per RPE65 s han detectat les disfuncions tipiques de la malatia
de Leber humana. En aquest model s'ha introduit una copia silvestre del gen i s’ ha observat una total
recuperacié de la funcié visual. Fins llavors, la transferéncia d'una copia silvestre sols produia un
alentiment de la perdua de la funcié visual sense promoure una recuperacio total de lavisié (Acland i
col., 2001).

Aquests models naturals han servit posteriorment de base per a generar transgenics, en els que

sha introduiit la copia silvestre del gen corresponent i, en tots €ls casos, s'ha observat una reversié
parcial o total del fenotip.
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5.2.2. M odels transgénics

Shan utilitzat models animals per delecié per determinar la funcié d'una proteina en relacio a
malalties de la visi6. També sha introduit una copia silvestre d'un gen per tal de revertir un fenotip
patologic, aixi com construccions amb mutacions concretes per assgjar € paper patogénic de les
variants. S6n molts els exemples que existeixen avui dia en la literatura i I'esfor¢ en aquest camp ha
permeés disposar de coneixements dirigits cap a |'establiment de terapies géniques (Kumar-Sharma i
Ehinger, 1999; Dejnekai Bennet, 2001).

6. ESTRATEGIES TERAPEUTIQUES.

Actualment no existeix cap tractament eficag pels pacients amb distrofies de la retina. El
coneixement adquirit darrerament sobre la base genetica d'aquestes malalties ha millorat en alguns
casos el diagnostic de les mateixes, perd no ha aportat encara cap novetat terapéutica especifica. Un
exemple n'és I'estudi del gen ABCA4, relacionat amb algunes d aquestes patologies. La gran
informacié obtinguda en els darrers anys, tant a nivell de la relacid genotip-fenotip, com a nivell
genétic i funcional, no ha quedat reflectida en una millora terapéutica. Actualment, els esforgos
sencaminen cap a incrementar o millorar la funcié de transport dABCR i prevenir I’acumulacié de

productes toxics derivats d'un mal funcionament de |a proteina (Allikmets, 2000b).

6.1. TRACTAMENTS FARMACOLOGICS, TRASPLANTAMENTS CEL.LULARS| ALTRES
APROXIMACIONS

Els pocs tractaments farmacologics que s estan desenvolupant estan relacionats amb els
models animals, pels quals es coneixen detalls de la seva patofisiologia. Per exemple, en € ratoli rd la
mort dels fotoreceptors de la retina és conseqiiéncia de la manca de producte de PDE6B, i sobserva
una pujada dels nivells de cGMP que provoca que €els canals cationics depenents de cGMP estiguin
sempre oberts. El farmac D-cis-diltiazem és un bloguegjador dels canals de calci i la seva administracié
provoca un rescat de fotoreceptors en el ratoli rd. Malauradament aguesta terapia no és efectiva en
altres models animals de RP amb defectes primaris en atres gens (Frasson i col., 1999). A part, I’ Us de
factors neurotrofics per alimitar o prevenir la degeneracié de la retina sembla atractiva, pero cal tenir
present que determinats factors de creixement poden tant estimular com inhibir la diferenciacié dels
fotoreceptors i afectar la seva supervivencia en les diferents espécies. Farmacol 0gicament, s ha pensat

en la necessitat d’un compost més genéric que pogués corregir algun dels processos comuns que es
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donen durant la mort dels fotoreceptors, com per exemple la via apoptotica de mort cel.lular. El
principal inconvenient d’'aguesta estratégia és que molts dels senyals que porten a una cél.lula a
I"apoptosi estan intimament relacionats amb els processos de divisio cel.lular, de manera que existeix
un risc elevat d' activar processos de proliferacio no desitjats (Adler i col., 1999).

S'han intentat fer trasplantaments cel.lulars del RPE en una rata que presentava defectes en
un gen expressat en aguestes cél.lules, i s'ha aconseguit endarrerir la mort cel.lular en aguest model
(Sauvei col., 1998). El principal avantatge que té el trasplantament és que substitueix totes les cél.lules
mortes per daltres de vives. Perd els inconvenients d'aguest tipus d'experiments son la dificultat
d’ aconseguir que €ls fotoreceptors sobrevisguin, que €ls seus segments externs es mantinguin
funcionals i que es restableixin les connexions sinaptiques d'unes neurones amb altres. Alguns grups
han comencat a pensar en el trasplantament de cél.lules mare (adult neural stem cells) per areconstituir
la retina amb |'avantatge que poden ser obtingudes del mateix individu. També sha proposat I'Us
d’'implants artificials de retina, o fins i tot I'implant de xips electronics que permetin la conversié de la
[lum en impulsos nerviosos en la retina interna (Young i col., 2000; Nadig, 1999; Eckmiller, 1997).
Algunes d'aquestes aproximacions ja han estat assgjades en pacients RP perd cap dells ha
experimentat una millora de la seva malatia. Les dificultats que plantegen aguests tractaments en
humans sdn moltes, entre elles I'obtencié molt limitada de cél.lules de donants i les dificultats que
comporta fer-les sobreviure apartir del cultiu primari. En canvi, un avantatge és que el's mecanismes de
rebuig del pacient son minims (Kumar-Sharmai Ehinger, 1999; Lund i col., 2001).

Fora de I’ambit dels trasplantaments, s ha estudiat |a possibilitat de realitzar rotacions de la
retina en pacients que tenen defectes en laregié macular de I’ ull perd que presenten preservacio de la
retina periférica, com és el cas de la malatia de STGD o la DMAE (Sun i Nathans, 2001). Amb
agquesta tecnica la retina se separa momentaniament del RPE, es fa girar uns quants graus respecte de la
seva posicig inicial i estorna a unir ales cél.lules del RPE. Si la fovea (centre que facilita I' agudesa
visual) és lazona alterada, ara aquesta se situara sobre cdl.lules del RPE més cap a la periféria que, per
tant, no es troben afectades, facilitant aixi la recuperacié de la seva funcié. Aquesta aproximacié
presenta molts problemes, entre ells |’ arribada de senyals oposats a cervell per part dels dos ulls i la
pérduade lavisio binocular, fet que la converteix en una estratégia molt arriscada.

Per Ultim, resta comentar quelcom evident referent a I'adquisicié d'habits de vida que evitin
I'exposicié del pacient als factors de risc exogens que es van coneixent (llum, déficit dietétic de
vitamina A). Si bé aix0 no constitueix una terapia, sl que és una estratégia preventiva que

probablement alenteixi €l progrés de lamalaltia.

50



Introducci6

6.2. TERAPIA GENICA

L accesibilitat de I'ull i la tendéncia que tenen els teixits oculars a un cert grau de privilegi
immunologic, han afavorit €l desenvolupament de la terapia genica ocular (Della, 1996). La correccio
somatica d'un defecte genétic aplicant alguna forma de terdpia genica és un fet esperat. Questions
etiques, cliniques i técniques fan que aquestes aproximacions siguin dificils de portar a terme perd no
inabordables, com s’ ha pogut demostrar ampliament en experiments realitzats amb models animals. Un
dels avantatges de la terapia génica és que no és necessari conéixer a fons la funcié del gen defectiu,
Unicament cal saber introduir una copia correcte del gen o del seu producte genic a un teixit ocular
concret.

Avui dia hi ha dues estratégies de terapia génica en etapa d’experimentacié. La primera va
dirigida a corregir un defecte genétic, introduint gens "funcionals' en les cél.lules afectades.
Normalment aquestes cél.lules son els fotoreceptors o les cél.lules del RPE. En €ls casos recessius, on
les mutacions suposen una pérdua de funcié, la introduccié d una copia normal podria resoldre €
problema. Per0 en els casos de dominancia, aquests experiments serien més complexos. S hauria
d’introduir alguna molécula (RNA antisentit o ribozim) capag de bloquejar la sintesi de la proteina
anomala, i potser també seria necessari introduir al mateix temps una copia silvestre del gen. La segona
viavadirigida a minimitzar les consequiéncies de I’ ateracié sense corregir el defecte genétic. Aquesta
aproximacio seria bona tant pels casos dominants com pels recessius (Bessant i col., 2001). Cal tenir en
compte que la terapia génica no pot actuar sobre aquells fotoreceptors que ja han patit la mort cel.lular,
perd en canvi si que podria endarrerir la pérdua de nous fotoreceptors i, per tant, mantenir la visio
durant més temps. Si comparem les dues aproximacions, la primera requereix formes més especifiques
de tractament, mentre que la segona podria ser utilitzada, si ho en tots, en la majoria del's pacients amb
degeneraci6 delaretinai podria millorar la qualitat de vida a un grup més nombraés de poblacio.

Shan redlitzat proves dinjeccié intraocular de factors neurotrofics recombinants (anti-
apoptotics) per endarrerir la degeneracié ddls fotoreceptors en diferents models animals de distrofia de
retina (LaVail i col., 1998). Pero els beneficis d'aguesta administracid no duren gaire possiblement
perqué la vida mitjana de les proteines recombinants és bastant curta. Actualment, € problema
principal és que el's processos cel.lulars que donen lloc ala mort per apoptosi dels fotoreceptors no son
ben coneguts, i no depenen d'un defecte genétic concret sind que les interaccions cel.lulars hi juguen un
paper important.

Un aspecte clau de les estrategies de terapia genica ocular és garantir I'eficienciai seguretat del
procés de transferéncia génica. Sesta investigant intensament en aquest camp, també sobre els models

animals, i sha demostrat que €ls vectors virics més efectius per a introduir un determinat gen a un
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determinat nivell de laretina o directament a un fotoreceptor adult son els virus adeno-associats (Ali i
col., 1996; Flannery i col., 1997; Kumar-Singh i Farber, 1998). Un exemple és la utilitzacié de vectors
virics adeno-associats units a ribozims per a tractar rates amb defectes a la RHO, que sbn models
d'adRP. Els autors han demostrat la reversié de la mort cel.lular dels fotoreceptors (Lavail i cal.,
2000). Estratégies amb aquest tipus d’enzims ja s han utilitzat en models porcins de adRP demostrant
aixi que aguest tipus d’ aproximacié pot ser viable en humans en un futur proper (Lynni col., 2001).

7.EL DIA A DIA DELSPACIENTSAMB DISTROFIA DE RETINA: COM HI VEUEN | QUE
PODEN FER PER FER FRONT A LA PERDUA PROGRESSIVA DE VISIO.

7.1. COM HI VEUEN

Figura 20. Tres imatges que simulen com hi veuen els pacients afectats de les malalties estudiades. A: visio
normal, B: visié amb defecte a la regié macular de laretina (com és el cas de la malatia de Stargardt o la
DMAE) i C: visié amb defecte alaretina periférica (per exemplelaRP).

7.2. QUE PODEN FER

El diaadiadels pacients afectats de |es malalties esmentades és unarealitat. La principal gjuda
gue poden rebre els pacients de STGD, durant els 2 0 3 primers anys de malaltia, ésI'Us d'ulleres que
ds facilitin la visié d'aprop, com s pacients que manifesten la DMAE (Merin, 1991). Gerber i col.
van suggerir la proteccié contra els raigs ultraviolats amb ulleres fosgues pels pacients STGD. Aquest
suggeriment es basava en qué € tot-trans-retinal només s obté com aresultat de I’ activacio de la RHO.
Si estem en condicions de foscor, I'acumulacié de A2E no es donara o quedara reduida, i hi haura una
preservacio o un retard en la progressio de la pérdua de visio en els pacients. Tant pels pacients STGD
com pels RP s’ ha postulat que I’ exposici6 directe ala llum pot accelerar € procés de degeneracio en la
retina i a tots ells se'ls recomana la utilitzacio d'ulleres fosques. D'altra banda en els pacients RP, la
ceguesa nocturna i la pérdua de visio periféerica comporten que la conduccio sigui perillosa. Tot i que

en estadis inicials els pacients encara conduei xen, rapidament son aconsellats a deixar de fer-ho.
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Aquestates semmarca dins una linia de treball, iniciada ara fa quinze anys, que tenia com
a objectiu l'analisi genética i molecular de les formes autosdmiques recessives de la Retinitis
pigmentosa. Una de les estratégies emprades per a l'estudi d'un grup de families espanyoles va
ésser |'andlisi de lligament. Aixi varem identificar ABCA4 - préviament associat a la degeneracié
macular de Stargardt - com a responsable de la RP en una de les nostres families. Aquest fet
suggeria una heterogeneitat al.lélica que varem voler aprofundir. D'altra banda, els nostres estudis,
juntament amb els d'altres autors, avalaven |'estratégia dels gens candidats per determinar les bases
genétiques de la Retinitis pigmentosa i d'altres distrofies retinianes. Basant-nos en aquests treballs

previs varem plantejar-nos els segiients objectius:

1. Estudi de I'heterogeneitat a.lélica dABCA4, mitjancant l'andlisi de les variants

genétiques associades a diverses distrofies retinianes, i entre elles laRP.
2. Andlisi de nous gens i loci candidats d'arRP - TULP1, CNGA1, RPGRIP1, RPE65,

MERTK i RP25 - en € panell de 52 families espanyoles, per tal de determinar les bases genétiques

de la patologia en aguelles families que no havien estat caracteritzades en treballs anteriors.
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Introducci6 alsresultats

Els resultats d’ aquest treball es recullen en dos capitols. En €l capitol 1 es presenten els
estudis realitzats sobre ABCA4 i la seva associacié amb diferents distrofies retinianes. Aquest
capitol es subdivideix en dos grans blocs. El primer correspon al’analisi d'aquest gen en un grup de
pacients espanyols afectats de distrofies retinianes autosdomiques recessives. En I'apartat 1.1.1 es
presenten els resultats de la cerca de mutacions en una familia afectada darRP. Es demostra que
mutacions en agquest gen, inicialment descrit com a responsable de la malaltia de Stargardt, poden
ser la causa d'aguesta altra patologia retiniana d'afectacio periférica. A més, l'estudi de les
correlacions genotip-fenotip en un grup de pacients afectes de diferents distrofies maculars
demostra la gran heterogeneitat al.lélica dABCA4 (apartat 1.1.2.). En els apartats 1.1.3 i 1.1.4 es
descriuen els estudis d'altres families analitzades en relacié a aquest gen. El segon bloc correspon a
dues col.laboracions multicentriques amb |'objectiu d’ esbrinar: 1) la possible associacio de variants
d'’ABCA4 amb la degeneracié macular associada a |’ edat (apartat 1.2.1); i 2) I’origen de la mutacio
2588G->C (apartat 1.2.2).

En e capitol 2 es presenta I'analisi de diversos gens i loci en un grup de 52 families
espanyoles afectades d’ arRP. Els apartats 2.1 i 2.2 recullen els resultats de la cerca de mutacions en
els gens TULP1 i CNGAL respectivament, ja en format article i en 'apartat 2.3 es presenten les
andlisis de RPE65, MERTK, RPGRIP1 i el locus RP25 en el mateix grup de pacients.

L'ordre i distancies genétiques de tots els marcadors analitzats en aguest treball han estat
actualitzats amb I'Ultima versié del projecte genoma huma que es pot consultar a la web UCSC
Human Genome Working Draft [http://genome.cse.ucsc.edu/](Kent i Haussler, 2001).

Durant el desenvolupament d'aquest treball shan utilitzat dades de mapatge genétic
d'agunsgensi loci obtingudes anteriorment pel mateix equip, i atres dades que provenen del mapa
de Marshfield [http://research.marshfieldclinic.org]. Els marcadors emprats en les andlisis de
cosegregacio i homozigositat es presenten seguint I'ordre i les distancies actuals, tot i que en algun
cas la situaci6 d'aguests ha variat substancialment respecte la coneguda en e moment de portar a

terme les andlisis. En aquests casos, sindicaendemés |'ordrei distanciesinicials.
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Capitol 1

Heter ogeneitat al.lelica

1.1. ANALISI DEL GEN ABCA4 EN UN GRUP DE FAMILIES | PACIENTS
ESPANYOLSAFECTATSDE DIFERENTSDISTROFIESDE LA RETINA

1.1.1. ABCA4i laretinitis pigmentosa

Treballs anteriors d'aguest grup havien descrit en una familia RP, la M-33, un nou locus
per arRP (RP19) a la posici6 1p13-p21. La posicio fisica dels marcadors emprats coincidia amb la
del locus responsable de la malaltia de Stargardt i fundus flavimaculatus (STGD1). Seguidament,
altres autors van caracteritzar el gen ABCA4 en aquesta regié cromosdomicai es va demostrar que
erael causant de lamagjor part dels casos de Stargardt analitzats. Com gue el lligament indicava que
ens trobavem en la mateixa regié cromosomica, vam analitzar aquest gen en els individus afectes
de la familia M-33. Vam trobar que €els pacients presentaven la mutacio 1847delA en homozigosi.
Aquesta delecié generava un codd prematur d'aturada de la traducci6. La mare i € fill sa eren
portadors de la mateixa. En canvi, les mutacions de Stargardt descrites fins aleshores eren "lleus’,
del tipus de substitucions nucleotidiques que generaven canvis daminoacid. En € treball que
segueix es descriu lamutacié esmentadai es proposa un model que correlaciona € tipus de mutacié
d'/ABCA4 amb la severitat de la patologia. Substitucions nucleotidiques associades a una pérdua
parcia de funcidé causarien Stargardt, mentre que una abséncia total de funcionalitat seria
responsable de RP.

