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ANOMALIAS DEL DESARROLLO OCULAR

v Enfermedades raras (3-4 casos / 10,000)

_~choroid v

conjunctiva Elevada heterogeneidad clinica: formas aisladas, panoftalmicas y sindromicas

/ciliary body
y

_~retina

v Genética: Herencia mendeliana (AD, AR, XL), 50-60% mutacién de novo

macula
5 v

Elevada heterogeneidad genética >400 genes asociados

v' Complejidad alélica: variantes estructurales, SNVs

conjunctiva 7 L optic nerve

sclera -

optic disc -
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PROCESOS MALFORMATIVOS DURANTE EL DESARROLLO OCULAR

Surface ectoderm Mesenchyme

Antarnar AMNP » chyme Outer layer Mesenchyme
Nsurospithetium b cte
Retina
- —— —_— —_— Lens
| -)
Posterion
MNMeural plate Optic vesicle Bilayered optic cup
ANOFTALMIA MICROFTALMIA COLOBOMA

> 150 genes

Universidad Auténoma
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Cornea

Schlemm's
canal

Aqueous humor
Iris Trabecular
Mashwork ——

!
ANTERIOR SEGMENT

Microcérnea
Iridodisgenesias
Glaucoma congénito

Cliar:,r body Suq:ensnry
ligamants

> 150 genes

Vitreous humor
> 50 genes

POSTERIOR SEGMEMNT

Retina
(retinal ganglion cells)

Hipoplasia macular
y/o nervio 6ptico

> 100 genes
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COMPLEJA REGULACION TRANSCRIPCIONAL

Specification
& determination

Mcrphogenesis |

Differentiation

. Transcription

(Oecwm

@ Cell morphogenesis ’ Cell cycle exit

. Signaling

‘ Differentiatior

PAX6: Regulador clave multinivel

Iniciacion del desarrollo inicial de la vesicula optica.
Patterning vesicula y copa 6ptica

Especificacion y diferenciacion neuroectodermo
(retinogénesis)

Especificacion y diferenciacion ectodermo (polo anterior
y cristalino)

Il REUNION ANUAL DEL AREA DE GENETICAY GENOMICA DEL IIS-F|D

Toff  Wntp-catenin

Patterning Neurogenesis  Proliferation

Smad3
Wnt/B-catenin ‘

e e

Invagination, Differentiation, Vesicle detachment
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COMPLE]JIDAD FENOTIPICA ASOCIADA A PAXé6

Drosophila Ratén Humano

o ;{(: y

Ey -I- paxéb -/- Sey (Pax6 -I-) PAX6 +/-
Anoftalmia Microftalmia Microftalmia Haploinsuficiencia: Aniridia
Anomalias retinianas Malformacion iridiana (hipoplasia iris + fovea, déficit limbar + otros)
Ausencia camara Missense: Microftalmia
anterior Coloboma iris
Hipoplasia foveal

Anomalia Peters

Iniversidad Auténoma
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OBJETIVOS DE NUESTRAS LINEAS DE INVESTIGACION

Identificacion de mecanismos
molecularesen ANIRIDIA

Bases genéticas de malformaciones
oculares altamente heterogéneas

Microftalmia, coloboma, cataratas congénitas, disgenesias del

segmento anterior, hipoplasia foveal

OFTALMOGENETICA

Bases genéticas
del ALBINISMO

Desarrollo de nuevas herramientas
genémicas

Identificacion de nuevas causas genéticas

* Paneles personalizados de NGS / aCGH

* Estudio de regiones no codificantes (paneles | WGS)

* Estudio de variantes estructurales (short and long WGS)
* |dentificacién de nuevos genes (WES | WGS)

* Implicacion de mosaicismo (ddPCR | NGS)

* Implicacion de procesos epigenéticos

Caracterizacion funcional de mecanismos
moleculares

* Caracterizacién functional de VUS y variantes no
codificantes (deep-intronic, UTRs)

* Implicacion de splicing alternativo (long-reads RNAseq)

* Desarrollo de modelos experimentales para aniridia (minigenes,
LCLs, hiPSCs + organoides oculares, pez cebra)

Estrategias terapéuticas

* Terapias antisentido para modulacion mutaciones splicing
* Terapias readthrough para modulacion mutaciones nonsense
* Correccion mediada por CRISPR




DESARROLLO APROXIMACIONES OMICAS

Scale of Genomic Variation PANEL EyeDev_v1

121 Genes

Locus PAX6
(exones, intrones,

enhancers) ) ) L
O 20003 nilinbass w

. SNVs
ATCECBCTTT o BOCATACGCATELT
“‘ “ Singlegere  300kases =
ﬁ Sequencechangz 1 base 3
PRE-NGS 2014
DIAGNOSTICO GENETICO DIAGNOSTICO GENETICO DisEnesins roLg AnTemon

