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Introduccié

Les distrofies hereditaries de retina (DHR) sén un grup de
malalties genétiques i fenotipicament molt heterogeénies,
caracteritzades per la degeneracié de les cellules
fotoreceptores localitzades a la capa profunda de la retina.
Aquesta degeneracié condueix a una degeneracié retinal i la
perdua progressiva del camp visual, i porta el malalt a una
ceguera parcial o total.

Fins a l'arribada de la genetica molecular, la classificaci6
d'aquestes patologies s'efectuava prenent com a base el
fenotip clinic i el model d'heréncia. Malgrat tot, una
classificacié basada en la causa genética subjacent és la millor
opcid per assegurar un bon consell genétic, un pronostic més
precis i una solucid terapéutica en la mesura que sigui
possible.

Retinitis pigmentaria (RP) és el terme emprat per descriure un
tipus de DHR en qué els fotoreceptors i les cél-lules de I'epiteli
pigmentari degeneren de manera progressiva. En aquest
tipus de malaltia, s'observa I'aparicié d'espicules al fons d'ull,
degudes a la neurodegeneracio (figura 1).

En els casos tipics, es veuen afectats primerament els bastons,
la qual cosa porta a una ceguesa nocturna en els primers
estadis de la malaltia aixi com la pérdua bilateral de camp
visual. A mesura que la malaltia avanca, es veuen afectats
també els cons, amb la qual cosa la visié ditrna i I'agudesa
visual queden alterades.

Figura 1. Comparacié del fons d'ull d'un ull sa (esquerra), amb un fons d'ull d'un
afectat de RP (dreta). Es poden observar els diposits de pigment en forma
d'espicula ossia

Recerca en biociéncies per a la salut

Societat Andorrana de Ciéncies

Joan Ignasi Pieras i Martin

Doctor en biologia
molecular i biomedicina
(Instituto de Biomedicina de
Sevilla (IBIS), Hospital
Universitario Virgen del
Rocio-CSIC- Universidad de
Sevilla), llicenciat en
biologia, microbiologia i
genética (UAB). Especialista
en 'estudi i el diagnostic de
les malalties hereditaries

Joan Ignasi Pieras i Martin

Geneética molecular
de la retinitis
pigmentosa
autosomica recessiva.
Identificacid

i caracteritzacio del
gen EYS com a
responsable del locus
RP25 i la seva
implicacié en altres
distrofies
hereditaries de retina

229



Figura 2. Nombre de gens mapejats
i identificats com a responsables de
les DHR des de I'any 1980 fins a
I'any 2009
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La prevalenca a escala mundial és d'1 de cada 4.000 persones
(Hartong et al., 2006), i inclou casos d'heréncia autosomica
dominant, casos d'heréncia lligada al cromosoma X, casos
d’heréncia autosomica recessiva o inclis casos d'heréncia
diginica, disomia uniparental o, fins i tot, d’heréncia mitocondrial.
Aquest grau tan elevat d'heterogeneitat fa molt dificil fer un
estudi de les causes moleculars. De fet, el nombre de gens i
loci relacionats amb I'RP no ha fet més que incrementar-se des
del 1989, i només es coneix la mutacié responsable en el 50%
dels casos d'RP (Hamel et al., 2006; Pomares et al., 2007).
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Combinant diverses estrategies de clonatge funcional i
mapeig per homozigosi, el nostre grup d'investigacid va
localitzar fa més de 15 anys el locus RP25 en un important
grup de families RPAR de la nostra cohort. Incloia una regié
de 16.1 cM al brag llarg del cromosoma 6, i el 14% de les
families RPAR espanyoles van mostrar un lligament positiu per
a aquest locus (Ruiz et al., 1998). Estudis posteriors van ajudar
a delimitar aquest locus fins a una regié critica de 2,67 cM, i
incloure més families lligades a aquest locus, i es va confirmar
I'alta prevalenca de I'RP25 a la poblacié RPAR Espanyola. A
més, es van identificar families RPAR d'altres grups étnics
lligats a I'RP25 (Khaliq et al., 2007; Barragan et al., 2005; Abd
El Aziz et al., 2007).