Els resultats esmentats es presenten en el treball segiient: "Retinitis pigmentosa caused by a

homozygous mutation in the Stargardt disease gene ABCR".
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1.1.2. ABCA4i lesdistrofies maculars

La caracteritzacio dABCA4 com a responsable de la malatia de Stargardt (Kaplan i col.,
1993), la localitzacio de la proteina ABCR en els fotoreceptors (Sun i Nathans, 1997) i € fet que
moltes distrofies retinianes presentin cliniques semblants va ampliar el rang de candidat dABCA4 a
d'dtres distrofies maculars. L'objectiu d'aguest treball ha estat la cerca de mutacions en aquest gen
en pacients espanyols afectats de distrofies maculars diverses i, I'estudi de correlacions genotip-
fenotip. Shan detectat variants dABCA4 associades a Stargardt, fundus flavimaculatus i distrofia
de cons i bastons. L'estudi de les correlacions genotip-fenotip ha permeés refinar e model

anteriorment proposat i caracteritzar nous al.lels patogenics.

Els resultats de I'estudi del gen ABCA4 en dues families CRD, 8 families STGD i 4
families FFM es presenten en el treball: " Spectrum of ABCA4 (ABCR) gene mutations in Spanish

patients with autosomal recessive macular distrophies’.
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1.1.3. ABCA4en families mixtes

Fins I'actualitat, I'estudi de mutacions en ABCA4 sha dut a terme en pacients aillats i
families homogeénies, en les que sols segrega una patologia retiniana (Lewisi col., 1999; Fishman i
col., 1999; Maugeri i col., 1999; Zhang i col., 1999; Papaionnau i col., 2000; Simonelli i col., 2000;
Riverai col., 2000; Briggsi col., 2001; Fumagalli i col., 2001; Palomai col., 2001; Webster i col.,
2001). Hi ha pero pedigris mixtos, en els que dins una mateixa familia hi ha individus afectats de
patologies de la retina clinicament diferenciades (Cremers i col., 1998; Klevering i col., 1999;
Rozet i col., 1999a; Shroyer i col., 2001). Aquests son una einainteressant per alavaloracio de les
correlacions genotip-fenotip d ABCA4.

En aquest apartat es presenta I'andlisi d'haplotips i mutacions dABCA4 en tres pedigris
mixtes amb individus RP, STGD, FFM, i distrofia en patr6 de I'epiteli pigmentari de la retina
D'unabanda, es confirmala correlacio entre diferents tipus de mutacions en ABCA4 i la severitat de
la patologia. De I'dltra, es descriu per primer cop una combinacié de mutacions en un pacient de la
familial, F553L i R1097C, associades a una ateracié macular considerada més lleu que STGD, la
distrofia macular en patr6. L'estudi d'haplotips en les atres families també ha revelat dades
dinterés. ABCA4 en la familia Il sembla ser €l responsable de STGD, perd no pot explicar la RP.
En canvi, el gen involucrat en les patologies de STGD i RP de lafamilialll ésaltre que ABCA4. En
contraposicio amb la RP shavia considerat que la malaltia de STGD tenia una base genética molt
més homogeénia, ja que la major part dels casos descrits podien explicar-se per mutacions en
ABCA4. La familia Ill correspondria a la petita fracci6 que depéen dun altre gen, fins ara

desconeguit.
Els resultats d'aquesta andlisi es presenten en € treball: "Mutation and haplotype analysis

of ABCA4 in mixed Spanish families segregating different retinal distrophies; implication of this
genein a pattern dystrophy phenotype”.
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1.1.4. Altresresultats no publicats sobrel'analisi d' ABCA4

1.1.4.1. Lafamilia SP3

En la familia SP3, tipificada clinicament com un cas de Stargardt classic (Figura 1), la
sequienciacié completa dels 50 exons i seqiiencies introniques flanquejants dABCA4 en la pacient
[1.2, va permetre detectar tres variants en aquest gen. El canvi R212H (635G->A), localitzat al'exd
6, va ésser confirmat mitjangant analisi de restriccio amb I'enzim Hhal. Aquesta substitucio
nucleotidica havia estat descrita en un nombre elevat dindividus sans arreu del mon, arribant a
assolir una frequéncia d'un 7% a la poblacié alemanya, rad per la qual ha estat considerada una
variant polimorfica neutra (Riverai col., 2000). La substitucié G1961E (5882G->A), al'exd 43, va
ésser confirmada per digestié amb Tagl. Aquesta és una de les primeres variants implicades amb
STGD i considerada un factor de predisposicio ala DMAE (Allikmets i col., 1997b). Estudis de
I'activitat d'aquest mutant, expressat en cel.lules embrionaries de ronyd huma, han demostrat un
descens de I'activitat ATPasica associada a ABCR i, per tant, es considera una variant patogenica
(Sun'i col., 2000). El canvi R1640W (4919G->A), al'exd 35, havia estat préviament descrit com a
mutacio patogénica (Rozet i col., 1998; Webster i col., 2001). En aquest cas, no es modifica cap
diana de restriccié i sha hagut de verificar per seqienciacio. L'efecte que aquest canvi produeix
sobre I'activitat de la proteina és encara desconegut. Endemés, shan analitzat 100 cromosomes
control i cap dells haresultat ser portador d'aquesta variant. En €ls pacients de la familia SP3, €ls
tres canvis esmentats es presenten en heterozigosi. L'estudi de I'haplotip en laresta de membres ha
posat de manifest que R212H i G1961E shereten juntament, ja que formen un al.lel doble mutant.
Els dos canvis suposadament patogénics, G1961E i R1640W, afecten residus conservats en la

sequiéncia homologa murina.

SP3
R212H HI|+ +|+
R1640W +[|+ _Q +|[w
G19%1E Ell+ 711 12 +|[+

[}

.1 1.2 .
Figura 1. Segregaci6 de les dues mutacions,

H
+
\ E
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2
H alafamilia SP3. Els haplotips de I'individu 1.1
+
E

I
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+
W
+
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Figura 2. Separaci6 electroforética en 12% d'acrilamida dels fragments que contenen les variants G1961E i
R212H de lafamilia SP3 analitzades per restriccié amb Tagl (A) i Hhal (B).

1.1.4.2. Lafamilia SZ5

Els individus afectats de la familia SZ5 (Figura 3) varen ésser diagnosticats de STGD. No
es va poder disposar de DNA dels individus 1.1 i 1.2 per fer un andliss dABCA4. L'individu 1.1
havia presentat simptomes d'afectacié visua, perd no existien dades que permetessin la
confirmacio d'un diagnostic clinic. L'analisi del pedigri permetia inferir dos tipus d'herencia: 1)
dominant amb la suposada afectacio de I'individu 1.1, 0 2) recessiva entenent que els individus 1.1,
1.2 1.5 eren portadors d'algunes variants patogeniques en el mateix gen. Donat que ABCA4 és el
gen principal de la maldtia de Stargardt, es varen seqienciar els 50 exons d'aguest gen dels
individus 11.4 i 111.1, i es varen detectar dues variants. Una, R212H (635G->A) a l'exd 6, era la
variant polimorfica ja detectada en la familia SP3, i I'altra, N1868I (5603A->T), verificada per
restriccio amb Tsp509I, havia estat descrita per primera vegada per Maugeri i col. (1999). Aquesta
darrera havia aparegut en un elevat nombre de controls en diferents grups d'estudi, rad per la qua
va ésser considerada com variant neutre. Posteriorment, assatjos de I'activitat ATPasica d'aquesta
variant han permés descriure un descens d'activitat, lleuger perd reproduible, respecte I'al.lel
silvestre (Sun i col., 2000). A més d'aguestes substitucions no sha pogut detectar cap altre canvi en
els individus afectes d'aquesta familia. També sha analitzat una col.leccié de marcadors de tipus
microsatél.lit propers a ABCA4 en els individus 11.2, 11.5 i [11.2. L'ordre i distancies genétiques
entre els marcadors utilitzats és el seglient:

D1S188- 0'3cM -D1S2868- 1'17cM -ABCA4- 2'91cM -D1S1163- 1'72cM -D1S415- OcM -D1S420

Aquesta analisi va demostrar que €ls dos canvis estan en fase i que en l'individu 111.2 hi ha hagut

una recombinacié en € cromosoma patern entre D1S2868 i D1S1163. No disposem de dades
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suficients que ens permetin avaluar la patogenicitat de N1868I, ni tampoc hi ha hagut cap cas
descrit de STGD dominant amb mutacions a ABCA4.

o

1.1 1.2

R

D1S188
D1S2868
R212H
N1868I
D1S1163
D1s415
D1s420

PP W—TTFEN

P PR+ 4+ PR
PP W—TFEN
P PR+ 4+ R R

1.1 1.2

NFRP N+ + A
PP W TRLN

N RPN+ + WN
PR P+ + PR

Figura 3. Familia SZ5. Cerca de mutacions en €l gen ABCA4, estudi de cosegregaci6 de les variants R212H i
N1868l, i analisi d'altres marcadors propers a ABCAA4.

Seguidament, ens vam proposar analitzar en aguesta familia la cosegregacio de la maaltia
amb els dos loci de Stargardt dominant, STGD3 a 6q i STGD4 a 4p (Stonei col., 1994; Kniazeva i
col., 1999). Pel locus STGD3, vam utilitzar els marcadors D6S313 (6013) i D6S252 (6q16) separats
per 18'82 cM. Pel locus STGD4, els marcadors D4S1582 i D4S2397, situats ambdds a 4pter i
separats per 14'7 cM. El resultat d'aguesta analisi es resumeix a la Figura 4. No es va observar
cosegregacio entre locus i malaltia per STGDS, ja que €els individus 11.2 i 11.4 no compartien cap
dels dos d.lds. En canvi, STGD4 si que podria explicar I'heréncia de la malaltia, perd

mal auradament no es coneix cap gen candidat en aquesta regio.
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A STGD3 B STGD4
11 12 11 1.2

i N2 13 1.4 115 1.1 12 13 I1.4 15

D6S313 2|2 1||3 2|3 D 451582 2| 3 3 2
D6S252 1H2 1H1 1H1 D 452397 1H3 i”s %Hs
.1 1.2 .1 1.2

-[1- 2(|1 2([2 3

(F ok

Figura 4. Familia SZ5. Analis de cosegregacio amb marcadors que flanquegen elsloci STGD3 (A) | STGD4
(B).

1.1.4.3. LesfamiliesSz6i MC

En ambdues families (Figura 5) hi ha un Unic membre afecte que no té predecessors
coneguts amb ateracions de la visié (casos simplex). La familia SZ6 presenta un fenotip STGD.
La familia MC ha estat diagnosticada de distrofia de bastons i cons, patologia que sinicia amb
afectacio de laretina periférica, i progressa cap alaregié macular.

En les dues families, sha reditzat un andlis de cosegregacido amb els microsatél.lits
D1S2868, D1S2804 i D1S1163 per tal de determinar la possible implicacié d'/ABCA4. L'ordre i

distancies genétiques entre aguests marcadors i ABCA4 son les seglents:

D1S2804- 0'24cM -D1S2868- 1'17cM -ABCA4- 2'91cM -D1S1163

D'acord amb les dades obtingudes (Figura 5) en cap de les dues families sha pogut
excloure ABCA4 en relaci6 ala patologia. La sequenciacié completa dels 50 exons en els afectes de
les families SZ6 i MC no varevelar cap variant en la familia MC. Contrariament, el pacient de la
familia SZ6 era portador de la substitucid nucleotidica H423H (1269C->T) en heterozigosi a l'exd
10. Es tractava d'un canvi sindnim que no hauria d'afectar la funcié de la proteina. Per tal de
determinar si aquesta substitucid activava una seqiiencia de maduracié del RNA (splicing) es va

aplicar laférmula de Shapiro i Senapathy (1987) que assigna valors numerics (CV) ala sequéncia
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silvestre i a la mutada. Aquests valors van ésser comparats amb s de la seqliéncia consens de
I'acceptor de splicing de I'exd 10 (Figura 6). En tots els casos, els CV's obtinguts van ésser inferiors
as de I'acceptor rea de I'exd 10. Aquestes dades reforcaven la hipotesi que la substitucié 1269C-
>T no era patogénica. Agquesta mateixa variant havia estat descrita en dos pacients STGD i dos
pacients DMAE (Webster i col., 2001). L'abséncia d'altres variants d ABCA4 en aquesta familia no

va permetre establir cap tipus de correlacid genotip-fenotip.

A B
D1s2804 4|2 |:| O 1| 3 D1s2804 1|2 D__O 3]|2
p1s2868 2|[ 4 1 3 D1s2868 2||3 1|2
pisie3 2ff2 11 12 4] 2 pisues 2|[1 M 12 5|1
i 12 n3 11 1.2
alr 2fs 2|| s 2|| 1
21 4ffs 3|[1 3| 2
2l1 ell2 ll 2 1l 1

Figura 5. Families SZ6 (A) i MC (B). Analisi de cosegregacio entre €l locus STGD1 i la patologia

|

ol gletgEit & l*l AACTC AACTTTTGAA L;L.ﬂtt'lutj.-x.ﬂ.t ACGT I'.{'tl’_il'.i}ﬂ.-\ G I|I'i'jl’.i TCAA

@Al

> g
—

Y o= B3'54 v | wi= ARTR

CV 2 wi=5T37

% 1 mi= Sl CY 2 mi= 39G7

Figura 6. Valor consens de splicing, segons Shapiro i Senapathy (1987), predit per ales seqliencies properes
ala posicié 1269 dABCA4 i a la seqliencia acceptora de I'exd 10. CV wt: CV de la seqiiencia d'acceptora
funcional de I'exd 10; CV nwt: CV de les seqiiéncies criptiques de splicing; CV n mt: CV de les seqliencies
criptiques amb la variant 1269C->T. La posicié substituida Sassenyala en negreta i amb una fletxa. Els
calculs shan redlitzat considerant la segiiencia nnnnnnnnnnnnagN, on n assenyala posicié intronica, i N

posicié exdnica.

101



Resultats

1.1.4.4. La mutacié L 1940P

Lamutacié L1940P va ésser detectada per primera vegada en heterozigosi en dues families
STGD provinents de Saragossa (apartat 1.1.2 de resultats). En ambdds casos €l progenitor patern
era e portador de I'd.lel mutat. Posterioment, la mateixa variant va ésser caracteritzada en
homozigosi en una pacient diagnosticada de CRD amb afectacié severa de la periféria de laretina
Alguns trets simptomatics tipics de I'arRP, com son la ceguesa nocturna i |'atenuacio dels vasos
sanguinis de la retina també eren presents en la pacient (apartat 1.3 de resultats). El fet que aquesta
mutacié no hagués estat descrita anteriorment en cap de les poblacions analitzades permetia
hipotetitzar un origen Unic d'aquesta variant a la poblacié espanyola. En aquest sentit, les families
SZ1 i SZ2 provenien de la mateixa regio geografica sense que shagués documentat una possible
consanguinitat. En la familia L-H, tampoc es va poder documentar la suposada consanguinitat que
expliqués I'estat d'homozigosi en la pacient, i encara menys un parentiu d'aguesta familia amb les
altres dues.