MICROFTALMIA COLOBOMATOSA
HIPOPLASIA FOVEAL

ALBINISMO

ANOMALIAS NERVIO OPTICO

- J

Genes prevz Exoma clinico OIN 2

. ‘i PAX6, OTX2 Panel "virtual" MAFO 4 »‘4\*» 1

3WWHWwme|n CYP1BI, Fi ¢ (= e

PITX2, 1
”\- q SNVs SNVs + CNVs
\‘ 1 A A W|
eV
Baja RESOLUCION VARIANTES Alta

o
<10-30% TASA DIAGNOSTICA 50-60%



;COMO MEJORAR LA CARACTERIZACION GENETICA EN ANIRIDIA?

~ 100 familias aniridia

RECRUITMENT

ORIGIN OF PATIENTS

50 i
e ® - ee
b, i W el e Bt
e . ® o a9 R

CLINICAL SUSPICTION

Incomplete

Syndrom
niridia
2% lassical
niridia
69%
WAGR
syndrom
7%

INHERITANCE

Congenital aniridia

mafas

Il REUNION ANUAL DEL AREA DE GENETICAY GENOMICA DEL lIS-F|D

PRE-NGS

CNV

unsolved 21%

23%

PAXE
coding VUS
10%

25% “PAX6 negativos”
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ESTUDIO DE CASOS DE ANIRIDIA PAX6 NEGATIVOS

’
p155 S UR PAX6 > <ELP4 (human]  pessssssesessssss £Lpa
fugu

e zebrafish _‘ g
:i:g Xenopus . 5
AT i
:lz ! chicken |y i %
o2 22Kb DRR - 8

piLl ) possum b«iﬂ
150Kb X I 00%
The Spectrum of PAX6 Mutations and Elementos cis-reguladores PAX6 (>30) ™ W o

SIMO

Genotype-Phenotype Correlations in the Eye

Dulce Lima Cunha !, Gavin Arno 23, Marta Corton *#5 and Mariya Moosajee -23*(

Locus PAX6 + WAGR
(exones, intrones,
enhancers)

SNVs + CNVs

-
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IDENTIFICACION VARIANTES NO CODIFICANTES

5'UTR
Non-canonical splicing variants
Deep-intronic . .
Sinénimas » ) Likely pathoge-mc. »
3 UTR Variants of unknown significance

Enhancers (3’ del / SNVs)

Human Genetics
https://dol.org/10.1007/500439-018-1940-x

ORIGINAL INVESTIGATION

Ocmmmk
Implication of non-coding PAX6 mutations in aniridia

o Julie Plalantlé’ ’0 M. Tanlonte -P aamo:’ -C. Jo-mon sanmouche' V. Gaston' - H. Domus’ D Agullen M
~ en nuestra cohorte o L o - Genirs” v
o M. Rox-l' {8 Ayuso“ N. Chasnlnq“ P(-lv-s" M. Corton**

Recelved: 9 July 2018 / Accepted: 23 September 2018

@ncss Qumn

@synonymous @ deep-intronic

C-52+1G>A
€.-52+3_-52+6delinsTG
c-118-117del €.-52+43_-52+4delAA

C.357+136G>A  C.357+334G>A €.1033-275G>A
c-128-2del c.-52+5delG
c-129+1G>A €.*4389_4390
exon 1 1 exon 2 exon3| exon4 | exon 5 1 exon 9 | exon 10 exon 11 exon 12 exon 13
-555 -316 | 128 1

: 5'UTR
|

NM_000280.4
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IMPLICACION DE VARIANTES NO CODIFICANTES EN SPLICING

= |5% variantes en PAX6 afectan potencialmente al correcto empalme del pre-ARNm

= >90% de las VUS identificadas en nuestra cohorte se localizan en sitios no canoénicos de splicing:

= Donadores / aceptores candnicos en exones no codificantes SITIOS CONSERVADOS DE SPLICING

= Donadores cripticos exonicos (exon 6) SECUENCI AS AUXI LI ARES DE SPLI CI NG MENOS CONSERVADAS |

= Elementos reguladores del splicing exonicos
= Sitios splicing cripticos intrénicos

¢

-2/ AS|
. SRpss JnRng) UL
| uz @' . snRNP @ @
SnRNP
SECUENCI A DE . . ISEs  1SSs
B -
C

Exonic crypti I ntronic cryptic
57/ 3’SS 57/ 3’ SS

T 1 r 11

3

—
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IMPLICACION DE VARIANTES NO CODIFICANTES EN SPLICING

r Q

Cloning into Directed HEK-293 and/or
exon-trapping mutagenesis ARPE-19 cells
expression vector transfection & Pl

g pSPL3_PAX6 5
E minigenes 3 pCl-neo_PAX6
Exons 8-11

LY

MINIGENE 1 .’