Des del descobriment del locus RP25 I'any 1998, el nostre
grup s'ha centrat en la cerca del gen responsable del fenotip
RP25, aixi com en noves analisis de lligament per mirar
d'acotar el locus. A més, en els Ultims anys s'ha col-laborat
amb el grup d'investigacié del professor Battacharya, i s'ha
augmentat la llista de gens analitzats i exclosos com a
responsables de la malaltia.
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Resultats i discusié

1. Estudis de CNV a la regié6 RP25 i analisi bioinformatica i
molecular dels gens Q5T1H1, Q9H557, Q5TEL3, Q5TEL4,
Q5WG4 i Q5T3C8

En paral-lel als estudis de seqlienciacié de gens candidats, una
de les nostres hipotesis va ser que l'alteracié podia ser
deguda a un canvi en el nombre de copies d'algun gen en la
regi6 del locus RP25. Seguint aquesta hipotesi, es va realitzar
un estudi d'hibridacié genomica comparativa (CGH) amb la
col-laboracié de I'equip de Nigel P. Carter del Wellcome Trust
Sanger Institute (Cambridge).

Malgrat que la nostra hipotesi inicial era que un augment en
el nombre de copies podria ser el causant del fenotip, el que
va ocorrer és la identificacié d'una delecié en homozigosi d'un
clon B100-Kb en tots els membres afectes de la familia
consanguinia RP5, aixi com una delecié en heterozigosi en els
membres afectes de la familia RP73 dels clons Chrétp-10G7,
Chré6tp-18D9 i Chrétp-9B9.

Per tant, la delecié del clon B100-kb (chré6tp-19C7) en tots els
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Figura 3. Localitzaci6é dels gens a
les regions critiques del locus RP25
avaluats com a  possibles
responsables de la malaltia a les
families lligades a I'RP25. Els gens
anotats representen els gens
analitzats pel nostre grup (groc i
blau) i els que s'han analitzat en
col-laboracié amb el grup del
professor Bhattacharya (vermell)
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Figura 4. Representacié esquematica
de la regi6 al cromosoma 6 del clon
delecionat. A) Regié RP25 original
(blau) i regi6 acotada per un
entrecreuament a la familia 328
(vermell). B) Gens anotats a la regié
coincident del clon delecionat

Figura 5. Gel d'electroforesi on es pot
observar |'abséncia d'amplificacié per
PCR de la regi6 delecionada en
homozigosi en els individus afectats
de la familia RP5
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afectes de la familia consanguinia RP5 aixi com la delecié dels
clons  Chr6tp-10G7, Chrétp-18D9 i Chrétp-9B9 en
heterozigosi en els membres afectes de la familia RP73, van
fer-nos suposar que la causa geneética subjacent havia de
trobar-se localitzada en aquesta regid, i aixi vam ser capagos
d'acotar la regid critica a tan sols 200 kb, molt més
assequibles per al rastreig directe. La nostra zona inicial de
recerca de 160 gens va quedar reduida a només 6 suposats
gens. Aixo va resultar en una disminucié enorme de treball a
I'hora de seleccionar, identificar i analitzar nous gens
candidats.

Amb totes aquestes dades unides vam poder focalitzar el
rastreig en els gens Q5TTH1, Q9H557, Q5TEL3, Q5TEL4,
Q5WG4 i Q5T3C8, localitzats en aquesta nova regio.
L'estudi mutacional per sequenciacié directa dels gens
Q5T1H1, Q9H557, Q5TEL3, Q5TEL4, Q5VWG4 i Q5T3C8 en
10 families lligades a I'RP25 (RP5, RP167, RP377, RP73,
RP214, RP299, RP328, RP349, RP351 i RP355) va donar com a
resultat la identificacié d'una delecié al gen Q9H557. A més a
més, va fallar I'amplificaci6 dels 4 exons predits a les bases de
dades del gen Q5TEL3 a tots els membres afectes de la
familia, que coincideix amb la delecié del clon B100-kb
(chrétp-19C7) trobada mitjangant |'estudi de CGH en aquesta
familia.
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2. Identificacié del gen EYS i la proteina SPAM