Per tal de determinar I'origen de la mutacié L1940P es va dur a terme una andisi

d'haplotips amb I'ordre i distancies entre marcadors:

D15435- 0'95cM -D1S188- 0'3cM -D1S2868- 1'17cM -ABCA4- 4'63cM -D1415

Els resultats es presenten a la Figura 7. Alguns microsatél.lits no es van amplificar,
possiblement degut a qué alguns DNAs estaven degradats. Els resultats obtinguts a partir de

I'analisi d'haplotips reforcarien la hipotesi d'un origen Unic d'aquesta mutacio en les tres families

espanyoles, tot i que caldria analitzar més marcadors per confirmar-ho.
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- ‘ ‘
1.1 1.2 1.3 1.4
D1s435 3|3 2|12
D1S188 - |- -1l -
D1S2868 3|4 2(] 2
L1940P  L||L P[P
D1S415 1|2 1|1
1.1 1.2 1.3 1.4 5
3|2 3|| 2 3|| 2 -] - - -
-11- 3] 2 4]l 2 -1]- -] -
LI P Ll p L[ P P LI P
1ll1 1|1 2111 - -] -
2
1.1 1.2
D1s435 D1S435 2| 3 1] 2
D1S188 Dis188 1|1 21| 2
D1S2868 D1S2868 2] 2 41| 2
L1940P L 1940P PI| L Ll L
D1415 D1S415 1] 1 1l 2
1.1
31| 4
[k 0 O
PlL 1.1 1.2 1.3
it 2]l 1 20l 1 21l 1
1|l 2 1| 2 1] 2
2|| 4 21| 4 21| 4
Pl L PI| L Pl L
1|l 2 il 1 1l 1

Figura 7. Segregaci6 dels marcadors assenyalats del cromosoma 1 en les 3 families que presenten la mutacioé
L 1940P.
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1.2. COL.LABORACIONSEN TREBALLSMULTICENTRICS

1.2.1. ABCA4i la susceptibilitat ala degeneracié macular associada a |’ edat

En treballs anteriors sha demostrat que mutacions en ABCA4 causen RP (Martinez-Mir i
col., 1998; Cremers i col., 1998). A més, aquest gen havia estat anterioment descrit com a
responsable principal de la malaltia de Stargardt/FFM (Allikmets i col., 1997a) i també és €
responsable de casos de CRD i de distrofia en patré (Maugeri i col., 2000). Probablement dins la
heterogeneitat al.lélica descrita es podrien incorporar altres distrofies maculars i, en aguest sentit,
ABCA4 és un bon candidat per explicar la DMAE. Es tracta d'una patologia complexe d'afectacio
macular molt freqlient alatercera edat, causada per factors tant genétics com ambientals.

Hem contribuit a un treball multicentric coordinat per R. Allikmets de la Universitat de
Columbia (USA) que tenia com a objectiu investigar |'associacié entre dos variants genetiques
d'ABCA4 (G1961E i D2177N) i la DMAE en un grup de pacients nombrés, d'amplia distribucié
geografica i clinicament ben caracteritzat. Hem analitzat les variants G1961E i D2177N en 36
pacients DMAE espanyols, dels quals 10 presentaven la variant seca o atrofica mentre els 26
restants corresponien a la variant exudativa. També hem analitzat 34 individus control, tots ells
d'edats avancades. Les variants shan identificat per SSCP, seguida de seqlienciacio. Els nostres
resultats, juntament amb els dels grups implicats, semblen demostrar que els portadors d'agquestes

mutacions presenten un risc més elevat, d'entre 31 5 vegades, de patir aguesta malaltia.

Els resultats d'aguesta andlis han estat inclosos en € treball: "Further evidence for an

association of ABCR alleles with age-related macular degeneration”.
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1.2.2. Origen dela variant 2588G->C d' ABCA4

La variant 2588G->C, localitzada a I'ex6 17 dABCA4, ha estat ampliament estudiada per
dos motius. Primer, perqué segons la maduracié del transcrit, pot donar lloc a dos productes
proteics diferents (apartat 3.2.4.de la introducci®). Segon, i més important, pel fet que estudis de
correlacio genotip-fenotip i d'expressid han evidenciat un possible caracter patogénic d'aguest
canvi. Estudis poblacionals van demostrar que es tractava d'una variant relativament freqlient en
algunes poblacions malgrat que la seva fregliéncia era sorprenentment baixa en la poblaci6 d'Estats
Units. Estudis a nivell europeu van suggerir un gradient de freqiéncies per aguest canvi, que
creixia des del sud-oest al nord-est d'Europa. La deteccid d'un desequilibri de Iligament entre el
polimorfisme R943Q (2828G->A) i 2588G->C semblava indicar un possible efecte fundador
d'aquesta mutacio en poblacions europees.

Per tal d'esbrinar aguesta hipotesi hem participat en un projecte multicentric de la variant
2588G>C a Europa. Els nostres resultats han demostrat que: 1) aguesta variant és una de les
mutacions autosomiques recessives més freguents en poblacié europea; 2) existeix un gradient de
més a menys entre nord-est/sud-oest respectivament; i 3) I'estudi dels haplotips en 16 families
portadores de 2588G->C ha suggerit un origen Unic per aguesta mutacio. La variant 2588G->C sha
analitzat mitjangant ASOH (Allele Specific Oligonucleotide Hybridization) i deteccio radiactiva
dels al.lels per a cadascun de 209 individus de poblacié control espanyola. El resultat ha estat un
anic heterozigot per 2588G->C.

Els resultats d'aguesta analis han estat inclosos en € treball: "The ABCA4 2588G->C

Sargardt mutation: single origin and increasing carrier frequency from South-West to North-East

Europe".
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2.2. ANALISI DEL GEN CNGAIENEL MATEIX PANELL DE FAMILIESarRP

El gen CNGAL codifica la subunitat o del canal cationic depenent de cGMP de la
membrana plasmatica dels segments externs dels bastons. Aquest cana controla I'entrada de
cations de sodi i calci al'interior del fotoreceptor en resposta als senyals derivats de la captacio de
la llum. Per aquesta rad va ser considerat un bon candidat per explicar alguns casos darRP. L'any
1995, Dryja i col. van demostrar que diferents tipus de mutacions a CNGAL estaven realment
associades a arRP en 4 families.

En aquest treball es presenten els resultats de: 1) I'andlisi de cosegregacio i homozigositat
amb marcadors propers a gen CNGAL en un grup de 46 families arRP espanyoles; i 2) la cercade
mutacions en les families que no han pogut ser excloses. Com a marcadors moleculars shan emprat
dos microsatél.lits flanquejants i un polimorfisme intern situat al'ex6 4 del gen. De les 46 families
analitzades, 36 han estat excloses. De les 10 restants, en 7 sha detectat cosegregacio mentre tres
eren no informatives pels marcadors utilitzats. La cerca de mutacions harevel.lat |a mutacio R28X
al'exd 3 de CNGAL en la familia M-68. Els afectes son homozigots per aquesta substitucio. A més
a més, en la familia M-71 sha detectat una variant no patogénica en la mateixa posicio

aminoacidica, R28Q), que ja havia estat descrita (Dryjai col., 1995).
Els resultats de I'analisi del gen CNGA1 en e panell de families espanyoles es presenten en

e treball: "Novel homozygous mutation in the alpha subunit of the rod cGMP-gated channel
(CNGAL1) in two Spanish sibs affected of autosomal recessive Retinitis pigmentosa”.

145



Resultats

D4S1536- A813T- D4S1577

CNGA1 :

Families consanguinies

3
*x
x =
L
u o
10 ~
_
m -
- ~
~
=
x
I
w N
4 =
-
_
m
o~
o~
-
~ —
=
T
O -
_..ﬁw o~
_
[a0]
o
=
o
e
oo
- p——
Q
® o
o N
oo
g
o N
P a
-
. %
I
I o
L ] -
N
_
o ~
oo -

1,2 1_1
o N
- . N
—
I
w
<
a -
-
o
I
- oo
-
——
*x
T
C ' —
w ]
.1m ' (]
I_ ' —
—
o o
SR Rk
~
T @
o o
— 0211
o
[V} N
_ —
o
=
e
i
e
e

— =
0l
o M
@
L O«
*
I \D#
O R
u L~
— . G
'
T S
®) A~
=
-
—@ S
O ~
=
A
]
« A
I . N
u
[ee)
< oo
A —=
o N
]
A i~
-
LN
LN
*
T L -
u
-
oﬂu Do
[a0] \ =
N N
il o
I
-
_ *
z
N
N
h oo
B o
ot
[

[
N o N
- ' -
x ., ™
I
LN
X 0
0 o
™ L -
' —@— - -
= o
2‘. w —
P - —
L w
— P
© H*
- a
Rl
— N o M -
-
g— N - L
— - -
~
I ‘Ol.l =
_..r_ R
< ]
A RAEEE L
N SRR
' |
o« N I = o
- m
o~
w0
o “-“ -
\- = = N m o N
-~
O
N ~
* * -
T W -
@) —O = ] =
L ..
- -
™
u S hi -
> 0 "™
\Z o
« A
® -
oo
— e — [
R Jp——
o I -
—l A SRS
> o~
z L < o
& \
) [
i [ =
Al — N
SN
[ — ——
I

V-5:ECH*

- N

Olll

N

Dlll

- N

.121

N

D121

- N

.111

R

-~

B

V-2: ECH

R prp—a—

] =
s

oo

1

V-1:EH*
#

31

2

1|2
11
2
1

M285:EH

V-9: ECH

146



Resultats

Families no consanguinies

B-6: EC* B-26:EC B-30:EC M-11:C M-12
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- - - - 1(1 1|2 - - - - 1|1 1|1
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Figura 9. Andlisis de cosegregaci¢ i homozigositat entre el gen CNGAL i la malaltia realitzades en les 46
families arRP espanyoles. L'ordre i distancies genetiques dels marcadors analitzats en 28 families
consanguiniesi 17 no consanguinies son les segiients. D4S1536- 1'5¢cM -CNGA1(A813T)- 4'9cM -D4S1577.
Amb un asterisc, se senyalen les families que han estat excloses a partir de les dades del marcador extern
D4S1577. Les families que no han pogut ser excloses 0 no sén informatives per aquests marcadors son
senyalades amb un requadre. Quan aquest analisi es va dur a terme, I'ordre i les distancies genetiques entre
els marcadors externs eren les segiients: D4S1536-0'63cM-D4S1577.
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A B Arg28GIn

Mutant Wild-type
{) allele

1.1 1.2
c.83G->A G/G G/A .1

1.1 1.2 1.3 2

= e
(08
o

GIA GIA GIA .

Figura 10. A) Pedigri de la familia M-71 on sindica el genctip dels diferents membres per a la variant
€.83G->A de CNGA1; B) Detecci6 delavariant per analisi ASOH.
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2.3. RESULTATSNO PUBLICATS SOBRE L'ANALISI D'ALTRES GENSI LOCI

2.3.1. Analis delsgensi loci RPE65 RP25 MERTK i NRLIRPGRIPI

Es van dur a terme andlisis de cosegregacio i homozigositat amb d'altres gensi loci en €
panell de 52 families arRP. Les families en les que ja shavia caracteritzat el gen responsable de la
patologia van ésser excloses d'estudis posteriors. Es € cas de B-4, B-27 i M-9 que presentaven
mutacions a PDE6B. També es va excloure la familia M-33, |a patologia de la qual shavia pogut
explicar per mutacions en ABCA4 i la M-266 que havia estat diagnosticada de nou com a afectada
de distrofia de cons i bastons i també presentava mutacions a ABCA4. A més a mes, la familia M-
141 presentava mutacions en TULP1 i la M-68 en CNGAL (apartats 2.1 i 2.2 de resultats). Cal
assenyalar que V-8 era portadora d'una variant en ROM-1 (apartat 2.3.4. de resultats) i que la
familia B-17 va ésser diagnosticada per segon cop i va resultar ésser afecta de la sindrome de
Bardet-Biedl. Per aguesta rad, tant la familia V-8 com la B-17 han estat tractades com a casos
particulars en les andlisis de cosegregacio i homozigositat. La familia M-285 (consanguinia), amb
un individu RP i dos STGD, és un dtre cas particular ja que no shan trobat mutacions en el gen
esperat, ABCA4. En resum, en aquest apartat sanalitzen 28 families consanguiniesi 17 families no
consanguinies. Les families M-12 i M-231 no van poder ser analitzades perqué no es va disposar de

mostres suficients.

Taula 1. Marcadors utilitzats per a les andlisis de cosegregacié i homozigositat de gens i loci candidats
darRP. A) Ordre i distancies genétiques considerades en e moment de redlitzar les andlisis (Mapa de
Marshfield [http://research.marshfieldclinic.org/]; B) Ordre i distancies genetiques actuals (UCSC Human
Genome Working Draft [http://genome.cse.ucsc.edul]).

Gen/locus Ordrei distancies entre marcadors

RPEG5 D1S1665-7'02cM-D1S1728

RP25 D6S257-0'53cM-D6S1275-0'54cM-D6S1711

MERTK D2S1790-D25442 (ref. Gal i col., 2000)

NRL/ D14S50-2'14cM-MY H7-8'06cM-D14S264-0cM-D14S64-3'93cM-D 14S80-
RPGRIP1* | 1'42cM-D14S275-3'74cM-D14S54
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B
Gen/locus Ordrei distancies entre marcadors
RPEG5 D1S1728-1'8cM-RPE655'22cM-D1S1665
RP25 D6S1711-5'3cM-D6S1275
MERTK D2S1790-21'51cM-M ERTK-26'1cM-D23442
NRL/ RPGR/P1-0'38cM-D14S50-1'4cM-MY H7-0'5cM-D14S64-0cM- NRL -0'5¢M-
RPGRIP1* D145264-1'21cM-D14S275-1cM-D14580-4'9cM-D 14554

* En els estudis de cosegregacié i homozigositat realitzats amb NRL previs a aquesta tesi realitzats
sobre el panell de families arRP espanyoles, es van emprar els marcadors flanquejants D14S50 i
D14S54. De les 43 families, 3 no van poder ser excloses i van ser seguidament analitzades per
SSCP. Aquest treball no varevel.lar cap variant patogénica de NRL en cap familia.

Posteriorment, es va localitzar RPGRIP1 entre €els marcadors D14S264 i D14S275 com
figura en el mapa del Whitehead Ingtitute (Boylan i Wright, 2000). Aleshores vam deduir que la
cosegregacio amb NRL era també valida per RPGRIP1. Noves families com B-30, B-48, M-69, V-
6, V-7i V-9, que en & seu moment no havien estat analitzades per cosegregacio, van ésser incloses
en aguest treball.

A continuacié es presenten tots els haplotips construits amb les dades dels marcadors

analitzats per acadagen o locus.
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Families no consanguinies
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Figura 11. Analisis de cosegregacio i homozigositat entre el gen RPEGS i lamalaltiaen e panell de families
arRP. Els marcadors sassenyalen en I'ordre seglient: D1S1728/D1S1665. Sassenyalen amb un requadre les

families que no han pogut ser excloses 0 no son informatives. L'asterisc en la familia M-11 indica que no ha

pogut ésser exclosa segons | es dades del marcador més proper a gen.
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Figura 12. Andisis de cosegregacio i homozigositat entre el locus RP25 i lamalaltia en e panell de families

arRP. L'ordre dels marcadors és: D6S257/D6S1711/D6S1275. Les families no excloses o no informatives

apareixen assenyalades amb un requadre.
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Figura 13. Andlisis de cosegregacio i homozigositat entre MERTK i lamalaltia en € panell de families arRP.
Els marcadors sindiquen en el seglient ordre: D2S1790/D2S442 i corresponen a l'interval que flanqueja €l

gen (Gal i cal.,2000). Les families no excloses o no informatives sindiquen amb un requadre.
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Gens NRL i RPGRIP1: D14S50 - MYH7 - D14S64 - D14S80 - D14S54
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Figura 14. Analisis de cosegregacio i homozigositat entre NRL i lamalaltia en el panell de families arRP. Els
marcadors emprats sindiquen ordenats: D14S50/MY H7/D14S64/D14S80. Per la familia B-26, sha analitzat
un marcador més, D14S54, assenyalat en darrera posicio. Es presenten en color vermell, els pedigris
analitzats en aquest treball. L'asterisc assenyala els pedigris en €ls que NRL ha estat exclos a partir de les
dades dels marcadors externs. Les families no excloses o no informatives apareixen amb un requadre. El
doble asterisc de V-8 indica que no pot ser exclosa si es presuposa heréncia digénica amb ROM-1 (veure
apartat 2.3.4. de resultats).
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2.3.2. Cercade mutacions al gen RPGRIPI1

La cerca de mutacions en RPGRIP1 es va dur aterme en 4 pacients de les families B26,
B30, M71i V3 no excloses en les andlisis de cosegregacié i homozigositat amb marcadors de les

regions flanquejants a NRL i RPGRIP1 del cromosoma 14 (Figura 15).

B-26 B-30
D14S50 1|3 2 |2 - - -
D14S264 3|2 1] 4 2|3 1
D14S64 4 |1 3|1 111 2
D14S80 3|2 Q 1|1 2 (1 3
puase7s 2 | 1 3|4 3|1 1

O
-
B O

3|2 112 3 2

211 311 2 1 2 1 2 1

113 4|3 1 3 1 2 112

2 1 3 1 2 1 2 3 2 3

113 213 1 3 3 1 311
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Figura 15. Haplotips pels marcadors de la regié NRL-RPGRIP1 (Taula 1, apartat 2.3.1 de resultats) en les 4

families en qué sha dut aterme la cerca de mutacions en RPGRIPL.