3v40
o 1y

AmpR

5’UTR
MINIGENE 4: RHO
MINIGENE 2: exons 8 to 11 m- - -_-mm
exon 5a and —
Blood extraction Lymphocytes Epstein-Barr virus Lymphocyte cell lines
MINIGENE 3:  from aniridia patients obtention infection culture and
exons 5to7 and control expansion
individuals ;
- Sanger Sequencing

- Long-read Sequencing

»
U EA Universidad Auténoma
de Madrid
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IMPLICACION DE VARIANTES NO CODIFICANTES EN SPLICING

Ex5 E: Ex6 Ex7 Ex8 Ex9

c.-129+1G>A ¢.142-3C>G  ¢.352_357+2del c.682+4del
€.-128-2del c.174C>T*  ¢.356G>T ¢.683-5_683-3delinsGAA
g4y TP Cc178T>C  c.357_357+5del c.683-5T>6
¢.-52+5del c.180T>A  ¢.357+1G>A* ¢.683-9C>G

€.249T>G ¢.357+5G>C ¢.687dup

c.249del €.357+6T>G** €.765G>T

¢.326_331dup ¢.357+136G>A ¢.765A>G

€.333C>A  ¢.357+334G>A ¢.766-3C>G

c.349_357del c.524-1G>A*

Mutation
f
premina 5 =——{J—t, 2 -~ 3

Normal Splicing / \ Aberrant splicing

Mature mRNA _ 2 _ . | A) Exon skipping
i 2 B) Partially deleted exon
I 2 — T C) Intron retention
I 2 _ D) Pseudoexon inclusion

Il REUNION ANUAL DEL AREA DE GENETICAY GENOMICA DEL lIS-F|D

NM_000280.4

Plaisancie & Tatilonte etal. 2018
Tarilonte et al. 2020

C. Ruiz, TGF, 2021

A. Tamayo, Tesis doctoral (en proceso)

DISTINTOS MECANISMOS

|- creacion /potenciacion sitios splicing exonicos
2- creacion /potenciacion sitios splicing intrénicos

3- silenciamiento sitios splicing mediado por SREs

»
U EA Universidad Auténoma
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VARIANTES EXONICAS CREAN DONADORES CRIPTICOS

c.174C>T

HSF  ca4z  aie Ciee o P c.357
score N 81,1 > 84,8) 9,55 N
wT 21,80 83,18
ANALISIS EN L. ANALISIS INVITRO (minigenes)
111:3 Control 1 Control 2
100 200 300 400
2100
1400
7o Minigenes representan
° 1 una buena alternativa
g i - i bl ante la falta de muestras de
70 pacientes
= ¢, | 7T4C>T
900
1
A6_185 CT

Sinénima >>> frameshift

»
U EA M Universidad Auténoma
de Madrid
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COMPLEJA MODULACION DEL SPLICING DEL EXON 6

g T e ey WU
€.357+331

156 173 .249 .330
HSF . 142 St G o, Crip. <357 Crip.
score 81,13 (0> 34 8) 80,45 79,55 75,68
wT 91, 80 83 18

, Desbalance Splicing exon 6
ESPECTRO DE DONADORES CRIPTICOS EN EL EXON 6 DE PAX6

Variantes que:

- Alteran el donador canénico débil
- Potencian donadores cripticos

6 donadores - Alteran sitios de unién a SREs
- Donador

Donador alternativos Canénico
Canénic

o E——

Donadores
alternativos

i{Podemos potenciar el donador débil?
{Oligos antisentidos para modular las
Isoformas isoformas aberrantes?

Isoforma WT aberrantes

ya Ve ya 4 » Universidad Auténoma
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MEJORA DE LA CARACTERIZACION GENETICA EN ANIRIDIA

PANEL EyeDev_v1 WES PANEL EyeDev_v2 PANEL DSA WGS Long-reads
121 Genes 240 Genes 118 Genes WGS
Q Locus PAX6 aCGH_Eye_dev Locus PAX6 + WAGR Locus PAX6+ CYP1B1
(exones, intrones, 150 Genes (exones, intrones, (exones, intrones,

enhancers) | i . enhancers) enhancers)

& f SNVs SNVs + CNVs SNVs + CNVs SNVs + CNVs
l LU
Ul
\ ‘ PRE-NGS 2014 2015 2017 2018 2019 2021
I
Ly E’\lljfﬂ'!‘\ﬂﬂ'y\ﬂxf "',P\ @