Tot i que I'RP és una malaltia amb una heterogeneitat molt
elevada, el fet que en regions tan properes estiguessin
implicades de manera independent en I'aparicié del fenotip
RP25 en diverses families, va resultar altament improbable.
Per aixd vam fer les analisis de RT-PCR i 5'3' Race cDNA
amplification, amb el proposit d'esbrinar si es tractava de
gens diferents o, en el cas de la nostra hipotesi, un Unic gen
que englobaria diversos gens no completament anotats a les
bases de dades.

Per tant, es van dur a terme les analisis d'RT-PCR RACE a
partir de la informacié dels gens Q9H557 i Q5TEL3. Aquests
estudis, en col-laboracié amb el grup del professor Shomi S.
Bhattacharya, director del Department of Molecular Genetics,
Institute of Ophthalmology (Londres), van revelar |'existéncia
d’un nou gen no anotat préviament a les bases de dades que
incloia els 6 anteriors. Aquest gen inclouria 30 exons dels
predits a les bases de dades com a part dels 9 gens anotats
en aquesta regio, aixi com 13 exons més. Aquest nou gen va
ser batejat com a EYS i la proteina que codifica com la
proteina SPAM. Vam fer servir aquest nom perque el gen EYS
és homoleg del gen eyes shut de la drosofila, que codifica per
la proteina spacemaker.

Un cop analitzades totes les dades, el nou gen EYS, conformat
per 43 exons, tindria una llargaria aproximada de 2
megabases al cromosoma 6 (64487835-66473839) i codificaria
un transcrit de més de 10 Kb. Aquest seria el gen més gran

Figura 6. A). Representacié esquematica
dels gens i microsatélits flanquejants a la
regié RP25. B) Gens predits a la regid
RP25. C) Representaci6 dels 43 exons
que conformen el gen EYS
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conegut avui dia que s'expressi a la retina i el cinqué gen
conegut més gran de I'ésser huma.

3. Caracteritzacié bioinformatica de la proteina
Un cop descobert el nou gen, calia fer un estudi de la proteina
codificada (SPAM) per mirar d'esbrinar les seves funcions i
caracteristiques més rellevants.
L'analisi bioinformatica dels dominis, conjuntament amb els
coneixements sobre el paper que té el gen homoleg a la
drosofila en I'estructura dels fotoreceptors (Husain et al.,
2006), ens indicaria que la proteina SPAM hi té un paper
fonamental.
La proteina SPAM té un pes molecular de 348398.4 Dalton i
un punt isoeléctric teoric de 5.46 i esta composta per 3144
aminoacids. Després de diversos estudis bioinformatics, vam
identificar diversos dominis en aquesta proteina, agrupats en
quatre tipus:
- Seqiiencia d'unié al peptid senyal (1-21 aa)
- Dominis EGF (156-606, 643-1197, 1221-1236, 2098-2140,
2335-2408, 2609-2695 i 2877-2593 aa)
- Dominis EGF amb llocs d’hidroxilacié d'asparagina i acid
aspartic (Asx_Hidroxyl) (696-707, 748-759, 905-916, 943-
Figura 7. Representacié esquematica 954,1019-1030 i 1176-1187 aa)
dels dominis funcionals de la - Domini hélix superenrotllada (coiled coil) (1383-1494 aa)
proteina SPAM humana i la proteina - Dominis laminina G (1883-2063, 2145-2339, 2419-2609,
SPAM de la drosofila 2696-2874 i 2954-3144 aa)
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Per una banda, I'existencia d'almenys 27 motius EGF sembla
que té un paper important a |'estructura tridimensional i, per
tant, la SPAM podria tenir un paper important en el
reconeixement dels receptors i altres molécules. A més a més,
els dominis laminina G apareixen associats a mecanismes
d'adhesié cellular, senyalitzacié, migracié i diferenciacié
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cel-lular. Aquests dominis indicarien que la proteina SPAM té
un rol important en el manteniment, |'estructura i la
morfogénesi retinal.