La cerca de mutacions es va dur a terme per seqiienciacio directa dels productes de PCR
gue corresponen a's 15 exons descrits inicialment per aguest gen. La seqiiéncia genomica no havia
estat publicada a I'inici d'aquest treball. Partint de la sequéncia de cDNA (GenBank AF260257:
Boylan i Wright, 2000) es vafer un BLAST contrael Highthroughput per tal de cercar la sequiencia

dels exong/introns. A partir de la sequiencia genomica es varen dissenyar els oligonucléotids que
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ens han permés amplificar i seqlienciar € gen. Elsexons 5, 7i 15 shan dividit en 3, 3i 2 fragments
respectivament, degut ala seva grandaria.

Taula 2. Amplificaci6 dels exons i zones introniques flanquejants (unes 50 pb a banda i banda de cada ex0)
de RPGRIP1. Actualment shan descrit 9 exons més a5’ del gen, de manera que el que va ésser considerat

ex0 1 haresultat ser I'ex6 10 del gen.

Ex6 suposat | Oligonucleotids Mida T2anellament
(ex6real) amplicons PCR (C9)
(pb)

5 (part de|F- TTCCAAGGCACTTGGTAAATG 198 55

I'intr6 9) R- GCTGACTGGAGCTGTCACTG

1(10) F- TGGGGTATCCATCTGAGAGC 250 55
R- TCCCAAACCAGAGGTAGAGG

2(11) F- TTTCACATTTCTGGATTATTTTTCCC 228 55
R- TCTGCAGAGTGGACTAGTTTGTTT

3(12) F- TCCCTTTTACCAATGCGTTT 224 55
R- TTCCCACGTTCCTGTTATCC

4 (13) F- CTTTGGTTTTAGGCCACTGAGA 236 55
R- CCCGAAGTGAGGAGAACAAA

5a (14) F- CCTTTAACGGATAGGCAGCTT 190 54
R- GTTGGGTATCTCCAGCCTGA

5b (14) F- TTGAACTGCACATCCACCAG 202 55
RTGAAGGTAGTGTAAGAAAAGCGAAT

5¢c (14) F- CCTCCCAGTATGTGATGGAGA 230 55
R-GGAAATTCTGCATTGGTGCT

6 (15) F- TATTCCCCCTGCTTTCACAC 212 55
R- ATGCCTCGGCACATCTTTT

7a (16) F- CACCACAGATCCTAGGCTTC 197 55
R- TGAAGAAGCGGTACACAGCA

7b (16) F- GGGAACTCAACCCAGTCCAT 201 55
R- CCAGGCTCTAAGTCTTCATCATC

7c (16) F- TGCTTGTGACCTCTGACCTG 200 55
R- GGGAGACAACACTGGGAAGA

8(17) F- TGCTCACTTGCTTATTTCATGT 292 55
R- GCTCCATAGGATTGGCAGAG

9(18) F- CCAGCTTGTAATGCTATCTCTGA 290 55
R- GGGGACACTACAACCCACAA

10 (19) F- GAAGGCAGGAAGGAAGGAA 261 55
R- CCTCCCAAAGTGCTAGGAAA

11 (20) F- TGGGTCTTTTCTTGGGCTAA 206 55
R- TCGTCTTATCTCGTATGCAATG

12 (21) F- GATGGCGTATAAGCACTTGGA 293 55
R- CTTCCTCACCCCAGTAACCA

13(22) F-TGCAACAGTATATGATTCTTTGCTTT 194 52
R- TCAAACTTTTGAATTTCTGTCTCAA

14 (23) F-GAAGCATTAAGAGTATCAACAGTGC 288 55
R- TTCACTATTAGGATGATTTCCTTGG

15a (24) F- TGTTCAACTGAGTGATGCTGTTT 197 54
R- TGGTTCCCTCAGAGACTTTTAGA

15b (25) F- GCTGCTGTCCTCCATGCTAT 247 55
R- GGTACTGGAGAAAAATGCCTTTAG
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Taula 3. Variants nucleotidiques de RPGRIPL, prenent com a referéncia la seqiiéncia de cONA del gen (25
exons) descrit per Gerber i col. (2001) (Genbank AJ417067). Frequéncia de les variants en poblacié
control: Ala547Ser ->4/6 (heterozigots); Glu1023GIn->1/3(homozigot C/C).

Exo/ Canvi Canvi Pacient DNA DNA cDNA DNA
Intré nucledtid aminoacid | (familia) pacient control referéncia | genomic
referéncia
M71 homozigot
A
intr69 | 1152-65G->A V3 heterozigot | homozigot - A
G/IA G
B26 homozigot
A
ex0 13 1639G->T Alab47Ser B30 heterozigot | heterozigot G G
GIT GIT
ex0 15 2284C->T Leu762Leu V3 heterozigot | homozigot C C
CIT C
ex0 18 3097G->C Glul033GIn V3 heterozigot | homozigot C G
G/C G

No vam detectar cap canvi patogenic putatiu en la sequiéncia codificant dels 4 pacients. En
canvi, varem descriure noves variants polimorfiques neutres (Taula 3). Per tal d'estudiar un
possible efecte patogenic de la substitucio Leu762Leu (2284C->T) es van anadlitzar les possibles
sequencies criptiques de splicing a voltant de la variant i no sen va trobar cap. L'efecte final
d'aguesta variant sobre el fenotip hauria d'ésser valorat en un assaig d'expressio. El canvi
Alab47Ser es troba amb freqiiéncia elevada en la poblacio control. En relacio a la substitucio
Glu1033GIn, les seguiencies genomiques i de cDNA diferien. Comparant la sequiéncia de tots els
individus de V3 (Bayési col., 1996) i de 3 controls, sembla més probable que la genomica (3097G)
sigui lames freqlient. La mare hauria estat portadora de la variant 3097G->C i I'hauria transmes al's
seus dos fills. La substitucio 3097G->C és present en homozigosi en 1 de 3 individus control
sequenciats, €l que suggereix que es tracta d'un polimorfisme neutre. Durant |'escriptura d'aquesta
memoria, shan descrit 9 exons més alaregio 5' del gen (apartat 4.2.3.3 de la introduccid). No ha
estat possible d'analitzar-los, de manera que queda oberta la possibilitat que els pacients d'alguna

d'aguestes families puguin presentar algun tipus d'alteracié patogénica en aquesta regio.

2.3.3. ABCA4.i altres gens RP en lafamilia M -280

L'analis d'aguesta familia es va iniciar en un treball previ a aquesta tesi. Es tracta d'una
familia mixta amb un pacient Stargardt (apartat 1.2 de resultats), i una pacient RP. El pacient
STGD és portador de la variant 5413A->G (N1805D) en homozigosi a l'exd 39 dABCA4, mentre
gue el mateix canvi en heterozigosi ha estat detectat en la pacient 11.4 afecta de RP (Figura 16). En
aquest treball sha procedit ala seqlienciacio completa dABCA4 en la pacient 11.4 pero el resultat de

la seqiienciacié no ha posat de manifest cap més variant.
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M 280
pisxs 1|2 2| 2
Dis2g04 2|2 O 1|2
N1gosD  N|| D N|| D
D126 3| 2 1.1 1.2 1|2

.1 1.2 1.3 1.4
212 212 11]2 1112
212 211 2111 2112
D||ID DI|IN N||N N||D
212 211 3111 -

Figura 16. Segregaci6 de lavariant N1805D i de diferents marcadors flanquejants a ABCA4 en lafamilia M-

280. En gris sindica el pacient STGD i en negre la pacient RP.

Davant la hipotesi que I'arRP en la pacient I1.4 pogués ser explicada per algun altre dels

gens responsables d'aquesta malaltia, i suposant una possible consanguinitat, es va fer una andlis

de cosegregacio i homozigositat amb 7 gensi 3 loci RP, i es va seqienciar ROM1. Els marcadors

utilitzats en aquest estudi, aixi com I'ordrei distancies genetiques son les seglients:

PDEG6A:
PDEG6EB.

Rodopsina:
Periferina/ RDS.

Antigen S(S46):
TULPL.

CNGAL

RPEGS.

RP25,

RP26.

RPI2.

D5S2013 a0'14cM cap a 3' del gen PDEGA

D4S127 - 17cM - PDEB [(CA),a 3 no traduida del gen] (Weber i
col.1993)

D3S1238 - 5¢M - RHO [(CA), al'intré 1 del gen] (Buetow i col.1994)
RDS[(T),alaregio 3' no traduida del gen] (Kumar-Singh i col.1991)-
0'74cM-D63451- 0'02cM- D6S1604

D2S130 - 7'7cM - D2S172 - 4'5¢cM - SAG

D63439 - 0'21cM - TULP1 - 0'68cM - D6S291

D4S1536 - 1'5¢M - CNGAL - 4'9cM - D4S1577

D1S1728 - 1'8cM - RPE6G5 - 5'2cM - D1S1665

D6S1711 - 5'1cM - D6S1275

D2S118 - OcM - D2S389

D1S158 - 13'5¢cM - F13B (Leuelt i col.1995)

Les distancies genetiques han estat actualitzades segons la web UCSC Human Genome

Working Draft [http://genome.cse.ucsc.edu/] perd els marcadors utilitzats han estat seleccionats
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d'entre la col.lecci6 de marcadors disponibles en e laboratori. L'ordre i distancies entre s
marcadors era lleugerament diferent al'inici dd treball. Cal tenir en compte, perd, que alguns dels
marcadors que actualment es troben alunyats del gen, en e moment d'aquesta analisi van ésser
descrits com a flanquejants o0 molt propers.

Shan exclos tots els gens i loci analitzats com a causants de la patologia en la pacient RP.
Lamagjoriape criteri dhomozigositat.

El gen ROM1 estaformat per tres exons, € primer dels quals sha amplificat en 4 fragments
degut a la seva longitud. Shan sequienciat directament 6 fragments de PCR que cobreixen tota la
regié codificant. No sha detectat cap alteracié respecte la seqiiéncia dipositada en el GenBank
(M96759; http://www.ncbi.nim.nih.gov/) ni respecte a un individu control seqlenciat. Els
oligonucledtids que es varen utilitzar per I'amplificacié dels diferents fragments son els descrits a
Bayési col. (1996).
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PDEA: D5S2013

ECH
113 : 2| 4
3| 4 3|2 1|2 1

PERIFERINA: RDS, D6S451, D6S1604

EH
111 101
1|11 101
1|12 1] 3
1(1 1|11 1)1 11
1(1 111 1)1 11
2|1 2|3 2|3 1(3
CNGA1l: D4S1536, D4S1577
EH
2|1 1] 2
1|2 1|2 1| 2 211
2|1 2|1 211 1] 1
RP25: D6S1711, D6S1275
EH
412 1|3
411 401 401 4|1
1|11 1)1 1|1 2|1

PDEB: D4S127, PDEB

ECH

3(1 4|2
3|4 34 3|4 3|4
2|2 212 202 2|2

ARRESTINA: D2S130, D2S172

ECH
1] 2 2] 3
3|2 FA‘AIAAAA% ) 1|2
1|2 2|3 2|3 1|2
311 31 301 3|1
RPE65: D1S1718, D1S1665
EH

112 2|2

1|2 112 202 202

1|2 1|2 1|2 1|2

RP26: D2S118, D2S389
EH

2|2 1] 2

212 2|2 212 2|1

2|1 201 2|1 2|3

ECH
101 11
2|3 < > 2
1)1 1)1 1|1 11
3|2 3|2 201 2|1
TULP1: D6S439, D6S291
EH
113 211
1)1 1|2 1]2 3|2
3|1 3|2 3|2 3|2
RP12: D1S158, F13B
EH
1)1 3(2
112 1|2 1|3 1|2
1|4 1|4 1(4 13

RHO: D3S1238,RHO

Figura 17. Andlisis de cosegregacio i homozigositat en la familia M-280. Amb gris se senyala al pacient

STGD i amb negre la pacient RP. L'ordre dels marcadors sindica sobre cada pedigri. EH: exclosa pel criteri

d'homozigositat; ECH: exclosa per cosegregacié i homozigositat.
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2.3.4. ROM-1i altres gens RP en lafamilia V-8

Sha considerat aquesta familia com un cas particular en les analisis de cosegregacio perqué
e seu patré d'heréncia encara no és del tot clar i perqué diversos membres d'aquesta familia son
portadors d'un al.lel doble mutant en heterozigosi en € gen ROM1 que conté les variants PE0T i
T108M (Martinez-Mir i col., 1997). L'afectacié de la germana de la mare (1.3) suggeria un patrd
d'heréncia dominant, perd en aguest cas hauriem de suposar penetrancia incompleta per al'individu
|.2. El fet quel.2i 1.3 siguin filles d'un matrimoni consanguini i que .11 1.2 provinguin del mateix
poble indicarien més aviat un patré d'heréncia recessiu. En canvi, la presencia de I'al.lel [P60T,;
T108M] en heterozigos en les dos germanes afectes (11.11 11.2) i en lamare (1.2) i d'acord amb €l
tipus d'heréncia proposat per altres autors (Bascom i col., 1995) aniria a favor d'una possible
dominancia. Tant els 2 membres afectes com els 2 no afectes (la mare, 1.2 i un germa, 11.3)
presenten aguest al.lel que no es troba en cap de 76 cromosomes control analitzats (Martinez-Mir i
col., 1997). Vam concloure que o bé es tractava d'una variant patogéenica dominant amb penetrancia
incompleta o, aternativament, d'una heréncia digénica de ROM1 amb algun altre gen RP. La
hipotesi d'heréncia digénica de ROM1 amb perifering/RDS ja havia estat descartada a partir de
I'andlisi de cosegregacié amb 2 polimorfismes de RDS (Martinez-Mir i col., 1997). En aquest
treball sha assgjat laimplicacio del gen de larodopsina, que codifica per una proteina abundant en
els discs dels segments externs dels bastons i per tant propera fisicament a ROM1. Per abordar
aquest punt hem realizat andlisi de cosegregacio de la patologia amb els marcadors D3S1238 i
RHO. L'ordre i distancies genétiques entre els dos marcadors estan descrits a I'apartat 2.3.3. de
resultats. Els resultats demostren que les dues filles afectes hereten un cromosoma patern diferent

(Figura 18). Per tant, I'heréncia digénica de ROM1 amb la rodopsina va ésser descartada.

D3S1238 2| 3 1|4

RHO 3|2 3|1
1.1 1.2 13

1.1 1.2 1.3 1.4

3|1 2|4 3|1 2|1

2|3 3|1 2|3 3|1

Figura 18. Andlisi de cosegregacio en la familia V-8 amb els marcadors D3S1238 i RHO [(CA), al'intrd 1
del gen].
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2.3.5. Resum del'analisi de gensi loci d'ar RP en el panell de families espanyoles

A les Taules 4 i 5 es presenten les dades obtingudes de I'anadlisi de cosegregacio i

homozigositat, i de la cerca de mutacions en els gensi loci analitzats en les families espanyoles.

Taula 4. Andlisis de cosegregacié i homozigositat, i cerca de mutacions en € conjunt de families arRP
espanyoles analitzades en aquest treball.

Geng/loci Families excloses Mutacions
analitzats per manca de cosegr egacio identificades
i/o homozigositat (families)
ABCA4 92% 1(2)
TULP1 (RP14) 83% 2(1)
CNGA1 76% 1(2)
RPEG5 83% -
RPGRIP1 (NRL) 92% 0
MERTK 95% -
RP25 82% -

Taula 5. Resultats de la cerca de mutacions, jasigui per SSCP o per seqlienciacié, en els gens analitzats en el
panell de families arRP. Sindiquen Unicament les variants que cosegreguen amb la malaltia i que es

consideren patogeniques.

Gen Familia Ex6 Canvi Canvi Deteccid Fregueéencia
nucleotidic proteic Cromosomes
control
ABCA4  M33 13 1847delA canvi pauta -Mboll 0/92
delectura
TULPI M141 5 IVS4-2de AGA eliminacio +Mspl 0/200
Iloc acceptor
d'splicing
M141 10 €.937delC canvi pauta  Seqguenciacio 0/200
de lectura
CNGA1  M68 3 c.82C->T R28X ASOH 0/100
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Ladiscussio esta organitzada en 4 apartats. El primer i €l segon corresponen propiament ala
discussio dels resultats que es presenten en aguest treball. En el tercer, saborden les perspectives de
futur referides a diagnostic, prevencio i terdpia. El darrer apartat recull guiestions no resoltes que es

desprenen dels avencos realitzats en aquest camp.

1L LA COMPLEXITAT D'ABCA4.

