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

✓ Elevada heterogeneidad clínica: formas aisladas, panoftálmicas y sindrómicas

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

✓ Elevada heterogeneidad genética   >400 genes asociados

✓ Complejidad alélica:  variantes estructurales, SNVs

ANOMALÍAS DEL DESARROLLO OCULAR
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PROCESOS MALFORMATIVOS DURANTE EL DESARROLLO OCULAR

ANOFTALMIA MICROFTALMIA COLOBOMA

> 150 genes
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Microcórnea

Iridodisgenesias

Glaucoma congénito

Hipoplasia macular

y/o nervio óptico

Cataratas congénitas

> 150 genes

> 50 genes

> 100 genes
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PAX6: Regulador clave multinivel

• Especificación y diferenciación neuroectodermo

(retinogénesis)

• Especificación y diferenciación ectodermo (polo anterior 

y cristalino)

• Iniciación del desarrollo inicial de la vesícula óptica.

• Patterning vesícula y copa óptica

COMPLEJA REGULACION TRANSCRIPCIONAL
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Drosophila Pez Cebra Ratón Humano

Ey -/-

Anoftalmia

pax6b -/-

Microftalmia

Anomalías retinianas

Sey (Pax6 -/-) 

Microftalmia

Malformación iridiana

Ausencia cámara

anterior

PAX6 +/-

Haploinsuficiencia:  Aniridia 

(hipoplasia iris + fovea, déficit limbar + otros)

Missense:   Microftalmia

Coloboma iris

Hipoplasia foveal

Anomalía Peters

COMPLEJIDAD FENOTIPICA ASOCIADA A PAX6
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• Paneles personalizados de NGS / aCGH

• Estudio de regiones no codificantes (paneles / WGS)

• Estudio de variantes estructurales (short and long WGS)

• Identificación de nuevos genes (WES / WGS)

• Implicación de mosaicismo (ddPCR / NGS)

• Implicación de procesos epigenéticos

Identificación de nuevas causas genéticas

• Caracterización functional de VUS y variantes no 

codificantes (deep-intronic, UTRs)

• Implicación de splicing alternativo (long-reads RNAseq)

• Desarrollo de modelos experimentales para aniridia (minigenes, 

LCLs, hiPSCs + organoides oculares, pez cebra)

Caracterización funcional de mecanismos 
moleculares

OBJETIVOS DE NUESTRAS LINEAS DE INVESTIGACIÓN

Bases genéticas 

del ALBINISMO

Desarrollo de nuevas herramientas 
genómicas

Identificación de mecanismos 

moleculares en ANIRIDIA

Bases genéticas de malformaciones 
oculares  altamente heterogéneas 

Microftalmia, coloboma, cataratas congénitas, disgenesias del 

segmento anterior, hipoplasia foveal

OFTALMOGÉNETICA

• Terapias antisentido para modulación mutaciones splicing

• Terapias readthrough para modulación mutaciones nonsense

• Corrección mediada por CRISPR

Estrategias terapéuticas



DESARROLLO APROXIMACIONES ÓMICAS

ANIRIDIA

CATARATAS PEDIATRICAS

DISGENESIAS  POLO ANTERIOR

GLAUCOMA CONGÉN

MICROFTALMIA COLOBOMATOSA

HIPOPLASIA FOVEAL

ALBINISMO

ANOMALÍAS NERVIO ÓPTICO



Familial

31%

Mosaicism

3%

Sporadic

66%

InheritanceINHERITANCECLINICAL  SUSPICTION

Classical 

aniridia
69%

WAGR 
syndrome

7%

Syndromic 

aniridia
2%

Incomplete 
aniridia

22%

ORIGIN OF PATIENTS

Spanish 
Association 
Blindness

54%

FJD
16%

Other NHS 
hospitals

30%

RECRUITMENT

¿COMO MEJORAR LA CARACTERIZACIÓN GENETICA EN ANIRIDIA?

