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ENFERMEDADES OFTALMOGENETICAS

Cornea

DISGENESIAS

SEGEMENTO CATARATAS

ANTERIOR CONGENITAS
> 50 genes > |50 genes

Vitreous humor

Retina
(retinal ganglion cells)

\

v' Elevada heterogeneidad clinica
formas aisladas, panoftalmicas y sindrémicas

v' Elevada heterogeneidad genética
>800 genes asociados

Herencia mendeliana (AD, AR, XL) RETINOPATIAS
50-60% mutacion de novo

> 280 genes

v' Complejidad alélica: SNVs, CNVs y SVs




LINEAS DE INVESTIGACION EN OFTALMOGENETICA

ANIRIDIAY OTRAS
DISGENESIAS S. ANTERIOR

RETINOPATIAS
HEREDITARIAS

OFTALMOGENETICA

OTRAS FORMAS

(DISTROFAAS CORNEALES,
NEUROPATIAS OPTICAS, ETC)

OTRAS PATOLOGIAS DEL
DESARROLLO OCULAR

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)
* Identificacién de nuevos genes (WES / WGS)

* Implicacion de mosaicismo (ddPCR / NGS)

* Implicacion de procesos epigenéticos

Caracterizacion funcional de mecanismos
moleculares

* Caracterizacion functional de VUS y variantes no codificantes
* 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 modulacién mutaciones splicing

* Terapias readthrough para modulacion mutaciones nonsense




DESARROLLO APROXIMACIONES OMICAS

AMBITO INVESTIGACION
PANELES aCGH PANELES
NGS PERSONALIZADOS NGS
Amplicones Captura

WES ' ' WES

SNVs CNVs SNVs + CNVs
[ ] ® [ ]

PRE-NGS 2017

WGS

SVs

cLINicALEXomME O o , :‘
Genes prevalentes Psesat vl q”‘ = -.4\~‘»
(== =
AMBITO DIAGNOSTICO
Baja RESOLUCION VARIANTES Alta
<10-30% TASA DIAGNOSTICA 50-60%

ANIRIDIA

ALBINISMO

ANOMALIAS NERVIO OPTICO
CATARATAS PEDIATRICAS
DISGENESIAS POLO ANTERIOR
DISTROFIAS CORNEALES
GLAUCOMA CONGENITO
HIPOPLASIA FOVEAL
MICROFTALMIA COLOBOMATOSA
RETINOPATIAS NO SINDROMICAS
RETINOPATIAS SINDROMICAS



40-50 % pacientes
tienen resultados -
No informativos

Genetically
unexplained
~40%

e

LIMITACIONES R
EN EL
DIAGNOSTICO

1. Gen responsable aun no identificado

GENETICO

2. ldentificacion de una variante de significado incierto (VUS) >>>> ;patogenicidad?

3. Falsos negativos por uso de técnica inadecuada / problemas cobertura

Mutacion en region no capturada (non-coding, enhancers, intrones)
Mutacion en regiones repetitivas o en GC-rich

Limitaciones en la identificacion de SVs mediante andlisis de WES/paneles




VARIANTES ESTRUCTURALES COMO FUENTE DE PATOGENICIDAD

Mobile element insertion

Allele 1 <: [

Allele 2 @4 :>

LINE

Copy number variant

A ABCDEFGH

V¥ ABCDEFGFGFGH

Deletion
Wild-Type: -
Mutant: B e —— ]
Duplication
Wild-Type: -— .

Mutant: -

A
B
C
D
E
F
G
H

Allele 1..GGATTTICAACAACAACAAGGTAACTCAGTCGA...
Allele 2..GGATTTCAACAACAACAACAACAAGGTAACTCAGTCGA...
Allele 3..GGATTTCAACAACAACAACAAGGTAACTCAGTCGA...