1.1. UN NOU GEN RESPONSABLE DEL FENOTIP arRP

L'analisi d'/ABCA4 en la familia M-33 ha demostrat que un mateix gen és responsable de la
malaltia de Stargardt i de la RP, una entitat clinica clarament diferenciada que cursa amb afectacio
periférica de la retina. Es considera que la delecié 1847delA, present en homozigos en tots els
membres afectats de la familia, és una variant "greu”. El fet que la proteina codificada per aquest
gen hagi estat localitzada a les membranes dels discs dels bastons de la retina, les cél.lules que
apareixen afectades en la RP, ajuda a entendre el fenotip de lafamilia M-33. Shadescrit que ABCR
és present tant als bastons com als cons (Molday i col., 2000), fet que explicaria els trets d'afectacié
macular d'aguests pacients, com ho demostra la disminucié de l'agudesa visua i la preséncia
d'espicules de pigment alamacula. Pero, per qué si ABCR es troba en ambdos tipus de cdl.lules, la
malaltia sinicia en un sol tipus cel.lular? Qui 0 que determina que mutacions en ABCA4 causin un
inici de disfuncio via bastons o via cons? D'acord amb €l model de correlacid genotip-fenotip que
hem proposat, mutacions de tipus null en ABCA4 serien responsables de fenotips severs, com és el
cas de laRP. En aquest cas sacumularien derivats lipidics en els fotoreceptors que, amb el temps,
provocarien la pérdua de funcio del RPE i per tant conduirien a una aturada del procés de renovacio
de les cél.lules neuronals, fet que activaria I'apoptosi. L'acumulacié d'aguests derivats es produiria
de forma progressivai explicaria que la patologia es manifestés a llarg del temps en els pacients.

Després d'aguest estudi han aparegut més casos de RP explicats per mutacions en ABCA4
(Cremersi col., 1998; Rozet i col., 1999), i sha suggerit que aquest gen explicaria aproximadament
un 8% dels casos arRP (Maugeri i col., 1999; Maugeri i col., 2000), valor més elevat que €l total de
casos explicats per qualsevol dels gens identificats com a causants d'aquesta patologia. En relacié a
aguest punt, ABCA4 explicaria 1 de les 51 families (2%) del panell estudiat en aquesta tesi, valor
clarament inferior a hipotetitzat. Per tal d'assolir una estima més precisa shauria d'analitzar un
nombre més elevat de pacients. De fet, quan es consideren totes les dades recollides fins I'actualitat,
la contribucié d'/ABCA4 a la RP estaria d'acord amb els nostres resultats (Cremers i col., 1998;
Rozet i col., 1999a; Shroyer i col., 2001).
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1.2. UN GEN CLAU PER A LESDISTROFIESDE LA RETINA

Gens candidats de distrofies retinianes han estat mapats a més de 120 loci en el genoma huma,
i menys de lameitat dels gens han estat identificats (RetNet). Aixo no vol dir que no hagi existit un
elevat progrés en la base genética de les patol ogies retinianes, perd els gens nous descrits expliquen
un nombre molt reduit de pacients. ABCA4 presenta un tret diferencial: es continuen descrivint
mutacions noves en aguest gen cinc anys meés tard de la seva caracteritzacio i aguestes apareixen
associades a patologies de la retina forga diferents, que impliguen un marge molt ampli de severitat
patoldgica. Actualment ABCA4 no sols és el gen principal darSTGD-FFM i d'altres patologies més
severes com és |'arCRD, sind que també ha estat proposat com a factor de susceptibilitat per la
DMAE. Perd la gran heterogeneitat clinica associada a ABCA4 complica l'andlisi de les
correlacions genatip-fenotip i el mecanisme que permet donar lloc a aquesta variabilitat encara no

és del tot conegut.

1.3. LA BASE GENETICA DE LA MALALTIA DE STGD

L'homogeneitat genética hipotetitzada inicialment per ala malaltia de STGD ha perdut forca
amb |'aparici6 d'uns pocs casos en qué ABCA4 ha estat exclos. Aquest és € cas de la familia mixta
consanguinia M-285, amb dos fills RP i un fill STGD (apartat 1.1.3 de resultats). Després
d'excloure ABCA4 es van dur a terme andlisis de cosegregacio i homozigositat amb diferents
candidats darRP (CNGAL, RPE6G5, RP25 i MERTK). Tots ells van ser exclosos, excepte € locus
RP25, on hi havia manca d'informativitat dels marcadors. La causa genética de la patologia de la
familia SZ6, amb un individu STGD, tampoc ha pogut ésser determinada. La naturalesa del canvi
H423H, detectat en heterozigosi en el pacient 11.2, i el fet que no sembli afectar cap sequiencia
criptica d'splicing reforcaria la no patogenicitat d'aquesta variant. Per tant, tot i que les analisis de
cosegregacio son compatibles amb que ABCA4 sigui el gen responsable de la malaltia (apartat
1.1.4.3. de resultats), i admetent que podria haver-hi mutacions patogéniques fora de la regio
codificant, sembla que aquesta podria ser causada per un altre gen.

O fins i tot, podriem trobar-nos davant fenocopies? Fins a quin punt els diagnostics clinics
poden estar confonent una patologia amb una atra? Aquestes son algunes de les gliestions que
actualment es proposen per continuar defensant la homogeneitat genética en la maldtia de

Stargardt autosdmica recessiva.

1.4.VARIANTSAL.LELIQUESD'ABCA4EN LES DISTROFIESMACULARS

Shan descrit més de 300 variants d/ABCA4. Entre elles hi trobem tots els tipus mutacions, des

de petites delecions/insercions nucleotidiques, canvis d'aminoacid, variants que afecten I'splicing,
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triplets d'aturada prematura de la traduccio i, Unicament, una delecié de dos exons del gen. El
ventall de mutacions detectades en els pacients espanyols afectats de patologies de la retina
reflecteix aquesta gran variabilitat a.lélica. En abséncia d'un assaig d'expressio, la valoracio de la
patogenicitat d'una determinada variant sha fet d'acord amb els criteris segiients: 1) la naturalesa
del canvi. Els canvis d'aminoacid no conservatius shan considerat patogénics mentre que
substitucions aminoacidiques conservatives i les que no afecten cap segiéncia d'splicing no shan
considerat patogéniques. Les variants que provoquen un canvi en la pauta de lectura solen generar
codons d'aturada prematura de la traduccio i, per tant, la proteina és incompleta i la major part de
vegades, no funcional; 2) cosegregacio de la mutacio amb la malatiai s hi ha consanguinitat sha
de trobar en homozigosi en tots els afectes; 3) no sha de trobar en la poblacié sana, generalment
sanalitzen 100 cromosomes control; i 4) la localitzacié del residu afectat pot gjudar a definir la
seva patogenicitat, especialment si aquesta estroba en els dominis funcionals predits.

L'analisi d'/ABCA4 en pacients espanyols afectats de distrofies maculars també ha revelat
una elevada fregliéncia de substitucions aminoacidiques i un baix nombre d'insercions i delecions.
La correlacié genotip-fenotip segueix les pautes del model que vam proposar. La descripcié de
noves mutacions associades a una clinica ben definida ha permés completar les relacions
establertesinicialment. A més de les substitucions d'aminoacid - probablement es manté una funcié
residual i per tant afectacio relativament lleu - i truncaments de la proteina - abséncia de funci6,
afectacio severa - hi hatot un ventall de substitucions aminoacidiques, I'efecte de les quals és dificil
de predir, ja sigui per la seva localitzacio o perque es troben acompanyades d'altres variants en un
mateix al.lel. Darrerament sha descrit un assaig d'expressio in vitro per ABCR (Sun i col., 2000).
Aixi sha demostrat que substitucions d'aminoacid poden comprometre totalment la funcionalitat
(Shroyer i col., 2001). Aquest fet qliestiona e model perqué molts dels a.lels de canvi de sentit
identificats en poblacié STGD podrien ésser mes severs que € que shavia hipotetitzat. També sha
demostrat que existeixen efectes sinérgics entre variants. Dues mutacions que analitzades per
separat tenen un efecte lleu sobre la proteing, quan es troben juntes en un mateix al.lel incrementen
laseveritat del seu efecte. Un exemple és1’al.lel doble mutant [W1408R; R1640W] detectat en una
familia amb afectes de STGD i RP que afecta severament la quantitat de proteina produida essent
considerat un al.lel null, mentre que I’ estudi de les dues variants per separat no tenen aguest efecte
tan sever (Shroyer i col., 2001). En aquest sentit, I'elevada preséncia d'al.lels doble mutants en
ABCA4 podria reflectir, en part, aguests efectes. Curiosament en el gen responsable de la fibrosi
quistica, CFTR, es dbna aquesta elevada fregiiéncia d'al.lels doble mutants i aguest gen també
pertany a la superfamilia de transportadors ABC.

Per tant, tot i el model de correlacions genotip-fenctip inicialment predit, hem de considerar
que ald realment important no és sols el tipus de mutacié sind |'activitat de la proteina sintetitzada.
Segurament, existeixen llindars d'activitat dABCR i segons la quantitat de proteina funcional que

un pacient presenti, manifestara patol ogies més o menys severes.
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Els canvis intronics no detectats en la pobacié control han estat analitzats a un altre nivell,
mesurant s la substitucié pot activar llocs criptics d'splicing. Una daquestes variants,
¢.1356+11del G afecta a una seqiiencia donadora d'splicing criptica al'intré 10 dABCA4 (Figura 1).
L'hem analitzada en profunditat perqué shatrobat en el pacient de lafamilia SP2, en el qué no sha
detectat cap atra variant que pogueés explicar la patologia. Aquest a.lel era present en 7/140 (5%)
cromosomes control, i vafer pensar que no era patogenic. Malgrat tot, la utilitzacio d'una seqliencia
criptica d'splicing situada en la regio de la delecio, donaria lloc a la sintesi d'una proteina amb 3
aminoacids addicionals que quedarien en pauta. En aguest cas, pero, € valor CV de la seguencia
criptica mutada és clarament inferior (Cv SC Mt= 49'45) a valor de la silvestre (CV SC Wt=
74.27).

SS SC

delg
Va Arg Lys

TCAGA gtaagg ggg gttggaggatg........
SS

Mt

Figura 1. Sequénciaa 3' de I'exd 10 on sindica la seqiéncia consens de splicing (SS) i la seqiiéncia criptica
(SC) enl'al.lel silvestre (WT) i en el mutant (Mt) per lavariant ¢.1356+11delG.

SC

15. EFICIENCIA EN LA DETECCIO DE VARIANTS PATOGENIQUES EN ELS
INDIVIDUS STGD

Una de les principals dificultats en I'andlis de la contribuci6 dABCA4 a les diferents

patologies retinianes és I'elevat grau de polimorfisme en la poblacié control. Sha comparat la
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diversitat nucleotidica dABCA4 amb VMD2 i EFEMP1, dos gens responsables d'altres alteracions
de la retina. El resultat ha estat que ABCA4 presenta un valor entre 9 i 400 vegades superior &
d'aquests gens (Webster i col., 2001). Un 75% de la poblacié porta com a minim una diferéncia
respecte la segiiéncia consens del gen (Fumagalli i col., 2001). Tot i I'elevat grau de diversitat
a.lélica, un nombre significatiu de variants patogéniques s escapa a les tecniques de deteccié de
mutacions, la majoria de les quals es basen en la metodologia de la PCR. La taxa de deteccio de
variants patogéniques en poblacio STGD es troba entre un 57 i un 60% en les analisis realitzades
per molts grups diferents (Lewis i col., 1999; Fishman i col., 1999; Maugeri i col., 1999;
Papaionnau i cal., 2000; Simonelli i col., 2000; Riverai cal., 2000). En el nostre cas ens trobem
davant una eficiéncia de deteccié del 57%. Aquest baix percentatge, inicialment atribuit a
limitacions metodoldgiques no sha incrementat després doptimitzar els nivells de deteccio
combinant I'SSCP amb deteccié d heterodiplex i DGGE amb cromatografia desnaturalitzant d alta
pressio. Actualment es tendeix a la seqlienciacio directa del gen. Malgrat aixo, els percentatges de
deteccid no han millorat. No hi ha dades que expliquin aquest fet. Una hipotesi recorrent és que una
variant freglient estigués associada a una reorganitzacié d'aquesta regioé del genomai que inclogués
e promotor. Sha descrit mitjancant una analisi Southern una delecié de dos exons en heterozigosi
en un anic pacient (Maugeri i col., 1999). Posar a punt les condicions de Southern amb un gen de
50 exons i 150 Kb és una feina dificil i que requereix elevades quantitats de DNA no degradat, i
sovint és la limitaci6 més important. D’ altra banda, no hem reeixit |'aproximacié mitjancant long-
range PCR per a detectar delecions o insercions en diferents exons.

Front aquests resultats queden obertes diferents possibilitats:

a) L'elevada freqliencia de variants neutres enriquides en poblacio STGD seria deguda a que,
de fet detectem variants en desequilibri de lligament amb la mutacio patogénica. Aix0 només seria
acceptable si aguestes variants es trobessin en molt baixa freqliéncia en la poblacié control.

b) Shaurien subestimat |es variants neutres, és a dir, aquestes no serien tant polimorfiques. En
el gen de la fibrosi quistica (CFTR) sha suggerit que determinades variants presents en poblacié
control poden afectar al’ expressio d' altres variants en el mateix gen, tot i que els mecanismes que
podrien explicar aquest fet sén encara desconeguts (Cuppensi col., 1998).

¢) Alguns canvis silenciosos introduirien llocs d'splicing ectopics i afectarien els nivells de
MRNA. Aquesta hipotesi ha estat analitzada en el nostre treball.

d) No podem descartar que algunes patol ogies siguin fenocopies no causades per ABCA4, sind
degudes a dtres factors, entre ells, els ambientals.

€) Malgrat que no es pot descartar microheterogeneitat genética en la regio 1p22.2, és a dir,
I'existéncia de dos gens propers en aguesta regid, no sembla probable, ja que: 1) altres gens
candidats en aguesta regio han estat posteriroment exclosos; 2) aquesta regié esta quasi totalment

sequenciada i no hi ha discontinuitats grans per completar; i finalment 3) el fet que detectem un
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35% d'individus heterozigots front 18% d'homozigots per a mutacions en ABCA4 reforca la

hipotesi d'un Unic gen.

1.6. AMPLIACIO DEL MODEL DE CORRELACIONS GENOTIP-FENOTIP: LA
FAMILIA L-H

L'andis de la familia L-H (apartat 1.1.3 de resultats) ha suggerit I'ampliacié del model
inicialment proposat per explicar les correlacions genotip-fenotip (Figura 2). Les distrofies en
patré de I'epitei pigmentari de la retina comprenen un grup de patologies hereditaries que
afecten I'epiteli pigmentari, I'area macular i €l pol posterior de I'ull. Sén distrofies lleus amb poca o
nul.la alteracié de I'agudesa visual. Sobserven diferents patrons reticulars en el fons d'ull, en forma
de linies pigmentades que sinicien durant la infancia i progressen amb e temps. L'EOG, amb
resposta disminuida, és I'Unic tret diferencial en e diagnostic. Inicialment es considerava que €els
diferents patrons de pigmentaci6 descrits corresponien a entitats cliniques diferents, pero € fet que
els dos ulls d'un mateix pacient presentessin patrons diferents, i que en diferents membres d'una
mateixa familia sobservessin patrons reticulars diferents, ho ha fet reconsiderar. La confirmacio
resta pendent de |'estudi genétic dels fenctips. |, de moment, sols shan descrit mutacions dominants
en el gen de la periferins/RDS i en ELOVL4 (Nicholsi col., 1993; Kimi col., 1995; Lagali i cal.,
2000; Bernsteini col., 2001).

Genotype Phenotype
null/null » Retinitis Pigmentosa
hypo/null , Cone-Rod Dystrophy
hypo/null Stargardt disease
or
A B_C_R hypo/hypo Fundus flavimacul atus
activity hypo/hypo Pattern dystrophy
hypo/wt » Age-related macular
—» degeneration
wt/wt Normal

v

Figura 2. ABCA4, ampliacié del model de correlacions genotip-fenotip. Les distrofies en patrd, causades per
duesvariants"lleus’, se situarien entre el FFM i la DMAE (adaptat de Shroyer i col., 1999).

En la familia L-H no disposem de dades oftalmoldgiques dels progenitors del pare, i elsfills

no presenten cap caracteristica clinica que recordi a la distrofia en patr6. Una possible hipotesi és

gue es tracta d'un patré d'herencia recessiu i les dues variants detectades en el pacient 1.1 de la
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familia | sbn patogéniques (apartat 1.1.3 de resultats). També podriem considerar que la
combinacio d'al.lels dABCA4 dels fills seria la causa d'altres distrofies que emmascararien el patré
reticular. Tenint en compte el model que relaciona les patologies retinianes amb combinacions
al.leliques diferents per ABCA4, i que les distrofies en patrd son clinicament més lleus que STGD o
gque FFM, la causa de la patologia seria deguda a la preséncia de dues mutacions "lleus' en ABCA4,
i per tant, les dues mutacions detectades en aquest pacient shaurien de classificar com a variants no
gaire severes.