CNV
21%

PAX6
coding 

mutations
46%

PAX6
coding VUS

10%

unsolved
23%

25% “PAX6 negativos”

~100 familias aniridia
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ARQUITECTURA GENÓMICA PAX6

Elementos cis-reguladores PAX6 (>30)

11p13
5’ UTR

150Kb

ESTUDIO DE CASOS DE ANIRIDIA PAX6 NEGATIVOS

III REUNIÓN ANUAL DEL ÁREA DE GENÉTICA Y GENÓMICA DEL IIS-FJD

5 de octubre del 2021



IDENTIFICACION VARIANTES NO CODIFICANTES

5´UTR 

Non-canonical splicing variants 

Deep-intronic

Sinónimas

3´UTR 

Enhancers (3’ del / SNVs)

Likely pathogenic

Variants of unknown significance

¿ Impacto funcional

en la expression PAX6 ?
Splicing

Transcriptional regulation 

~15 % en nuestra cohorte
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▪ 15% variantes en PAX6 afectan potencialmente al correcto empalme del pre-ARNm

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

▪ Donadores / aceptores canónicos en exones no codificantes

▪ Donadores crípticos exónicos (exón 6)

▪ Elementos reguladores del splicing exónicos

▪ Sitios splicing crípticos intrónicos

guraguyyyy ag Gynyuray G

SI TI OS CONSERVADOS DE SPLI CI NG

3´ ss

ACEPTOR

5´ SS 

DONADOR

SECUENCI AS AUXI LI ARES DE SPLI CI NG MENOS CONSERVADAS

ESEs ESSs

I SEs I SSs

U2

snRNP

SECUENCI A DE 

RAMI FI CACIÓN 

SRp40

U1

snRNPU2AF35
U2AF65

SC35

SF2/ ASF

SRp55

SC35

SF2/ ASF

SRp55
hnRNP

hnRNP

Exonic cryptic

5´ /  3’ SS  
I ntronic cryptic

5´ /  3’ SS  

IMPLICACION DE VARIANTES NO CODIFICANTES EN SPLICING

III REUNIÓN ANUAL DEL ÁREA DE GENÉTICA Y GENÓMICA DEL IIS-FJD

5 de octubre del 2021



IMPLICACION DE VARIANTES NO CODIFICANTES EN SPLICING
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MINIGENE 1: 
5’UTR

MINIGENE 2: 
exon 5a and 6

MINIGENE 3: 
exons 5 to 7

MINIGENE 4: 
exons 8 to 11



Plaisancie & Tatilonte et al. 2018

Tarilonte et al. 2020

C. Ruiz, TGF, 2021

A. Tamayo, Tesis doctoral (en proceso)

NM_000280.4

IMPLICACION DE VARIANTES NO CODIFICANTES EN SPLICING
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DISTINTOS MECANISMOS

1- creación /potenciación sitios splicing exónicos

2- creación /potenciación sitios splicing intrónicos

3- silenciamiento sitios splicing mediado por SREs



VARIANTES EXONICAS CREAN DONADORES CRÍPTICOS

ANÁLISIS EN LCL

v

W

T

c.174C>T

∆6_185 CT

Minigenes representan 

una buena alternativa 

ante la falta de muestras de 

pacientes

Sinónima >>> frameshift
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ANALISIS IN VITRO (minigenes)



Isoforma WT

6 donadores

alternativos
Donador

Canónico

Isoformas

aberrantes

Desbalance Splicing exon 6

Variantes que:

- Alteran el donador canónico débil

- Potencian donadores crípticos

- Alteran sitios de unión a SREs

Donador

Canónic

o

Donadores

alternativos

ESPECTRO DE DONADORES CRÍPTICOS EN EL EXON 6 DE PAX6

¿Podemos potenciar el donador débil? 

¿Oligos antisentidos para modular las 

isoformas aberrantes?

COMPLEJA MODULACIÓN DEL SPLICING DEL EXÓN 6
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MEJORA DE LA CARACTERIZACIÓN GENETICA EN ANIRIDIA

75% 98%

>90% PAX6

5% Genes DSA
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Aniridia clásica

Hipoplasia iris & fóvea

Otros polo anterior

Otros polo posterior 

VALORACIÓN

OFTALMOLÓGICA

Aniridia-like

Hipoplasia iris aislada

Otros (microftalmia, 

microcórnea, coloboma)