Gross deletions
Complex rearrang/s
Gross Insertions

Repeat variations

Inversion
Small Ins/Del
Small Insertions
- Small Deletions 3509?
Allele 1 |PA:ICDEFENS §“|:“°s"’“°'r
gg Splicing
Alele 2 R:IEDCIEl] —— - o
&= LTSS LSS LSS S
Transl 224642 pathogenic mutations in 8784 genes (13jul18)
ranslocation
Wild-Type: = ———
Mutant: - —
. R SVs se encuentran

infradetectadas



APROXIMACIONES DE ANALISIS SVs

11p13 del Other SV Cso::,nsg | 'j(::‘-: :: :;?
Karyotyping microdeletions
wo D G [
) .

WGS permite el cribado simultaneo de SNVs y SVs



SECUENCIACION GENOMICA COMO ALTERNATIVA

WGS permite detectar mutaciones en regiones no capturadas por WES

Gane 1 Gene 2 Gane 3
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Targeted gene pane!
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LIMITACIONES WGS PARA DETECTAR SVs

Long read sequencing

i1 101 DI 1D CIN IN] DEEI ID

— 3 — — Long reads
Shtl);t(:) rl'::ads iy e >10Kb l
. /| Las aproximaciones de
Draft Genome secuenciacion de Compista Genoma
e lecturas largas (LRS) T
Ref — aumentan el R e —
\ rendimiento de la
R S  S— S deteccion de SVs e
Copy number variations Inversions Translocations

Deletions Amplifications

T [ 11
s - AN



PROYECTO: LONG-READ WGS PARA IDENTIFICAR SVs EN OFTALMOGENETICA

Project

EASI

Genomics

EASI Genomics Project 756

CNRGH Bioinformatics /
Bioanalysis collaboration

Samples

am INSTITUTO DE
m lls INVESTIGACION
SANITARIA
FUNDACION JIMENEZ DIAZ
30 cases

Retinal dystrophies Clmliexome %

Eye malformations Suspected SV
Oxford
NANOPQBE
Q
WGS PromethION

‘“Deciphering the molecular basis of ophtalmogenetic diseases: sequencing the whole genome using a long reads

approach”
IP: C. Ayuso & JM. Millan




SECUENCIACION DE LECTURAS LARGAS POR NANOPOROS

~{_A Library preparation)

High quality DNA strand )

Repair the ends
and add dA-tail

—

Ligate adapters
and size select

5 . .
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Workflow

High Molecular Weight-DNA

o
N CovRE ATIONAL DE SeeHERCHE
) EN GENOMIQUE HUMAINE

dsDNA

motor
protein

Membrane
ssDNA

Dvrarmeth TONS

ZATARRRN Sequencing

tme

Summary Mapping

Chromosome  Covered (kb) Not covered (kb) %Not covered Largest covered region (kb)

Sample Reads Mapped Mapped% Dup Dup% MQO MQO0% chrl 230 230 2492 0.11% 54 030
chr? 230 028 620 0.26% 108 364
COOIVXE_ PAGO3571 10126 065 18 940 995  99.03% 411 540 2.15% 242285 1.27% chrd 197 926 174 0.00% 104 513
chr4 180 493 258 0.14% 74 200
chrs 178 793 190 0.11% 54 704
Summary Aligned Reads chré 169 996 82 0.05% 52 373
chr7 158 854 116 0.07% 68 430
chr8 114 630 120 0.00% 50 325
. chrd 120 016 874 0.72% 63 463
Sample Median length | Mean | N50 Max YtSupplementary  Accuracy chri0 132 657 06 0 45.:2 51 796
CO0LVXE_PAG93571 3507 6102 | 12 302 | 59 746] 8.91% 92.40% cclt lesan i b ATt
chri2 133 118 20 0.01% 85 083
- . 8 chr13 97 890 03 0.10% 65 937

chrl4 88 449 70 0.08% 36 232
chr15 81465 176 0.21% 42 640
chrl6 81 764 42 0.05% 43 848
el chrt? 81766 1155 1.39% 35 080
chrl8 7902 168 0.21% 26 059
reads: |- 60 Kb s chr10 55 766 0 0.00% 31 367
: 3 chr20 63 787 157 0.25% 28019
(median length 9574 kb) el chr21 37 826 212 0.56% 18023
. chr22 36 919 153 0.41% 28 451
Depth: 30X chrX 154 670 221 0.14% 41 435
chrY 1531 22 106 93.52% a2
- chrM 17 0 0.00% 13
o - i ' " genome 2805800 27 028 0.96% 05361 |