El cas de la troballa del peptid senyal indicaria que aquesta
proteina, un cop ha madurat, és una proteina secretada o que
posseeix una regi6 extracel-lular (Jarjanazi et al., 2008). A més
ameés, apareix a la bibliografia que altres proteines secretades
com SCUBE (Yang et al., 2002) o CMG-2 (Bell et al., 2001)
mostren dominis similars a la nostra proteina i posseeixen una
funcié estructural.

Per acabar, la regié d'hélix superenrotllada reforcaria la idea
de la funcié de la SPAM en |'organitzacié retinal. Aquest tipus
de motius estan implicats en nombroses interaccions
proteiques (Mason i Arndt, 2004).

Per tot aix0, hem arribat a la conclusié que la SPAM hauria de
ser una proteina secretada pels fotoreceptors i que
intervindria en l'estructura, el manteniment i la morfogénesi
retinal. Al mateix temps, la presencia d'aquesta proteina a la
drosofila, que és secretada pel receptor i que exerceix un
paper estructural clau (Husain et al., 2006), donaria més forga
a la nostra hipotesi sobre la funcié de la SPAM.

4. Immunolocalitzacié i distribuci6 de I'expressié del gen EYS
Un cop descobert el gen EYS i caracteritzada aquesta nova
proteina, el pas segiient és saber en quins teixits s'expressa.
Per dur a terme aquest treball vam dur a terme I'estudi
d'expressi6 del gen EYS mitjancant RT-PCR i la
immunolocalitzacié de la proteina fent servir uns estudis
d'immunohistoquimica

Els estudis mitjancant RT-PCR en cDNA humans de diversos
cultius i linies cel-lulars mostren I'expressié d'aquest gen
només a la retina i concretament als fotoreceptors (figura 8).
D'altra banda, els estudis immunohistoquimics efectuats en
retina de porc mostren una expressié de la proteina SPAM a
la capa de fotoreceptors. A més de |'anticos contra la proteina
SPAM (verd), es va fer servir un anticos contra la rodopsina
(vermell), i les dos proteines colocalitzen (figura 9).

Aquests resultats obtinguts han evidenciat que aquest gen
només s'expressa a la retina i, més concretament, a les
cel-lules fotoreceptores. Aixd demostraria la importancia
d'aquest gen a la retina i, més especificament, als
fotoreceptors.
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Figura 8. Gel electroforétic amb el
resultat de |'amplificacié per RT-
PCR fent servir primers especifics
d'EYS, entre els exons 4 (sentit) i 11
(antisentit) en cDNA de diversos
teixits i linies cel-lulars. Com a
control positiu apareix la banda de
400 pb que correspon a
I'amplificacié del gen PGM1

Figura 9. Localitzacié subcel-lular de
la proteina SPAM en la capa de
fotoreceptors de la retina de porc
fent servir un anticos contra la
SPAM (verd) i un altre contra la
rodopsina  (vermell). Els  dos
colocalitzen en el segment extern
de la capa de fotoreceptors (groc)
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Aquest fet d'expressié Unica a la retina passa de la mateixa
manera amb un gran nombre de gens implicats en altres DHR
sense afectaci6 a cap altre organ. Tot aixo dona suport a la
implicacié de les mutacions trobades al nostre gen i I"aparicié
de la patologia retinal del nostre estudi.