ESTUDIO GENÉTICO

Casos esporádicos < 10a

Casos sospecha WAGR

Tumor Wilms, retraso desarrollo

malf. genitourinarias, obesidad 

Casos familiares 

Casos esporádicos >10a

Análisis CNVs 

en 11p13-14 

MLPA, aCGH, NGS

Cariotipo, FISH

Cribado mutaciones PAX6 

NGS (Panel, CES, WES, WGS)

Sanger  

Negativo

Cribado FOXC1, PITX2 , 

Otros genes 

CYP1B1, CPAMD8, COL4A1

NGS (Panel, CES, WES, WGS)

  

Disgenesia polo anterior

Valorar presencia de:

Cardiopatía, hipoplasia maxilar

Piel umbilical redundante

Aplasia circumpupilar

Anomalías sistémicas :

Ataxia, retraso desarrollo

Cribado ITPR1

NGS (Panel, CES, WES, WGS)

  

Coloboma iris, 

microftalmia :

Otras presentaciones 

sindrómicas

CONSEJO GENÉTICO

Cribado PAX6 &

otros genes microftalmia

NGS (Panel, CES, WES, WGS)

  

deleción 

PAX6 & WT1 

deleción 

PAX6 o reguladores 3’

mutación puntual

PAX6 

mutación / CNV  

FOXC1 / PITX2 

mutación ITPR1 

mutación PAX6 (missense)

u otro gen

WAGR (de novo)

riesgo tumor Wilms (45-70%)

aniridia clásica

Si BDNF: WARGO (Obesidad)

Aniridia clásica (AD)
no riesgo aumentado

 tumor Wilms

50% riesgo transmisión

Aniridia clásica (AD)
no riesgo aumentado

 tumor Wilms

50% riesgo transmisión

S. Axenfeld-Rieger (AD)
Valorar otros síntomas

 extraoculares

50% riesgo transmisión

S. Gillespie (AD o AR)

Valorar otros síntomas

extraoculares

Fenotipo variable
Valorar otros síntomas

 extraoculares

PAX6 (AD)

Blanco-Kelly y cols. Genética y epidemiología de la aniridia congénita: actualización de buenas prácticas para el diagnóstico
genético. Arch. Soc. Esp. Oftalmología. 2021

ACTUALIZACION ALGORITMO
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Variantes no 
codificantes en 

PAX6 como 
causa de aniridia

Modelización 
funcional de 

VUS implicadas 
en el splicing

Mosaicismo
somático como 

causa de 
expresividad 

variable

Técnicas de NGS 
mejoran el 

rendimiento en 
el diagnóstico 

genético

Variant

Uncertain

Significance

Nuevas 
asociaciones 
fenotípicas

CONCLUSIONES
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• Vectores específicos exon-trapping

•Análisis cuantitativo y cualitativo de 

isoformas de splicing

Next Generation Sequencing

• Amplia experiencia en diseños 
personalizados de paneles

• Implementación protocolos para 
distintas plataformas y aproximaciones

(DNA, RNA, mtDNA, mosaicismo)

• Análisis de WES

•Validación de variantes con distintas 
técnicas (aCGH, PCR digital, etc.)

CGH arrays: Diseños personalizados o 
comerciales

• Análisis de mosaicismo y alelos de baja 
frecuencia

•Análisis de expresión y de isoformas de 
splicing

• Análisis bioinformatico
Coding,  non-coding SNV & CNVs

•DNA y RNA  de distintos tejidos

• Lymphocytes cell lines

• Fibroblastos

NUESTRA EXPERIENCIA

ANÁLISIS GENÓMICO

ANÁLISIS IN VITRO VARIANTES

SPLICING 

BIOBANKING

SE AGRADECE AYUDA EN

DESARROLLO MODELOS PEZ CEBRA

Solicitud de autorizaciones y/o diseño 
experimental 

Asesoramiento en diseño de  guías 
CRISPR

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

embriones 

DESARROLLO DE iPSCs

• Cuarto de cultivo  para trabajo con 
células madre inducidas y/o vectores 

virales
¡

TÉCNICAS / EQUIPOS

• Técnicas de histología e 

Inmunofluorescencia

• Ensayos de luciferasa

• Lupa estereoscópica de fluorescencia 

(fenotipado de larvas y/o peces adultos / 

organoides)
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