L'assaig d'expressio in vitro de F553L i R1097C, les dues variants detectades en €l pacient 1.1
afectat de distrofia en patrd, contribuirien a demostrar € grau d'afectacio funcional de la proteina.
F553L és una variant descrita per primera vegada en aquest treball i de la qual no tenim cap dada
funcional. La segona variant, R1097C, ha estat descrita en heterozigosi en pacients STGD, pero en

tots ells es desconeix |a mutaci6 en |'altre cromosoma.

1.7. ABCA4 SUSCEPTIBILITAT GENETICA A LA DMAE?

La identificacio dels factors genétics associats a la DMAE no esta exempt de dificultat
degut essencialment a la complexitat d'aquesta patologia. Les analisis de Iligament son dificils
perqué € patré d'heréncia no esta establert, la malaltia es presenta cap a la tercera edat i, en
general, els pares dels afectats son morts i els fills massa joves per a manifestar-la. La DMAE és
una patologia multifactorial en la que intervenen un conjunt de factors de risc juntament amb la
influencia de I'ambient. Finament hi ha un biaix poblaciona en els estudis redlitzats: les
frequiéncies al.léliques d'/ABCA4 poden diferir en diferents étnies i poblacions especifiques, fet que
pot conduir a una associacio erronia entre una determinada variant i el risc de DMAE, i pot
emmascarar |'efecte real que aquesta variant té sobre la patologia.

Per a la cerca de gens o loci de susceptibilitat a la DMAE, shan seguit aproximacions
diferents. Entre elles, els estudis de [ligament no paramétrics en un nombre relativament elevat de
families de mida petita. L'aproximacié no paramétrica permet I'estudi de I'associacio potencia d'un
locus a la DMAE sense que calgui especificar el tipus dheréncia. Si es disposa d'un nombre
suficientment elevat de families es pot identificar, fins i tot, un locus genétic minoritari que
contribueixi a una determinada patologia, pero el que encara no sha estimat és el nombre minim de
families necessaries per validar I'estudi estadistic (Gorin i col., 1999). En aquests casos, treballar
amb poblacions de reduida diversitat genética podria facilitar I'andlisi. Una altra d'aproximacio a
considerar seria partir de I'andlisi de malalties maculars d'inici primerenc, amb patrons d'heréncia
clars i de les quals sen coneguin €ls gens responsables i, a partir d'aqui, extrapolar €s
coneixements a formes més complexes com és la DMAE. L'estudi d'un nombre elevat de mostres

de poblacions d'arreu del mén ha permeés obtenir dades estadisticament significatives d'associacié
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entre un risc més elevat de patir DMAE i determinades variants dABCA4 (Allikmetsi col., 2000g;
Allikmets, 2000b).

L'estudi de la DMAE ha revelat que diferents poblacions presenten fregiiéncies més
elevades per a.lels dABCA4 respecte ddtres, i aixo dificulta I'evaluacié del grau de risc d'una
determinada variant en la poblaci6 general. Es per aix0, que estudis realitzats per diferents grups
han arribat a conclusions diferents o, finsi tot, oposades. Es realment dificil realitzar aquest tipus
d'aproximacions en casos com aquests, on ameés de I' elevada heterogeneitat al.lélica, la freqliencia
de cada variant en cada poblaciéo esta molt condicionada pels efectes fundadors. A aguesta
complexitat shan d'afegir els factors ambientals, que poden reforcar o minimitzar els efectes
genétics. Aixi, en poblacions amb més fumadors 0 sotmeses a dietes riques en colesterol es podrien
detectar freqiiéncies més elevades de DMAE que podrien emmascarar |'efecte genétic. Dades
recents han arribat a aquesta conclusié després d'observar que no sempre hi ha concordanca entre
aguns al.lels ABCA4 i aquesta patologia (Bernsteini col., 2002).

1.8. ORIGEN DE LESMUTACIONS 2588G->C | L1940P EN EL GEN ABCA4

S han fet alguns estudis poblacionals per tal d esbrinar si algunes de les variants del gen
ABCA4 estan més o menys representades en les diferents poblacions arreu del mén. La informacio
de les diferents cerques de mutacions fetes per diferents grups junt amb algun d’ agquests estudis
poblacionals permet deduir unes primeres observacions.

S'han descrit dues variants com a més predominants entre la poblacié6 STGD dels Estats
Units (la majoria son descendents de families del nord i centre Europa) que representen un 18'5%
de totes les mutacions identificades en aguest gen. Aquestes variants son G1961E i A1038V. En
poblacié alemanya G1961E es troba en un 20'5% dels a.lels STGD, mentre que en atres
poblacions es detecta entre 4-9% (Allikmetsi col., 1997a; Lewisi col., 1999; Maugeri i col., 1999;
Simonelli i coal., 2000).

La variant 2588G->A (G863A 0 delG863) a l’exd 17 del gen s ha detectat en un 37'5%
dels pacients STGD de I'oest d’'Europa, i es troba en desequilibri de lligament amb un
polimorfisme 2828G->A (R943Q) al’ex6 19. Representa un 20% dels al.lels causants de malaltia
en el nord d’'Europa, mentre que en la poblacio general d' aquesta regid s hi detecta en un 3%. Es
detecta en elevada freqliencia (10.2% dels al.lels causants de maldtia) en poblacié aemanya
(Riverai col., 2000).

El fet que hi hagi poblacions amb una freqiéncia més elevada d'una determinada variant
planteja |'existéncia de possibles efectes fundadors. En aquest sentit, la variant 2588G->C ha estat
objecte d'un estudi multicéntric. La col.laboracié de molts grups ha permés demostrar I'origen Unic
d'aguesta mutaci6 i € gradent de freguiéncia d'aquest al.lel en les poblacions europees. En canvi, la

mutacié L1940P, només ha estat detectada en poblacié espanyola. Si considerem que les tres
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families que la presenten provenen d'una mateixa regio geografica, també en aguest cas, es pot
suggerir un origen Unic per aguesta variant. Per arribar a una conclusié definitiva, caldria analitzar

més families de lamateixaregid i extendre el nombre de marcadors dels haplotips.

Lalocalitzacio de les variants més estudiades dABCA4 es presentaalafigura 3.

Figura 3. Distribuci6 geografica de les variants G1961E, 2588G->C, R212C i L1940P d'ABCAA4. Lafletxa
indica el gradent de distribucié decreixent cap al sud en lavariant 2588G->C.

G1961E és una de les variants patogeniques més freglents en els Estats Units, i present en
gairebé totes les poblacions. Aquest canvi també sha detectat en heterozigosi, amb freqiencia
elevada, en la poblacié control somali (Guymer i col., 2001). Encara no shan fet estudis d'haplotips

per establir o refutar un origen Unic d'agquesta mutacio.
1.9. LA FAMILIA Sz5

La base genética de la patologia d'agquesta familia resta pendent de ser explicada (apartat
1.1.4.2 de resultats). Les dues variants que shan detectat en el gen ABCA4 havien estat descrites

préviament per diferents autors com a variants neutres (Simonelli i col., 2000; Riverai col., 2000;
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Webster i cal., 2001). A més, N1868lI, tot i ser detectada en poblacié control en diferents grups, ha
estat analitzada en un sistema funcional in vitro que quantifica I'activitat ATPasica associada a
ABCR. Sha observat una petita, pero reproduible, disminucié d'aguesta activitat respecte la variant
silvestre (Sun i cal., 2000). Aquestes dades permeten hipotetitzar que aguest canvi, tot i tenir un
efecte lleu, afecta d'alguna manera la funcig, i podria contribuir a un efecte sinergic amb una altra
variant, per exemple R212H, una variant neutre també detectada en € mateix cromosoma. Per
demostrar una herencia dominant, caldria analitzar 1a resta de membres de la familia, fet que no ha
estat possible. D'altra banda no sha descrit cap cas de Stargardt degut a mutacions dominants a
ABCA4. Mantenint la hipotesi d'herencia dominant vam analitzar els dos unics loci dominants
descrits. Per andlisi de cosegregacio la vinculacio del locus STGD3 ha estat descartada, perd en
canvi, € locus STGD4 no ha estat exclos. Malauradament, no hi ha cap gen candidat en aquesta

regid i, per tant, no hem pogut aprofundir en aquesta hipotesi.

2. GENSASSAJATSEN L'ESTUDI DE LESBASES GENETIQUESDE L'arRP.

2.1. TULPIL LA FAMILIA M-141

En aguesta familia sha demostrat que TULPL1 és el gen responsable del fenotip arRP (apartat
2.1 de resultats). De les 49 families arRP del panell, 7 (14%) van ésser seleccionades després d'un
estudi dhomozigositat i/0 cosegregacio entre I'arRP i €l locus RP14. L'analisi mutacional posterior
va permetre descriure ala familia M-141, no consanguinia, dues variants que cosegregaven amb la
malaltia. Ambdues variants 1VS4-2delAGA i ¢.937delC son delecions que provoguen un
truncament de la proteina i, molt probablement, son la causa de la patologia. A més, vam detectar
e canvi ¢.394del 24, delecio que elimina 8 aminoacids de la regié N-terminal de la proteina sense
gue es trenqui la pauta de lectura, descrit per Gu i col. (1998) com a putatiu canvi patogenic, en un
2% de poblacié control espanyola. Aquest fet qlestiona la patogenicitat d'aquesta variant. Laregié
C-terminal, conservada respecte els atres membres de la familia TUB (63-90% d'identitat
aminoacidica; North i col., 1997), podria ser laregié més critica a nivell funcional. TULP1 ha estat
implicada en e transport de les opsines cap a segment extern tan en bastons com en cons
(Hagstrom i col., 1999; Ikeda i col., 1999). Deficiéncies funcionals degudes a les mutacions
descrites explicarien tant |'afectacié periférica, derivada de la funci6 dels bastons, com |'afectacié
macular d'acord amb la reducci6 de |I'agudesa visual i |'alteracié de la visio en color (derivada dels
cons) en els nostres pacients.

El gen TULP1 explica només un 2% de |I'arRP espanyola, fet que no sorprén, i és comparable a
la resta de gens responsables d'agquesta patologia entre els que sinclou CNGAL (també analitzat en
aquest treball).
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Els pacients de la familia M-266, seleccionada iniciament per aquestes andisis de
cosegregacio, van ser rediagnosticats a posteriori com a afectats de distrofia de cons i bastons. No
vam detectar cap mutacié en TULPL. En canvi, els dos fills afectes eren portadors de dues
mutacions en ABCA4 que segregaven en lafamilia (apartat 1.1.2 de resultats) i que podrien explicar
lamalaltia.

2.2. CNGAL LESFAMILIESM-68i M-71

Larelacio entre CNGAL i el fenotip RP ha estat ampliament demostrada (Molday i Hsu, 1995;
Schwarzer i col., 2000). En aquest treball shan detectat dues variants en dues families arRP no
consanguinies, M-68 i M-71 (apartat 2.2. de resultats). La mutacié R28X, situada a I'extrem N-
terminal de la proteina, és la causa de la patologia en la familia M-68. El fet d'haver-la detectat en
homozigosi planteja un possible lla¢ de consanguinitat que no ha pogut ser documentat. En canvi, a
la familia M-71, la variant R28Q (trobada en menys d'un 1% en la poblaci6é control analitzada)
I'havien heretat tots €l fills.

D4S1536 1 1 11| 1
c.82G->A G|| G O All G
C81L3A->T T || A All A
D4S1577 1 2 1 2
1|1 1 1 111
Gl A G|l A GIlA
TIl A T A} TIA
11]]1 11| 2 111

Figura 4. FamiliaM-71. Segregacio de lavariant R28Q (G82A) i de 3 marcadors flanquejants. Amb una clau

sassenyalalaregio en laque es sitliala possible recombinacié en € cromosoma matern de I'individu sa.

El resultat de I'andlisi del's dos marcadors flanquejants a gen en aguesta familia, havia fet que
fos seleccionada per a la cerca de mutacions. Després d'analitzar un SNP intern a gen (c.813A-
>T), es va poder observar que € fill no afectat era portador d'una recombinacié entre c.813A->T i
D4S1577 que no shavia detectat en I'estudi previ amb els dos marcadors externs. Finalment
I'andlisi de la variant ¢.82G->A va confirmar la recombinacié en l'individu sa. Aixi es va
determinar que, de fet, e locus CNGAL no cosegregava amb la malaltia en aquesta familia, i per
tant, que la variant R28Q no pot ser la responsable de la patologia.
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Un fet sorprenent és el menor nombre de mutacions detectades en CNGAL respecte CNGAS3,
les subunitats o dels canals depenents de cGMP de bastons i cons, respectivament. Mentre a
CNGA1 només han estat descrites 6 mutacions (amb la descrita en aquest treball), a CNGA3 se
n'han descrit un centenar (Wissinger i col., 2001). Ambdues subunitats presenten la mateixa
estructura i redlitzen la mateixa funcié en ambdods tipus cel.lulars, per tant Sesperaria una
freqliencia de mutacions similar. Per explicar aquest fet hauriem de considerar els punts seguents:
1) e nombre de pacients analitzats no ha estat el mateix, 262 families per CNGA3 i 173 families
més les 10 analitzades en agquest treball, per CNGAL; 2) lesregions 5' i 3-UTR del gen CNGA1 no
han estat analitzades, perd tampoc shan estudiat en la subunitat o dels cons; i finalment, 3) aquesta
diferéncia quantitativa es podria explicar si les mutacions de CNGAL estiguessin associades a
d'altres patologies de la retina no analitzades. Aix0 és dificil de comprovar i en molts casos I'atzar
juga un paper important. També cal destacar que, de les 6 variants de CNGAL descrites, 3 son
mutacions gue trunguen la pauta de lectura de la proteina a I'extrem amino-terminal (Figura 5). En
el nostre cas, els afectats sdn portadors d'aguesta variant en homozigosi, €l que explicaria la

severitat fenotipica en aquests pacients.

Extracellular Ser 316Ph pore
e

cGMP-
/ Glu76eX binding
region
<+ Arg28Xx
NH
A /y COOH
Intracellular Arg654(1bp-del)

Figura 5. Esguema de la proteina codificada per CNGA1L. Sassenyalen 5 de les 6 mutacions descrites en

pacients arRP.

2.3. EL GEN RPGRIF1
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La proteina codificada pel gen RPGRIPL interacciona amb RPGR, la proteina alterada en la
majoria dels fenotips xIRP. Aix0 ha fet pensar en un possible efecte d'aguest gen sobre algun dels
fenotips RP. Sha hipotetitzat una vinculacio a transport vesicular dins els bastons, i RPGRIP1 ha
estat localitzada a cili connector tant de bastons com de cons. Es un component estructural de
['axonema d'aquest cili connector (Roepman i col., 2000; Hong i col., 2001). Sha proposat que
RPGR seria l'encarregada del transport de les opsines des del segment intern, on son sintetitzades,
a segment extern on realitzen la seva funcio, i que la formacié d'un complex amb RPGRIPL, li
facilitaria el transport direccional, en contra del gradent de concentracié cap a segment extern
(Hong i col., 2001). Seguint aquesta hipotesi, mutacions en aguest gen seran greus, perque la
rodopsina és la molécula que rep el fotd de llumi la queinicia el procés de fototransduccié. Si no
es troba correctament posicionada en els discs, la fototransduccié queda bloguejada en el primer
pas. Actuament, només shan detectat mutacions en aquest gen en pacients afectats de I'amaurosi
congenita de Leber, una patologia clinicament molt semblant a la RP, perd d'aparici6 molt
primerenca, molts nens ja neixen cecs. Totes les mutacions detectades son null. Els individus
portadors d'aguestes variants pateixen degeneracié tant dels bastons com dels cons i en ells també
es dona una pérdua severa de |'agudesa visual central. La severitat d'aquest fenotip, en els afectats
no sarriben a formar els segments externs dels fotoreceptors, sembla coherent amb les mutacions
detectades. De la mateixa manera, quan la proteina RPGR muta, és la responsable dels casos més
severs de xIRP que sinicien en la primera década de vida.

La posicié del gen RPGRIP1 en els mapes fisics ha anat variant, i en e moment en qué es va
realitzar aguesta andlisi, NRL i RPGRIP1 es trobaven situats molt a prop I'un de I'altre, de manera
que les andlisis de cosegregacio realitzades amb el primer, van ser utilitzades per seleccionar un
conjunt de families en les quals sha dut a terme la cerca de mutacions en RPGRIP1 (apartat 2.3.1.
de resultats). Avui, que quasi sha completat la seqUenciacié del genoma huma, se sap que
RPGRIP1 se situa fora de I'interval de marcadors utilitzats en les andlisis de cosegregacio de NRL,
tot i que continua sent proper. Potser per aix0, no hem trobat cap variant patol dgica en aguest gen
en les 4 families analitzades. A més, e fet que actuament el gen tingui 9 exons addicionals,

descrits amb posterioritat al nostre estudi, manté oberta la seva condicié de candidat.