D’altra banda, els estudis d'immunolocalitzacié han servit per
confirmar, mitjangant una altra técnica, I'expressié de la nostra
proteina a la capa dels fotoreceptors, concretament al
segment extern, aixi com la colocalitzacié de les proteines
SPAM i rodopsina.
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5. Estudi mutacional del gen EYS a les families lligades al locus
RP25 mitjangant seqiienciaci6 directa

L'estudi mutacional del gen EYS a les families lligades al locus
RP25 va donar com a resultat la identificacié de 4 variants com
a possibles causants de la malaltia en 4 de les 12 families

Desens debats de recerca



incloses a I'estudi (RP214, RP328, RP73, RP349) (taula 1; figura
10).

A més a més, vam utilitzar técniques per a la cerca de grans
delecions o duplicacions, CNV (MLPA- Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification), que van confirmar les dos
grans delecions ja identificades préviament mitjangant I'estudi
de CGH a les families RP5 i RP73, respectivament.

Familia Exé Canvi nucleotidic Canvi Dominis Tipus de

aminoacidic mutacié
RP214 17 €.2710_2726del17 p.D904QfsX17 EGF Homozigosi
RP5 15- €.2260- pS754AfsX6 EGF Homozigosi

19 51191_2992+45990del
RP328 12 €.1971delT p.T657THsXS EGF Homozigosi
RP73 12 €. 1767- p.C590YfsX4 EGF Heterozigosi
24596_2022+238135del
28 ¢.5857G>T p.E1953X Laminina  Heterozigosi
G

RP349 41 ¢ 7919G>A P.-W2640X EGF Homozigosi
p.RS89RISXS p.ST54AfXE p.E1953X

e p. TGS?TIsXSl | lp D904QfsX17 l .
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Taula 1. Mutacions identificades al
gen EYS a les families lligades al
locus RP25

P.W2640X

SE8'L8Y'Y9

6. Estudi mutacional del gen EYS a les families RPAR per
sequienciaci6 directa

Un cop acabat I'estudi de les families lligades, vam incloure
tota la cohort de families RPAR a I'estudi mutacional del gen
EYS. Aquest estudi va concloure amb la identificacié de 18
variants com a possibles patogéniques a 16 de les 94 families
incloses a I'estudi (taula 2).
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Figura 10. Representacié esquematica
del gen EYS amb la localitzacié de les
mutacions identificades a les families
ligades a I'RP25 incloses al rastreig
mutacional
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Familia Exé Posicié del canvi  Alteracié Dominis Tipus de

proteica mutacié
RP60 12 EYS: ¢.78-79 EYS: Lloc de tall pel  Heterozigosi
insGC p.Q27RisX16 petit senyal
PROM1:c.1345G ~ PROMI:
14 SA p.V449M
RP81 14 €.2234A>G pN7458 EGF Heterozigosi
RP1237TM 14 €.2234A>G pN7458 EGF Heterozigosi
41 c.7919G>A Pp-W2640X EGF Heterozigosi
RP367B 26 c.4120C>T pRIATSX Helix Heterozigosi
a1 superenrotllada Hotrs
c6424+1G>T - X B
VRPB 26 £.4450T>C PWI1484R Helix Heterozigosi
superenrotllada
RP33 26 cA451G>A P.W1484X S EEE s
superenrotllada
RPB84B 29 €.6050G>T p.G2017V Laminina G Homozigosi
aE) €.6632C>T p.S2211L Laminina G Heterozigosi
RP136B
43 c.8834G>A p.G2945E EGF Heterozigosi
RPI55B 33 ¢.6714delT pJI22395£:X17 Laminina G Homozigosi
RP296 36 ©.7222A>G p.T2408A EGF Heterozigosi
RP358B 37 c.7361delA pH2454PfsX8 Laminina G Heterozigosi
RP383 38 c.7507G>A p.E2503K Laminina G Heterozigosi
RP461M 43 c.8914 T>A pY2993N Laminina G Heterozigosi
Taula 2. Mutacions 'derfF'f'cades a o 43 9059 T>C pI3041T Laminina G Heterozigosi
gen EYS en la poblacié afecta a
B . RP194B 43 c.0468T>A p.Y3135X Laminina G Homozigosi
I'RPAR. En negreta apareixen els
RP1052 43 €.9178- pN3061TfsX3  Laminina G Heterozigosi