10°
Sequenced read length |




High Molecular Weight-DNA

}’?CNRGH dsDNA

CENTRE NATIONAL DE RECHERCHE
B 7 en cENoMIaUE HuMAINE motor

protein

Reader

Membrane
ssDNA —L'_L|_|_r

Dvr~rroethTONS
time

ZATIRRR Sequencing

Basecalling

Workflow

.

Raw Reads

FASTA

Reference
genoma
(GRCh38)

wapping

minimap2

|

Mapped Reads

Reference Genome

X
\

CNRGH

CENTRE NATIONAL DE RECHERCHE
EN GENOMIQUE HUMAINE

sV

calling

[N

Raw variant
reports

D
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CARACTERIZACION DE DELECION EN EYS

Caso |
FENOTIPO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19202122 X Y

*  Retinosis pigmentaria
ESTUDIOS GENETICOS PREVIOS
*  Bialélico para EYS:

Alelo I:.c.4103dup; p.Ser|369llefs*18
Alelo 2: . Delecién exén 14-22 (MPLA)

Deleccion 316,976 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19202122 X Y

Delimitar los breakpoints
exactos

chré:64,738,649-65,055,624

0 2k 4k Bk 8k 10k
Read / Query



CARACTERIZACION DE DELECION EN KCNYV2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 b 12 13 14 15 16 17 18 19202122 X Y

Caso 2
FENOTIPO
. Distrofia conos-bastones

ESTUDIOS GENETICOS PREVIOS

¢  Portador de un alelo missense en KCNV2
(c.550G>A; p.Glu184Lys)

e Posible delecion exén 2 de KCNV2

Confirmacion de la CNV Deleccién 6332 pb

Delimitar los breakpoints 1 , \ \ ] L, D e x
exactos — ‘

chr9:2724293-2730625

0 2k 4k 6k 8k 10k
Read / Query



CARACTERIZACION DE INVERSION CHR. X POR LRS-WGS

Caso 3:varon

FENOTIPO j S— —
»  Cataratas congénitas — B ———— ES— oy
*  Discapacidad intelectual - —

e  Anomalias dentales

ESTUDIOS GENETICOS PREVIOS
*  Cariotipo: Inv ChrX de origen materno
*  Negativo en exoma clinico & aCGH

- e ———EMEME————— sy« s
20k 15k 10k 5k 0
Read / Query

Punto de corte distal: chrX:17569147+ Del 16 pb

-:n‘




CARACTERIZACION DE INVERSION CHR. X POR LRS-WGS

| S—

c.565 c.566-118595

c.566
(NHS-A) NM_198270.4: J—*—I—EI—EH—-—I-D-—_—-—-:]

~350
1 1a 2 3 3a 4 5 6 7 8
IX1_F ., JX2_F .,
Ii e SRR | — JX2_R
c.565 ©-066-118595 ¢.566
PSS J_,,J IZ-—-—_-—-—D-I—-—-]—E—I
1 8 7 6 5 4 3a 3 2 1a

(a) NHS (b) CDKL5
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o
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-
o

Ingex case Mather C-XX  C=X¥  Indexcase Mother C-XX  C-XY



IDENTIFICACION DE SVs CRIPTICAS POR LRS-WGS

Caso 4: esporadico
FENOTIPO
Aniridia congénita
Cataratas congénitas
Nistagmo
Vitreo primario hiperplasico persistente

ESTUDIOS GENETICOS PREVIOS
Cariotipo normal
Negativo en cribado PAX6 por panel NGS & aCGH