2.4. LA FAMILIA M-280

M-280 és una familia mixta amb un membre STGD i un RP (apartat 2.3.3. de resultats). La
mutaci6 N1805D detectada en homozigosi en el pacient STGD podria explicar la patologia, perd la
pacient RP només presenta una copia d'aquest al.lel. Sota la hipotesi que els dos fenotips son
causats pel mateix gen, lavariant dABCA4 no cosegrega amb la patologia. No sembla probable que
la pacient RP fos portadora d'una mutacio diferent en ABCA4 si tenim en compte que pare (1.1) i

filla (11.4) d'aguesta familia presenten la mateixa combinacié d'al.lels per a locus RP19 (Figura 16
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de resultats). Per comprovar si shavia generat una variant de novo en la pacient RP (11.4) vam
sequienciar tot el gen incloent-hi la regié promotora, i no vam detectar cap altra variant. Sembla,
doncs, que ABCA4 no seriala causa de la malaltia, a no ser que shagués produit una reorganitzacio
genica de novo, no detectable amb les tecniques utilitzades. A més, I'estudi de la segregacio dels
marcadors flanquejants a gen, no ha permés identificar cap regié en homozigosi indicativa
d'alguna reorganitzacio.

Finalment, vam analitzar altres gens arRP diferents d'/ABCA4. Les andlisis de cosegregacié han
permes descartar 9 gens i 4 loci RP (Taula 1). Queda pendent I'assaig d'expressié de la variant

N1805D per tal d'esbrinar la sevaimplicacio en la patologiadel pacient 11.1 (STGD).

Taula 1. Gensi loci analitzats per analisi de cosegregacié i homozigositat en lafamilia M-280.

Gensi loci analitzats Resultats de les analisis de
cosegregacio (n°mutacions)

Rodopsina ECH
Periferina/RDS EH
ROM-1 -(Cap mutacio)
PDEGA ECH
PDE6B ECH
Arrestina o antigen S ECH
ABCA4 -( una mutacié)
CNGA1 EH
RPEGS5 ECH
RP12 ECH
RP14 EH
RP25 EH
RP26 EH

ECH: exclusio per cosegregacio i homozigositat; EH: exclusié
per homozigositat.

2.5.LA FAMILIA V-8

En un treball anterior a aguesta tesi es va detectar un al.lel doble mutant en heterozigosi en €l
gen ROM-1 en els dos membres afectats de RP de lafamilia V-8, aixi com en dos membres que no
presentaven ateracions retinianes. Aquesta variant no era present en cap dels 76 cromosomes
control analitzats. També cal remarcar que la forma d'heréncia de la RP no era clara en aguesta
familia. Vam considerar que la RP fos deguda a mutacions recessives en algun dels gens candidats
per I'arRP o a una heréncia digénica de ROM-1 amb RHO. La rodopsina és una proteina present en
les membranes discals dels bastons, a I'igual que dues atres proteines en les que ja shan descrit
casos d'herencia digenica: lamateixa ROM-1 i la periferins/ RDS.

Dels resultats obtinguts en aguest treball podem concloure tant que RPEG5 i |la patologia

cosegreguen en aguesta familia sota la hipotesi d'herencia recessiva, com que es tracta d’herencia
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digénica de RPE65 amb ROM-1. De totes maneres, lainteraccio entre la proteina RPE65, situada a
I'epiteli pigmentari de la retinai amb funcié dins el cicle de la visio, i ROM-1, en els discs del
fotoreceptors i amb funcié basicament estructural, resulta una mica dificil d'explicar. Per altra
banda, en un treball previ, shavia detectat, en els pacients de la familia V-8, la variant S133S de
NRL en heterozigosi, i I'analisi de cosegregacio no permetia excloure aquest gen sota la hipotesi de
digénia. NRL és un factor de transcripcio. Pero encara es fa meés dificil admetre possible relacio
d'aguest amb ROM-1, que codifica per una proteina organitzadora i estabilitzadora dels discs.
Shauria de demostrar que NRL controla I'expressio de ROM-1 i que €l canvi silencios detectat
inactivaria un dels seus a.lels. Amb les dades recollides fins avui, I'opcié més factible continua
essent que I'al.lel [P60T;T108M] detectat a ROM-1, és € responsable de les ateracions cliniques
d'aguesta familia sota la hipotesi d'heréncia dominant amb penetrancia incompleta o0 expressivitat
variable (Martinez-Mir i col., 1997).

2.6. ELSGENSI LOCI RPE65 MERTK | RP25EN L'arRP ESPANYOLA

L'aproximacio a I'estudi d'un determinat gen en una col.leccié de pacients via les andlisis de
cosegregacio és un procediment clau en una malatia tan heterogénia com la RP. Shan descrit
molts gens que causen RP, perd cadascun d'ells explica un nombre reduit de casos. La grandaria
dalguns dels gens (ABCA4, 51 exons, MERTK, 19 exons, RPEG5, 14 exons) implica una gran
inversié d'esforgos (I'andisi de tots els exons en cadascun dels pacients de cada familia) sovint poc
"recompensada’. La utilitzaci6 combinada en les andlisis de cosegregacio, tant de polimorfismes
intragenics, com flanquejants a aguest, assegura una bona informativitat en la majoria dels casos.
Al mateix temps, es duu a terme una cerca dhomozigositat en les families consanguinies i, de fet,
aquest seral'unic criteri d'exclusio en aquelles families que només tenen un fill afectat. El problema
rau en gqué no totes les families no excloses presenten mutacions en e gen en questié. D'altra
banda, les exclusions pel criteri d'homozigositat en les families arRP consanguinies podrien fer
passar per alt algun cas on l'al.lel no sigui identic per descendéncia, tot i que aguests casos se
suposen minoritaris en tractar-se d'una patologia tan heterogénia. En el nostre panell, un 2% de les
families aproximadament presenta mutacions en un determinat gen, malgrat entre un 10 i un 20%
no poden ser excloses per les andlisis de cosegregacid/homogositat. Aquestes analisis han permés
excloure més d'un 80% de les families del panell arRP per cada gen analitzat. Aquests resultats son
poc sorprenents si els comparem amb laresta de gensi loci descrits com a causants darRP. Tots €l
gens sdn "minoritaris’ i expliguen molts pocs casos. Molts més gens han de ser descoberts per
poder explicar la globalitat dels casos clinics. En aguest treball shan analitzat 3 geng/loci: RPEG5,
MERTK i RP25. RPE65 no ha pogut ser exclos en un 17% dels casos, mentre estudis d'altres
poblacions han predit que explicaria un 2% aproximadament de I'arRP i un 16% de I'amaurosi

congenita de Leber (Marlhens i col., 1997). La cerca de mutacions en aguest gen no ha estat
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possible. El locus RP25 no ha pogut ser exclos en un 18% dels casos, mentre el gen MERTK només
pot explicar com a maxim un 5% de les families espanyoles afectades d'arRP, ja que el 95% restant
sha exclos pels criteris dhomozigositat i/0 cosegregacio. De totes maneres és obvi, que els
resultats que es desprenen de les andlisis del gen MERTK no son valids amb les distancies
genétiques actuals dels marcadors emprats. Gal i col. (2000) han detectat mutacions en MERTK en
3 pacients RP d'entre un panell de 328 individus afectats de varies distrofies retinianes. Aquestes

dades suggereixen que aguest gen explicaria alguns casos d'aguesta patologia.

27. RESUM GLOBAL DE L'ESTUDI DE CANDIDATS DINS LA LINIA
D'INVESTIGACIO DE LES BASES GENETIQUES | MOLEULARS DE L'arRP
ESPANYOLA

Taula 2. Andisi de cosegregacié i homozigositat i cerca de mutacions en € conjunt de families arRP
espanyoles anditzades. Pel gen MERTK, les dades no son valides actual ment.

Gen/locus Families excloses Mutacions
candidats analitzats per mancadelligament identificades
(families)
Rodopsina 51% 0
PDE6B 81% 33
Periferina/RDS 67% 0
Recoverina 94% 0
Antigen S 62% 0
PDEG 53% 0
6p (GCAP) 80% 0
ROM1 - 0
PDEGA 77% 0
RP12 86% -
NRL 93% 0
ABCA4 92% 1(2)
TULP1 (RP14) 83% 2(1)
CNGA1 76% 1(2)
RPEG5 83% -
RPGRIP1 92% 0
MERTK (95%) -
RP25 82% -
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Taula 3. Variants patogéniques caracteritzades a partir de la cerca de mutacions, per SSCP o per
seqlienciacio, en € conjunt de gens analitzats.

Gen Familia Ex6 Canvi Canvi Detecci6 Frequencia
nucleotidic proteic Cromosomes
control
PDE6B B4 1 260(71bpdup)  canvi pauta 6% 0/100
de lectura acrilamida
M9 13 1676G->A Arg552GIn  Patr6 SSCP 0/100
B27 17 2117T->G Leu669Arg Patré SSCP 0/100
ABCA4  M33 13 1847delA canvi pauta -Mboll 0/92
de lectura
TULPI  M141 5 IVS4-2del AGA eliminacié +Mspl 0/200
Iloc acceptor
d'splicing
M141 10 €.937delC canvi pauta  Seqguenciacio 0/200
de lectura
CNGA1  M68 3 c.82C->T Arg28X ASOH 0/100

Shan estudiat 52 families iniciament diagnosticades d'arRP de les quals 31 sbn
consanguinies i la resta no ho son. De les 17 andlisis de cosegregacio realitzades shan pogut
excloure, de mitjana, un 79% de les families. Per a cada familia arRP, shan analitzat 14 gens, €
gué significa un total de 24.473 nucledtids de regid codificant, distribuits en 175 exons, i que
traduits a proteina representen un total de 8.158 aminoacids. Unicament en 4 dels 14 gens analitzats
shan detectat variants patogéniques. Per tant, un 29% dels gens analitzats ha resultat ser portador
de mutacions. Shan trobat mutacions a 6 exons, per tant només un 3'4% dels exons son portadors
de mutacid i la probabilitat de trobar mutacié en un nucledtid determinat queda reduida a un 0'02%.
D'entre les 7 mutacions trobades, dues canvien aminoacid, una genera una aturada prematura de la
traduccio, tres son insercions/delecions i la darrera afecta I'splicing. Del total de 52 families
analitzades, només 6 shan pogut explicar per mutacions en algun dels gens analitzats, per tant

només un 11% de les families espanyoles analitzades han pogut ser explicades. A més, en dues
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d'aquestes families sha dut aterme Iligament genétic. Malgrat que encara sesta analitzant la regio,
no sha pogut trobar el gen responsable del fenotip arRP de la familia P-2 (2g31-g33), mentre que

la familia M-33, amb lligament genétic a 1p13-p21, ha pogut ser explicada per una mutacio a
ABCA4.
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Families no-consanguinies
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Figura 6. Conjunt de families analitzades en aquest treball. Sassenyalen amb un requadre les families que

shan pogut explicar per mutacions en gens candidats d'arRP en aguesta linia dinvestigacio.

2.8. Familiesar RP per explicar.
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Figura 7. Percentatge de casos explicats per mutacions en els gens PDE6B, ABCA4, TULP1 i CNGAL
respecte les families que encara romanen sense diagnostic genétic.

Quan sobserva la quantitat de casos que queden per explicar, a primer cop dull i tenint en
compte la genética de malalties monogéniques, semblaria que I'eficiéncia en la cerca de mutacions
per a I'arRP és extremadament baixa. Si es considera I'elevada heterogeneitat genetica d'aguesta
patologia, aquests valors ja no son tan alarmants. Molts gens expliquen un % molt baix de families
(entre 2 i 10% dels casos). Si tenim en compte la prevalenca de la patologia (1:4.000), podem
imaginar la quantitat de gens potencialment involucrats en aquesta distrofia retiniana. Els resultats
obtinguts en aquest treball, reforcen la idea que aguestes petites aportacions faran que algun dia
I'arRP pugui arribar a ser explicada en la seva totalitat i, per tant, que qualsevol dada, ja sigui
positiva (el descobriment de nous gens responsables de part de I'arRP) 0 negativa (exclusié de

determinats gens com a responsables de I'arRP en un nombre determinat de families) és important.

3. DISCUSSIO GENERAL .

3.1.LIMITACIONSCLINIQUES

En I'estudi de patologies hereditaries de la retina, sovint ens trobem amb casos que han
estat classificats com una mateixa entitat clinica, i que posteriorment la genética ha permeés
diferenciar-los. Els solapaments de simptomatologia entre diferents patologies de la retina fan

dificil marcar una linia de separacio. Per aguesta rad, a mesura que shan descrit nous gens
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responsables de la RP, shan anat reclassificant diferents distrofies retinianes. Per exemple, casos de
FFM d'edats avancades poden confondre's o solapar-se amb casos de DMAE i s han d'analitzar
amb molta cura totes les caracteristiques cliniques per poder fer un diagnostic correcte. Ens trobem
amb la mateixa situacié quan parlem de distrofies de cons i bastons o de bastonsi cons, o de RP, ja
gue en edats avangades son molt dificils de diferenciar clinicament, perque tot i que tinguin inicis
cel.lulars lleugerament diferents, la degeneracio de laretina arriba a una disfuncio que desencadena
I'apoptosi dels fotoreceptors. En aquest sentit, seriaimportant diagnosticar aquestes patologies quan
€es presenten els primers simptomes. Segons €ls clinics, la troballa de mutacions en gens nous fa
avancar la reclassificacio d'aguestes patologies atament dificils de diferenciar. Els genetistes
argumenten que una bona informacié clinica facilitaria el diagnostic genetic. El diagnostic dels

pacients sera més eficag quanta més interaccio hi hagi entre ambdues disciplines.

3.2. HETEROGENEITAT AL.LELICA

Mutacions en ABCA4 poden causar STGD, FFM, arRP, arCRD i possiblement incrementen
la susceptibilitat a la DMAE. Sha demostrat abastament |'heterogeneitat al.lélica d'aguest gen
(Allikmets i col.,1997b; Rozet i col.,1998), fet que reforca la importancia dABCA4 a nivell de
qualsevol patologiaretinianai d'aparicio tant primerenca com tardana. La base molecular d'aquesta
variabilitat fenotipica deguda a un sol locus no és del tot clarai, a més, hi ha pocs antecedents. De
tota manera, ABCR és una proteina que contribueix a cicle visual, i per tant a un punt de connexié
de totes aguestes patologies. EI model de correlacions genotip-fenotip sembla bastant acurat
considerant els casos analitzats. Aixi, mutacions null en homozigosi produeixen un defecte molt
sever en la visié que afecta inicidment as bastons (RP); mentre mutacions lleus afectarien
principalment als cons, cas dels pacients STGD. Si tenim en compte que la proteina ABCR només
actua com a transportadora (flipasa) i s expressa en ambdés tipus cel.lulars, per quina rad en unes
cél.lules deixa de funcionar mes aviat que en altres? Per qué mutacions null provogquen una malaltia
gue pot mostrar una aparicio més tardana (RP) i mutacions no tan severes causen una malatia que
pot aparéixer alainfantesa (STGD)?

En ratolins knock out per a RmP (Rim Protein: ABCA4 en humans) s ha observat que després
de I'excitaci6 de la rodopsina per un foté de llum, el seu grup prostétic és isomeritzat de 11-cis-
retinal a tot-trans-retina. En els segments externs dels fotoreceptors té lloc la formacié de
complexos de PE (fosfatidiletanolamines)-[tot-trans-retinal] que seran transportats per |’ activitat
flipasa d'/ABCR a l'exterior dels discs i mitjangant altres transportadors al RPE on tindra lloc la
reduccié de retinal a retinol i aguest podra tornar a ser utilitzat per la rodopsina. Quan falla
I'activitat flipasa els complexos PE-[tot-trans-retinal] sacumulen als discs, i en ser fagocitats per €l
RPE, aguests isomers d'/A2E (major fluorofor de la lipofuscina=complex PE+ tot-trans-retinal)

sacumulen en els lisosomes d'aquest teixit i alteren el reciclatge dels segments externs dels
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fotoreceptors (Weng i col., 1999). Aquest és el model que sha proposat per explicar la malatia de
Stargardt. Les bases de la RP son més confuses ja que mutacions null per ABCA4 haurien de
suposar una rapida acumulacié d'aquests isomers i, per tant, provocar una simptomatologia molt

més primerenca.