resultats que provoquen un codd
d'aturada prematur

9181delATAA

7. Analisi de grans delecions/duplicacions en la nostra cohort
de families RPAR mitjangant MLPA

Per trobar grans delecions/duplicacions en |'estudi mutacional
d'EYS, vam fer servir la técnica MLPA, utilitzant el Kit P328-X1.
Aquest rastreig va donar com a resultat la identificacié de 6
variants com a possibles causants de la malaltia a 6 de les 91
families incloses. A més a més, vam confirmar les delecions
trobades amb anterioritat mitjangant la técnica de CGH.
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Familia Exé Posicid del canvi Alteraci6 proteica Tipus de
mutacié
RP228F 34 €.-332-7_748+del* - Het
20 c.3003T>A p.CI00IX Het
RP199B 34 ©.-332-2_748+2dup* - Het
43 c.c.8834G>A G2945E Het
RP6ISF 4 ¢.547delT p.C183AfsX74  Het
9 ¢.1300-7_1459+2del** - Het
RP73 12 ¢. 1767- p.C590YfsX4 Het
2 24596_2023+238135del p.QI953X Het
c. 5857G>T
RP735F 12 €.1767-7_2023+72del p.C590YfsX4 Hom
RP228B 13-14  ¢.2024-?_2259+7%del p.G676EfsX9del  Hom
RP5 15-19  ¢2260-51191_2992+45990del p-S754AfsX6 Hom
RP51 16-19  ¢.2382-7_2992+7del p-C795HfsX4 Het
RP360F 26 c.4827_4830delTTCA pSI6I0FfsX7  Het
33 ©.6572-7_6725+7del*** - Het
RP115F 32-33  c.6572-7_6725+7del p-D2142AfsX14 Hom

* No hi ha sondes per detectar possibles delecions/duplicacions en els exons 5i 6
** No hi ha sondes per detectar possibles delecions/duplicacions en I'exé 10
*** No hi ha sondes per detectar possibles delecions/duplicacions en I'exé 32

Exd Ex 13-14
PCIS3AISXTA* GETEENSX9del

(1300-_145%+2del)

Ex3-4
©(-3407_748+7del) Ex 16-19 Ex26 Ex32-33
@(-340-2_748+2dup) CT95HIEX4 PS5 I610FEXT7* D2142AKX 14

Ex12 Ex 15-19 Ex33
C590Y X4 ST54ATX6 S2191TRX14

Ex 20
pCI00IX*

8. Analisi de |'estudi de les variants resultants del rastreig
mutacional d’'EYS

En total hem identificat 117 variants de sequencia, de les
quals n'hem considerat 35 com les mutacions causants de
DHR a 34 de les 129 families d'aquest estudi. De totes
aquestes mutacions, nou corresponen a grans delecions
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Taula 3. Mutacions identificades en
el gen EYS a la poblacié RPAR en
I'estudi d'MLPA

Figura 11.  CNV  identificats
mitjancant MLPA a la nostra cohort
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identificades per CGH i MLPA, sis son petites
delecions/insercions, sis corresponen a canvis puntuals sense
sentit (nonsense), dotze son canvis d’'aminoacid, un és un
canvi en la regi6é reguladora i un és un canvi en la regi6
donadora de I'empalmament (splicing).

Cal remarcar que un canvi s'ha considerat patogénic quan
compleix tres criteris:

- La segregacié del canvi en la familia en cas de disposar de
mostres familiars.

- L'absencia de canvis a la poblacié dels controls (200 controls)
i la no-inclusié de la variant a les bases de dades d'SNP
existents.

- La possible implicacié en I'estructura i/o funcié de la proteina
o canvis que puguin alterar fenomens en la traduccié
d'aquesta proteina.