Baja RESOLUCION VARIANTES Alta
75% TASA DIAGNOSTICA 98%
>90% PAX6
5% Genes DSA
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ACTUALIZACION ALGORITMO

VALORACION ESTUDIO GENETICO CONSEJO GENETICO
OFTALMOLOGICA WAGR (de novo)
_ g delecion riesgo tumor Wilms (45-70%)
Casos esporddicos < 10a Andlisis CNVs 7 PAX6 & WT1 aniridia clasica
Casos sospecha WAGR en 11p13-14 Si BDNF: WARGO (Obesidad)
Tumor Wilms, retraso desarrollo MLPA, aCGH, NGS
malf. genitourinarias, obesidad CaroipR st N delecion Aniridia clésica (AD)
Aniridia cldsica # PAXG6 o reguladores 3’ no riesgo aumentado
tumor Wilms
Hipoplasia iris & fovea Negativo 50% riesgo transmision
Otros polo anterior
Otros polo posterior ibad .
Caces EniliaeEs Cribado mutaciones PAX6 Aniridia cldsica (AD.
Casos espordadicos >10a NGS (Panel, CES, WES, WGS) > puntual niridia clasica (AD)
San [ no riesgo aumentado
ger PAX6 "
tumor Wilms
50% riesgo transmision
Disgenesia polo anterior Cribado FOXC1, PITX2, i S. Axenfeld-Rieger (AD)
Valorar presencia de: Otros genes > mutacién / CNV Valorar otros sintomas
CYP1B1, CPAMDS, COL4AL IR e extraoculares
Cardiopatia, hipoplasia maxilar ' ' 50% riesgo transmision
Piel umbilical redundante
NGS (Panel, CES, WES, WGS)
Aplasia circumpupilar . . .
e Cribado ITPR1 S. Gillespie (AD 0 AR)
) > tacion ITPR1 .
Ataxia, retraso desarrollo NGS (Panel, CES, WES, WGS) Valorar otros sintomas
extraoculares
Coloboma iris, |
e Cribado PAX6 & Fenotipo variable
otros genes microftalmia Y mutacion PAX6 (missense) Valorar otros sintomas
Otras presentaciones extraoculares
sindromicas NGS (Panel, CES, WES, WGS) Setolosh PAXG (AD)

i UW_:‘:?&?JFundaciOn
Jiménez Diaz

onso Vquironsalud

Blanco-Kelly y cols. Genética y epidemiologia de la aniridia congénita: actualizacion de buenas practicas para el diagndstico
genético. Arch. Soc. Esp. Oftalmologia. 2021
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CONCLUSIONES

Variant

— Uncertain
\?/ Significance

i 1d Auténoma
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POSIBLES COLABORACIONES INTRAMURALES

NUESTRA EXPERIENCIA

SE AGRADECE AYUDA EN

ANALISIS GENOMICO ERE

Next Generation Sequencing

* Amplia experiencia en disefios
personalizados de paneles

* Implementacion protocolos para
distintas plataformas y aproximaciones
(DNA, RNA, mtDNA, mosaicismo)

* Analisis de WES

*Validacién de variantes con distintas
técnicas (aCGH, PCR digital, etc.)

CGH arrays: Disefios personalizados o
comerciales

* Analisis de mosaicismo y alelos de baja
frecuencia

*Anadlisis de expresion y de isoformas de
splicing

* Analisis bioinformatico
Coding, non-coding SNV & CNVs

*DNA y RNA de distintos tejidos
* Lymphocytes cell lines

* Fibroblastos

ANALISIS IN VITRO VARIANTES

SPLICING

* Vectores especificos exon-trapping
*Analisis cuantitativo y cualitativo de

isoformas de splicing

DESARROLLO MODELOS PEZ CEBRA

Solicitud de autorizaciones y/o disefio
experimental

Asesoramiento en disefio de guias
CRISPR

Cualquier otra ayuda / asesoramiento en
microinyecciones de ADN /ARN en
embriones

Il REUNION ANUAL DE AREASY GRUPOS DEL IIS-FJD

| 3 de Noviembre del 2020

DESARROLLO DE iPSCs

« Cuarto de cultivo para trabajo con
células madre inducidas y/o vectores
virales
i

TECNICAS / EQUIPOS

* Técnicas de histologia e

Inmunofluorescencia
* Ensayos de luciferasa
* Lupa estereoscopica de fluorescencia
(fenotipado de larvas y/o peces adultos /

organoides)

»
U ! M Universidad Auténoma
de Madrid
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