3.3. PAPER DELS GENSMODIFICADORSEN LA VARIABILITAT FENOTIPICA

Per explicar part d'aguesta variabilitat fenotipica sembla que a més de les combinacions
dal.lels d'un gen determinat, els gens modificadors jugarien un paper important a I'hora de definir
un fenotip. Sembla que podrien ser els responsables de la variabilitat d'expressié o manifestacié
d'una determinada patologia. Alguns autors defensen que podrien explicar els fenotips que es
manifesten en edats més avancades, en aquests casos gjudarien a preservar la funcié durant més
temps, i també els casos que, amb una mateixa mutacid, cursen amb severitat diferent. La RP
digénica també és un exemple de com diferents gens poden interactuar per donar lloc a un fenotip
final.

3.4. PERSPECTIVES DE FUTUR

3.4.1. Noves per spectives de diagnostic per a les patologies retinianes

S'ha estimat que existeixen entre 50.000 i 100.000 gens en el genoma huma (Muratai col.,
1997). Actualment ens trobem a les Ultimes etapes del procés de caracteritzacié del genoma, i a
final d' agquest procés es pretén arribar a identificar els gens associats a malaties humanes, entre
elles les malalties que afecten la visio. Avui dia shan identificat més de 60 gens responsables de
diferents distrofies humanes de la retina. Hi ha dues adreces dinternet on continuament
s actualitzen aquestes dades (RetNet: http://utsph.sph.uth.tmc.edu/www/utsph/RetNet/genes.htm i
OMIM: http://mww3.nchi.nim.nih.gov/Omim/).

El clonatge dels gens involucrats en les diverses retinopaties sera més dirigit en un futur
proper. Aixo permetra diagnosticar individus en estadis inicials i facilitara el diagnostic prenatal.
Seguint aquest progrés, fins i tot podrem arribar a detectar casos asimptomatics d'aquestes
patologies. Per a aguests darrers, les terapies profilactiques suposaran una avantatge, controlar o
retardar la severitat de la malaltia i, finsi tot, prevenir la seva manifestacio. El coneixement dels
diferents gens també permetra un diagnostic diferencial dels casos més atipics. Tot aixd comportara
que € consell genétic de malalties tant monogeéniques com cada cop més les multifactorials, sigui
una redlitat. D'altra banda, I’ aprofundiment en I'estudi de la funcié permetra establir correlacions
genatip-fenotip. Una dificultat amb qué ens trobem actualment és I’ existéncia d'heterogeneitat en

els fenotips que resulten del defecte en un Unic gen com és el cas de mutacions en la periferina
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(Kumar-Sharma i Ehinger, 1999) o de mutacions en el gen ABCA4 (aguest treball). Aquestes
expectatives de futur en e diagnostic també es materialitzaran en les distrofies en les que e gen
ABCA4 esta involucrat. Malgrat aguests casos, la gran disparitat de mutacions descrites (més de
300), el desconeixement de mutacions prevalentsi la diversitat etnica requeriran que €l diagnostic
es faci mitjangant xips de DNA. El xip representara una eina eficag i economica per a la deteccio
de mutacions en un gen tan gran i tan polimorfic com és ABCA4. Pero per a poder determinar la
patologia associada a mutacions, es continuara necessitant una clinica precisa. Realment ABCA4
representa un repte per aquells investigadors que es proposen posar a punt técniques per obtenir
noves eines de diagnostic i per optimitzar les bases del consell genetic en els pacients i les seves

families.

3.4.2. Nous gensresponsables de patologies r etinianes

L'analisi de lligament, acompanyada de I'andlisi de candidats posicionals o funcionals, ha
estat una estratégia que ha permeés la descripcid de nous loci/gens responsables de patologies de la
retina durant |'Gltima década. Podriem suposar, doncs, que amb e coneixement de les dades del
projecte huma, augmentara |'eficiéncia en la cerca de candidats. No podem oblidar, perd, que
I'andlisi de candidats posicionals ha facilitat la identificacié de gens responsables de patologies
sense disposar de pistes prévies sobre lafuncio, fet que la cerca directa de gens candidats no hagués
permés. Actualment, cada cop és més dificil trobar families grans prou informatives per a poder dur
aterme les andlisis de lligament i, a més, almenys en les malaties que hem estudiat, un resultat
positiu pot portar al'andlisi d'un gen candidat que potser resoldra un o uns pocs casos de patologia.
Shan de desenvolupar altres estratégies per la cerca de gens responsables de les patologies
retinianes, i tractar de predir candidats crucials que en moltes d'elles encara romanen desconeguts.
Podriem parlar de tres grans grups de candidats susceptibles a generar distrofies de laretina

Un grup inclouria els gens involucrats en els processos apoptotics. L'apoptosi és la via
comuna de degeneracié dels fotoreceptors en els models animals rd i rds, tot i ser fenotips que
sinicien amb alteracions genétiques diferents (Chang i col., 1993). Mentre shan descrit les
caspases com a iniciadores d'apoptosi i responsables de la inestabilitzacié de la cdl.lula, la bcl-2 i
proteines relacionades serien les principals inhibidores d'aguest procés, que promocionarien la
supervivencia dels fotoreceptors (Farkas i Grosskreutz, 2001). També sha observat que |'exposicié
a dts nivells de [lum indueix I'apoptosi dels fotoreceptors mitjangant I'activacié del factor de
transcripcio AP-1. El proto-oncogen c-fos, component del complex diméric AP-1, sembla ser €l
responsable de la mort dels fotoreceptors derivada d'aquest excés [luminds. Aixi sha proposat que
una estrategia terapeutica per tal de retardar |la distrofia i degeneracié de la retina seria aquella
basada en la inhibici6 de c-fos (Hafezi i col., 1997). El rol de la proteina bcl-2 no és del tot clara

En models animals retrassa la mort apoptotica dels fotoreceptors, perd no evita totalment la
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degeneracio (Remé i col., 2000). Gens involucrats en el cicle cel.lular, en la degradacié dels
radicals d'oxidacid i els que codifiquen per xaperones son, per la sevarelacié amb I'apoptosi, dianes
terapéutiques. Aquest procés, pero, tot i ser objecte d'estudi intens, té encara molts racons per
explorar, i cal tenir en compte que no totes les neurones entren en apoptosi utilitzant els mateixos
senyals, i que I'apoptosi comprén diferents vies moleculars que culminen finalment en la mort
cel.lular (Jomary i col., 2001).

Un altre grup de candidats serien €l's gens que codifiquen per proteines que participen en el
metabolisme dels fotoreceptors de la retina. Un exemple son les proteines que intervenen en €
metabolisme del calci, recentment involucrat en un gran nombre de processos dinsi al voltant del
fotoreceptor. Concentracions altes de glutamat, principal neurotransmissor excitador en el sistema
nervios central, poden donar lloc al'entrada massiva de calci dins aguestes cél.lules. Algunes de les
diverses funcions d'aguest catié son € control dels canals ionics de la superficie de les cél.lules, la
regulacié d'enzimsi, finsi tot, I'autoregulacio dels seus propis nivells. Alts nivells de calci poden
activar cascades de proteases, nucleases i lipases, que ataguen constituents cel.lulars i que acaben
generant radicals lliures altament reactius. Poden alterar les mitocondries, que alhora generen més
radicals lliures i activen enzims generadors d'oxid nitric. Aquests radicals poden acabar essent
activadors dels primers estadis de I'apoptosi. Un altre exemple son les proteines que intervenen en
el metabolisme del ferro. En larata RCS sha descrit una mala regulacio de I'homeostasi del ferro,
gue sha relacionat amb I'estat neurodegeneratiu de la retina. Sha proposat que l'increment dels
nivells de ferro dins el fotoreceptor podria fer-lo més vulnerable enfront I'estrés oxidatiu (Y efimova
i col., 2002). Qualsevol gen que impliqui una alteracio d'algun dels processos metabolics vitals del
fotoreceptor pot ser un candidat a provocar degeneraci6 de laretina

Altres candidats serien agquells que intervenen en el recanvi proteic dels components del
fotoreceptor. Es coneix que la sintesi de proteines noves dins aquestes cél.lules és un procés que
esta continuament activat. El segment extern conté entre 900 i 1100 estructures discals. A cada disc
sempaqueten 80.000 molécules de rodopsina i cada disc és renovat amb una taxa atissima. En la
rata, és aproximadament de 100 discs per segment extern i per dia (Rodieck, 1998). La llargada del
fotoreceptor, perd, no augmenta, degut a |'elevada fagocitosi de discs vells que porten a terme les
cél.lules de I'epiteli pigmentari de la retina. Agquest mecanisme sembla ser una resposta evolutiva a
la constant rebuda de fotons i ala generacid d'espécies reactives d'oxigen que té lloc dinslacél.lula
més exposada a la llum i més activa metabolicament del cos huma (Wright, 2000). Per tant,
ateracions en €ls gens involucrats en el reciclatge dels seus components podrien facilment portar a

situacions anomales, potencialment patol ogiques.

Una aproximacié a la caracteritzaci6 de candidats ha estat la hibridacié diferencial
desenvolupada per Swanson i col. (1997). Es tractava de fer un crivellatge d'una llibreria de retina

murina utilitzant com a sonda cDNA de retina d'esquirol per detectar gens especifics de cons. La
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rad per la que es va utilitzar retina d'esquirol és perque aquest animal, a diferencia dels humans, té
una retina enriquida en cons (95%) respecte als bastons (5%). L'estratégia va donar bons resultats
ja que va permetre la deteccio de 67 clons, dels quals 9 eren ja gens coneguts dels cons. Aquesta
estratégia ha permés una nova aproximacio a la cerca de gens importants per la funcié dels
fotoreceptors. Altres tecniques com son la hibridacié sustractiva o el differential display han
permes la deteccié de nous gens candidats (den Hollander i col., 1999). Dins aquesta linia,
recentment, shatrobat el gen responsable del fenotips associats al locus RP10 responsable d'alguns
casos dadRP. Mitjancant analisi de microarrays shan buscat transcrits subexpressats o
sobreexpressats en retines de ratolins knock out per RHO respecte la retina d'un ratoli normal.
Aquells transcrits derivats de gens que presentaven nivells alterats i que mapaven en loci que
donaven retinopaties han estat analitzats. Entre ells sha descobert e gen IMPDH1 (inosine
monophosphate dehydrogenase type 1) a 7q que presenta una mutacio a la familia en la que

inicialment es va mapar € locus RP10 (Kennanii cal., 2002; Bownei col., 2002).
En general sestd avangant molt en la descripcié de mutacions en gens nous que generen
patologies retinianes, perd la relacié entre aquestes mutacions i €ls déficits funcionals dins la

cél.lula, aixi com €'s senyals que porten a una cél.lula cap ala mort, sén encara poc coneguts.

3.4.3. Futur en les estr ategies ter apeutiques

Per tal de restaurar la visié en un pacient afectat de degeneracio retiniana, hi ha diferents
estratégies assgjades en models animals. La seva importancia rau en que son: 1) models per
estudiar els mecanismes moleculars que condueixen a la degeneracié dels fotoreceptors; 2) la base
d'estratégies moleculars per retardar o aturar |'apoptosi dels fotoreceptors; i 3) una aproximacio ala
terdpia genica pel rescat dels fotoreceptors. Tot i que els animals més utilitzats son rata i ratoli,
sesta comencant a experimentar amb porcs que presenten una distribucié de cons més semblant a
I'humd, el temps de desenvolupament de patol ogies mimetitza més el dels homesi la grandaria dels
seus ulls son ideals per injeccions a la subretina i per la terapia génica somatica (Hafezi i col.,
2000). L'aplicaci6 al's humans, perd, es troba molt [luy encara de poder ser plantejada com aterapia
viable i encara sha de dur a terme molta recerca per dissenyar un futur on la visié no sigui un
problema per a ningu.

En €els casos en qué I'apoptosi ja sha iniciat, es plantgja e trasplantament de retina o la
implantacié de protesis o xips electronics que permetin la transmissié de senyals eléctriques a
cervell (apartat 6.1. de introducci®). Perd com més savanci en el coneixement dels gensi les seves
funcions reguladores en |'apoptosi, la seva manipulacid sera una estratégia per salvar les cél.lules
de la mort programada. Per exemple, I'aplicacié de factors de creixement sols 0 acompanyats de

farmacs anti-apoptotics podria ser una estratégia de futur (Remé i col., 2000). Una dtra
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aproximacié seria la tergpia génica en aquelles mutacions responsables de les patologies i quina
seria |'estrategia adient, terdpia génica o inhibicié d'apoptosi, a llarg del lent desenvolupament

d'aquestes patologies (Reméi cal., 2000).

4. PREGUNTES PER RESPONDRE.

Després de tot aquest estudi, shan generat una serie de preguntes, algunes de les quals ja shan
anat plantegjant en els diferents apartats. Sha avancat molt en el coneixement de les distrofies
retinianes, i precisament son les preguntes que es van generant sobre la marxa les que faciliten el

progrés en aquesta disciplina. Algunes d'elles fan referéncia al's seglients aspectes:

¢ Com mutacions en un mateix gen poden causar patologies tan diferents a nivell fenotipic

o L'explicacio del'elevada heterogeneitat al.lélica present en ABCA4

e Lescauses moleculars que determinen una major afectacio de cons o de bastons

e Laimportanciad ABCR com a molécula estructural dels discs a més de ser un transportador

¢ El nombre de gens que hauran d'aparéixer per explicar la globalitat dels casos arRP

¢ Els mecanismes que desencadenen I'apoptosi de les cél.lules fotoreceptores en totes aguestes

patologies
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L'analisi del gen ABCA4 en lafamiliaM33 reforca la gran heterogeneitat genéticade I'arRP. La
delecio ¢.1847delA, detectada en homozigosi a I'exd 13, és la causa de la patologia dels
membres afectats de la familia M33. Aquesta delecid altera la pauta de lectura i genera una
aturada prematura en la traducci6, de manera que la proteina que se sintetitza conté només 643

aminoacids. Aquest gen explicaria aproximadament un 2% de I'arRP espanyola.

Mutacions en ABCA4 poden causar diferents patologies hereditaries de laretina. Ladistrofiaen
patré de l'epiteli pigmentari de la retina, alteracié retiniana lleu caracteritzada en la familia L-
H, també pot ser causada per mutacions en aquest gen. La combinacié de dos al.lels de
substitucié d'aminoacid i per tant considerats molt |leus és la causa de la patologia en €l pacient
I.1. Aixi sha pogut ampliar i completar el model de correlacions genotip-fenotip proposat per
ABCAA4.

L'existéncia de families recessives amb pacients STGD gue no presenten mutacions en €l gen
ABCA4 demostra la base genética heterogénia d'aquesta patologia, malgrat que aguests casos

sON minoritaris.

Lamutacié L1940P al'ex6 41 dABCA4 ha estat detectada en tres families espanyoles afectades
d'arCRD-RP i STGD. La seva vinculacié a un cas de CRD-RP la inclou dins el grup de

mutacions severes d'aguest gen.

La mutacié 2588G->C a l'ex6 17 d'ABCA4 té un origen Unic a nord d'Europa i sobserva un
gradent decreixent de portadors nord-est/sud-oest. En poblacié espanyola, la freqiéncia de
portadors és de 1/209, menys d'un 0'5%.

Els a.lels G1961E i D2177N d'’ABCA4 son factors de risc per la DMAE. Sobre una mostra de
1218 pacients sha demostrat que I'al.lel G1961E cofereix un risc relatiu de 5 vegades més i
I'al.lel D2177N de 3 vegades més a patir la patologia.

TULPL1 explica un 2% del panell de families arRP estudiades en aguest treball. Sha demostrat
gue els afectats d'arRP de la familia M-141 sdn portadors de dues mutacions en heterozigosi en
aguest gen, IVS4-2del AGA i ¢.937delC.

Una mutacié en el gen CNGAL és la causa de I'arRP de la familia M-68. La mutacié trenca la

pauta de lectura a I'ex6 3 i genera un triplet prematur d'aturada de la traduccié. Mutacions en

aguest gen expliquen també un 2% de les families arRP espanyol es analitzades.
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10.

11.

212

Lesanalisis de cosegregaci i homozigositat han permés excloure RPE65, MERTK i RP25 com
a possibles gens/locus causants de la patologia en un 83%, 95% i 82% de les 47 families arRP

espanyoles analitzades, respectivament.

Sha portat aterme la cerca de mutacions en el gen RPGRIP1 en 4 families arRP no excloses en
I'andlisi de cosegregacié. No shan detectat mutacions en aquest gen malgrat que, darrerament,
la incorporaci6 de 9 exons més a l'extrem a 5' de RPGRIP1 deixa oberta la possibilitat

didentificar variants patogeniques en elsindividus afectats.

En resum, els resultats obtinguts en aguest treball demostren: 1) la gran heterogeneitat genética
de laRP, on shan descrit molts gens que expliquen un nombre molt reduit de casos; i 2) lagran
heterogeneitat al.lélica d'ABCA4, on mutacions diferents poden explicar un nombre

considerable de patologies retinianes.
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