En el cas de les mutacions que generarien un codé d'aturada
prematur, es generaria una proteina més curta i probablement
no funcional. El fet que sigui una malaltia autosomica
recessiva, fa menys probable que el fenotip sigui causat per
una acumulacié i un efecte toxic de la proteina truncada sind,
més aviat, I'absencia de funcié. Aquesta absencia pot ser
ocasionada perque la proteina truncada no pot dur a terme la
seva funcid, encara que és molt possible que la gran majoria
del transcrit sigui eliminat sense arribar a traduir-se mitjancant
el procés de Nonsense-mediated mRNA decay (NMD)
(Frischmeyer et al., 2002).

En el cas de la substitucié aminoacidica, seria suficient per
alterar la funcionalitat de la proteina i, per tant, produiria el
fenotip RP. Aquest efecte patogénic d'aminoacid ha estat
préviament descrit a mutacions similars d'altres gens implicats
en diverses malalties (Baldwin et al., 1995; Alonso et al., 2006)
i, més especificament, en gens implicats en 'aparicié de casos
RPAR (Sun et al., 1997; Molday et al., 2000; Fishman et al.,
2003).

En aquests casos, hem trobat una major incidéncia de les
mutacions a la part final de la proteina (9/12), i hem reforcat la
hipotesi en que plantegem que la regi6 c-terminal seria crucial
per a la funcié d'aquesta proteina. A més a més, aquesta regid
és la més conservada evolutivament i, per tant, és logic pensar
que és molt més sensible a alteracions de seqiiencia.
Finalment, hem fet servir les prediccions bioinformatiques de

Desens debats de recerca



programes com Netphos2.1 o SIFT per predir el grau de
“tolerabilitat” d'aquests canvis a la seqliéncia proteica i el seu
impacte en la funcié de la proteina. Aquests programes
ajuden a predir si els canvis descrits com a patogeénics es
correlacionen amb una alta probabilitat d'alterar la funcié o
I'estructura de la proteina.

Respecte a I'estudi de CNV, en total s'han descrit tres grans
delecions/duplicacions en tres families RPAR de la nostra
cohort, aixi com tres grans delecions en families d'una cohort
francesa, portadores d'una mutacié truncant en heterozigosi i
remeses a la nostra unitat pel grup d'investigacié de Christina
Zeitz.

Amb aquestes dades vam poder establir una prevalenca
d'aquest fenomen en un ~4% del total dels casos RPAR. A
més, es van identificar tres CNV en heterozigosi com a segon
canvi patogenic en les 22 families espanyoles i franceses que
ja portaven un primer canvi en heterozigosi. D'aquesta
manera, podem establir una prevalenca del ~15% a les
families amb un sol canvi identificat per seqiienciacié directa i
que seria indetectable mitjancant les técniques estandard
basades en PCR i seqiienciacid. Aixd demostra |'eficacia i la
necessitat de I'Us de tecniques com [|'MLPA per trobar
mutacions en les families RPAR i amb especial interés en les
families en qué només s’ha trobat una mutacié patogeénica en
un dels dos al-lels.

Totes les dades en conjunt d'aquest estudi reflecteixen una
prevalenca del gen EYS en les families afectes a I'RPAR del
15,9% si només tenim en compte els canvis detectats
mitjancant PCR i sequenciacid, i un 4% més si afegim els
canvis detectats mitjangant MLPA. Per tot aixo, postulem el
gen EYS com el gen més important fins ara en |'aparicié de
casos RPAR.

9. Estudis en altres poblacions i identificacié de mutacions
recurrents

Des de la nostra publicacié a la revista Nature Genetics,
I'octubre del 2008, de I'article anomenat “EYS, encoding an
ortholog of Drosophila spacemaker, is mutated in autosomal
recessive retinitis pigmentosa”, amb el descobriment del gen
EYS i la seva implicacié en el fenotip RPAR, altres autors (ja
sigui en grups col-laboradors o grups independents), han
publicitat els seus resultats del rastreig d'aquest gen a les
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Figura 12. Representaci6 esquematica
de la proteina SPAM amb la
localitzaci6  de les  mutacions
identificades. En taronja s'indiquen les
delecions trobades amb MLPA. En
verd es descriuen els canvis trobats
per altres grups d'investigacié a la
seva cohort de pacients RPAR. En blau
trobem els canvis patogénics
identificats a la nostra cohort
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seves cohorts de pacients afectats de DHR, i han identificat
multiples canvis patogenics.