Identificacion de una inversion
paracéntrica equilibrada de 4.9
Mb en | 1.pl3 que disrumpe el

locus PAX6

Hum M.m
”WWI -

Reference allele

inverted allele

-
-7 - So Il I
- 7’ ~ -
- ~ -
- 7’ -~ -
- s ~ ~ =~
-
- - rd ~ ~ —_—
- 7 ~ -a
- P ~ -~
- -, S S~
- Z- = o
TGATGTT CABGAJCAC CAGTGC CG AG GA TAGTAG|TG ATC T TATASATTC A A A

A "‘

\ § \ | \

“u \ ,“\\ |‘P\- )‘F .\ ’.\‘ M A }f \ ; ,, , \ \

| “”“ \ Y ;\! 1'\‘ ./ \‘. ‘.".‘
Chr 11(+) TGATGTTCAAGATTTCAGTTGATCTATAATCAGTAA Chr 11 (+) TGATGTTCAAGATTTCAGTTGAT CTATAATCAGTAA

RRRRARRARE [ (ARRNARANNRRNNAAY
Inverted JX¥2 TGATGTTCAAGA. . . CACCAGTGCCGACA Inverted Jx1 AGTAATAGGATAGTAGTGAT CTATAATCAGTAA I 8
L LB R RN NRRNE NN

Chr 11(-) AGTAATAGGATAGTAGTGATAGCACCAGTGCCGACA Chr 11(-) AGTAATAGGATAGTAGTGATAGCACCAGTGCCGACA



IDENTIFICACION DE SVs CRIPTICAS POR LRS-WGS

Caso 5: esporadico
FENOTIPO
Hipoplasia de iris congénita
Cataratas congénitas

ESTUDIOS GENETICOS PREVIOS
Portador de tr.(6, |), detectada por cariotipo /FISH,
considerada no patogénica en 2007

Negativo en cribado PAXé por panel NGS & aCGH

Traslocacion no detectada por short-read WGS

Caracterizacion de una traslocacion
equilibrada t(6;11)(pl1.1,p13)
que disrumpe un enhancer de PAX6

Reference

1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 202122 X Y
\
6 7 9 :
I [ /]
o+ ¢+ {106 O
u wd
E180B . —
1 HS8B  HS6  HS5  HS3HS2 sIMo
| e ; DDR
1 1 1
° | '
1] 1 :
i Minimal critical region 1 !
‘ 18kb : i
1 1 1
: | 1]
1
v
der 6 der 11

Bkp2



IDENTIFICACION DE SVs CRIPTICAS POR LRS-WGS

CASO 5: Caracterizacion de una traslocacion equilibrada t(6;11)(pl 1.1, pl3) que disrumpe el locus PAXé

{§H]

Chr 6 Der (11)

I
. Der (6) Chr 1l

777 oo )
- - _— ]

l |

N
e -
N

I

* Traslocacion implica secuencias alpha-satélite centroméricas del cromosoma 6, altamente repetitivas
* Fue incorrectamente descrita en un cariotipo y FISH

* Traslocacion no detectada por short-read WGS debido a la baja complejidad de las regiones en los
puntos de corte
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ANIRIDIA PUEDE ESTAR CAUSADA POR SVs CRIPTICAS

PAX6 Gene <ELP4
PO P1 Pa
7 n
_HH— e
— 0 i 2 3 4 5 5a 6 7 8 9 10 11 1213 SIMO ElR
EE L I NN |
Caso 5 Caso 4
inv (11)(pl3pl2) t(6;1 )(pll.1,pl3)
15 * SVs implican la disrupcion directa del gen o su region reguladora a
150 Kb a 3’ de PAX6
o Status
w B3 ANI-0029 . . . S " .
= B3 ANI-0099 * No identificadas previamente por las técnicas utilizadas, incluyendo
'O : mu,';:%s short-read WGS.
0.5
ANI-0029 ANI-0099 mut PAX6

Status
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CONCLUSIONES
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