A més a més, el descobriment de vuit canvis truncants, aixi
com set canvis d'aminoacids classificats com patogenics en el
gen EYS en dos families RP o més en diverses poblacions
(espanyola, holandesa, francesa, britanica, israeliana i xinesa),
reforca encara més la nostra hipotesi que I'EYS és el gen de
major prevalenca en poblacié RPAR (Abd-el Aziz et al.,2008;
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Conclusions

Els estudis d'RT-PCR i 53" Race de la regié delimitada
mitjancant CGH han permés la caracteritzacié del gen EYS,
format per 43 exons a l'interval entre 64487835-66473839 del
cromosoma 6412, amb una llargaria de ~2 Megabases, la qual
cosa fa del gen EYS el més gran conegut d'expressid en
retina, aixi com el cinqué gen més gran del cos huma.

Els estudis d'RT-PCR demostren que I'EYS s'expressa de
manera exclusiva a la retina. De la mateixa manera, els estudis
d'immunohistoquimica han revelat la localitzacié de la seva
proteina SPAM al segment extern de la capa dels
fotoreceptors, colocalitzant amb el gen de la rodopsina.

La caracteritzaci6 estructural mitjangant I'estudi bioinformatic
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de la proteina SPAM ha revelat un patré concret i molt
conservat evolutivament, estructurat en tres regions: una
regié N-terminal rica en dominis tipus EGF, un domini central
amb una estructura tipus helix superenrotllada, i una regié C
terminal amb intercalacié de dominis tipus EGF i laminina G.

La caracteritzacié funcional a través de I'estudi in silico dels
dominis de la proteina SPAM, la preseéncia d'un péptid senyal,
i el paper de la proteina SPAM a la drosofila, ens permet
concloure que la SPAM seria una proteina secretada pels
fotoreceptors que intervé en I'estructura, el manteniment i la
morfogeénesi retinal.

L'estudi mutacional mitjangant una sequenciacié directa a les
onze families lligades al locus RP25 ha permés trobar quatre
canvis de sequéncia a quatre families que podrien ser
responsables del fenotip.

L'estudi poblacional del gen EYS mitjancant una seqiienciacié
directa en la nostra cohort ha permés la identificacié de
diversos canvis a 21 de les 94 families com a possibles
responsables de |'aparici6 del fenotip. Aquests canvis
inclouen variants que generen un codé d'aturada prematur,
delecions, insercions, canvis d'aminoacid i mutacions a la
regié donadora d'empalmament (splicing). A la vegada,
aquest estudi revela l'alta prevalenca del gen EYS a les
families RPAR espanyoles.

L'estudi poblacional del gen EYS mitjancant |'Us de la tecnica
MLPA ha permes la identificacié de tres CNV com a possibles
canvis patogenics en tres de les 78 families RPAR analitzades,
i s'ha establert una prevalenca d'aquest fenomen en un ~4%
del total dels casos RPAR.

L'analisi de les families espanyoles i franceses on hi havia
descrit un canvi patogénic en un sol allel mitjancant
sequenciaci6 directa, ha donat com a resultat la troballa de 3
CNV com a segon canvi patogenic en 3 de les 20 families
analitzades. D'aquesta manera, el ~15% de les families
portadores d'un canvi patogénic puntual detectat per PCR-
sequenciacié en un dels dos al-lels sén portadores de grans
CNV en l'altre.

La troballa de 68 mutacions en el gen EYS en altres
poblacions, reportades per altres grups des del descobriment
del gen, reforcen la hipotesi que EYS és el gen de major
prevalenca en RPAR amb valors que oscil-len entre el 5% i el
20% del total dels casos RPAR.
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